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Abstrakt 

Fokální kortikální dysplázie je strukturní a funkční malformací kortikálního vývoje 

vznikající mutacemi v mTOR signální kaskádě vedoucí k rozvoji farmakorezistentní epilepsie. 

Parvalbuminové interneurony tvoří největší inhibiční sílu v mozku podílející se na blokování 

rozvoje epileptických záchvatů a je možné, že dochází ke změně v jejich funkci související 

právě s fokální kortikální dysplázií. Tato práce se zabývala vytvořením myšího modelu fokální 

kortikální dysplázie typu II s označenými parvalbuminovými interneurony. Model byl vytvořen 

pomocí in utero elektroporace plazmidu s mutovaným mTOR genem. Následně bylo 

implantováno kraniální okno v oblasti vytvořené léze zároveň s injikací kalciového indikátoru 

pro sledování aktivity neuronů pomocí dvoufotonového mikroskopu. Naše výsledky potvrzují 

shodu zde vytvořeného modelu s dosavadní literaturou na základě morfologických znaků a 

přítomnosti spontánních záchvatů. Byly zaznamenány statisticky signifikantní rozdíly ve 

velikosti pyramidových neuronů v lézi a mimo lézi, zatímco u parvalbuminových interneuronů 

nebyly v závislosti na umístění objeveny signifikantní změny. Rozdíly v počtu pyramidových 

neuronů a parvalbuminových interneuronů ukázaly trend snížení počtu v lézi, avšak nebyl 

statisticky signifikantní. Data z epileptických záchvatů indukovaných pomocí 

pentylentetrazolu ukazují pomalejší pokles fluorescence kalciového signálu u 

parvalbuminových interneuronů naznačující přechod do stavu depolarizačního bloku. Tento 

výsledek se ukázal jako statisticky signifikantní. Další výsledky zahrnují mírnou aktivaci 

parvalbuminových interneuronů před začátkem záchvatu, výskyt vlny šířící se depolarizace a 

aktivaci některých neuronů před postupující depolarizační vlnou. Tato data byla ovšem 

z důvodu malého počtu pozorování pouze diskutována a nebyla statisticky vyhodnocována. 

 

Klíčová slova: fokální kortikální dysplázie, parvalbuminové interneurony, mTOR signální 

kaskáda, 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 použitých zkratek 

4-AP 4-amonipyridin, chemokonvulzant 

4E-BP(1) Translační inhibitor 

A1 Adenosinový receptor spřažený s G-proteinem 

ad libitum Dle libosti 

AK Adenosin kináza 

Akt/PKB Protein kináza B, serin-threoninová kináza 

AKT3 Isoforma protein-kinázy B, regulátor mTOR signální dráhy 

AMPA Aminopropionová kyselina, agonista glutamátových AMPA receptorů 

AMPK AMP aktivovaná protein kináza 

ATP Adenosintrifosfát 

CACNA1a  podjednotka CaV2.1 kanálů 

cAMP Cyklický adenosinmonofosfát 

CaV2.1 Typ napěťově řízených vápenatých kanálů 

c-fos Protoonkogen, marker časné aktivity neuronů 

CRISPR/CAS9 Nástroj pro editaci genomu 

DEPDC5 Protein tvořící komplex GATOR1 

EEG Elektroencefalogram 

eIF4E Eukaryotický iniciační translační faktor 

FCD Fokální kortikální dysplázie 

FCDI Fokální kortikální dysplázie typu I 

FCDII Fokální kortikální dysplázie typu II 

FCDIIa Fokální kortikální dysplázie typu IIa 

FCDIIb Fokální kortikální dysplázie typu IIb 

FCDIII Fokální kortikální dysplázie typu III 

FOV Field of view, pozorované pole 

GABA Kyselina -aminomáselná, inhibiční neurotransmiter v mozku 

GABAA Receptor pro GABA spřažený s iontovým chloridovým kanálem 

GATOR1 Komplex regulující mTOR signální kaskádu 

GFP Zelený fluorescenční protein 

GluA1 Podjednotka AMPA receptorů 

GluA2 Podjednotka AMPA receptorů 

GluA3 Podjednotka AMPA receptorů 

GluA4 Podjednotka AMPA receptorů 

HME Hemimegaencefalie 

i.c.v. Intracerebroventrikulární podání 

i.p. Intraperitoneální podání 

i.v. Intravenózní podání 

IPSP Inhibiční postsynaptický potenciál 

iRFP Infračervený fluorescenční protein 

jGCamp8 Kalciový indikátor 

KCC2 K+-Cl- symportér 

KV1.1 Podjednotka napěťově řízených draselných kanálů 

KV3.1 Podjednotka napěťově řízených draselných kanálů 



KV3.2 Podjednotka napěťově řízených draselných kanálů 

LKB1 Protein tvořící komplex STRADa 

MO25 Protein tvořící komplex STRADa 

mTOR Mammalian target of rapamycin, součást mTORC1 a mTORC2 

mTORC1 Regulační komplex mTOR signální kaskády 1 

mTORC2 Regulační komplex mTOR signální kaskády 2 

NaV1.1 Podjednotka napěťově řízených sodných kanálů 

NaV1.6 Podjednotka napěťově řízených sodných kanálů 

NDRG1 Marker hyperaktivace mTORC2 

NKCC1 Na+-K+-Cl- kotransportér 

NMDA 
N-methyl-D-asparagová kyselina, agonista glutamátových NMDA 

receptorů 

NPRL2 Protein tvořící komplex GATOR1 

NPRL3 Protein tvořící komplex GATOR1 

PI3K Fosfatidylinositol-3-kináza 

PIK3CA Katalytická podjednotka PI3K 

PKC Proteinkináza C 

pS6 Fosforylovaný protein S6, marker hyperaktivace mTORC1 

PTEN Tumor supresorový gen 

PTZ Pentylentetrazol, chemokonvulzant 

PV+ Parvalbumin-pozitivní 

RHEB GTP-vazebný protein 

ROI Region of interest, oblast zájmu 

s.c. Subkutánní podání 

SCN1a  podjednotka napěťově řízených sodných kanálů 

SGK1 Sérem a glukokortikoidy regulovaná kináza 1 

SOM+ Somatostatin-pozitivní 

STRAD Protein tvořící komplex STRAD 

STRAD Komplex regulující mTOR signální kaskádu 

SUDEP Sudden unexpected death in epilepsy, náhlá neočekávaná smrt v epilepsii 

TBC1D7 Protein tvořící komplex TSC 

tdTomato Červený fluorescenční protein 

TOS Konzervovaný motiv pro vazbu mTORC1 

TSC Komplex tuberózní sklerózy 

TSC1 Protein tvořící komplex TSC, tuberin 

TSC2 Protein tvořící komplex TSC, hamartin 

VEGFA Vaskulární endoteliální růstový faktor A 

VEGFB Vaskulární endoteliální růstový faktor B 

VIP+ Vasointestinální peptid-pozitivní 
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1. Úvod 

Epilepsie je závažnou chorobou výrazně snižující kvalitu života v důsledku 

epileptických záchvatů, které se mohou vyskytnout v podstatě kdykoliv. Ačkoliv byla 

publikována řada studií popisující periodické oscilace v pravděpodobnosti vzniku těchto 

záchvatů, šance na spolehlivé predikce jejich propuknutí je stále v nedohlednu. Stejně tak 

informace týkající se mechanismu jejich vzniku a šíření jsou nedostatečné a převážně pocházejí 

z in vitro studií, či akutních modelů epilepsie. 

O tom, jakou úlohu interneurony, tedy inhibiční neurony, zaujímají v epileptických 

procesech se stále diskutuje a existuje mnoho teorií, které je ovšem třeba ověřit. Z dosavadních 

výzkumů je patrné, ačkoliv se tato myšlenka zdá neintuitivní, že pravděpodobně přispívají či 

dokonce mohou zapříčinit vznik epileptických záchvatů. Navíc se zdá, že rozdílné skupiny 

interneuronů, například parvalbuminové o nichž je psána tato práce, zaujímají různé role 

v těchto procesech, což významně rozšiřuje pole výzkumu epilepsie. 

Cílem této práce je objasnit roli parvalbuminových interneuronů u fokální kortikální 

dysplázie, která je jednou z příčin epilepsie postihující převážně pacienty v dětském věku. 

Vzhledem k nedostatečným informacím o příčině stojící za vznikem epileptických záchvatů a 

rezistenci vůči dosud známým antiepileptickým lékům je léčba velice náročná a sestává se buď 

z režimových opatření nebo chirurgického odnětí poškozené části mozku. I takto radikální krok 

ovšem nemusí vést k úspěšnému potlačení epileptických záchvatů a je tedy nutné rozklíčovat 

mechanismy způsobující vznik epilepsie v případě této malformace. 
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2. Literární přehled 

2.1. Fokální kortikální dysplázie 

Fokální kortikální dysplázie je strukturální a funkční malformací kortikálního vývoje 

související s mutacemi v mTOR signální kaskádě vedoucí k rozvoji epilepsie (Subramanian et 

al., 2019). Z důvodu rezistence vůči medikaci se často přistupuje k chirurgickému odnětí léze 

(Fauser et al., 2015) za účelem potlačení epileptických záchvatů. Pokud se však epileptické 

ložisko nachází v některé kriticky důležité oblasti mozku, kterou nelze odstranit, je třeba použít 

alternativní neinvazivní metody. Mezi takové patří, mimo jiné, například ketogenní dieta (Neal 

et al., 2008). 

Podle doporučení International League Against Epilepsy (Najm et al., 2022) se fokální 

kortikální dysplázie dělí do několika typů. Všechny (FCDI, II, III) se vyznačují abnormálním 

uspořádáním kortikálních vrstev, některé navíc přítomností abnormálních neuronů (FCDII), či 

aditivním poškozením mozku (FCDIII). FCDIIa značí přítomnost dysmorfních neuronů, 

FCDIIb dysmorfních neuronů a balónových buněk. 

Fokální kortikální dysplázie typu II byla poprvé popsána roku 1971 Davidem C. 

Taylorem a jeho kolegy na deseti vzorcích mozku odebraných epileptickým pacientům z oblastí 

temporálního, frontálního či okcipitálního laloku. Pacienti kromě epileptických záchvatů často 

trpí i sníženým intelektem či dalšími behaviorálními poruchami (Taylor et al., 1971) 

2.1.1. mTOR signální kaskáda 

mTOR signální kaskáda hraje klíčovou roli v regulaci buněčného růstu a diferenciace 

(skrze mTORC1 komplex) a proliferace a přežívání (skrze mTORC2 komplex), přičemž 

v případě fokální kortikální dysplázie dochází k její hyperaktivaci (Juric‑Sekhar & Hevner, 

2019).  

Regulace mTORC1 je zprostředkována prostřednictvím komplexů TSC, GATOR1 a 

STRAD, zatímco mTORC2 je regulován především růstovými faktory či inzulinem (viz. 

obrázek č. 1). 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=8264871&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8264871&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1218307&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1519812&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1519812&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13197060&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8797074&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6830917&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6830917&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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Obrázek č. 1: Přehled regulačních drah v rámci mTOR signální kaskády. Převzato a upraveno podle 

(Juric‑Sekhar & Hevner, 2019) 

2.1.1.1. mTORC1 

Komplex mTORC1 vzniká interakcí mezi mTOR kinázou, proteinem Raptor a dalšími 

komponenty. Na rozdíl od komplexu mTORC2 je citlivý na rapamycin a jeho působením 

dochází k oslabení interakce mezi mTOR kinázou a proteinem Raptor (D.‑H. Kim et al., 2002). 

TSC komplex je složen z proteinů TSC1 (hamartin), TSC2 (tuberin) a TBC1D7 

(Nakashima et al., 2007) a zajišťuje inhibici mTORC1 (Tee et al., 2002). Zároveň je sám 

regulován pomocí Akt/PKB zprostředkovanou fosforylací vedoucí k inhibici TSC komplexu 

(Inoki et al., 2002). 

GATOR1 komplex je tvořen proteiny DEPDC5, NPRL2 a NPRL3 zajišťující inhibici 

mTORC1 za nepřítomnosti aminokyselin (Bar‑Peled et al., 2013). 

Komplex STRAD tvořený LKB1, STRAD a MO25 aktivuje AMPK inhibující 

mTORC1 komplex (Hawley et al., 2003), konkrétně přes fosforylaci proteinu Raptor (Gwinn 

et al., 2008). STRAD a AMPK reagují na energetický stres v důsledku zvýšené koncentrace 

cAMP (Gwinn et al., 2008). 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=6830917&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=328062&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14552163&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14552184&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=144025&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=269656&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=2872368&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=412480&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=412480&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=412480&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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Cíle pro komplex mTORC1 obsahují konzervovaný TOS vazebný motiv pro vazbu 

proteinu Raptor. Mezi důležité cíle z hlediska regulace syntézy proteinů patří pS6 a 4E-BP1 

(Nojima et al., 2003; Schalm & Blenis, 2002). Také de novo syntéza lipidů, glykolýza, část 

pentóza-fosfátové dráhy (Düvel et al., 2010) a syntéza pyrimidinových nukleotidů (Ben‑Sahra 

et al., 2013) jsou pod kontrolou mTORC1 komplexu. 

Fosforylace pS6 je významným markerem hyperaktivace  komplexu mTORC1 

(Chodraui et al., 2020). 

2.1.1.2. mTORC2 

Komplex mTORC2 obsahuje stejně jako mTORC1 kinázu mTOR, tentokrát ovšem ve 

vazbě na protein Rictor, který je vůči rapamycinu rezistentní (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et 

al., 2004). 

Růstové faktory a inzulin stimulují PI3K k fosforylaci Akt/PKB a mTOR kinázy 

v mTORC2 komplexu (Chenal et al., 2008). 

Mezi funkce mTORC2 patří fosforylace dalších kináz, například Akt/PKB (Facchinetti 

et al., 2008; Sarbassov et al., 2005), PKC (Facchinetti et al., 2008; Sarbassov et al., 2004) 

nebo SGK1 dále fosforylující NDRG1, což může sloužit jako marker hyperaktivace mTORC2 

(García‑Martínez & Alessi, 2008). Dále mTORC2 kontroluje polymerizaci aktinového 

cytoskeletu (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004). 

2.1.2. Animální modely FCDII 

Používané modely se dají rozdělit do dvou skupin: transgenní a tvořené pomocí in utero 

elektroporace (viz. tabulka č. 1). 

Transgenní modely využívají nejčastěji Cre/LoxP systém při křížení myší buď pro 

vložení loss of function mutací1 genů zapojených v mTOR signální kaskádě (Meikle et al., 

2007; Yuskaitis et al., 2018; Zeng et al., 2011; Zhou et al., 2009) nebo vložení mutací 

vedoucích k hyperaktivaci daného genu (Roy et al., 2015). Problém s těmito modely spočívá 

v tom, že mutace se vyskytují v celém mozku, což nereprezentuje fokální kortikální dysplázii, 

u které mutované neurony tvoří pouze část mozku. Toto omezení se dá ovšem obejít 

podmíněnou expresí daných genů do neurálních prekurzorů (Kassai et al., 2014), či postnatální 

injikací Cre rekombinázy do laterální komory mozkové (Prabhakar et al., 2013), což vede 

k omezení exprese pouze do určité části mozku. 

