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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADC - aparentni difuzni koeficient ve tkani

ADCy — aparentni difuzni koeficient vody

ATP — adenosin-tri-fosfat

BBB — ,blood-brain barrier®, hematoencefalicka bariéra
D — difuzni koeficient ve volném roztoku

DC potencial — stejnosmérny potencial
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ECP — extracelularni prostor

GABA — gamma-amino-maselna kyselina

i.p. — intraperitonealné

ISM — iontové-selektivni mikroelektroda

[K™]e — extracelularni koncentrace draselnych iontt

K*- ISM — iontové-selektivni mikroelektroda pro draslik
LTP — ,long-term potentiation“ — dlouhodoba potenciace
LTD — ,long-term depression® — dlouhodoba deprese
MR — magneticka rezonance

NMDA — N-methyl-D-aspartat

pHe — pH v extracelularnim prostoru

pH; — pH v intracelularnim prostoru

RR — ,recovery rate®, relativni vytéznost mikrodialyzaéni sondy
SE - status epilepticus

SEM - stfedni chyba praméru

TMA" — tetramethylamoniovy kation

TMA™-ISM —iontové-selektivni mikroelektroda pro tetramethylamonium



1. Uvod

Pfenos informaci mezi neurony probiha dvéma zakladnimi mechanizmy: rychle a
vysoce specificky prostfednictvim synapsi a méné specificky difuzi iontl a mediatort
v extracelularnim prostoru (ECP). ECP tak predstavuje mikroprostfedi buné&cnych
elementl zajiStujici nejen pfisun potfebnych latek pro funkci nervovych bunék, ale
slouzi také jako vyznamny komunikacni kanal (Nicholson a Sykova, 1998, Sykova,
2004, Sykova a Nicholson, 2008).

Protoze neuroaktivni substance difunduji skrze objem ECP, byva extrasynapticky
pfenos také nazyvan ,objemovy“ pfenos — anglicky ,volume transmission® (Agnati a
spol., 1995, Zoli a spol., 1999) Objemovy pfenos je charakterizovan difuzi
neuroaktivnich latek uvolnénych z bunécného zdroje (neuronalniho nebo gliového) v
rozsahu vétSim, nez je jedna synapticka Stérbina. Substance uvolnéné nesynapticky
se obvykle vazou na extrasynapticky ulozena vazebna mista s vysokou afinitou, na
neuronech, axonech a gliovych bunkach, mohou se vSak vazat i na synaptické
receptory (viz dale). ProtoZe gliové buriky nemaji synapse, jejich komunikace s
neurony je zprostfedkovana pouze extrasynapticky. Komunikace neuront a glie je
pfitom nezbytna napf. pro funkci glie v udrzovani iontove, acidobazické a objemové
homeostazy.

Difuze v ECP je kriticky zavisla na uspofadani a fyzikalné-chemickych
vlastnostech ECP — mikroprostfedi nervovych bunék. Tyto vlastnosti se nicméné
méni kolem kazdé buriky a v riznych oblastech mozku. Nékteré synapse nebo i celé
neurony jsou zfetelné pevné obaleny gliovymi vybézky a extracelularni matrix —
perineuralnimi sitémi (Celio a spol., 1998), jiné jsou vice "oteviené®. "Oteviené”

synapse jsou snadngji pfistupné molekulam neurotrasmitert, které mohou uniknout



ze synaptické Stérbiny aktivované synapse a vazat se na receptory sousednich
synapsi. Tento fenomén, nazvany ,cross-talk“ (dialog) mezi synapsemi, byl také
navrzen jako mechanizmus odpovédny za dlouhodobou potenciaci (LTP) a
dlouhodobou depresi (LTD) v hipokampu potkana (Kullmann a spol., 1996, Asztely a
spol., 1997). Jak "cross-talk" mezi synapsemi, tak ucinnost a smérovost objemového

pfenosu jsou zavislé na difuznich vlastnostech ECP.

1.1. Uloha glie v regulaci prostiedi ECP

Neuroaktivni substance, ionty a neurotransmitery uvolnéné do ECP béhem
neuronalni aktivity nebo béhem patologickych stavlii se vazi nejen na receptory na
pre- nebo post-synaptickych mistech neuronalnich membran, ale také na receptory
na gliovych burikach. Gliové buriky reaguji na podrazdéni receptorl aktivaci
iontovych kanall, druhych posli a vnitrobunénych metabolickych drah. Soucasné
se objem gliovych bunék zvétSuje a tento ,cell swelling“ a pfeskupené uspofadani
bunéénych vybézkl zpusobuji zmény difuznich parametrd ECP. Gliové buriky mohou
proto kromé své ulohy v udrzovani extracelularni iontové homeostazy ovlivhovat
i extracelularni difuzi neuroaktivnich latek.

V8echny transmembranové iontové presuny, napfiklad K*, Na*, Ca®* a H*
a membranové transportni mechanizmy, jako napfiklad absorpce glutamatu, jsou
doprovazeny presunem vody a tak zpuUsobuji zmény objemu nervovych bunék,
zvlasté glie. Zatimco neurony vyuzivaji predevsim Na'/K® pumpy pro obnovu
intracelularni koncentrace K* v dusledku ztraty K™ béhem akénich potencialud, gliové
buriky udrZuji iontovou a objemovou homeostazu v CNS i dalSimi mechanizmy

(Sykova a Chvatal, 2000):



1.