                                                             
1 Loss of function mutace = mutace vedoucí ke ztrátě funkce genu 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=329424,409791&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=270118&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=180099&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=180099&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14609121&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=147610,145182&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=147610,145182&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14551810&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=66060,328720&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=66060,328720&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=328720,147610&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=328476&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=145182,147610&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=414983,1037343,4701682,4837964&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=414983,1037343,4701682,4837964&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1482484&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3437849&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3495619&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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Modely využívající in utero elektroporaci jsou velmi užitečné, jelikož vložení 

konstruktu s mutovaným genem během embryonálního vývoje do laterálních komor 

mozkových způsobí mutaci pouze části zasažených buněk, což vede ke tvorbě léze. Většinou 

je používáno vložení plazmidu s mutovaným genem (Baek et al., 2015; Lim et al., 2015; 

Reijnders et al., 2017; Zhong et al., 2021). Využívá se ovšem i CRISPR/CAS9 (Chen et al., 

2015; Lim et al., 2017; Ribierre et al., 2018) či injikace Cre rekombinázy (Feliciano et al., 

2011). 

Přestože naprostá většina animálních modelů využívá pro studium fokální kortikální 

dysplázie myši, objevují se například i modely založené na Daniu pruhovaném (S.‑H. Kim et 

al., 2011). 

Tabulka č. 1: Studie odkazované výše v textu s vyznačením genu, ve kterém se mutace nachází. Autor: 

Jana Populová. 

Mutovaný gen Studie Mutovaný gen Studie 

PTEN (Zhou et al., 2009) AKT3 (Baek et al., 2015) 

TSC1 (Meikle et al., 2007) mTOR (Lim et al., 2015) 

TSC2 (Zeng et al., 2011) RHEB (Reijnders et al., 2017) 

DEPDC5 (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) TSC1 (Feliciano et al., 2011) 

PIK3CA (Zhong et al., 2021) TSC2 (S.‑H. Kim et al., 2011) 

Nejčastější mutace se u pacientů objevují v genu mTOR a dále v jeho aktivátorech 

(AKT3, PIK3CA, RHEB), ačkoliv i mutace v represorech této signální kaskády jsou přítomny 

(Baldassari et al., 2019). Tyto mutace mohou být zárodečné i somatické (Møller et al., 2016). 

Počet neuronů v mozku obsahujících nějakou ze somatických mutací způsobující FCDII 

se pohybuje v rozmezí 2 – 20 %. Množství zasažených neuronů pak odpovídá fázi 

embryonálního vývoje, ve které k mutaci došlo (D’Gama et al., 2017). Například v modelu 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=13486313,1133541,3240382,4604477&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13486313,1133541,3240382,4604477&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3165012,7073471,1216662&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3165012,7073471,1216662&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=969245&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=969245&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1223624&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1223624&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=414983&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1133541&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1037343&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3240382&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4701682&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4604477&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4837964&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3165012&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1482484&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=7073471&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3437849&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1216662&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3495619&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=969245&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13486313&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1223624&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9382506&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4216567&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4738375&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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nesoucím loss of function mutaci v TSC1,2 stačí pouze 1 % mutovaných buněk pro indukci 

spontánních záchvatů (Lim et al., 2017). 

2.1.3. Patogeneze u FCDII a shoda s animálními modely 

Studie prováděné na lidských mozcích (Alonso‑Nanclares et al., 2005; Baldassari et al., 

2019; Garbelli et al., 1999; Møller et al., 2016; Taylor et al., 1971) poukazují na přítomnost 

abnormálních oblastí mozku většinou rozeznatelných od okolní tkáně vyznačující se kortikální 

dyslaminací, výskytem abnormálních  (viz. obrázek č. 2) a ektopických neuronů, abnormalitami 

gliových buněk, spontánními epileptickými záchvaty, sníženým intelektem a dalšími 

behaviorálními poruchami. 

Dále byly dokumentovány i změny týkající se interneuronů, přičemž primárně se studie 

zaměřovaly na možnost jejich redukce (či pouze některých frakcí) v rámci léze nebo rozdílnou 

konektivitu (viz. kapitola č. 2.3.2.). 

 

Obrázek č. 2: Pacient trpící FCDIIb. (A) Snímek z magnetické rezonance znázorňující umístění léze. 

(B) Histologický preparát zhotovený po chirurgickém odnětí léze barvený pomocí hematoxylinu a 

eosinu. Modrá šipka ukazuje na balónovou buňku, černá šipka na dysmorfní neuron. (C) Preparát 

kombinující barvení na hematoxylin/eosin a barvením proti fosforylovanému proteinu S6 znázorňující 

expresi pS6 v dysmorfních neuronech. Měřítko = 20 m. Převzato a upraveno podle (Møller et al., 

2016). 

2.1.3.1. Abnormální neurony a kortikální dyslaminace 

Abnormální neurony u pacientů s FCDII se dají rozdělit na základě morfologie a 

elektrofyziologických vlastností do několika skupin: cytomegalické dysmorfní neurony, 

balónové buňky, špatně orientované a ektopické pyramidové neurony a neurony vlastnostmi 

připomínající nezralé buňky (Cepeda et al., 2003, 2005; Hanai et al., 2010). 

Cytomegalické dysmorfní neurony mají somata o průměru 30-40 m a abnormální 

výběžky (axony i dendrity) vybíhající z těla. Z důvodu zvětšení membránového povrchu je i 

kapacitance, a tedy množství náboje potřebného pro depolarizaci, vyšší. Po depolarizaci 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=3165012&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14003388,8797074,4871741,4216567,9382506&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14003388,8797074,4871741,4216567,9382506&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4216567&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4216567&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1966535,3250911,14609939&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
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následuje výrazně vyšší influx vápenatých iontů v porovnání s pyramidovými neurony (Cepeda 

et al., 2003, 2005). Zároveň mají nižší senzitivitu pro hořečnaté ionty, což vede k aktivaci 

NMDA receptorů při více hyperpolarizovaném membránovém potenciálu (André et al., 2004). 

Balónové buňky vykazují znaky neuronů (velké tělo o průměru 20-30 m, mohutný 

dendritický strom) i glií (nerozeznatelné axony). Charakteristická je absence napěťově řízených 

sodných a vápenatých proudů a necitlivost vůči aplikaci excitačních aminokyselin (Cepeda et 

al., 2003, 2005). 

Dysmorfní i ektopické neurony se často nacházejí i v bílé hmotě mozkové pod kortexem 

(Alonso‑Nanclares et al., 2005). Hranice bílé a šedé hmoty je často nerozeznatelná stejně jako 

jednotlivé kortikální vrstvy (Alonso‑Nanclares et al., 2005; Garbelli et al., 1999; Taylor et al., 

1971). 

Přítomnost dysmorfních neuronů spojenou se zvýšenou expresí pS6, ektopických 

neuronů i kortikální dyslaminaci popisují i animální modely uvedené v tabulce č. 1. Přítomnost 

balónových buněk v animálních modelech ovšem dosud nebyla potvrzena, vyjma jedné studie 

(Ribierre et al., 2018).  

2.1.3.2. Spontánní epileptické záchvaty 

Spontánní epileptické záchvaty se začínají objevovat převážně v dětském věku, či 

během adolescence (Baldassari et al., 2019). Z této studie je také patrné, že období počátku 

výskytu záchvatů je závislé i na konkrétní mutaci, kterou je jedinec postižen. Například mutace 

v genu pro RHEB je spojená s průměrným počátkem ve třetím měsíci, zatímco v genu pro 

mTOR kinázu se jedná průměrně o 1,2 roku. Něco podobného můžeme vidět i v myších 

modelech. U těch využívajících in utero elektroporaci plazmidu s mutací v genu pro RHEB 

začínají spontánní záchvaty dříve (Hsieh et al., 2016) než v případě mutovaného mTOR genu 

(Lim et al., 2015). 

Pravděpodobnost výskytu spontánních záchvatů v animálních modelech není vždy 

stejná a pohybuje se mezi 50 – 100 % v závislosti na mutovaném genu (Hsieh et al., 2016; Lim 

et al., 2015, 2017; Nguyen et al., 2019) a jeho použité koncentraci (Nguyen et al., 2019). 

Různou koncentrací plazmidů s mutovaným genem je možno dosáhnout i různé úrovně 

hyperaktivace mTOR signální kaskády, což se projeví rozdíly v závažnosti malformace 

(hypertrofie a migrace neuronů, frekvence záchvatů), jak lze vidět na obrázku č. 3. (Nguyen et 

al., 2019). 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=1966535,3250911&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1966535,3250911&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1519024&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1966535,3250911&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1966535,3250911&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4871741&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8797074,14003388,4871741&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8797074,14003388,4871741&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=7073471&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9382506&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9394655&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3240382&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3165012,3240382,9394655,6704276&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3165012,3240382,9394655,6704276&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6704276&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6704276&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6704276&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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Obrázek č. 3: RHEBCA indukuje fosforylaci S6 v závislosti na dávce. Obrázek znázorňuje rozdíly 

v intenzitě barvení proti pS6 v kombinaci s GFP a hypertrofii neuronů mezi kontrolami a různými 

úrovněmi koncentrace RHEBCA. Měřítko 100 m. Převzato a upraveno podle (Nguyen et al., 2019). 

Také umístění léze hraje svou roli. Například studie (Hsieh et al., 2016) poukázala na 

výskyt spontánních záchvatů u myší s lézí v oblasti mediálního prefrontálního kortexu, zatímco  

v somatosenzorickém kortexu k jejich vzniku nedošlo.  

U pacientů trpících FCDII spolu s výskytem záchvatů je léze nejčastěji umístěna ve 

frontálním laloku, následně temporálním a méně v parietálním a okcipitálním (Wagstyl et al., 

2022). Pozice léze souvisí i s dobou propuknutí prvních záchvatů, přičemž primární senzorické 

oblasti jsou spojeny s jejich dřívějším vznikem oproti asociačním oblastem, kdy se záchvaty 

začínají objevovat až v pozdějším věku. Léze v oblasti frontálního laloku také často bývají 

menší v porovnání s většími lézemi v okcipitálním laloku (Wagstyl et al., 2022). 

Vzhledem k vlastnostem dysmorfních cytomegalických neuronů (viz. výše) je 

pravděpodobné, že se podílejí na vzniku spontánních epileptických záchvatů. Naopak balónové 

buňky takový potenciál nemají (Cepeda et al., 2005). Také se předpokládá, že za záchvatování 

není zodpovědná nedokončená migrace postižených neuronů (Hsieh et al., 2016). 

2.1.3.3. Hypervaskularizace 

S fokální kortikální dysplázií je spojená i hypervaskularizace v místě léze. Cévy jsou 

hustší, více rozvětvené, delší a neurony jsou umístěné blíže cévám, než ve zdravém mozku. 

Pravděpodobně to umožňuje přístup dysplastických neuronů ke kyslíku a jiným živinám (L. 

Zhang et al., 2019). Dále bylo zjištěno, že právě tyto neurony mají zvýšenou expresi VEGFA a 

VEGFB spolu s jejich receptory, což by mohlo předcházet jejich zániku (Boer et al., 2008). 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=6704276&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9394655&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14633293&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14633293&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14633293&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3250911&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9394655&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8950117&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8950117&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10291007&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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2.1.3.4. Kontinuum FCD-TSC-HME 

Definice jednotlivých malformací kortikálního vývoje není vždy jednoznačná a 

mTORopatie zahrnující fokální kortikální dysplázii, komplex tuberózní sklerózy a 

hemimegaencefalii jsou často považovány za kontinuum. 

FCD a HME mohou být způsobené mutacemi ve stejných genech, rozdílem je pouze 

mutace v dřívější fázi kortikálního vývoje pro vznik HME a ve výsledku tedy postihuje větší 

množství buněk. Vyjma toho ale FCD i HME sdílejí stejné znaky (D’Gama et al., 2017). Stejně 

tak FCD a TSC vznikají v důsledku stejných mutací vedoucích k podobnému fenotypu a 

rozdílem je pouze kalcifikace v rámci léze, která je přítomna pouze u TSC (Hulshof et al., 

2021). 

2.2. Parvalbuminové interneurony 

Interneurony se dají rozlišit na základě exprese kalcium-vazebných proteinů a 

neuropeptidů a elektrofyziologických vlastností. Tyto konkrétní interneurony se vyznačují 

produkcí parvalbuminu (kalcium-vazebný protein) a „fast-spiking2“ fenotypem (Gonchar et al., 

2007; Y Kawaguchi & Kubota, 1997; Yasuo Kawaguchi & Kubota, 1993; Yasuo Kawaguchi, 

1995). 

Parvalbumin pozitivní (PV+) interneurony jsou nejpočetnější skupinou interneuronů 

v kortexu (viz. obrázek č. 4), kde tvoří přibližně 40 % ze všech GABAergních neuronů u 

hlodavců (Gonchar et al., 2007; Kooijmans et al., 2020) a téměř 50 % u primátů (Kooijmans et 

al., 2020). Vyskytují se ve všech kortikálních vrstvách kromě té první (Gonchar et al., 2007; 

Yasuo Kawaguchi & Kubota, 1993; Yasuo Kawaguchi, 1995; Seto‑Ohshima et al., 1989), 

přičemž více jsou zastoupeny v hlubších vrstvách kortexu (Gonchar et al., 2007). 

Mimo kortex se hojně nacházejí v mozečku, hippocampu a thalamu a v menším počtu i 

v mozkovém kmeni, striatu či amygdale (Ohshima et al., 1991; Seto‑Ohshima et al., 1989). 

                                                             
2 Fast-spiking = elektrofyziologická vlastnost umožňující tvorbu akčních potenciálů s vysokou frekvencí 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=4738375&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14609998&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14609998&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=128135,1193129,14317860,14317887&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=128135,1193129,14317860,14317887&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=128135,1193129,14317860,14317887&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1193129,14338879&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14338879&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14338879&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1193129,14317887,14317860,14338772&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1193129,14317887,14317860,14338772&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1193129&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14338772,14338770&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
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Obrázek č. 4: (A) Rozložení počtu různých skupin interneuronů v kortikálních vrstvách myšího mozku. 

(B) Trojité barvení kortikálních vrstev protilátkami proti parvalbuminu (PV, červeně), calretininu (CR, 

zeleně) a somatostatinu (SOM, modře). Měřítko = 100 m. (C-F) Zvětšený výřez z obrázku B (žlutý 

obdélník). Převzato a upraveno podle (Gonchar et al., 2007). 

2.2.1. Vlastnosti PV+ interneuronů 

Dvě hlavní skupiny PV+ interneuronů jsou tzv. „basket3“ a „chandelier4“ neurony. 

Z těchto dvou jsou „basket“ neurony zastoupeny v neokortexu více. Jejich morfologické i 

elektrofyziologické vlastnosti se v průběhu postnatálního vývoje postupně vyvíjejí (Doischer 

et al., 2008) a až po dosažení dospělosti vykazují typické vlastnosti, které se už dále nemění 

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

2.2.1.1. Morfologické vlastnosti 

Oba typy PV+ interneuronů jsou převážně multipolární (Yasuo Kawaguchi, 1995). 

Jejich těla dosahují velikosti přibližně 15 m (Yasuo Kawaguchi & Kubota, 1993; Kooijmans 

et al., 2020). Axony tvoří v blízkosti těla hustou síť (Yasuo Kawaguchi & Kubota, 1993), která 

u „basket“ neuronů vysílá výběžky spíše horizontálně (Yasuo Kawaguchi & Kubota, 1993), 

zatímco u „chandelier“ neuronů směřují více vertikálně (DeFelipe et al., 1988).  Důležitý rozdíl 

                                                             
3 Basket neurony = košíčkové neurony 
4 Chandelier = lustrové neurony 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=1193129&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1257615&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1257615&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6341055,1193129&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14317887&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14317860,14338879&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14317860,14338879&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14317860&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14317860&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14338773&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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mezi PV+ interneurony je ve způsobu, kterým inervují pyramidální neurony (viz. obrázek č. 5). 

„Basket“ typ inervuje těla neuronů a „chandelier“ typ iniciální segmenty axonů (Y Kawaguchi 

& Kubota, 1997). 

Během vývoje po narození dochází hlavně k masivnímu nárůstu délky axonů a dendritů 

a rozvětvení axonálního systému. Zároveň s tím dochází pravděpodobně ke zvýšení počtu 

inervovaných neuronů (Doischer et al., 2008). 

 

Obrázek č. 5: Způsob inervace různých typů interneuronů na pyramidální buňky a reprezentativní 

morfologická rekonstrukce dvou typů parvalbuminových interneuronů. Pyramidové neurony (šedá), 

PV+ „basket“ neurony (fialová), PV+ „chandelier“ neurony (modrá), Somatostatin-pozitivní neurony 

(zeleně). V morfologické rekonstrukci jsou dendrity zobrazeny černě, axony barevně. Převzato a 

upraveno podle (Fino et al., 2013). Měřítko = 100 m. 

2.2.1.2. Elektrofyziologické vlastnosti 

Elektrofyziologické vlastnosti PV+ interneuronů vykazují charakteristické znaky, na 

jejichž základě se dají snadno rozpoznat od ostatních neuronů. Jsou schopné produkovat salvy 

akčních potenciálů s vysokou konstantní frekvencí, přičemž krátké trvání mezi akčními 

potenciály je umožněno rychlou hyperpolarizací. Jejich klidový membránový potenciál 

dosahuje zápornějších hodnot v porovnání s jinými interneurony (Yasuo Kawaguchi, 1995). 

Ačkoliv oba typy PV+ interneuronů vykazují tyto vlastnosti, jsou mezi nimi určité 

rozdíly. Například v myším mozku mají „chandelier“ neurony výrazně vyšší amplitudu 

hyperpolarizace než „basket“ neurony. Dalším rozdílem je frekvence, se kterou neurony pálí 

akční potenciály; pro „chandelier“ neurony je vyšší než u „basket“ neuronů (Povysheva et al., 

2013). 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=128135&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=128135&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1257615&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1213329&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14317887&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=740473&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=740473&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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Stejně jako morfologické vlastnosti, i ty elektrofyziologické se mění v průběhu 

postnatálního vývoje. Nezralé interneurony mají pozitivnější klidový membránový potenciál, 

nižší amplitudy akčních potenciálů s delším trváním a nižší rychlost vedení (Luhmann & 

Prince, 1991). Schopnost interneuronů produkovat inhibiční postsynaptické potenciály (IPSP) 

se také objevuje až v průběhu vývoje nejprve v kortikální vrstvě V (později následují i zbylé), 

kdy například během pátého postnatálního dne jen polovina buněk umí IPSP vytvořit (Doischer 

et al., 2008; Komatsu, 1983). 

Za tento „fast-spiking“ fenotyp jsou zodpovědné některé iontové kanály, kterými jsou 

PV+ interneurony vybaveny. Jedná se konkrétně o napěťově řízené draselné, sodné a vápenaté 

kanály (Erisir et al., 1999; Hua Hu & Jonas, 2014; Zaitsev et al., 2007). Přispívá také 

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

2.2.1.3. Napěťově řízené sodné iontové kanály 

Napěťově řízené sodné kanály jsou zodpovědné za depolarizaci membrány axonu, když 

je neuron dostatečně stimulován a membránový potenciál dosáhne kritické hodnoty pro 

vytvoření akčního potenciálu. Depolarizace způsobená těmito kanály také aktivuje napěťově 

řízené vápenaté kanály umístěné na synaptickém rozšíření presynaptického neuronu. PV+ 

interneurony exprimují primárně podjednotky Nav1.1 a Nav1.6 lokalizované na tělech a 

neuronálních výběžcích (Whitaker et al., 2001) s tím rozdílem, že Nav1.1 se ve větším 

množství nachází v proximální části axonu a Nav1.6 distální části (T. Li et al., 2014). Zároveň 

množství těchto kanálů je mnohonásobně vyšší v axonech než v tělech neuronů (T. Li et al., 

2014). 

Jak už bylo řečeno, pro PV+ interneurony je specifická vysoká hustota těchto kanálů 

v membráně, přičemž směrem od těla k distálnímu konci axonu se jejich počet postupně 

zvyšuje. Kanály v proximální části axonu jsou zodpovědné za nastavení frekvence 

produkovaných akčních potenciálů, zatímco kanály v odlehlejší části axonu pomáhají rychle a 

spolehlivě signál po axonu vést (Hua Hu & Jonas, 2014). 

2.2.1.4. Napěťově řízené draselné iontové kanály 

Napěťově řízené draselné kanály jsou zodpovědné za repolarizaci membrány axonu po 

depolarizaci způsobené napěťově řízenými sodnými kanály. PV+ interneurony exprimují 

primárně Kv3.1 a Kv3.2 podjednotky (Marco et al., 1998). Kv3.1a jsou exprimovány primárně 

v axonech a synaptických terminálech, zatímco Kv3.1b jsou na povrchu těl interneuronů, na 

proximálních dendritech, axonech a v synaptických terminálech (Ozaita et al., 2002). Kv3.2 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=6341055&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6341055&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14355750,1257615&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14355750,1257615&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=969358,715643,980756&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=984069&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=160428&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1035953&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1035953&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1035953&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=969358&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14317870&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5460996&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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pokrývají těla interneuronů, proximální dendrity a presynaptické terminály (Chow et al., 1999; 

Tansey et al., 2002). Kv3.1 i Kv3.2 podjednotky jsou do neuronů zabudovávány postupně až 

v průběhu postnatálního vývoje (Du et al., 1996; Tansey et al., 2002). 

V iniciálním segmentu se nacházejí Kv1.1 kanály regulující práh pro vznik akčního 

potenciálu a potlačující excitabilitu (Goldberg et al., 2008). Ovšem pouze 33 % „fast-spiking“ 

interneuronů tyto kanály exprimuje (Marco et al., 1998) a efekt na tvorbu akčních potenciálů je 

minimální (Erisir et al., 1999). 

Důležitou vlastností vzhledem k elektrofyziologickým vlastnostem PV+ interneuronů 

je rapidní aktivace těchto kanálů umožňující urychlit regeneraci napěťově řízených sodných 

kanálů, což způsobí jejich opětovnou aktivaci vedoucí k tvorbě akčních potenciálů o vysoké 

frekvenci (Erisir et al., 1999). Tato souhra mezi napěťově řízenými sodnými a draselnými 

kanály  umožňuje minimalizovat energetickou náročnost a zvýšit efektivitu, která je pro 

tuto vysokofrekvenční tvorbu akčních potenciálů klíčová (Hua Hu et al., 2018). 

2.2.1.5. Napěťově řízené vápenaté iontové kanály 

Napěťově řízené vápenaté kanály jsou aktivované depolarizací způsobenou napěťově 

řízenými sodnými kanály. Jsou zodpovědné za influx vápenatých iontů do synaptického 

zakončení neuronu, který je důležitý pro výlev neurotransmiterů. PV+ interneurony exprimují 

primárně P/Q typ (CaV2.1) napěťově řízených vápenatých iontových kanálů (Zaitsev et al., 

2007). Nacházejí se blíž k proteinovým systémům zodpovědných za vypouštění 

neurotransmiterů než jiné typy a jsou s nimi těsněji propojeny (Bucurenciu et al., 2008; Wu et 

al., 1999; Zaitsev et al., 2007). Tato blízkost pravděpodobně umožňuje efektivněji aktivovat 

uvolnění synaptických vezikulů (Wu et al., 1999). Pro výlev neurotransmiterů stačí velice málo 

těchto kanálů (2-3) a v blízkosti každého synaptického vezikulu se jich nachází 3-5. To 

umožňuje minimalizovat asynchronní výlev (Bucurenciu et al., 2010). 

2.2.1.6. AMPA receptory 

AMPA receptory jsou ionotropní glutamátové receptory na membránách neuronů 

propouštějící do intracelulárního prostoru ionty sodíku, draslíku a vápníku. Tvoří tetramery 

složené z kombinace 4 podjednotek (GluA1, GluA2, GluA3, GluA4), konkrétní složení pak 

udává vlastnosti receptoru, například propustnost pro ionty. Ve vztahu k PV+ interneuronům je 

důležitá podjednotka GluA2 zajišťující nepropustnost pro vápenaté ionty, respektive její 

nepřítomnost či pouze minimální výskyt (Catania et al., 1998; Matta et al., 2013; Moga et al., 

2002) například oproti pyramidovým neuronům, kde je zastoupena hojně (Catania et al., 1998). 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=8262155,890216&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8262155,890216&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=890216,889912&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=313030&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14317870&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=980756&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=980756&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5098428&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=715643&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=715643&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1257448,715643,392610&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1257448,715643,392610&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=392610&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4993457&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=432014,980109,890072&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=432014,980109,890072&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=980109&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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To způsobuje, že PV+ interneurony jsou v důsledku zvýšeného toku těchto iontů do buňky 

náchylnější k excitotoxickému poškození. 

2.2.1.7. Parvalbumin 

Parvalbumin, marker pro tuto konkrétní skupinu interneuronů, je malý cytosolický 

kalcium-vazebný globulární protein s „EF-hand5“ doménou schopný vázat dva vápenaté ionty 

(Permyakov, 2006). Mimo mozek se nachází ve svalech a v mizivém množství i v dalších 

orgánech (Baron et al., 1975). Jeho úkolem je snížit intracelulární nárůst koncentrace 

vápenatých iontů po depolarizaci. Část parvalbuminu je za fyziologických podmínek obsazená 

hořečnatými ionty, a tedy než může vázat vápenaté ionty, musí nejprve dojít k disociaci 

hořečnatých iontů (Chard et al., 1993). 

Jeho exprese v interneuronech se stejně jako charakteristické vlastnosti PV+ 

interneuronů vyvíjí s věkem. Zatímco u myši po narození nelze tento protein detekovat, 

během P21 až P33 se exprese zvyšuje a poté se ustálí (de Lecea et al., 1995; Gonchar et al., 

2007). Zajímavé je, že stejně jako první IPSP (viz. kapitola Elektrofyziologické vlastnosti) se 

objevuje nejprve v páté kortikální vrstvě (de Lecea et al., 1995). 

2.2.1.8. Konektivita 

PV+ interneurony inhibují výhradně další PV+ interneurony nebo pyramidové neurony. 

Zároveň dostávají inhibiční vstupy od interneuronů exprimujících somatostatin nebo 

vasointestinální peptid a excitační vstupy od pyramidových neuronů (Hioki et al., 2013; Pfeffer 

et al., 2013).  

PV+ a somatostatin pozitivní (SOM+) interneurony vytvářejí synapse především na 

dendritech, zatímco vasointestinální peptid pozitivní (VIP+) interneurony preferenčně inervují 

těla PV+ interneuronů. 60 % GABAergní dendritické inervace tvoří PV+ interneurony, 25 % 

SOM+ interneurony, zatímco VIP+ interneurony tvoří 62 % GABAergních vstupů na těla PV+ 

interneuronů (Hioki et al., 2013). 

Tvorba synapsí je závislá na vzdálenosti mezi těly neuronů (viz. obrázek č. 6). Nejvíce spojení 

se vytváří do vzdálenosti 200 m a s rostoucí vzdáleností pravděpodobnost spojení klesá. Platí, 

že PV+ interneurony nespecificky kontaktují všechny možné pyramidové neurony v blízkosti. 

Pravděpodobnost inervace dvou pyramidových neuronů PV+ interneurony nezávisí na tom, zda 

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

                                                             
5 EF-hand = proteinový vazebný motiv složený ze dvou alfa-helixů 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=14362781&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14317899&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=980142&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=360463,1193129&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=360463,1193129&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=360463&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=349153,743758&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=349153,743758&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=743758&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=996606&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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Obrázek č. 6: Histogram pravděpodobnosti propojení v závislosti na vzdálenosti mezi PV+ 

interneurony a pyramidovými neurony. Převzato a upraveno podle (Packer & Yuste, 2011). 

PV+ interneurony jsou kromě chemických synapsí propojeny i elektrickými synapsemi. 

Ve vzdálenosti 80 m mezi těly PV+ interneuronů je elektricky propojeno 66 %. Tato spojení 

se ovšem nevyskytují mezi PV+ interneurony a pyramidovými neurony nebo gliemi. Elektrické 

synapse pravděpodobně pomáhají synchronizovat PV+ interneurony a propagují tvorbu akčních 

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

2.2.1.9. Perineurální sítě 

Perineurální sítě jsou formou extracelulární matrix nesoucí záporný náboj obklopující 

neurony a zajišťující široké spektrum funkcí. Tvoří se především kolem inhibičních neuronů, 

přičemž nejčastěji pokrývají PV+ interneurony (Härtig et al., 1992; McRae et al., 2010), 

z nichž pokrývají většinu (Pollock et al., 2014). Od období pozdního embryonálního vývoje 

dochází k jejich vývoji a plně zformované perineurální sítě se objevují až když je neuronální 

síť plně zformována (Hockfield et al., 1990; Matthews et al., 2002). Dospělé perineurální sítě 

pak inhibují reorganizaci neuronálních výběžků a regeneraci, tedy synaptickou plasticitu 

(Gundelfinger et al., 2010). 

Mezi další funkce patří ochrana před oxidativním stresem (Cabungcal et al., 2013) a 

glutamátem zapříčiněnou excitotoxicitou (Okamoto et al., 1994), restrikce pro pohyb iontů a 

jejich možné pufrování v extracelulárním prostoru (Hrabetová et al., 2009; Morawski et al., 

2015), omezení pohybu molekul/receptorů na povrchu neuronů (Frischknecht et al., 2009) či 

podpora excitability „fast-spiking“, a tedy PV+ interneuronů (Balmer, 2016). 

2.2.2. Úloha parvalbuminových interneuronů v epilepsii 

Za fyziologických podmínek je úkolem těchto interneuronů inhibovat a synchronizovat 

další neurony. V případě propuknutí epileptického záchvatu dochází u PV+ interneuronů 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=996606&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=279836,141885&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=981380,4530273&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5989606&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1257859,1098806&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=2382788&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=352639&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11194927&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14449709,3141315&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14449709,3141315&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=486500&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1639725&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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bohužel často k jejich selhání (viz. kapitola č. 2.3.1.) i když nedošlo k jejich poškození či změně 

funkce. Tato kapitola se zabývá různými mutacemi, či poškozením, které jsou u PV+ 

interneuronů spojeny s rozvojem epilepsie. 

2.2.2.1. Napěťově řízené kanály 

Mutace v genu SCN1a pro NaV1.1 způsobuje ztrátu těchto kanálů v hippokampu a 

kortexu a je příčinou vzniku Dravetova syndromu vyznačujícího se spontánními záchvaty 

spojenými se zvýšením tělesné teploty (Cheah et al., 2012). 

Co se týče napěťově řízených draselných kanálů a jejich účasti v epilepsii, výsledky 

studií jsou rozporuplné a některé poukazují (na příkladu mutací v podjednotce KV3.1) na 

spojitost s epilepsií (X. Li et al., 2021), zatímco jiné (Ho et al., 1997) pozorovali široké 

spektrum symptomů, avšak ne spontánní záchvaty. 