Prostorovy pufraéni_mechanizmus (“spatial buffering”), pfedstavuje tok K* podle

elektrochemického gradientu (Orkand a spol., 1966, Coles a Orkand, 1983). K*
vstupuji do glie z oblasti zvySené koncentrace K a vystupuji v oblasti, kde je
koncentrace K' nizka. Rozdil gradientu tak vytvafi proudovou smyéku, v niz je
proud v cytoplazmé gliovych bunék nesen hlavné ionty K" a Cl a v ECP ionty Na*
a CI. Prostorovy pufratni mechanizmus je zalozen na tfech zakladnich
vlastnostech membrany gliovych bunék: vysoké permeabilité pro K™ v disledku
velkého mnoZstvi vysoce permeabilnich K kanalt, proudu pfes membrany
neseném témé&f vyhradné K a elektrickém propojeni gliovych bunék
nizkoodporovymi spojkami (“gap junctions”), které umoziuji iontam K* snadny tok
gliovym syncytiem (Sykova a Orkand, 1980, Orkand a spol.,, 1981, Coles
a Orkand, 1983). Prostorovy pufraéni mechanizmus je mnohem rychlejsi
a efektivngjsi nez difuze K* v ECP (Nicholson, 1980, Gardner-Medwin, 1983) a je

tak dllezitym mechanizmem, kterym buriky glie kontroluji homestazu K* v ECP.

. Na-K-2ClI kotransport (Walz a Hinks, 1985). Vstup Na’, K" a CI" do bunék je

zavisly na gradientu Na® vytvafeném Na’/K* pumpou a je soucasti
transmembranového cyklu Na®. Transmembranovy cyklus Na* zahrnuje Na*/K*
pumpu, ktera je stimulovana vzestupem [Na']; a [K']e. Na* jsou pumpovany ven
a K" do glie, zatimco Na-K-2Cl| kotransport pfenasi tyto ionty dovnif. Tento
mechanizmus zpUsobuje akumulaci KCI, kompenzaci zvySené osmolarity
vstupem vody a tim zvétSovani objemu gliovych bunék (Walz a Mukerji, 1988,
Walz, 1989, Walz, 1992) a nasledné zmenSovani velikosti ECP.

Vychytavani KCI gliovymi burikami (KCI ,uptake®). Tento mechanizmus je zalozen

na pfitomnosti CI" kanalu, které se oteviraji pfi depolarizaci gliovych bunék. lonty

K" jsou akumulovany uvnitfé gliovych bunék pro zpétnou reabsorbci do neurond.
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4. Ca?* aktivované K* kanaly. Depolarizace gliovych bunék pfi zvyseni [K*]e otevira

napétové zavislé Ca?* kanaly a tak se zvysi [Ca®*'];. Ca** nepfimo oteviraji K*

kanaly (MacVicar, 1984).

lonty prochazejici buné€nou membranou jsou v hydratované formé, proto se pfi
téchto iontovych pFfesunech pohybuje i voda, a to z extracelularniho do
intracelularniho prostoru. Po pocate¢nim zvétSovani objemu buriky, zvlasté astrocyty,
aktivné reguluji svlj objem zpét vypuzovanim KCI, taurinu a jinych osmoaktivnich
aminokyselin. Tento aktivni mechanizmus se nazyva regulaéni sniZzeni objemu —
zregulatory volume decrease” (Hoffmann a Simonsen, 1989, Kimelberg, 1991).

Béhem akcéniho potencialu nebo excitaCniho postsynaptického potencialu
vstupuji do bunék Na* nebo Ca?* a vystupuji K*. Kromé koncetragnich zmén Na*, K*,
Ca*" a CI" se v ECP také méni koncentrace H* a HCO3 a tim i hodnoty pH; a pHe.
Vzestup [K']e, alkalicko-kysely posun v pHe a pokles [Ca®']e doprovazejici neuronalni
aktivitu byl nalezen ufady pokusnych zvifat a vriznych oblastech nervového
systému in vitro, stejné& jako in vivo. Typicky neuronalni aktivita zvy3uje [K']e, sniZuje
[Ca®*]e a zpusobuje rychly extracelularni alkalicky posun, po kterém nasleduje
pomalejsi, ale dlouhotrvajici kysela zména (Sykova a spol., 1990, Jendelova a
Sykova, 1991, Nicholson a Sykova, 1998). Alkalicko-kysely posun v ECP je
doprovazen kyselym posunem intracelularnino pH nervovych bunék a alkalickym

posunem intracelularniho pH gliovych bunék (Obr. 1).
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Schematicky mulOzeme v CNS predpokladat nasledujici zpétnovazebny
mechanizmus potla¢eni neuronalni aktivity (Sykova a Chvatal, 2000):

1. Opakovana neuronalni aktivita zpusobi nahromadéni K" v ECP v okoli

aktivnich bunék

2. K" depolarizuje okolni gliové buriky, depolarizace aktivuje alkalicky posun pH;

3. Depolarizace gliovych bunék aktivuje Na*/HCO3;~ kontransport specificky pro

gliové buriky, ¢imz zpusobi alkalicky posun v gliovych bufkach

4. Vysledkem je kysely posun v pHe, ktery ma za nasledek sniZeni neuronalni

excitability v disledku ovlivnéni konformace bilkovin neuronalnich kanald

(Sykova, 1997b).

alkalicky posun
vyvolany depolarizaci

excitabilita

GLIOVA BUNKA NEURON

Obr. 1 Mechanizmus nespecifické zpétné vazby mezi neurony a gliovymi buitkami potlaéujici
neuronalni excitabilitu.