Odstranění genu CACNA1a pro 1 podjednotku napěťově řízených vápenatých kanálů 

z kortikálních PV+ interneuronů způsobila u myší epilepsii v P17 a do P30 smrt v důsledku 

generalizovaných záchvatů. Nedošlo ale k ovlivnění počtu PV+ interneuronů či změnám 

v jejich distribuci. Jako kompenzace došlo k up-regulaci6 N-typu vápenatých kanálů, které ale 

v případě PV+ interneuronů nebyly schopny kompenzovat narušené vylučování GABA (na 

rozdíl od SOM+ neuronů). Ztráta funkce P/Q kanálů vede k desynchronizaci a redukci výlevu 

GABA (Rossignol et al., 2013). I další studie (Jun et al., 1999) potvrdila kompenzační up-

regulaci N-typu kanálů v případě narušení funkce P/Q kanálů. 

2.2.2.2. Parvalbumin 

Na myším PV-/- modelu prokázali (B Schwaller et al., 2004), že oproti kontrolním a 

heterozygotním zvířatům, byl počet myší dosahující status epilepticus7 po administraci 

pentylentetrazolu (PTZ) vyšší. U PV-/- myší byla také vyšší pravděpodobnost úmrtí po podání 

PTZ. V tomto modelu nedošlo ke změnám v distribuci nebo počtu PV+ interneuronů. 

2.2.2.3. Perineurální sítě 

Status epilepticus způsobuje rozklad komponent perineurálních sítí kolem neuronů 

(Yuan et al., 2002), který se dá pozorovat ještě po dvou měsících (McRae et al., 2012; 

Rankin‑Gee et al., 2015) spolu s porušenou strukturou těchto sítí (McRae et al., 2012). Zatímco 

tyto studie byly prováděny vyvoláním záchvatu u dospělých zvířat, podáním kainátu během 

                                                             
6 Up-regulace = regulace směrem k zvýšení exprese 
7 Status epilepticus = epileptický záchvat trvající déle než 5 minut nebo výskyt více než jednoho záchvatu během 

5-ti minut 
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https://sciwheel.com/work/citation?ids=7553231,5989629&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=7553231,5989629&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5989629&pre=&suf=&sa=0&dbf=0


17 
 

desátého postnatálního dne došlo naopak k významné několikadenní indukci exprese aggrecanu 

(jedna ze složek perineuronálních sítí) v porovnání s kontrolními zvířaty (McRae et al., 2010). 

Zdá se tak, že změny v kompozici a struktuře perineurálních sítí po záchvatu jsou závislé na 

věku, a tedy i úrovni vyvinutí perineurálních sítí. 

Za zvýšeným rozkladem komponent perineurálních sítí mohou být matrixové 

metaloproteázy štěpící složky extracelulární matrix. Jejich množství a aktivita je významně 

zvýšená po záchvatu (Wilczynski et al., 2008) a inhibice těchto proteáz předchází rozkladu 

perineurálních sítí a vede k inhibici záchvatů (Pollock et al., 2014; Wilczynski et al., 2008). 

Zároveň po umělém rozrušení perineurálních sítí bylo pozorováno skoro třikrát více 

myoklonických záchvatů (po podání PTZ) (Rankin‑Gee et al., 2015), snížení excitability PV+ 

interneuronů (Balmer, 2016) či zvýšení difúze Ca2+ iontů v extracelulárním prostoru 

(Hrabetová et al., 2009). 

2.3. Fokální epileptické záchvaty 

O iniciaci, propagaci a terminaci i mechanismech spojených s epileptickými záchvaty 

se stále ví velmi málo.  Ačkoliv některé nové studie přinesly spoustu užitečných informací, 

naprostá většina je prováděna pouze in vitro a hypotézy je teprve nutné ověřit in vivo za využití 

akutních, či chronických modelů epilepsie. 

Epileptický záchvat (viz. obrázek č. 7) předchází určité pozorovatelné změny mozkové 

aktivity. V období mezi záchvaty lze na záznamu EEG pozorovat interiktální výboje související 

převážně s aktivitou interneuronů a pre-iktální výboje vzniklé působením pyramidových 

neuronů. Interiktální výboje se v čase směrem k rozvoji záchvatu zrychlují. Pre-iktální výboje 

bezprostředně předcházejí záchvatu a oproti inter-iktálním jsou rychlejší a mají vyšší amplitudu 

(Huberfeld et al., 2011; Panuccio et al., 2009). 
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https://sciwheel.com/work/citation?ids=4460144,128856&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
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Obrázek č. 7: Záznam EEG zobrazující interiktální výboje (1), preiktální výboje (2) a epileptický 

záchvat (3). Přerušovaná čára znázorňuje počátek záchvatu. Převzato a upraveno podle (Huberfeld et 

al., 2011) 

V případě fokální epilepsie vzniká epileptický záchvat v konkrétní části mozku, odkud 

se šíří dál jako vlna a postupně aktivuje pyramidové neurony v důsledku selhání inhibičních 

mechanismů (Trevelyan et al., 2006; Tryba et al., 2019). Zdá se, že oblast neuronů 

rekrutovaných během epileptického záchvatu se dá jasně odlišit od okolí. Zatímco oblast přímo 

zapojená do epileptické aktivity se vyznačuje vysoce rytmickou a intenzivní aktivitou každého 

z neuronů, okolní oblast, ač stále ovlivněná touto aktivitou, nevykazuje takovou úroveň 

synchronizace mezi neurony a jejich amplituda je výrazně menší (Schevon et al., 2012). 

Nejdůležitější inhibiční silou působící proti šíření záchvatů jsou pravděpodobně PV+ 

interneurony (Cammarota et al., 2013), jejichž aktivita výrazně stoupne před počátkem 

záchvatu. Spolu s nimi se na inhibici během této periody podílí i SOM+ interneurony (Parrish 

et al., 2019). 

V případě opakujících se záchvatů dochází k poklesu účinnosti inhibice (Trevelyan et 

al., 2007). V této studii využívající akutní model epilepsie dochází postupně ke zkracování 

interiktální periody a rychlejšímu nástupu záchvatů (viz. obrázek č. 8) a zároveň dochází i ke 

zrychlení propagace. 

 

Obrázek č. 8: Záznam z voltage clamp měření pěti pyramidových neuronů znázorňující postupnou 

ztrátu inhibiční síly (černé šipky) a zvyšování rychlosti propagace. Čísla označují jednotlivé iktální 

události. Převzato a upraveno podle (Trevelyan et al., 2007). 

2.3.1. Úloha interneuronů v průběhu epileptických záchvatů 

Z výše uvedeného popisu těchto interneuronů se zdá jako zřejmé, že jejich úlohou by 

měla být inhibice epileptických záchvatů. V praxi to ovšem není tak jednoduché a tyto neurony 

v tomto svém úkolu bohužel často selžou, či dokonce mohou působit jako iktogenní faktor. 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=128856&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=128856&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1466342,9925684&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=969718&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=970631&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13844869&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13844869&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1519572&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1519572&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1519572&pre=&suf=&sa=0&dbf=0


19 
 

Jedním z mechanismů, kterým mohou PV+ interneurony (spolu s dalšími typy 

interneuronů) přispívat k vzniku epileptických záchvatů je vyvolání nadměrné synchronizované 

aktivity excitačních neuronů, která se objevuje po vymizení silného inhibičního stimulu, 

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

Další teorie jsou založené na zvýšeném vtoku Cl- iontů do pyramidových neuronů 

v důsledku zvýšené aktivity interneuronů během interiktálních výbojů. Toto zvýšení 

intracelulární koncentrace pozmění rozložení Cl- iontů uvnitř a vně buňky a při další inhibiční 

stimulaci neuronu a otevření chloridových kanálů, tečou Cl- ionty ven z neuronu namísto 

dovnitř a typická hyperpolarizace a inhibice neuronu se buď oslabí nebo dokonce změní na 

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

Zvýšená aktivita GABAergních interneuronů během interiktálních výbojů může také 

způsobit vyčerpání synaptických váčků s GABA neurotransmiterem a inhibice je tedy neúčinná 

(Z. J. Zhang et al., 2012). Dále v důsledku této aktivity dochází k nárůstu extracelulární 

koncentrace K+ iontů, která může vést k hyperaktivaci neuronů, korelující s nástupem aktivity 

pyramidových neuronů (Librizzi et al., 2017). 

Důležitý jev spojený primárně s PV+ interneurony a jimi zprostředkovanou inhibicí je 

nazýván jako depolarizační blok. Příčinou je inaktivace napěťově řízených sodných kanálů 

vedoucí k neschopnosti interneuronu tvořit akční potenciály (Călin et al., 2021; Fleidervish et 

al., 1996). In vitro studie prokázaly vysokou aktivitu PV+ interneuronů následovanou jejich 

depolarizačním blokem a zrekrutování okolních pyramidových neuronů (viz. obrázek č. 9), což 

dále vedlo k iniciaci (Călin et al., 2021) či propagaci (Cammarota et al., 2013) epileptických 

záchvatů. 

Depolarizační blok je možné narušit vyvoláním hyperpolarizace v PV+ interneuronech, 

čímž je umožněna regenerace napěťově řízených sodných kanálů vedoucí k posílení inhibice a 

narušení vzniku epileptických záchvatů (Călin et al., 2021). 
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Obrázek č. 9: Aktivita PV+ interneuronu (zeleně) měřená v cell-attached voltage clamp módu a 

pyramidového neuronu (šedě) ve whole-cell current clamp módu během epileptického záchvatu. Lze 

vidět, že na počátku epileptického záchvatu dochází k výraznému snížení aktivity PV+ interneuronů. 

Převzato a upraveno podle (Călin et al., 2021). 

Účinným nástrojem pro studium epileptických záchvatů jsou optogenetické metody. In 

vivo studie z roku 2016 (Assaf & Schiller, 2016) na myších PV+ interneuronech ukázala 

zajímavé výsledky při optogenetické stimulaci těchto neuronů v závislosti na časovém vztahu 

k záchvatu. Pokud došlo k stimulaci během interiktální fáze, došlo k iniciaci záchvatu 

pravděpodobně v důsledku synchronizace pyramidových neuronů (viz. dříve v této kapitole). 

Naopak stimulace v průběhu záchvatu se ukázala jako účinná pro jeho terminaci.  

V další (tentokrát in vitro) studii (Sessolo et al., 2015) stimulace v epileptickém ložisku 

vedla k iniciaci záchvatů, zatímco stimulace PV+ interneuronů mimo ložisko vedla k potlačení 

propagace záchvatů, či k jejich zkrácení. 

2.3.2. Epileptogeneze u FCD 

Ačkoliv mechanismy způsobující vznik epileptických záchvatů nejsou v případě fokální 

kortikální dysplázie objasněné, existuje již řada hypotéz, které by mohly objasnit změny 

excitačně-inhibiční rovnováhy v oblasti léze projevující se sníženou inhibicí vůči pyramidovým 

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

2.3.2.1. Receptory a transportéry 

V rámci léze dochází ke změnám v expresi podjednotek AMPA (Crino et al., 2001), 

NMDA (André et al., 2004; Crino et al., 2001; Finardi et al., 2006) a GABAA receptorů 

(Sharma et al., 2021, 2023; Talos et al., 2012). Exprese AMPA receptorů je pravděpodobně 

pod kontrolou mTOR signální kaskády (Y. Wang et al., 2006). Podle (Sharma et al., 2023) 
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souvisí změny v expresi podjednotek GABAA receptorů s obdobím počátku epileptických 

záchvatů a zároveň můžou změny ve složení těchto receptorů způsobovat farmakorezistenci 

(Sharma et al., 2021). 

Změny v expresi se týkají i chloridových transportérů NKCC1 a KCC2 (Shao et al., 

2022; Sharma et al., 2023; Talos et al., 2012) a vezikulárního GABA transportéru (Koh et al., 

2021; Shao et al., 2022). Tyto změny můžou mít za následek posun reverzního potenciálu pro 

GABA a následný depolarizační účinek na dysmorfní neurony (Shao et al., 2022). Také změny 

v expresi vezikulárního glutamátového transportéru byly nalezeny (Koh et al., 2021). 

2.3.2.2. mTOR dependentní translace 

Jelikož mTOR signální kaskáda řídí translaci nepřeberného množství genů, byly 

produkty těchto genů prozkoumány za účelem zjištění jejich případné úlohy v epileptogenezi. 

Mezi slibné cíle patří translační inhibitor 4E-BP a další geny, které reguluje; konkrétně adenosin 

kináza. 

 Fosforylovaný 4E-BP nemůže vázat eukaryotický iniciační faktor eIF4E a tak ho 

inhibovat. Knockdown 4E-BP1 společně s RHEB mutantem vložený pomocí in utero 

elektroporace do kortikálních neuronů pomáhá téměř úplně zvrátit neúplnou migraci neuronů 

normálně se vyskytující u FCD a v případě vložení pouze 4E-BP mutanta dochází i za normální 

funkce mTOR signální kaskády k narušení migrace neuronů (Lin et al., 2016). Podávání 

inhibitoru eIF4E metforminu u myší pomáhá v případě včasného zahájení léčby zvrátit 

patologické změny způsobené hyperaktivací mTOR kaskády i výskyt spontánních 

epileptických záchvatů (J. K. Kim et al., 2019). 

Adenosin kináza (AK) katalyzující přeměnu ATP na adenosin je pod kontrolou 4E-BP, 

a tedy mTOR signální kaskády a v případě její hyperaktivace je exprese AK zvýšená (J. K. Kim 

et al., 2019; Koh et al., 2021). Zvýšené množství AK se vyskytuje v mozcích pacientů trpících 

epilepsií (Masino et al., 2011) a může způsobovat hyperexcitabilitu i u neuronů nezasažených 

mutacemi v mTOR signální kaskádě (Koh et al., 2021). Podávání inhibitoru AK u myší pomáhá 

snížit frekvenci a trvání epileptických záchvatů (J. K. Kim et al., 2019). Stejně působí i 

aktivace adenosinového receptoru A1 (Gouder et al., 2003). Aktivovat tento receptor je možné 

podáváním ketogenní diety, což vede k redukci množství AK. Tento tlumivý efekt na výskyt 

epileptických záchvatů je možné opět zvrátit podáním glukózy (Masino et al., 2011). 
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2.3.2.3. Změny v konektivitě a distribuci 

U pacientů trpících FCDIIB bylo zjištěno větší množství perisomatických terminálů 

PV+ interneuronů kontaktujících pyramidové neurony a výrazné zvýšení těchto synapsí u 

cytomegalických neuronů (Szekeres‑Paraczky et al., 2022). Zdá se, že neobvyklá konektivita 

se neobjevuje pouze v oblasti léze, ale i excitační projekce do kontralaterální hemisféry jsou 

posílené a mohou být příčinou hyperexcitability i v nezasažených oblastech mozku (Proietti 

Onori et al., 2021). 

Často diskutovaným tématem jsou změny distribuce a počtu interneuronů, a to primárně 

těch pozitivních na parvalbumin. Výsledky však nejsou konzistentní a buď se jedná o ztrátu 

pouze PV+ interneuronů (Liang et al., 2020; Nakagawa et al., 2017; T. Yang et al., 2022), 

změnu distribuce PV+ interneuronů (Calcagnotto et al., 2005; Medici et al., 2016), ztrátu všech 

neuronů bez rozdílu (Zhong et al., 2021) nebo některé studie neprokázaly žádnou z možností či 

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

Rozdíly se objevují i mezi vzorky lidských a zvířecích mozků (viz. tabulka č. 2), což by 

mohlo být způsobeno i rozdíly v původu PV+ interneuronů. Zatímco u myší pocházejí pouze z 

mediální ganglionické eminence (Fogarty et al., 2007), u lidí tato frakce tvoří pouze 35 % a 

zbytek má původ ve ventrikulární či subventrikulární zóně stejně jako kortikální neurony a glie 

(Letinic et al., 2002). Dále se také liší výsledky v závislosti na konkrétním podtypu FCDII, tedy 

FCDIIa nebo FCDIIb (viz. tabulka č. 2). Některé studie také nespecifikují, který podtyp byl 

zkoumán (Calcagnotto et al., 2005; Medici et al., 2016) a v myších modelech je často těžké toto 

rozlišit a udává se pouze FCDII (Hsieh et al., 2016). Některé studie také pracují se vzorky 

nacházejícími se v celém spektru FCDII/HME (Koh et al., 2021; T. Yang et al., 2022). 