Aktivované neurony uvolfiuji ionty K*, které se hromadi v ECP a depolarizuji gliové buriky. To zptsobuje
alkalicky posun uvnitf gliovych bunék a kysely posun pHe. Intra- a extracelularni pH v neuronech a gliovych
burikach je regulovano ¢etnymi membranovymi transportnimi systémy, pficemz v neuronech previada tok
H" nebo jeho ekvivalentd dovnitf bunék a HCO3™ ven, zatimco u gliovych bunék tok H" ven a HCO3" dovnitf
bunék. Extracelularni acidéza potlaCuje neurondlni excitabilitu. Transmembranové pfesuny iontl
v hydratované formé zplsobuji zvétSovani objemu gliovych bunék, pokles velikosti ECP, tim vétsi
hromadéni iontll a neuroaktivnich latek v ECP a zesileni mechanizmu nespecifické zpétné vazby tlumici

neuronalni aktivitu béhem opakovaného podrazdéni. (Podle Sykova a Chvatal, 2000)
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1.2. Uloha extracelularni matrix

Extracelularni matrix (ECM) je definovana jako nebunéfny material viditelny
elektronovym mikroskopem tvofeny makromolekulami, jako jsou glykoproteiny,
glykosaminoglykany a proteoglykany. ECM lze oddélit od adhezivnich molekul
navazanych na bunétné membrany, jako jsou neuronalni adhezivni molekuly
(NCAM) a receptory adhezivnich molekul na povrchu bunék, napf. cadheriny, IgG,
selektiny a integriny (Reichardt a Tomaselli, 1991).

Mnozstvi molekul ECM a adhezivnich molekul, napfiklad fibronektinu, tenascinu
a lamininu, se muze dynamicky ménit béhem vyvoje, starnuti, 1éEby poranéni a
mnoha patologickych procesl. Pfedpoklada se, ze molekuly ECM produkované jak
neurony, tak glii, spojuji rdzné funkéni jednotky CNS (skupiny neuronu, axonalni
svazky a jaderné skupiny). Tyto velké molekuly mohou zpomalit pohyb (difuzi)
neuroaktivnich substanci pfes ECP.

U geneticky modifikovanych tenascin R negativnich mySi bylo prokazano snizeni
velikosti ECP (Sykova a spol., 2005b). To naznacuje, Ze molekuly tenascinu jsou
dalezité pro udrzeni bunéénych struktur oddélené a zachovani optimalni velikosti
ECP.

ZvétSeni objemu ECP doprovazi naprodukci molekul ECM pfi astroglioze
(Roitbak a Sykova, 1999), v nadorové tkani gliomd (Zameénik a spol., 2004) a
u transgennich APP23 mysi, u kterych se ve zvySené mife uklada amyloid (Sykova a
spol., 2005a). Pfi posSkozeni CNS astrocyty produkuji zvySené mnozstvi molekul

ECM, coz zhorSuje regeneraci axonu a snizuje propustnost glioveé jizvy.
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1.3. Difuzni parametry ECP

Pohyb latek ve volném médiu, jako je voda nebo zfedény agar, je popsan
Fickovym zakonem. Na rozdil od volného média je difuze v ECP nervové tkané
ztizena omezenou velikosti extracelularnich Stérbin, pfitomnosti membran, jemnych
neuronalnich a gliovych vybézkl(, makromolekulami ECM a také vychytavanim
difundujicich latek buikami. Pro popis difuze v ECP je nezbytné modifikovat Fickovu
originalni rovnici difuze zahrnutim nasledujicich tfi faktord (Nicholson a Phillips,
1981, Nicholson a Sykova, 1998, Sykova a Nicholson, 2008):

Prvnim faktorem omezujicim difuzi v CNS je omezeny objem tkané dostupné pro
difundujici Castice, tedy objemova frakce (a) extracelularniho prostoru, coz je
bezrozmérna veliina, definovana jako pomér objemu ECP (Vecp) a celkového
objemu tkané (Vrot): a = Vecp / V1ot. Objem ECP v dospélém mozku a = 0,20-0,24.
To znamena Ze tvoii 20-24 % celkového mozkového objemu.

Difuze latek v ECP je zpomalena prekazkami, které tvofi membranové vybézky,
glykoproteiny, makromolekuly ECM, nabité molekuly a jemné vybéZky neuronalnich
a gliovych bunék. Soubor téchto pfekazek je popsan jako tortuozita (A). Tortuozita
ECP je definovana jako A = (D / ADC)*®°, kde D je koeficient voIné difize a ADC je
aparentni difuzni koeficient v mozku. Nasledkem tortuozity je D v CNS redukovan na
aparentni difuzni koeficient ADC =D/ A2,

Tretim faktorem je nespecificka koncentracné zavisla absorpce (uptake, k’)
udavajici miru pasivniho transportu substanci z ECP do bunék. Kdyz jsou tyto ftfi
faktory (a, A a k) zaClenény do Il. Fickova zakona, je dostatecné uspokojivé popsana
difuze v CNS (Nicholson a Phillips, 1981).

Pro ur€eni difuznich parametri ECP a jejich funkénich zmén v nervové tkani

invitro i v zivém organismu je uzivana iontoforeticka metoda v realném Case
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(Nicholson a Phillips, 1981, Nicholson a Sykova, 1998). lontové senzitivni
mikroelektrody (ISM) jsou uzivany k méfeni koncentrace iontl, pro které jsou
bunééné membrany relativné neprostupné, napfiklad tetraethylamonia (TEAY),
tetramethylamonia (TMA”) nebo cholinu. Tyto substance jsou vpraveny do nervoveé
tkané tlakem nebo iontoforézou z elektrody upevnéné paralelné k dvoukanalové ISM
v presné dané vzdalenosti. Obvykle je takové usporadani elektrod vytvoreno
slepenim iontoforetické pipety a TMA-senzitivni ISM se vzdalenosti hrotd 100-200
um. V pfipadé iontoforetické aplikace jsou TMA® uvolnény do ECP pouzitim
proudového pulsu 200 nA s trvanim 40-80 sec. Zmény koncentrace TMA”™ v ¢ase ve
znamé vzdalenosti od bodového zdroje zplUsobi zmény membranového potencialu
elektrody, které jsou zaznamenany jako difuzni kfivka v pocitac¢i. Hodnoty jako objem
ECP, aparentni difuzni koeficient (ADC), tortuozita a nespecificka bunécna absorpce
jsou ziskany nelinearnim prokladanim kfivek simplexnim algoritmem aplikovanym na
difuzni kfivky.

Druhou metodou dnes uzivanou pro studium difuznich parametrd CNS je difuzné
vazena magneticka rezonance (DW-MRI). DW-MRI vSak poskytuje informaci jen
o aparentnim difuznim koeficientu vody (ADCy) (Benveniste a spol., 1992, Latour
a spol., 1994, Norris a spol., 1994, van der Toorn a spol., 1996). ZmenSeni objemu
ECP zplUsobené pfesunem vody z extra- do intracelularniho prostoru snizuje hodnoty
ADCyw tkané, jak bylo prokazano napfiklad na modelu mozkové anoxie (Van der
Toorn a spol.,, 1996). Velikost ECP a ADCyw se v8ak mohou meénit i na sobé
nezavisle. Pfikladem je model fezného poranéni mozkové tkané, kdy astroglidéza
v hojici se rané zpusobuje vzestup tortuozity z 1,57 na 1,83 a zvétSeni velikosti ECP
z 0,21 na 0,27 bez vétSich zmén ADCw (Roitbak a Sykova, 1999, Vofisek a spol.,

2002). Lze predpokladat, Ze je to vysledkem protichidného ovlivnéni hodnot ADCy.
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ZvétSeni objemu ECP zpusobuje zvySeni ADCy a zvySeni tortuozity zpusobuje
snizeni ADCy, takZe ve vysledku nejsou hodnoty ADCy v gliové jizvé signifikantné
rozdilné od kontrolnich hodnot, pfestoze difuzni parametry mozkové tkané jsou zcela
odlisné od fyziologického stavu. Tento pfiklad nazorné ukazuje nedostatky stanoveni
difdznich parametrd samotnou metodou DW-MRI a dullezitost sou¢asného méreni

metodou TMA*-ISM, kterda umozriuje spravnou interpretaci vysledkd DW-MRI.

1.4. Zmény difuznich parametrii ECP za fyziologickych a patologickych

stavu

Strukturalni zmény v CNS vznikajici jak za fyziologickych, tak za patologickych
podminek, jsou doprovazeny zménami v difuznich parametrech ECP. Za
fyziologickych podminek je to zvlasté patrné v pribéhu vyvoje (Lehmenkihler a spol.,
1993, Vofisek a Sykova, 1997a), béhem starnuti (Sykova a spol., 2002) nebo béhem
laktace (Piet a spol., 2004).

U potkanich mladat 3—-6 dnu starych tvofi ECP v mozkové klfe 46 %, u 10-12
dna starych 27 % a u 21-23 dna starych 23 % objemu mozkové tkané, tortuozita je
ve vSech téchto stadiich vyvoje stejna (A = 1,5) (VoriSek a Sykova, 1997b). Vétsi
objem ECP nezralé tkané umozfiuje migraci bunék a difuzi ristovych faktorl a
zaroven zpomaluje narust koncentrace iontl a neuroaktivnich latek v tésné blizkosti
neuronl na toxické hodnoty, ¢imz Ize vysvétlit vy$Si odolnost nezralé tkané k anoxii
(Vorisek a Sykova, 1997b) nebo k Sifici se depresi (Mazel a spol., 2002). V pribéhu
vyvoje se nemeéni jen velikost, ale i struktura nervové tkané. Probihajici myelinizace
corpus callosum zpUsobuje narust tortuozity mezi druhym a tfetim tydnem vyvoje pfi
méfeni napfiC probihajicich nervovych vladken, pfi méfeni ve sméru probihajicich

axonu se v8ak tortuozita neméni (VorfiSek a Sykova, 1997a).

16



Béhem starnuti nervova tkan, zvlasté v hipokampu a mozkové kure, podléha
riznym degenerativnim procesum vcetné snizeni poctu synapsi a jejich vybézka,
snizeni uvolhovani neurotransmiter(i, ubytku neuronu, astrogliézy, zmén morfologie
astrocytu, demyelinizace, ukladani beta amyloidu a zmén proteind ECM (Sykova
a spol., 1998). Tyto a dalSi zmény ovliviiuji nejen ucinnost pfenosu signalu na urovni
synapsi, ale také funkci glie a extrasynaptického neboli ,objemového® pfenosu.

Béhem laktace se u potkanich samic v supraoptickém jadfe hypothalamu
oddaluji astrocytarni vybézky a snizuje astrocytarni pokryti magnocelularnich
neurond, které umoznuje tésné pfiblizeni neuronl navzajem (juxtapozice). Oddaleni
astrocytarnich vybézki od synapse se projevuje snizenim ucinnosti transportu
glutamatu z ECP do glie a zménami difuznich parametri — poklesem velikosti ECP,
sniZzenim tortuozity a vymizenim anizotropie. Usnadnéna difuze zvySuje koncentraci
glutamatu v ECP, kde pusobenim na presynaptickych receptorech glutamat inhibuje
uvolfiovani neuropfenasece z presynaptického zakonceni (Oliet a spol., 2001).