Nejenom PV+ interneurony ale vykazují změny v počtu či distribuci. Například u 

lidských pacientů trpících FCDIIb bylo pozorováno zvýšení počtu disinhibičních VIP+ 

interneuronů (Liang et al., 2020). 

Tabulka č. 2: Tabulka znázorňující variabilitu výsledků ze studií zabývajícími se změnou počtu PV+ 

interneuronů u pacientů nebo v animálních modelech fokální kortikální dysplázie. Autor: Jana 

Populová. 

 
Snížení počtu 

PV+ 

Změny v 

distribuci PV+ 

Ztráta všech 

neuronů 

Neprůkazné 

výsledky 

Lidské vzorky 
(Liang et al., 

2020; Nakagawa 

(Calcagnotto et 

al., 2005; Medici 
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et al., 2017) et al., 2016) 

Zvířecí vzorky 
(T. Yang et al., 

2022) 
 

(Zhong et al., 

2021) 

(Hsieh et al., 

2016; Koh et al., 

2021) 

FCDII  

(Calcagnotto et 

al., 2005; Medici 

et al., 2016) 

 
(Hsieh et al., 

2016) 

FCDIIa   
(Zhong et al., 

2021) 
 

FCDIIb 

(Liang et al., 
2020; Nakagawa 

et al., 2017) 

   

FCD/HME 
(T. Yang et al., 

2022) 
  (Koh et al., 2021) 

2.4. Akutní model epilepsie: pentylentetrazol 

Akutní modely epilepsie umožňují i v normální mozkové tkáni vyvolat epileptickou 

aktivitu, což dovoluje studovat například jak záchvat probíhá a které mozkové oblasti jsou 

během něj aktivní (Van Camp et al., 2003), dále jaké má záchvat následky v neuronálních sítích 

(Giachello et al., 2013; Ueno et al., 2019) a v neposlední řadě umožňují testování léků proti 

epilepsii (Barton et al., 2001). Na rozdíl od chronických modelů ovšem nedochází k indukci 

spontánních záchvatů. 

Akutních modelů je celá řada a jsou založené na různých principech. Velice často 

používané jsou například modely založené na blokaci inhibice: pentylentetrazol (R 

Ramanjaneyulu & Ticku, 1984); posílení excitace: kainát (Friedman et al., 1994); či elektrické 

stimulaci (Wláz et al., 1998). Pentylentetrazol (dále jako PTZ) je organická látka vázající se na 

pikrotoxinové místo na GABAA receptorech, kde blokuje iontový kanál (R Ramanjaneyulu & 

Ticku, 1984) a nedovoluje chloridovým iontům vstoupit do buňky (Pellmar & Wilson, 1977b). 

Je využíváno několik způsobů podání; intravenózní (i.v.), subkutánní (s.c.), 

intraperitoneální (i.p.), intracerebroventrikulární (i.c.v.), přičemž mezi nimi existují rozdíly 

především v rychlosti nástupu záchvatů a dávce nutné k jejich vyvolání. Při i.v. a i.c.v. podání 

záchvaty nastupují velice rychle, zatímco při s.c. a i.p. je třeba počítat se zpožděním až několika 

desítek minut a dávka potřebná k vyvolání záchvatu může být vyšší  (Brevard et al., 2006; 

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

Co se způsobu podání týče, další rozdíl je i v účinku antiepileptických léčiv testovaných 

ve stejném modelu například při s.c. a i.v. podání (Mandhane et al., 2007). Tato studie 
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porovnávala i účinnost různých léčiv mezi akutním modelem epilepsie indukovaným PTZ a 

elektrickou stimulací a výsledky se mezi modely lišily. Při testování nových léčiv je tedy nutné 

brát v potaz, jakým mechanismem akutní model záchvaty indukuje a jak potenciální léčivo tuto 

aktivitu blokuje. Při indukci epileptické aktivity pomocí PTZ jsou tedy pravděpodobně 

nejúčinnější léčiva indukující GABA aktivitu (Mandhane et al., 2007). 

Jaké oblasti mozku jsou během PTZ záchvatu aktivní se dá sledovat například pomocí 

magnetické rezonance, nahrávání EEG či exprese c-fos (Brevard et al., 2006; Morgan et al., 

1987; Van Camp et al., 2003; H. Yang et al., 2019). Z těchto studií je patrné, že nejaktivnější v 

průběhu záchvatu jsou hippocampus, amygdala, kortex a thalamus, ale aktivní jsou i další 

struktury: hypothalamus či mozkový kmen. Úlohu v iniciaci záchvatu mají podkorové 

struktury, ze kterých se epileptická aktivita rozšiřuje do korových oblastí. 

Zajímavé je, že ve studiích s c-fos geny dochází po několika hodinách k silnému 

překryvu exprese c-fos s imunoreaktivitou pro parvalbumin, což podle (H. Yang et al., 2019) 

naznačuje, že PV+ interneurony se podílí na post-excitační inhibici. U ostatních neuronů přitom 

ve stejném časovém okamžiku došlo k inhibici exprese c-fos pod normální hladiny, což koreluje 

i s potlačením elektrické aktivity viditelné na EEG záznamu (H. Yang et al., 2019). 
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3. Cíle práce 

1) Osvojení a optimalizace metod potřebných pro vytvoření myšího modelu FCDII 

2) Vytvoření myšího modelu FCDII s označenými parvalbuminovými interneurony 

3) Vyhodnocení aktivity neuronů během epileptického záchvatu v FCD modelu 
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4. Materiál a metody 

Všechny metody byly provedeny v souladu se směrnicemi Evropské rady z 22. září 

2010 (2010/63/EU) a zároveň podle protokolů schválených odbornou komisí pro zajišťování 

dobrých životních podmínek pokusných zvířat na 2. lékařské fakultě.  

4.1. Experimentální zvířata 

 V tomto experimentu byly používány transgenní myši vytvořené křížením PV-IRES-

Cre (#012358) a linií flex-tdTomato (#007909). Díky tomu byl červený fluorescenční protein 

tdTomato u potomků těchto myší exprimován v PV+ interneuronech. Využíváno bylo samic i 

samců. Všechna zvířata byla ustájena ve zvěřinci při teplotě 21-23C. Byl dodržován režim 12 

hodin světla/12 hodin tmy. Zvířatům byla podávána voda a potrava ad libitum. 

 

Obrázek č. 10: Časové rozvržení pokusu. Zeleně znázorněny úkony prováděné mnou, žlutě úkony 

prováděné někým jiným. Vytvořeno v programu BioRender. 

4.2. In utero elektroporace 

Plazmidy (pCAG-iRFP a pCAG-MUTmTOR (mutace p.Leu2427Pro)) byly ze 

zásobních roztoků naředěny pomocí 0,03% Fast Green (Sigma, katalogové č. F7252) tak, aby 

finální koncentrace pCAG-iRFP byla 2,5 g/l a pCAG-MUTmTOR 3 g/l. Fast green vyjma 

naředění pomáhá zviditelnit plazmidy během elektroporace.  

Skleněné kapiláry (Harvard apparatus, 30-0037) byly připraveny pomocí tahače Pipette 

Puller (KOPF, California, USA) a následně manuálně dobroušeny na požadovaný průměr (40 

– 60 m). 

 Těhotná samice (elektroporace provedená 14. den těhotenství zajišťuje cílení mutované 

oblasti do 2/3 vrstvy kortexu) byla na vyhřívací destičce (37C) uvedena do anestezie pomocí 
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směsi isofluoranu s kyslíkem (Baxter, 4-5 % pro navození anestezie, 1-2 % pro její udržení, 

průtok 0,5 l/min) a na oči jí byl nanesen ophtalmo septonex za účelem zabránění vysychání. 

Subkutánně byl samici podán carprofen (Rimadyl, 5 mg/kg) pro zmírnění pooperační bolesti. 

Pomocí holicího strojku byla z břicha odstraněna srst a bylo ve středu nastřiženo tak, aby z něj 

bylo na dobu operace možno bezpečně vyjmout embrya. 

Mix plazmidů byl manuálně injikován do levé komory mozkové každého z embryí. 

Plazmidy byly doručeny do buněk pomocí elektroporačních kleští (Nepagene, 3mm, 

CUY650P3) zapojených do elektroporátoru (výroba: Ing. Ondřej Novák, Ph.D., do embryí 

doručí 5 pulzů (35 V, 50 ms) s 950ms intervalem mezi pulzy) přiložených laterálně na hlavu 

každého z embryí (viz. obrázek č. 11). Před elektroporací jsou embrya vždy polévána 2x 

koncentrovaným PBS (teplota 40C) pro zvýšení úspěšnosti elektroporace, mimo to jsou 

průběžně polévána 1x koncentrovaným PBS (teplota 40C), aby se zabránilo jejich vysušení a 

pro udržení optimální teploty. 

Po dokončení byla embrya vrácena zpět do břišní dutiny a podkoží i kůže zašity 

(Chirurgické šití, Chirmax). Na ránu byl nanesen novikov a samice byla probuzena ukončením 

anestézie. V rámci pooperační péče byl samicím po dobu tří dnů podáván carprofen (5 mg/kg, 

s.c.) nebo rimadyl (50 g/ml) do napájecí vody. 

 

Obrázek č. 11: Schéma přiložení elektrod při elektroporaci. Nalevo laterální pohled na embryo z levé 

strany. Napravo dorzální pohled na myší mozek. Zeleně je označená levá komora s obsahem plazmidu, 

šedě elektrody. Vytvořeno v programu BioRender. 

4.3. Screening P0 

Pro určení úspěšnosti elektroporace byl po narození u mláďat ve věku 1-2 dny prováděn 

screening pomocí epifluorescenčního mikroskopu (Intraco micro, STM 823 N) po excitaci 

iRFP laserem (690 nm). V tomto věku se dá exprese iRFP sledovat neinvazivně i přes lebku a 

kůži a mláďata s dostatečnou expresí byla určena pro další fázi projektu. 
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4.4. Screening P21 

Další screening se prováděl během 21. postnatálního dne pro určení velikosti a umístění 

léze. Mláďata byla uvedena do anestézie pomocí směsi isofluoranu s kyslíkem (Baxter, 4-5 % 

pro navození anestezie, 1-2 % pro její udržení, průtok 0,5 l/min) a na oči jim byl nanesen 

ophtalmo septonex za účelem zabránění vysychání. Subkutánně byl myši podán carprofen 

(Rimadyl, 5 mg/kg) pro zmírnění pooperační bolesti. Kůže na hlavě byla pomocí depilačního 

krému zbavena srsti a na holé místo byl nanesen betadine (Egis Pharmaceuticals, PLC). Toto 

místo bylo nastřiženo za účelem odhalení měkkých tkání na lebce. Opět byla pomocí 

epifluorescenčního mikroskopu (Intraco micro, STM 823 N) a iRFP laseru (690 nm) sledována 

exprese iRFP (viz. obrázek č. 12). Kůže byla po dokončení screeningu opět sešita (Chirurgické 

šití, Chirmax), na ránu byl nanesen novikov a myš byla probrána z anestézie. Pouze myši 

s dostatečně velkou unilaterální lézí byly vybrány pro implantaci kraniálního okna.  

 

Obrázek č. 12: Fluorescence iRFP přes při P21 screeningu. 

4.5. Implantace kraniálního okna 

Vybraným zvířatům bylo kraniální okno implantováno ve věku 5-6 týdnů. Po celou 

dobu operace byly myši umístěny na vyhřívací destičce (37C). Pro anestezii byl použit 

isofluoran ve směsi s kyslíkem (Baxter, 4-5 % pro navození anestezie, 1-2 % pro její udržení, 

průtok 0,5 l/min). Na oči byl nanesen ophtalmo septonex, aby se zabránilo jejich vysychání. Za 

účelem zajištění lepších výsledků operace a zmírnění bolesti, byla zvířata premedikována 

dexamethasonem (Sigma-Tec Pharmaceuticals Industries, 2 mg/kg) pro snížení 

pravděpodobnosti vzniku edému mozku, atropinem (Biotika, 0,025 mg, s.c.) pro zlepšení 

průchodnosti dýchacích cest a lidokainem (Egis Pharmaceuticals, PLC, 2%, 50 – 100 l, s.c.) 

za účelem navození analgézie v místě rány. 

 Pomocí depilačního krému byla z hlavy odstraněna srst a do kůže byl vystřižen kruhový 

otvor. Parietální kosti byly odhaleny a důkladně očištěny od měkkých tkání. Nad mozečkem 
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byl vyvrtán otvor pomocí vysokorychlostní chirurgické vrtačky (Osada Succes 40) pro zemnící 

elektrodu (Science Products, Pt/Ir, obalen PFA, vnitřní průměr 20 m, vnější průměr 40 m) a 

nad pravou hemisférou pro kontralaterální elektrodu a obě byly pod lebku zasunuty a upevněny 

na místě pomocí tkáňového lepidla. Na lebku byla nanesena tenká vrstva lepidla, ke které byla 

přilepena kruhová titanová konstrukce (headbar, výroba: Ing. Ondřej Novák, Ph.D.) tak, aby 

uprostřed byla umístěna léze. Na pravou stranu tohoto headbaru byl již předem připraven 

konektor (Precidip. 2řadý, RM 1,27 mm, SMD) s elektrodami (viz. obrázek č. 13).  

 

Obrázek č. 13: (A) Headbar s konektorem a elektrodami. (B) Rozložení elektrod na konektoru: žlutá 

(léze, měřící elektroda), zelená (kontralaterální hemisféra, měřící elektroda), hnědá (mozeček, zemnící 

elektroda). 

 Následně byla nad lézí manuálně provedena kraniotomie (průměr 4 mm) pomocí 

vysokorychlostní chirurgické vrtačky a tato část lebky byla opatrně odstraněna tak, aby nedošlo 

k porušení dury mater. Během vrtání byla lebka opakovaně zalévána fyziologickým roztokem 

uloženým na ledu za účelem ochlazení a očištění lebky. Do odhaleného mozku bylo do 6-10ti 

vybraných míst do hloubky 250 m (2-3 vrstva kortexu) injikováno dvakrát 30 nl kalciového 

indikátoru pGP-AVV-syn-jGCamp8m-WPRE (Addgene, katalogové č. 162375) o koncentraci 

5*1011 GC/ml rychlostí 0,1 nl/s za použití skleněné kapiláry (Drummond Scientific, 3-000-203-

G/X, 30 úhel, manuálně dobroušené na vnější průměr 10-15 m) držené na místě po dobu 5 

minut pro umožnění rozšíření viru. Injikace probíhaly pomocí injektoru Nanoject III 

(Drummond Scientific). Místa pro injikace byla vybrána tak, aby byla zasažena místa v lézi i 

mimo ní (viz. obrázek č. 14). 
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Obrázek č. 14: (A) Ověření umístění léze pro injikaci. (B) Kraniální okno s naznačením míst vpichů 

kalciového indikátoru. 

 Kraniotomie byla uzavřena pomocí 4mm sklíčka (Warner Instruments, No. 1 Glass 

Coverslip 4 mm Round (100)). Pod něj byla do mozkové kůry pod duru mater v oblasti léze 

zasunuta měřící elektroda a spolu se sklíčkem upevněná tkáňovým lepidlem k lebce. 

 Následující tři dny po operaci byl zvířatům každý den podáván carprofen (Rimadyl, 5 

mg/kg) za účelem zmírnění pooperačních bolestí. 

4.6. Video-EEG monitoring 

Přibližně dva týdny po operaci byla zvířata připojena na video-EEG monitoring, kde 

byla po zbývající dobu experimentu kontinuálně nahrávána elektrická aktivita mozku z obou 

elektrod, synchronizovaná s videozáznamem. Teplota v místnosti byla udržována při 22  1C 

a byl zajištěn světelný režim 12h světla/12 h tmy. Experiment probíhal v otevřených klecích, 

což umožňovalo veškerou interakci kromě fyzického kontaktu. Během experimentu bylo 

použito motorizovaných komutátorů a vyrovnávacích ramen, aby se zvířata mohla volně 

pohybovat v kleci během experimentu. Průběžné sledování zvířat bylo prováděno po celou 

dobu studie, kromě víkendů. Voda a potrava byla zvířatům podávána ad libitum. 

Spontánní elektrografická aktivita byla zesílena a filtrována v propustném pásmu 0,1 

Hz - 1,6 kHz pomocí headstage (Intan Technologies, USA, RHD2132) a  vzorkována s 

frekvencí 5 kHz AD převodníkem RHD2000 USB Interface Evaluation Board (Intan 

Technologies, USA). EEG bylo nakonec uloženo do počítače pomocí programu Spike2 v.10 

(Spike2 software, Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK) a dále analyzováno pomocí 

vlastních skriptů v prostředí Matlab 2019b-2021b (Mathworks Inc., USA).   
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Video bylo nahráváno pomocí kamery acA1280-60gm (Basler AG, Ahren, Germany) a 

zaznamenáno programem Pylon Viewer (Basler AG, Ahren, Germany), při min. 15 snímcích 

za sekundu v černobílé kvalitě s rozlišením HD. 

4.7. Calcium imaging 

Kalciový indikátor jGCamp8 je vložen do genu pro synapsin a spolu s ním je 

exprimován a následně transportován do cytoplazmy. Depolarizace neuronu vede k vtoku 

vápenatých iontů do cytoplazmy, kde dojde k jejich vazbě na protein indikátoru, konkrétně na 

kalmodulin, jež je součástí této molekuly. Tato vazba následně spustí změny ve struktuře 

indikátoru a dojde k deprotonaci chromoforu (zde zelený fluorescenční protein GFP), což vede 

k zahájení fluorescence (viz. obrázek č. 15, (Pérez Koldenkova & Nagai, 2013)).  

 

Obrázek č. 15: Schématické znázornění funkce kalciového indikátoru (Pérez Koldenkova & Nagai, 

2013). 

Třetí týden po injikování kalciového indikátoru byla jeho exprese dostatečná pro 

sledování fluorescenčního signálu znázorňujícího aktivitu neuronů. Použitý dvoufotonový 

mikroskop byl sestaven Ing. Ondřejem Novákem Ph.D. na základě dostupných informací z 

(Rosenegger et al., 2014) pro tvorbu excitační dráhy a (Kazemipour et al., 2019) pro tvorbu 

emisní dráhy. Za účelem sledování aktivity neuronů byla myš upevněna za headbar do stojanu 

tak, aby hlava byla pevně zafixována v jedné poloze. Pomocí laseru byla pozice hlavy ve 

stojanu vyrovnána tak, aby sklíčko zakrývající kraniální okno bylo vodorovně a každý týden se 

tedy snímalo ze stejné roviny. 

Nejprve bylo třeba provést zmapování operované oblasti a vybrání oblastí pro další 

měření. Tato místa (fields of view, FOV) byla vybírána tak, aby pokud možno byla některá 

v lézi (a obsahovala dysmorfní neurony a PV+ interneurony) a jiná mimo lézi (PV+ 

interneurony). Počet těchto FOV se lišil v závislosti na myši, velikosti léze a jejím zachycení 

do kraniálního okna. Běžně bylo vybíráno 5 – 10 FOV (viz. obrázek č. 16). 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=325762&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=325762&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=325762&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1519732&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=7244409&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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Obrázek č. 16: (A) Mapování léze pod dvoufotonovým mikroskopem. Červená oblast je dána expresí 

iRFP, zelená znázorňuje expresi kalciového indikátoru, žlutá překryv iRFP a kalciového indikátoru. (B) 

Vybraná FOV v lézi (červená kolečka), na okraji léze (bílá kolečka) a mimo lézi (modrá kolečka). 

Měřítko = 1 mm. 

Tato FOV byla poté měřena jednou týdně po dobu osmi týdnů. Pro každé FOV bylo 

naměřeno dvakrát pětiminutové EEG zároveň s nahráním záznamu kalciového signálu  pomocí 

laditelného femtosekundového laseru. Data byla nahrávána v kombinaci parametrů: rozlišení 

512 x 512; 30 fps; 920 nm; výkon < 100 mW pod objektivem (Olympus XLUMPFLN 20x 

NA1.0 WD2.0). Spolu s tím byly pořízeny fotky při rozdílných vlnových délkách, což 

umožňuje při zpracování dat lépe rozeznat typy neuronů: 920 nm (signál z jGCamp8 - zelená), 

980 nm (PV+ interneurony - žlutá) a 870 nm (dysmorfní neurony – červená). Ze stejného 

důvodu byly také fotky pořizovány za použití dvou rozdílných emisních filtrů, a to na iRFP a 

tdTomato (viz. obrázek č. 17). Po každém měření byla zvířata ponechána jeden den bez 

napojení na EEG-monitoring kvůli odpočinku a následně bylo opět zahájeno monitorování. 
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Obrázek č. 17: (A) Obrázek FOV za použití filtru tdTomato (920 nm). Zeleně jsou označeny neurony 

exprimující kalciový indikátor, červeně PV+ interneurony exprimující tdTomato, žlutě PV+ 

interneurony exprimující zároveň kalciový indikátor a tdTomato. Obří zelené neurony jsou dysmorfní. 

(B) Stejné FOV za použití filtru iRFP (920 nm). Zeleně označené neurony exprimují kalciový indikátor, 

červeně dysmorfní neurony exprimující iRFP, žlutě dysmorfní neurony exprimující kalciový indikátor 

a iRFP. Signál z tdTomato je při použití iRFP filtru slabý a nelze je při tomto nastavení rozeznat. Měřítko 

= 100 m. 

4.8. PTZ 

Po dokončení všech osmi měření na dvoufotonovém mikroskopu byl proveden 

závěrečný experiment za účelem uměle navodit epileptický záchvat. Během nahrávání 

kalciového a EEG signálu na dvoufotonovém mikroskopu byl myším subkutánně podáván 

pentylentetrazol (Sigma-Aldrich, 2 mg/ml) až do vyvolání záchvatu. Za tímto účelem bylo třeba 

podat 55  25 mg/kg. 

4.9. Perfúze 

Pro provedení transkardiální perfúze byla zvířata uspána pomocí intraperitoneální 

injekce se směsí ketamin (Calypsol, 150 mg/kg)/xylazin (Xylapan, 12,5 mg/kg). Byla 

nastřižena hrudní dutina a prostřižena bránice. Do levé komory srdeční byla zavedena jehla a 

pravá srdeční síň byla prostřižena. Následně byla myš promyta roztokem PBS (50 ml) a dále 

4% roztokem paraformaldehydu (50 ml) podávaným skrze jehlu do srdeční komory. Mozek byl 

opatrně vyjmut z lebky a přes noc ponechán v roztoku PFA a následně skladovaný v PBS 

s azidem (Sigma). 
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4.10. Zpracování dat 

4.10.1. Kalciový signál 

Veškeré zpracování probíhalo pomocí skriptů v programu Matlab 2019b-2021b 

(Mathworks Inc. USA). Po každém měření byl záznam kalciového signálu zprůměrován a 

výsledný obrázek byl použit pro další zpracování. Obrázky byly kompenzovány na pohybové 

artefakty metodou NoRMCorr (Pnevmatikakis & Giovannucci, 2017). Fluorescenční záznamy 

pro jednotlivé neurony byly počítány jako průměry jejich světelné intenzity v rámci ROI pro 

každý časový bod. Měření z druhého nebo třetího týdne bylo použito pro manuální výběr 

(kroužkování, viz. obrázek č. 18) všech sledovaných neuronů (regions of interest, ROIs). Toto 

měření s vybranými ROI bylo použito pro označení (labelování, viz. obrázek č. 18) 

neuronálních typů (dysmorfní neuron, pyramidový neuron, PV+ interneuron). Pro ostatní 

měření bylo nutné vybrané ROIs transformovat a upravit tak, aby označené neurony odpovídaly 

referenčnímu měření z kroužkování (warpování).  

 

Obrázek č. 18: (A) Výstup z procesu kroužkování. (B) Výstup z označení neuronálních typů. 

Dysmorfní neurony (červeně), PV+ (modře), pyramidové neurony (zeleně). Měřítko = 100 µm. 

4.10.2. EEG data 

EEG data byla zpracována a analyzována pomocí skriptů v prostředí Matlab 2019b-

2021b (Mathworks Inc. USA). Na záznamech z video-EEG monitoringu a dvoufotonového 

mikroskopu byly označeny záchvaty podle následujících kritérií (viz. obrázek č. 19): 

1) Záchvat se rozvíjí pomalu a postupně graduje. 

2) Obsahuje výboje s vysokou amplitudou a frekvencí. 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=4044919&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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3) Na konci záchvatu se frekvence zpomaluje a amplituda zvyšuje. 

4) Po ukončení záchvatu obvykle dochází k ztenčení křivky EEG (menší amplituda než před 

začátkem záchvatu). 

 

Obrázek č. 19: Spontánní epileptický záchvat. Jednotky na ose y jsou v mV. Měřítko = 10 s. 

4.10.3. Statistická analýza 

Všechna data byla zpracována v programu Matlab 2019b-2021b (Mathworks Inc., 

USA). Analýzu počtu a velikosti neuronů i analýza PTZ záchvatů byla realizována ověřenou 

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

Pro vyhodnocení velikosti a počtu neuronů byl použit referenční záznam z funkčního 

měření, na kterém bylo provedeno kroužkování a označení neuronálních typů. Použit byl 

neparametrický Wilcoxon rank sum test. Rozdíly byly považovány za statisticky signifikantní, 

pokud p-hodnota < 0,05. Data jsou vyjádřena jako průměr  střední chyba průměru (SEM). 

Pro vyhodnocení poklesu fluorescence po terminaci epileptického záchvatu byl použit 

neparametrický Mann Whitney Wilcoxonův test. Statistický test byl proveden v každém 

časovém bodě (n = 600). Nebyla provedena korekce pro mnohočetná srovnání. Rozdíly byly 

považovány za statisticky signifikantní, pokud p-hodnota < 0,05.  

 

 

 

 

 

 

 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=14720840&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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5. Výsledky 

5.1. Charakterizace myšího modelu fokální kortikální dysplázie II 

Myší model FCDII byl vytvořen in utero elektroporací plazmidu s mutovaným mTOR 

genem (mutace pLeu2427Pro) a plazmidu iRFP pro detekci léze. Všechny myši (n = 8) měli 

unilaterální lézi v levé hemisféře v temporálním laloku (n = 5) nebo zasahující temporální a 

frontální lalok (n = 3). 

Tkáň v oblasti léze vykazovala morfologické vlastnosti podobné jiným modelům (Lim 

et al., 2015). Přítomnost cytomegalických dysmorfních neuronů s velkými jádry a mohutnou 

arborizací (viz, obrázek č. 20) byla patrná u všech myší stejně jako kortikální dyslaminace (viz. 

obrázek č. 21). Neurony byly rozptýleny napříč kortikálními vrstvami a i v bílé hmotě. 

 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=3240382&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3240382&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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Obrázek č. 20: Přítomnost dysmorfních neuronů charakterizující fokální kortikální dysplázii. (A) 

Exprese iRFP (červená) a jGCamp8 (zelená). Žlutá značí překryv iRFP a jGCamp8. Modrý obdélník 

zobrazuje FOV následně zvětšené v obrázcích B-D. Měřítko = 1 mm. (B) Vyznačené FOV na povrchu 

mozku. Měřítko = 100 µm. (C) Stejné FOV v hloubce 155 µm. Šipky označují dysmorfní neurony. 

Měřítko = 100 µm. (D) Stejné FOV v hloubce 155 µm při větším přiblíženní než obrázek C. Měřítko = 

100 µm. 

 

Obrázek č. 21: Poruchy migrace doprovázející změny v kortexu postiženém fokální kortikální 

dysplázií. Na obrázku je vyznačeno přibližné umístění kortikálních vrstev (1-6) a bílé hmoty (BH). 

Zeleně jsou označeny neurony exprimující kalciový indikátor jGCamp8. Mezi neurony lze rozeznat obří 

dysmorfní neurony nacházející se i v bílé hmotě pod kortexem. Obrázek byl pořízen oskenováním 

mozku po perfúzi na lighsheet mikroskopu a zpracováním v programu Imaris. Měřítko = 200 m. 

Přibližně dva týdny po operaci byla zvířata napojena na video-EEG monitoring a další 

dva měsíce nahrávána pro vyhodnocení četnosti spontánních záchvatů. Ty byly pozorovány u 

3/8 myší (označené jako 973, 764 a 945, viz. obrázek č. 22). Dvě z nich (973, 945) zemřeli 

předčasně na SUDEP. První záchvaty se objevily ve věku 12 (973), 9 (764) a 7 (945) týdnů. 
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Podle grafu rozložení záchvatů na obrázku č. 22 se zdá, že u myší č. 973 a č. 764 dochází 

k shlukování jednotlivých záchvatů do klastrů a především u myši č. 973 k postupnému 

zkracování délky záchvatu v rámci klastru. U myši č. 973 se délka záchvatu postupem času 

prodlužuje, přičemž záchvat, který je příčinou smrti je výrazně delší. Myš č. 945 umírá po 

pouhých třech záchvatech, ty jsou ovšem v porovnání s č. 973 a č. 764 výrazně delší. 

U záchvatujících myší (n = 3) byla léze v jednom případě umístěna pouze 

v temporálním laloku a ve dvou zasahovala do oblasti frontálního laloku. U nezáchvatujících 

(n = 5) byla převážně v temporálním laloku (n = 4) a pouze u jedné myši byla umístěna částečně 

ve frontálním laloku.  

 

Obrázek č. 22: Rozložení záchvatů u tří záchvatujících myší spolu se zobrazením funkčních měření na 

dvoufotonovém mikroskopu. Černá šipka označuje u myší s předčasnou smrtí záchvat, který byl 

příčinou úmrtí (SUDEP). 

Na základě dat z měření na dvoufotonovém mikroskopu byly určeny rozdíly ve velikosti 

u pyramidových neuronů a PV+ interneuronů v oblasti léze a mimo lézi (viz. obrázek č. 23). 