Patologické stavy jsou doprovazeny akutnimi i dlouhodobymi zménami difuznich
parametrd ECP. ,Akutni“ nebo relativné rychlé zmény ve velikosti mezibunécnych
Stérbin jsou nasledkem zvétSeni bunééného objemu (zvlasté gliového). Nahlé snizeni
objemu ECP muze zpUsobit nahromadéni makromolekul v ECP a tim akutni zvy3eni
tortuozity. Dlouhodobé difuzni zmény jsou zplsobeny strukturalnimi zménami ve
slozeni a geometrii ECP, bud trvalymi zmé&nami ve velikosti mezibunécnych Stérbin,
zménami v molekulach ECM nebo zménami v pocCtu bunék, jejich organizaci, v
mnozstvi a tloustce bunéénych vybézku.

Mechanizmy zmén difuznich parametr ECP byly studovany béhem mnoha
patologickych stavi, jako jsou napf. osmoticka zatéZ nebo vysoka koncentrace K*

(Vargova a spol., 2001a, Sykova a spol., 2003), anoxie (Van der Toorn a spol., 1996,
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VofiSek a Sykova, 1997b ), astrogliéza indukovana poranénim mozku (fezna rana)
(Roitbak a Sykova, 1999), gliogeneza zablokovana ¢asnym postnatalnim ozafenim
(Sykova a spol., 1996), gliéza v tkanovych transplantatech (Sykova a spol., 1999a),
demyelinizace u zvifeciho modelu roztrousené sklerézy — experimentalni autoimunni
encefalomyelitida (Simonova a spol., 1996), tumory mozku (Vargova a spol., 2003;
Zamecnik a spol., 2004) a dalsi.

Rychlé snizeni objemu ECP je doprovazeno zvySenim tortuozity, jak ukazuje
pfiklad mozkové anoxie (Van der Toorn a spol., 1996, VofiSek a Sykova, 1997b).
U nékterych patofyziologickych stavi se vS8ak a a A mohou chovat jako nezavislé
proménné. Trvalé zvySeni A (bez snizeni objemu ECP ) bylo nalezeno béhem
astrogliozy po poranéni mozku (Roitbak a Sykova, 1999, Sykova a spol., 1999a)
a v myelinizované tkani (VofiSek a Sykova, 1997a). Pravdépodobnou pfi€inou
nezavislosti zmén a a A je, ze A je tvofena dvéma slozkami. Prvni je geometricka
slozka, kdy membrany bunék tvofi pfekazku difuze molekul v ECP. Druha slozka je
viskozni, jejiz pfi€inou jsou makromolekuly ECM (Rusakov a Kullman, 1998). ZvySeni
tortuozity na pfikladu mozkového poranéni je zplUsobeno predevSim veétSim
mnozstvim molekul ECM v gliové jizvé, tedy zvySenim viskdzni slozky tortuozity, bez
vyraznéjSich zmén geometrické slozky (objemu ECP).

Dal8im pfikladem nezavislych zmén a a A je model tenascin-R (TN —/-)
deficientni mysi (Sykova a spol., 2005b). Absence tenascinu, ktery je vyznamnou
komponentou ECM, sniZzuje a z 20 % na 15 % pfi snizeni A z 1,55 na 1,49. Jelikoz se
geometricka slozka tortuozity zvySila (v disledku snizeni a) pfi snizeni viskdzni
slozky (z dvodu ubytku molekul ECM), nasledkem bylo vysledné snizeni A. Tento
pfiklad ukazuje dualezitost molekul ECM pro tvorbu optimalniho objemu ECP, ktery

tvofi v dospélosti okolo 20 % objemu tkané CNS.
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1.5. Hypoxielischémie a status epilepticus

1.5.1. Hypoxie a ischémie

Mozkova ischémie je definovana jako vyrazné snizeni az uplné prFeruseni
pritoku krve mozkovou tkani. PFi€inou ischémie byva zastava srdecni Cinnosti,
uzavieni tepen zasobujicich mozkovou tkan nebo dlouhodoba systémova hypotenze.
Zavazné a dlouhodobé snizeni krevniho pritoku je doprovazeno snizenym
zasobovanim kyslikem (hypoxii), snizenim pfisunu glukézy a vznikem potencialné
toxickych metabolitli. ProtoZze neurony nevytvareji energetické rezervy, nedostatecné
krevni zasobeni zpusobuje snizeni zasob adenosin-tri-fosfatu (ATP) a nasledné
poruchy energetického metabolizmu buriky, zmény intracelularnich koncentraci iontd
a ve vysledku ischemické poSkozeni tkané (Siesjo a spol., 1989, Dirnagl a spol.,
1999).

Ischémii mozku Ize rozdélit podle nékolika hledisek: Dle rozsahu na ischémii
fokalni nebo globalni, dle asového hlediska na ischémii pfechodnou nebo trvalou a
dle zavaznosti snizeni krevniho pritoku. Pfi poklesu pritoku krve mozkovou tkani
pod 16-18 ml 100 g”' min™ ustava elektricka aktivita, avéak neurony nepodléhaji
nekréze a obnoveni krevni cirkulace zplsobi navrat neuronalnich funkci (Siesjo,
1992). Druhou prahovou hodnotou je pratok krve pod 10-12 ml 100 g™ min™, pii
kterém je nenavratné poskozena energeticka a iontova homeostaza neurond
(Branston a spol., 1979). Zakladni patofyziologické mechanizmy jsou u vSech typu
mozkoveé ischémie stejné, nezavisle na velikosti postizené oblasti a délce trvani

ischémie, za nejvyznamnéjSi faktor urCujici zavaznost ischemického poSkozeni je
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povazovana uroven snizeni krevniho prutoku.