Velikost pyramidových neuronů v lézi byla 13,25  0,058 µm, mimo lézi 12,88  0,0638 µm. 
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Velikost PV+ interneuronů v lézi byla 13,20  0,278 µm a mimo lézi 13,31  0,272 µm. Pro 

vyhodnocení bylo použito 9 FOV v lézi (1543 pyramidových neuronů, 50 PV+) a 3 FOV mimo 

lézi (820 pyramidových neuronů, 36 PV+). Za pomocí neparametrického Wilcoxon rank sum 

testu byl zjištěn signifikantní rozdíl pro pyramidové neurony (p = 4,7585*10-4), zatímco rozdíl 

ve velikosti PV+ interneuronů signifikantní nebyl (p = 0,9895). Pro pyramidové neurony byla 

také zjištěna vysoká variabilita ve velikostech. 

 

Obrázek č. 23: Velikost pyramidových neuronů (PC) a PV+ interneuronů (PV) v lézi (FCD) a mimo 

lézi (mimo-FCD) určená na základě dat z kalciového signálu. 

Stejná data byla použita i pro vyhodnocení počtu pyramidových neuronů a PV+ 

interneuronů v lézi a mimo lézi (viz. obrázek č. 24). Počet pyramidových neuronů v lézi byl 

171,44  14,44, mimo lézi 205  23,41. Počet PV+ interneuronů v lézi byl 5,55  0,67, mimo 

lézi 9  1,87. Pro vyhodnocení bylo použito 9 FOV v lézi (1543 pyramidových neuronů, 50 

PV+ interneuronů) a 3 FOV mimo lézi (820 pyramidových neuronů, 36 PV+ interneuronů). 

Ačkoliv se zdá, že u pyramidových neuronů i PV+ interneuronů dochází ke snížení počtu v lézi 

oproti okolní tkáni, není tento výsledek za použití neparametrického Wilcoxon rank sum 

statistického testu signifikantní (PC: p-hodnota = 0,2769; PV: p-hodnota = 0,1007).  
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Obrázek č. 24: Počet pyramidových neuronů (PC) a PV+ interneuronů (PV) v lézi (FCD) a mimo lézi 

(mimo-FCD) určená na základě dat z kalciového signálu. 

5.2. Vyhodnocení dat z funkčního měření 

Do fáze funkčního měření se dostalo 8 myší, 5 nezáchvatujících, 3 záchvatující. Jedna 

ze tří záchvatujících myší zemřela předčasně v důsledku epileptického záchvatu a pro jednu 

nebylo možné označit dostatečné množství PV+ interneuronů. Důvody pro absence záchvatů, 

smrt záchvatujících myší i problémy s označením interneuronů budou probrány v diskuzi. 

S ohledem na výše uvedené skutečnosti ale není dostatečné množství dat pro vyhodnocení 

epileptogeneze a spontánních záchvatů a výsledková část tak obsahuje pouze data z indukování 

epileptického záchvatu pomocí PTZ u nezáchvatujících myší.  

5.3. Vyhodnocení záchvatů indukovaných pomocí PTZ 

Vzhledem k faktu, že se během funkčních měření nepovedlo zachytit spontánní 

epileptický záchvat, přistoupili jsme k jeho indukování pomocí subkutánního podání PTZ. To 

bylo postupně podáváno v menších dávkách, dokud nebylo dosaženo záchvatu. Z pěti takto 

indukovaných byly kompletně nahrány tři. Během jejich nahrávání bylo sledováno 647 

pyramidových neuronů a 50 PV+ interneuronů. Tyto neurony byly použity pro statistické 

vyhodnocení v obrázku č. 30. Jeden ze záchvatů byl použit jako reprezentativní záznam 

znázorňující průběh EEG a kalciového signálu (viz. obrázek č. 25 a 26).  

Jako statisticky signifikantní vychází rozdíl poklesu fluorescence PV+ interneuronů 

oproti pyramidovým neuronům do postiktálního stavu (viz. obrázek č. 30). Jako čas „0“ pro 

toto vyhodnocení byl použit poslední kalciový pík v záchvatu korespondující s posledním 

velkým výbojem v EEG (viz. obrázek č. 29). Od tohoto bodu fluorescence PV+ interneuronů 
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klesne na stejnou hodnotu normalizované fluorescence o 5,5 s později než u pyramidových 

neuronů. 

Pro další zjištění z tohoto experimentu nebylo provedeno dostatečné množství pokusů a 

budou tedy primárně probírány v diskuzi. Mezi taková patří mírná aktivace PV+ interneuronů 

před začátkem epileptického záchvatu u jednoho z případů (viz. obrázek č. 32), výskyt 

depolarizační vlny po terminaci záchvatu ve dvou ze tří případů (viz. obrázek č. 33), aktivace 

některých neuronů před postupující depolarizační vlnou u jednoho ze dvou případů (viz. 

obrázek č. 34) a smrt během depolarizační vlny u jednoho ze dvou případů (viz. diskuze). 

5.3.1. Reprezentativní záznam epileptického záchvatu indukovaného pomocí PTZ 

 

Obrázek č. 25: Reprezentativní záznam jednoho epileptického záchvatu vyvolaného pomocí PTZ 

znázorňující lokální elektrické potenciály (modře) a normalizovanou fluorescenci kalciového signálu 

pro pyramidové neurony (zeleně) a PV+ interneurony (oranžově). Svislé čáry označené písmeny 

zobrazují časové body korelující se stejně označenými časovými úseky na obrázku č. 26. 
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Obrázek č. 26: Průběh epileptického záchvatu indukovaného pomocí PTZ. (A) Fotografie vybraného 

FOV pořízená před indukcí epileptického záchvatu. Jednotlivé typy neuronů byly určeny na základě 

fluorescence. (B) Stejné FOV zpracované v programu Matlab (viz. kapitola 4.10.1.) znázorňující 

označené typy neuronů. (C – P) Fotografie ze záznamu kalciového signálu epileptického záchvatu z 

obrázku č. 25. zachycující důležité vybrané časové body. Měřítko = 100 m. Obrázky byly vytvořeny 

zprůměrováním fluorescence kalciového signálu  100 ms (D, G);  200 ms (C, E, F, H, I, J, K, L, M, 

N);  500 ms (O, P) kolem události.  
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Obrázek č. 27: FOV nahrávané v reprezentativním záznamu. Žlutě jsou označené PV+ interneurony, 

zeleně ostatní neurony exprimující kalciový indikátor. Měřítko = 100 m. 

 

Obrázek č. 28: Porovnání fluorescence neuronů před záchvatem (A, viz. obrázek č. 26C) a během 

záchvatu (B, viz. obrázek č. 26F). Měřítko = 100 m. 
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5.3.2. Úbytek fluorescence PV+ interneuronů a pyramidových neuronů po 

záchvatu 

 

Obrázek č. 29: Úsek EEG a fluorescence kalciového signálu vybraný pro statistickou analýzu (žlutý 

obdélník) dohasínání fluorescence v obrázku č. 30. 

 

Obrázek č. 30: Graf znázorňující dohasínání fluorescence PV+ interneuronů a pyramidových neuronů 

po ukončení záchvatu. Pro statistické zpracování byl použit neparametrický Mann Whitney Wilcoxonův 

test. Od počátku (poslední pík v záchvatu korespondující s posledním velkým výbojem EEG) klesne 

fluorescence PV+ interneuronů na normalizovanou hodnotu o 5,5 sekundy později. 
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Obrázek č. 31: Pomalejší vyhasínání fluorescence PV+ interneuronů po ukončení záchvatu. Obrázek 

byl pořízen v čase 200 s záznamu (viz. obrázek č. 25 a 26). PV+ interneurony jsou označeny žlutým 

kolečkem. Měřítko = 100 m.  

5.3.3. Mírná aktivace PV+ interneuronů před počátkem záchvatu 
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Obrázek č. 32: Mírná aktivace PV+ interneuronů před začátkem záchvatu. Obrázek byl pořízen v čase 

166 s záznamu (viz. obrázek č. 25 a 26). PV+ interneurony jsou označeny zeleným kolečkem. Měřítko 

100 m. 

5.3.4. Průběh depolarizační vlny 

 

Obrázek č. 33: Postup depolarizační vlny přes sledované FOV v různých časových bodech. Odpovídá 

obrázkům a časovým bodům J-M na obrázku č. 25 a 26. (A) = 219 s. (B) = 220 s. (C) = 221 s. (D) = 222 

s. Měřítko = 100 m. 
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Obrázek č. 34: Aktivace některých neuronů před postupující depolarizační vlnou v čase 220 s záznamu 

(viz. obrázek č. 25 a 26K). Žlutým kolečkem jsou označeny PV+ interneurony, modrým kolečkem buď 

pyramidové neurony nebo jiná skupina interneuronů. Bílá šipka udává směr šíření depolarizační vlny. 

Měřítko 100 m. 
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6. Diskuze 

Pomocí in utero elektroporace byl úspěšně vytvořen model fokální kortikální dysplázie 

typu II spolu s označenými PV+ interneurony. Těchto 8 myší vykazovalo charakteristické 

morfologické znaky s touto malformací spojené, a to přítomnost dysmorfních neuronů, 

narušenou migraci a s tím související ektopické umístění neuronů i v bílé hmotě mozkové (viz. 

obrázky č. 20, 21). Charakteristické je také typické umístění v temporálním a frontálním laloku. 

Zároveň u tří z těchto myší byly zaznamenány spontánní epileptické záchvaty (viz. obrázek č. 

22). 

Ačkoliv se může zdát, že výskyt spontánních záchvatů pouze u tří z osmi myší není plně 

dostačující, pokud vezmeme v úvahu fakt, že modely využívající in utero elektroporaci 

mutovaného mTOR genu dosahují úspěšnosti až 90 % (Lim et al., 2015), je nutné brát v potaz 

velké množství omezení vyplývajících z použité metodiky. Zatímco 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 konstruovány především za účelem histologických analýz či 

implantace elektrod a mohla tak být použita všechna pokusná zvířata, zde náročná metodika 

nutná pro vytvoření funkčního modelu neumožňuje produkci velkého počtu myší v krátkém 

čase a zároveň je nutné vyřadit neoperovatelná zvířata, což výrazně snižuje výtěžek z 

experimentu. 

Zásadní pro implantaci kraniálního okna je umístění dostatečně velké léze, dané 

rozsahem oblasti zasažené mutací v mTOR genu, primárně do oblasti temporálního a částečně 

frontálního laloku. Vzhledem k tomu, že mutovaný mTOR gen se po narození exprimuje pouze v 

dysmorfních neuronech, nelze ho neinvazivním způsobem použít při P21 screeningu pro zjištění 

velikosti a umístění léze. Z toho důvodu je spolu s ním elektroporován iRFP plazmid, který je 

inkorporován do všech neuronů v elektroporované oblasti a jeho fluorescenci lze sledovat i přes 

lebku za pomoci pouhého nástřihu kůže. Fluorescence iRFP plazmidu ale nemusí nutně označovat 

přesnou pozici či rozsah léze hlavně v případech, kdy se sledovaná oblast nachází ve větší hloubce. 

Studie využívající podobné metody také hlásí problém s nepřesným překryvem elektroporovaných 

plazmidů (Vomund et al., 2013). Je tedy možné, že potenciálně záchvatující myši jsou vyřazeny z 

projektu a naopak myši s lézí v oblastech, které běžně nevykazují spontánní záchvaty (Hsieh et al., 

2016; Wagstyl et al., 2022) jsou dále operovány. Vzhledem k výše zmíněným omezením je 

pravděpodobnost vzniku spontánních záchvatů u naoperovaných myší nižší než v jiných studiích a 

činí tak přibližně 50 – 60 %. 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=3240382&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=969245,13486313,1133541,3165012,4604477,3240382,7073471&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=969245,13486313,1133541,3165012,4604477,3240382,7073471&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=969245,13486313,1133541,3165012,4604477,3240382,7073471&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10014169&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9394655,14633293&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9394655,14633293&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0


49 
 

Avšak i data získaná z těchto tří záchvatujících myší poskytují zajímavé informace o 

rozložení spontánních epileptických záchvatů v čase. Jejich shlukování do klastrů, či výskyt 

v závislosti na určité periodě (viz. obrázek č. 22), je často dokumentovaným fenoménem u lidí 

s epilepsií (Baud et al., 2018; Taubøll et al., 1991), ve zvířecích modelech epilepsie (Kudlacek 

et al., 2021) a dokonce i u psů (Gregg et al., 2020). Podle (Baud et al., 2018) interiktální výboje 

oscilují s cirkadiánní a několikadenní/týdenní periodou, přičemž záchvaty se s vyšší 

pravděpodobností objevují při vzestupné fázi těchto delších rytmů. Dále bylo zjištěno, že 

v rámci klastrů dochází k postupnému snižování délky záchvatů (Kudlacek et al., 2021), což je 

patrné i z našich výsledků. Úmrtí v průběhu epileptického záchvatu (viz. obrázek č. 22) je 

bohužel častý fenomén označovaný jako SUDEP (sudden unexpected death in epilepsy, (Holst 

et al., 2013)). Pravděpodobnou příčinou jsou poruchy dýchání (Lear‑Kaul et al., 2005) a 

srdečního rytmu (Nei et al., 2004). Stejně jako v tomto projektu, i další studie prováděné na 

myších modelech fokální kortikální dysplázie dokumentují problémy s předčasným úmrtím 

pokusných subjektů (Baek et al., 2015; Kassai et al., 2014; Ribierre et al., 2018; Zeng et al., 

2011). 

Na základě dat získaných z funkčních měření na dvoufotonovém mikroskopu byla 

provedena analýza velikosti (viz. obrázek č. 23) a počtu (viz. obrázek č. 24) pyramidových 

neuronů a PV+ interneuronů v závislosti na umístění v lézi a mimo lézi. Jako signifikantní se 

ukázal rozdíl ve velikostech pyramidových neuronů doprovázený vysokou variabilitou 

výsledných hodnot. Různá velikost neuronů v lézi může být zapříčiněna cytomegalií, či 

přítomností menších nezralých neuronů (Cepeda et al., 2003, 2005; Hanai et al., 2010; Nguyen 

et al., 2019) vycházející z aktivity mTOR signální kaskády. Variabilita ve velikostech také 

může být způsobena snímáním cílového FOV z určité roviny, ve které ovšem neurony nemusí 

být vždy zobrazené ve svém největším průměru. Ve velikosti PV+ interneuronů v závislosti na 

umístění nebyly zjištěny žádné signifikantní rozdíly a dosud ani nebyla zaznamenána studie 

zabývající se tímto tématem. Z grafu znázorňujícího rozdíly v počtu pyramidových neuronů a 

PV+ interneuronů v lézi a mimo lézi lze vidět trend směřující ke snížení počtu obou typů 

neuronů v lézi v porovnání s okolní tkání, avšak na základě statistického vyhodnocení tento 

rozdíl není signifikantní. Tento trend ovšem odpovídá další studii (Zhong et al., 2021) 

prováděné na myším modelu FCDII, podle které nedochází k selektivnímu snížení počtu PV+ 

interneuronů, které je tolik diskutováno u lidských pacientů (Liang et al., 2020; Nakagawa et 

al., 2017) s fokální kortikální dysplázi. Ačkoliv selektivní snížení počtu PV+ interneuronů bylo 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=14677682,4761556&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14677681&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14677681&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14677680&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4761556&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14677681&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=466544&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=466544&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=14635181&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=5052239&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4701682,3437849,1133541,7073471&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4701682,3437849,1133541,7073471&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1966535,3250911,14609939,6704276&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1966535,3250911,14609939,6704276&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13486313&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13486299,10973718&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=13486299,10973718&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
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zjištěno u jednoho myšího modelu (T. Yang et al., 2022), v této studii se jedná o kontinuum 

FCD/HME. 

Jedním z cílů diplomové práce a funkčního měření bylo studovat aktivitu neuronů 

během spontánního záchvatu. Ovšem vzhledem k nízkému počtu záchvatujících zvířat spolu 

s předčasným úmrtím jedné z myší bylo obtížné spontánní záchvat zachytit při měření na 

dvoufotonovém mikroskopu jednou týdně. Zároveň v průběhu optimalizace metod nebylo 

možné pro jednu ze záchvatujících myší PV+ interneurony označit. Z tohoto důvodu bylo 

přistoupeno k indukci epileptických záchvatů použitím chemokonvulzantu pentylentetrazolu na 

nezáchvatujících zvířatech. Z důvodu rychlého propuknutí záchvatu od prvních známek na 

EEG však nelze vždy dostatečně rychle nastavit software ovládající dvoufotonový mikroskop 

tak, aby bylo možné nahrát dostatečně dlouhý časový úsek před propuknutím epileptického 

záchvatu. Z tohoto důvodu pouze tři z pěti takto indukovaných záchvatů jsou kompletní a dále 

zpracovávány. 

Z tohoto experimentu je nejdůležitějším a statisticky signifikantním výsledkem efekt 

opožděného vyhasínání fluorescence kalciového indikátoru u PV+ interneuronů v porovnání s 

pyramidovými neurony na konci epileptického záchvatu (viz. obrázky č. 29, 30, 31). V úvahu 

připadají dvě vysvětlení. Buď jsou tyto neurony vysoce aktivní, či došlo k jejich vstupu do stavu 

depolarizačního bloku. 

V případě stimulace neuronu za fyziologických podmínek dochází k aktivaci sodných 

napěťově řízených kanálů, vzniku akčního potenciálu šířícího se po axonu k synaptickému 

terminálu, kde dojde k aktivaci napěťově řízených vápenatých kanálů a ve výsledku ke vstupu 

vápenatých iontů dovnitř buňky skrze membránu a k jejich vazbě na kalciový indikátor. Pokud 

ale dojde k iniciaci epileptického záchvatu, tato stimulace je mnohonásobně vyšší a neuron se 

ocitne ve stavu permanentní depolarizace, kdy sodné napěťově řízené kanály jsou inaktivovány. 

Tento stav je označován jako depolarizační blok a neuron není schopen vytvářet akční 

potenciály (Călin et al., 2021; Cammarota et al., 2013; Fleidervish et al., 1996). Depolarizace 

ovšem umožňuje vstup vápenatým iontům skrze vápenaté napěťově řízené kanály a NMDA 

receptory. PV+ interneurony navíc díky složení AMPA receptorů (Catania et al., 1998; Matta 

et al., 2013; Moga et al., 2002) umožňují průchod vápenatých iontů i skrze tyto receptory. 

Opětovná aktivace je možná až po poklesu membránového napětí (repolarizaci), přičemž dojde 

nejprve k uzavření vápenatých kanálů a NMDA a AMPA receptorů. Jejich uzavření také zastaví 

vtok vápenatých iontů do neuronu. 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=14620098&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12018471,740398,970631&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=432014,890072,980109&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=432014,890072,980109&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
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Studie (Parrish et al., 2019) poukázala u PV+ interneuronů na výrazné zesílení 

kalciového signálu, které se během průběhu záchvatu už nijak nezvyšovalo po vstupu těchto 

interneuronů do stavu depolarizačního bloku, což odpovídá i našim výsledkům. Toto se 

pravděpodobně děje, protože kalciový indikátor je plně saturován. Tato masivní akumulace 

intracelulárního vápníku musí být následně odstraněna. To, že u PV+ interneuronů toto trvá 

déle může být způsobeno vyšší intracelulární koncentrací vápenatých iontů a zároveň, na rozdíl 

od pyramidových neuronů, přítomností kalcium-vazebného proteinu parvalbuminu. Ten je 

označován jako „pomalý“ z toho důvodu, že před tím, než může začít vázat vápenaté ionty a 

snižovat tak jejich intracelulární koncentraci, musí nejprve dojít k disociaci hořečnatých iontů 

z vazebného místa parvalbuminu (Chard et al., 1993; Eggermann & Jonas, 2011; Beat 

Schwaller, 2010). 

Následující zmíněné výsledky nebylo možné z důvodu malého počtu pozorování 

statisticky vyhodnotit, jedná se však o zajímavé poznatky a budou tedy probrány dále v textu. 

Již v kapitole 5.3. byla zmíněna mírná aktivace PV+ interneuronů před počátkem záchvatu (viz. 

obrázek č. 32), výskyt depolarizační vlny (viz. obrázek č. 33) a aktivace některých neuronů 

před postupující depolarizační vlnou (viz. obrázek č. 34).  

Co se týče aktivace PV+ interneuronů před počátkem záchvatu (viz. obrázek č. 32), 

nejedná se o tak překvapivé zjištění vzhledem k faktu, že něco podobného bylo už pozorováno 

(Cammarota et al., 2013) na akutním myším modelu epilepsie, kdy tyto interneurony byly 

aktivovány o téměř dvacet vteřin dříve, než byly do záchvatu rekrutovány sousedící pyramidové 

neurony. Ačkoliv toto bylo pozorováno pouze u jednoho ze záchvatů a nelze tedy říci, zda se 

jedná o jev pravidelně doprovázející záchvaty, je možné, že jde o způsob, kterým se PV+ 

interneurony snaží zabránit iniciaci a propagaci epileptických záchvatů. 

Dalším zajímavým objevem je přítomnost vlny šířící se depolarizace u dvou ze tří 

případů (viz. obrázek č. 33). Ta bývá mimo jiné spojena právě i s epileptickými záchvaty 

(Bahari et al., 2018) a objevuje se přibližně v třetině (Bahari et al., 2018) až v polovině 

(Zakharov et al., 2019) případů v závislosti na okolnostech vyvolání záchvatu a může sloužit 

jako mechanismus působící proti generalizaci epileptických záchvatů (Tamim et al., 2021). 

Faktorem, který se pravděpodobně podílí na vzniku depolarizační vlny, je zvýšená 

extracelulární koncentrace draslíku (Andrew et al., 2017), což odpovídá stavu mozku během 

záchvatu (Gentiletti et al., 2022; Librizzi et al., 2017). Také objem tkáně, do které se záchvat 

rozšíří souvisí s výskytem depolarizační vlny, a tedy čím větší je zasažená oblast, tím 

pravděpodobněji se šířící vlna depolarizace objeví (Tamim et al., 2021). Propagace 
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depolarizační vlny je silně závislá na elektrickém propojení neuronů, jinak známém jako gap 

junctions (Nedergaard et al., 1995). Jejich inhibice je možná skrze acidózu (pokles pH), která 

se objevuje v průběhu záchvatu a trvá i po jeho ukončení (R. I. Wang & Sonnenschein, 1955) 

a způsobuje obecně útlum excitability (Nedergaard et al., 1995; Sinning & Hübner, 2013). Je 

tedy možné, že závažnost iontové nerovnováhy ustanovené během záchvatu a rychlost návratu 

do původního stavu také určuje, zda depolarizační vlna vznikne či ne. Navíc, šíření 

depolarizační vlny, zvláště do mozkového kmene, může způsobit zástavu srdce a následnou 

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

Na reprezentativním záznamu indukovaného záchvatu (viz. obrázek č. 34) si lze 

povšimnout, že před postupující depolarizační vlnou jsou u jednoho ze dvou případů aktivovány 

některé neurony. Podle (Herreras et al., 1994) by se mohlo jednat o aktivaci zprostředkovanou 

právě pomocí elektrických synapsí. Některé neurony jsou označeny jako PV+, zbylé jsou na 

základě velikosti a morfologie určeny jako pyramidové neurony či jiné interneurony. Právě 

interneurony jsou vysoce propojeny pomocí gap junctions (M Galarreta & Hestrin, 1999; 

Mario Galarreta & Hestrin, 2002; Mario Galarreta et al., 2004; Hang Hu & Agmon, 2015). 

Vzhledem k malému počtu pozorování, stejně jako ve výše zmíněných odstavcích, ovšem nelze 

říci, zda byl sledován jev náhodný či související s epileptickou aktivitou mozku. 

Po shrnutí získaných výsledků z indukované epileptické aktivity je třeba také 

prodiskutovat, zda tato data mohla být nějak ovlivněna a znehodnocena. Mezi faktory schopné 

toto způsobit patří užití PTZ jako chemokonvulzantu a samotný model FCDII. 

Co se FCDII týče, zda dochází ke změnám ovlivňujícím interneurony je předmětem 

diskuzí. Zatímco u lidí vzniká větší část PV+ interneuronů ve stejné oblasti jako kortikální 

neurony a glie (Letinic et al., 2002), u myší veškeré tyto interneurony vznikají pouze v mediální 

ganglionické eminenci odděleně od kortikálních prekurzorů (Fogarty et al., 2007) a je tedy 

nepravděpodobné, že by v našem modelu byly mutací zasaženy. Změny v počtech PV+ 

interneuronů a konektivitě už byly zmíněny v kapitole 2.3.2.3. a tabulce č. 2. Vzhledem k tomu, 

že u myší pravděpodobně nedochází k selektivní ztrátě PV+ interneuronů, zdá se, že větší efekt 

by mohly mít změny exprese různých receptorů a transportérů popsané v kapitole č. 2.3.2.1.. 

Navíc fakt, že myši použité pro PTZ experiment nevyvinuly spontánní záchvaty, umožňuje 

vyloučit poškození PV+ interneuronů, ke kterému v takových případech dochází (McRae et al., 

2012; Rankin‑Gee et al., 2015; Wilczynski et al., 2008; Yuan et al., 2002) a ke kterému jsou 

konkrétně tyto interneurony vysoce náchylné (Moga et al., 2002; Okamoto et al., 1994). 
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Pentylentetrazol se váže na GABAA receptory a uzavírá kanál pro chloridové ionty 

(Pellmar & Wilson, 1977a; Rebbapragada Ramanjaneyulu & Ticku, 1984). Jelikož použití 

PTZ pro vyvolání epileptického záchvatu způsobí aktivaci postupně všech mozkových oblastí 

(Brevard et al., 2006; Morgan et al., 1987; Van Camp et al., 2003; H. Yang et al., 2019), 

dochází k vyřazení inhibice ve všech neuronech mozku.  

Data týkající se pozdního poklesu fluorescence PV+ interneuronů po terminaci záchvatu 

získaná v této práci však nejsou první svého druhu a máme tedy možnost je porovnat. Ze zatím 

nepublikovaných dat z naší laboratoře (viz. obrázek č. 35) je tento efekt patrný i na akutním 

myším modelu na kmenu C57 za použití 4-aminopyridinu (4-AP) blokujícího napěťově řízené 

draselné kanály (Fedor et al., 2020; Remillard & Leblanc, 1996). 

 

Obrázek č. 35: Graf znázorňující fluorescenci kalciového signálu po terminaci epileptického záchvatu 

v modelu 4-AP akutního modelu epilepsie. Červená = fluorescence PV+ interneuronů, modrá = 

fluorescence pyramidových neuronů. 

Zároveň na několika nepublikovaných záznamech spontánního záchvatu z naší 

laboratoře je po jeho ukončení vidět skupina neuronů s déletrvající fluorescencí stejně jako 

ve zde prezentovaných výsledcích a dat z 4-AP (viz. obrázek č. 35). Ačkoliv byla pomocí 

tdTomato označena jiná skupina interneuronů (VIP+), u kterých nebyl tento efekt během našich 

experimentů pozorován, je vysoce pravděpodobné, že neurony s přetrvávající fluorescencí jsou 

právě PV+ interneurony. Vzhledem k výše uvedeným skutečnostem jsem tedy přesvědčena, že 

tento efekt je univerzální napříč různými modely a lze tedy předpokládat, že výsledky nejsou 

zkresleny použitím PTZ jako chemokonvulzantu. 

Dále je nutné zmínit, že ačkoliv výsledky naznačují přechod PV+ interneuronů do stavu 

depolarizačního bloku, kalciový indikátor jGCamp8 stále není dostatečně citlivý (Looger et al., 
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2021) na rozeznání jednotlivých akčních potenciálů, což by nám umožnilo určit, zda dochází 

k inaktivaci napěťově řízených sodných kanálů. Bude tedy nutné použít jiné metody pro 

objasnění tohoto jevu. Výhodou kombinace jGCamp8 s dvoufotonovým mikroskopem ovšem 

je, že nám umožňuje sledovat velké množství neuronů najednou a na rozdíl od jiných 

mikroskopických metod umožňuje proniknout do větší hloubky s výhodou nižší fototoxicity 

(Denk et al., 1990; Helmchen & Denk, 2005). Metodou, která by nám ale mohla pomoci 

objasnit, zda se depolarizační blok u PV+ interneuronů skutečně objevuje, je voltage imaging, 

který za cenu nižšího rozlišení a sledování pouze jednotlivých neuronů umožňuje sledovat 

aktivitu na úrovni jednotlivých akčních potenciálů i v případě fast-spiking PV+ interneuronů 

(Abdelfattah et al., 2019). 
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7. Závěr 

Tato práce se zabývala vytvořením a charakterizací myšího modelu fokální kortikální 

dysplázie typu II s označenými parvalbuminovými interneurony a následným sledováním 

aktivity pyramidových neuronů a parvalbuminových interneuronů v průběhu epileptického 

záchvatu. Vytvořený model vykazoval charakteristické morfologické znaky popsané i v jiných 

studiích, stejně jako spontánní epileptické záchvaty. V rámci analýz byl zjištěn statisticky 

signifikantní rozdíl ve velikosti pyramidových neuronů v FCD lézi a mimo lézi, zatímco u 

parvalbuminových interneuronů rozdíl prokázán nebyl. Také byl zjišťován počet těchto 

neuronů v rámci léze a mimo ní a ačkoliv byl pozorován trend snížení počtu pyramidových 

neuronů i parvalbuminových interneuronů v lézi oproti okolní tkáni, nebyl tento rozdíl 

statisticky signifikantní. Jedním z cílů bylo sledovat aktivitu těchto neuronů během spontánního 

epileptického záchvatu pod dvoufotonovým mikroskopem, ovšem vzhledem k obtížím při 

zachycení spontánních záchvatů bylo přistoupeno k jejich indukci pomocí pentylentetrazolu. 

Tento experiment přinesl statisticky signifikantní data ohledně pozdního poklesu fluorescence 

kalciového signálu z parvalbuminových interneuronů po terminaci záchvatu v porovnání 

s pyramidovými neurony naznačující přechod parvalbuminových interneuronů do stavu 

depolarizačního bloku. Další data byla z důvodu malého počtu pozorování pouze diskutována 

a zahrnují mírnou aktivaci parvalbuminových interneuronů před počátkem epileptického 

záchvatu, výskyt vlny šířící se depolarizace po terminaci záchvatu a aktivaci neuronů před 

postupující depolarizační vlnou. Tato práce pomůže nasměrovat další výzkum týkající se úlohy 

interneuronů v mechanismech epilepsie. I když existuje spousta modelů FCDII, žádné prozatím 

nebyly přímo zaměřené na studium interneuronů, natož na sledování jejich aktivity. Zde užitá 

metodika představuje velice komplexní možnost dalšího získávání cenných dat. Výsledky ze 

změn fluorescence po terminaci epileptického záchvatu jsou aktuálně cílem dalšího výzkumu a 

lze říci, že parvalbuminové interneurony by mohly být zajímavým cílem dalšího bádání. 
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