Dullezitou ulohu v patofyziologii mozkové ischémie ma obnoveni krevniho
zasobeni — reperfuze. Reperfuze je nezbytnym pfedpokladem obnoveni funkce jesté
neposkozenych neurond, ale ma také negativni uc€inky na ischemizovanou tkan, jako
jsou vznik nasledného krvaceni do loziska infarktu a vznik toxickych kyslikovych
radikall po nahlém zvySeni pfisunu kysliku a infiltraci tkané leukocyty. Volné
kyslikové radikaly a zanétlivé mediatory produkované leukocyty zplUsobuji poskozeni
hematoencefalické bariéry. Ischemizované arterioly jsou maximalné dilatovany, proto
pfi reperfuzi vznika reaktivni hyperémie. Tyto faktory usnadhuji vstup vody a
osmoticky aktivnich latek do ischemizovaného mozku a pfispivaji ke vzniku
mozkoveého edému (Macdonald a Stoodley, 1998).

Zakladnim patologickym €initelem pfi mozkové ischémii je selhani energetického
metabolizmu, které je zpusobeno nedostatkem Kkysliku a glukézy — nezbytnymi
substraty pfi syntéze ATP. Nedostatek se zaclina projevovat po jedné minuté
kompletni ischémie a ma za nasledek nékolik zavaznych patologickych procesu
(Siesjo, 1992, Tymianski a Tator, 1996). Syntéza proteinl vyzadujici energii ve formé
ATP je naruSena. Glukdéza je za nedostatku kysliku metabolizovana anaerobni
glykolyzou, jejimz produktem je kyselina mlécna — laktat. Dusledkem nadprodukce
laktatu je extra- a intracelularni acidoza. Dostatek ATP je nezbytny k udrzeni
iontovych gradientd na membranach bunék. Za normoxickych podminek Na'/K'-
ATPaza a Ca?*-ATPaza prenaseji ionty Na* a Ca?* ven z neuron(i a K* dovnit. Tyto
aktivni pumpy spotfebuji az 50 % vesSkerych neuronalnich zasob ATP. Kromé
aktivniho transportu se ionty Na® a Ca®* pasivné pfemistuji po koncentracnich
gradientech do neuron(i (10:1 v pfipadé Na* a 10%1 v pfipadé Ca?* — vné&:uvniti

buriky). lonty K a CI" se naopak po koncentraénich gradientech pfemistuji ven z
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neuronl. Pasivni pohyb iontl je pfi ischémii zvySeny v dusledku depolarizace a
obecnym zvySenim permeability neuronalni membrany. SniZeni aktivniho transportu
iont(l pfi nedostatku ATP a zvySeny pasivni transport zvy$uji vstup iont Na* a Ca**
do neurontl a vystup K* vné buriky. Vysledkem je depolarizace buné&nych membran,
zvy$eni [Ca®']; a uvolnéni glutamatu.

DalSi zhorSeni energetické homeostazy je zplsobeno zvySenou aktivitou ATPaz,
které svou zvySenou funkci vyrovnavaji abnormailni iontové gradienty na bunéénych
membranach. Extracelularni koncentrace K se zvySuje a voda vstupujici po
osmotickém gradientu spolu sionty Na* a CI' do neuront se akumuluje
v intracelularnim  prostoru. Vysledkem je vznik cytotoxického edému. ZvySena
extracelularni koncenrace K' je aktivné sniZovana burikami glie, ionty K* jsou
doprovazeny odpovidajicim mnozstvim vody za vzniku edému astrocytd. Protoze
objem mozkové tkané zuUstava konstantni, projevi se zvétSeni neuronl a glie
zménami velikosti a geometrie ECP.

Zvyseni [Ca®]; pfi depolarizaci membran synapsi je obecnym mechanizmem
pfenosu signalu pro mnoho intracelularnich procesu vcetné uvolfovani
neurotransmiterd. V pribéhu ischémie se v dusledku abnormalni a prodlouzené
depolarizace neuronti a také v dusledku zmén [Ca®*]i uvolfiuje nefyziologické
mnozstvi neurotransmiterd. Ukonceni pusobeni neurotrasmitert je b&éhem ischémie
zpomaleno, protoZe vyZzaduje pfisun energie a odpovidajici gradient Na* k zpétnému
vychytavani do neurond.

V patofyziologii ischémie je nejvétSi pozornost soustiedéna na neurotransmiter
glutamat. Depolarizace membran a sou€asné otevieni glutamatovych N-methyl-D-
aspartatovych (NMDA) receptor(i umoziiuje zvy$eni neuronalni [Ca*]i. Pfi ischémii

je zpétné vychytavani glutamatu z divodu nedostatku energie nedostatecné, proto
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zUstava [Ca®']; dlouhodobé zvysena. Abnormalni intracelularni koncentrace iontt

ischémii (Choi, 1985). DalSimi mechanizmy jsou zvySeni metabolickych naroku
v dusledku zvySeného uvolfiovani neurotransmiterl a zvySena spotfeba ATP pfi
zpétném vychytavani glutamatu a obnové membranovych iontovych gradientd.
Vyznam glutamatové excitotoxicity pfi mozkové ischémii demonstrovaly pokusy, kdy
po vpraveni glutamatu do mozku byl rozsah infarktového loZiska menS$i pfi
souCasném pouziti antagonistll glutamatovych receptorti (Buchan, 1990, Siesjo,

1990a, Siesj, 1990b).

1.5.2. Difazni parametry ECP pfi hypoxii/ischémii

ZmenSeni ECP a zpomaleni difuze TMA, tetraethylamonia (TEA) nebo snizeni
ADCy béhem ischémie/anoxie bylo popsano v pfedchozich pracich (Lundbaek a
Hansen, 1992, Rice a Nicholson, 1991, Sykova a spol., 1994, VofiSek a Sykova,
1997b, Qiao a spol., 2002, Qiao a spol., 2004).

Mé&feni metodou TMA™-ISM ukazala, ze hypoxie a terminalni anoxie v mise
potkana zpUsobuje pokles extracelularni objemové frakce z ~0,20 na ~0,04 a
vzestup tortuozity z ~1,5 na ~2,2 (Sykova a spol., 1994). Experimentalni stanoveni
difuznich parametrd pfi ischémii mozkové kury in vivo metodou TMA*-ISM bylo ale
dosud provedeno jen v modelu globalni anoxie indukovené srdeéni zastavou, a to jak
u dospélych, tak i novorozenych potkant (VofiSek a Sykova, 1997b). Dosazeni
maximalnich zmén a i A po ischémii bylo az 10x pomalejsi u novorozenych mladat
nez u dospélych jedinch a signifikantné pomalejSi v bilé nez v Sedé hmoté. Tento
nalez je v souladu s vy$Si odolnosti nezralého CNS k anoxii. Sledovani ischemickych

zmén béhem starnuti dale ukazalo, ze u starych potkand (26-32 mésicl) se difuzni
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parametry méni rychleji nez u mladych dospélych jedinct (Sykova a spol., 1998), coz
je zpusobeno mensim objemem ECP u starSich jedinc(.

Vhodnou klinickou metodou k diagnéze mozkové anoxie je DW-MRI. Béhem
anoxie a ischémie se hodnoty ADCy vyznamné snizuji, ale mechanizmus tohoto
poklesu neni stale zcela vysvétlen. Van der Toorn a spol. v modelu globalni ischémie
prokazali Uzkou spojitost mezi MR stanovenym ¢asovym pribéhem poklesu ADCy
v mozku a TMA™ metodou mé&fenym &asovym prab&hem zmén objemové frakce ECP
(Van der Toorn a spol., 1996). Pokles objemové frakce ECP je dlsledkem zvétSeni
objemu bunék. Pfedpoklada se, Ze souvisejici snizeni ADCy v pfipadé cytotoxického
zvétSovani objemu bunék je zplsobeno prfesunem vody z ECP s vyS$Simi hodnotami
ADCy do intracelularniho prostoru, kde jsou hodnoty ADCyw nizsi (Van Zijl a spol.,
1991).

Prvni DW-MRI studie na zvifecich modelech mozkové ischémie ukazaly po
zacatku ischémie rychly pokles ADCyw az o 40 % (Benveniste a spol., 1992, Knight
a spol.,, 1991, Moonen a spol., 1991, Moseley a spol., 1990). P¥i trvalé ischémii
zustavaji hodnoty ADCw snizeny po dobu asi 18-24 hodin a poté se zalinaji vracet
k normalu (Knight a spol., 1991, Helpern a spol., 1993). ZvySeni ADCw nad
fyziologické hodnoty po dlouhodobé ischémii je spojovano s nekrézou tkané (Helpern
a spol., 1993).

Pokles DW-MRI signalu pfi oboustranném uzavéru karotid nastava az tehdy,
kdyz se pratok krve v ischemizované tkani snizi pod 15-20 ml 100 g'1min'1, (Busza a
spol., 1992), coz je kritickd hodnota pro udrzeni iontové homeostazy. Pfi tomto
pritoku jsou zasoby ATP vyCerpany a transmembranové iontové gradienty jsou
naruseny. Pokud se krevni prutok zav€as normalizuje, hodnoty ADCy se navrati

k preischemickému stavu.
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Benveniste a spol. (1992) ukazali signifikantni pokles ADCw 0 55 % po podani
inhibitoru Na*/K* ATPazy ouabainu reverzni mikrodialyzou. Velikost poklesu ADCyy je
stejna jako u ischemického mozku, coz naznacuje, ze zmény ADCy pfi ischémi jsou
zpusobeny vyc€erpanim energetickych zasob a naslednou poruchou iontové
rovnovahy na membranach bunék.

V dostupné literatufe je nedostatek udajl popisujicich difuzi v mozkové tkani,
ktera se zotavuje z ischemického inzultu. | kdyz byly stanoveny zmény ADCy po
pfechodné globalni ischémii (Davis a spol, 1994), neni dosud znam vztah téchto
zmén ADCy k velikosti objemu ECP a tortuozité. Dosud také nebyla popsana
dynamika zmén difuznich parametri ECP postischemického mozku, ktera by

napomohla urcit nejvhodnéjsi dobu vhodnou k terapeutické intervenci.

1.5.3. Status epilepticus

Status epilepticus (SE) je dle mezinarodni klasifikace epileptickych zachvatu
definovan jako zachvat trvajici vice nez 30 minut nebo intermitentni zachvaty trvajici
déle nez 30 min, mezi nimiz nemocny nenabude védomi.

Kazdy primarné nebo sekundarné generalizovany Cci parcialni komplexni SE,
tedy i nekonvulzivni SE, ma kratkodoby i dlouhodoby negativni vliv na mozkoveé
funkce. Startuji se mechanizmy sekundarniho cerebralniho poskozeni, na jejichz
konci maze byt smrt bufky. Nevratné zmény nastavaji jiz po nékolika desitkach
minut trvani jakéhokoli typu SE.

Vyznamny pokrok ve vyzkumu patofyziologie SE pfinesly in vitro modely
pouzivajici mozkové fezy, u kterych je vétSina dulezitych synaptickych spojeni
zachovana. VétSina téchto modell pouziva mozkové fezy hipokampu, které jsou

promyvany roztoky s pozménénym iontovym slozenim, napfiklad s nizkou
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koncentraci Ca®* (Jefferys a Haas, 1982, Taylor a Dudek, 1982), s nulovou
koncentaci Mg?* (Anderson a spol., 1986) nebo se zvySenou koncentraci K*
(Traynelis a Dingledine, 1988). Mezi dalSi modely pouzivané ke studiu epileptické
neuronalni aktivity patfi pouZziti blokatoru K* kanalt 4-aminopyridinu na mozkové fezy
bulbus olfactorius (Galvan a spol., 1982) nebo pouziti antagonistt GABA u fezl
hipokampu pfi zvy$ené koncentraci K* (Swann a Brady, 1984, Hablitz, 1987).

s uméle zvySenou koncentraci K* (Traynelis a Dingledine, 1988). Zvyseni [K']e
(12 mM ve srovnani s fyziologickymi 3 mM) bylo pozorovano pfi epileptickych
zachvatech u kocky in vivo (Moody a spol., 1974, Fisher a spol., 1976, Lothman a
Somjen, 1976), bylo-li ale zvy3eni [K']e pfiGinou nebo dusledkem epileptického
zachvatu zUstava otazkou (Lux a spol., 1986). To, ze zvy3eni [K']c je spide pficinou
epileptickych zachvatu, naznacuje prace autord Traynelis and Dingledine (Traynelis
a Dingledine, 1988), ktefi ukazali, Ze samotné zvySeni [K']e v médiu pro mozkoveé
hipokampalni fezy na 8,5 mM postacuje k vyvolani epileptické aktivity u 20 % Fezu.
Protoze koncentrace 8,5 mM K" je v rozsahu koncentraci popsanych u modelt SE in
vivo (Fisher a spol., 1976, Lothman a Somjen, 1976, Moody a spol., 1974), mizeme
se domnivat, Zze zvy3eni [K']e iniciuje nebo prodluZuje trvani SE.

Otazku, jakym mechanizmem mize zvy3eni [K']e zpUsobit vznik SE, mohou
CasteCné zodpovédét vysledky experimentl provedené autory Traynelis and
Dingledine (Traynelis a Dingledine, 1988, Traynelis a Dingledine, 1989):

1. Béhem 30-60 sekund pfed vznikem epileptické neuronalni aktivity jsou
gliové i neuronalni buriky depolarizovany, coz zpusobuje zvyseni [K']e.
2. Kompetitivni antagonista NMDA receptort blokuje epileptickou aktivitu,

z Ceho Ize usuzovat, Ze k jeji udrzeni je nezbytna aktivace NMDA
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3. Elektricky odpor tkané v CA1 oblasti hipokampu se zacina zvySovat 20

sekund pred zacatkem epileptickych vyboja, coz je v souladu
s predpokladanym zmensenim velikosti extracelularniho prostoru.

Hyperosmotickd média obsahujici latky neprochazejici bunécnou
membranou a setrvavajici v extracelularnim prostoru snizuji elektricky
odpor mozkové tkané a zastavuji epileptickou aktivitu. Z toho Ize
usuzovat, Ze zvétSeni extracelularniho prostoru blokuje vznik

epileptickych vyboju.

Z téchto predpokladu Ize vyvodit, Ze nékolik synaptickych i extrasynaptickych

.....

v mozku (Traynelis a Dingledine, 1988). Zakladem této teorie je, Ze umélé zvySeni

[K']e vyvola kaskadu déju, které tak zvy3uji aktivitu a synchronizaci pyramidalnich

bunék v CA1 oblasti hipokampu. ZvySena neuronalni aktivita téchto pyramidalnich

bunék pak dale zvy3uje [K']e a tento cyklus se opakuje aZ do vzniku epileptické

aktivity.

Nejvyznaméjsi dusledky zvyseni [K']e jsou nasleduijici:

1.

Zvyseni [K']e zpUsobi pozitivni posun v reverznim potencialu K*, coz
Sasteéné depolarizuje membranu (Alger a spol., 1983). Césteéna
depolarizace membrany posune membranovy potencial Dblize

k prahovému potencialu pro vznik akéniho potencialu.

. Hyperpolarizace po sérii neuronalnich vyboji je generovana Ca*

dependentnimi K" kanaly (Alger a Nicoll, 1980), coz brani vzniku
cyklickych vyboji. SniZeni vyplavovani K* v dasledku zvy3eni [K']e

snizuje efektivitu tohoto mechanizmu a usnadiuje vznik epileptické
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3. Zvyseni [K']e zpUsobuje zvétdeni objemu neuron( sniZzenim vyplavovani
K* (Dietzel a spol., 1980) i zvétSeni objemu glie zvy3enim akumulace
iontd a vody (Kimelberg a Frangakis, 1985). Nasledné snizeni velikosti
extracelularniho prostoru zvys$i synchronizaci neuront v dusledku
efaptickych interakci, kdy pfi pfiblizeni tél neurond muze byt lokalni
elektrické pole pfi depolarizaci jednoho neuronu dostate¢né k depolarizaci
neuronl okolnich (Jefferys, 1981, Jefferys a Haas, 1982, Snow a Dudek,

1984, Taylor a Dudek, 1984).
Je dulezité zddraznit, Zze tato teorie pozitivni zpétné vazby je hypoteticka, i kdyz

mnohé z jejich soucasti jiz byly experimentalné prokazany.

1.5.4. Difazni parametry ECP pfi status epilepticus

Dosud bylo publikovano nékolik DW-MRI studii pfi experimentalné navozeném
SE u zvifat. Prvni DW-MRI méfeni u epilepsie uvefejnili Zhong a spol. (Zhong a
spol.,, 1993). Tato skupina prokazala ¢asné zmény ADCyw v modelu bicuculinem
vyvolaného SE u potkand. ADCy v téchto pokusech zacal ihned po podani
bicuculinu klesat a tento pokles postupné pokracoval az do 20—30 minuty po podani
bicuculinu, kdy se hodnoty ADCy ustalily. Maximalni pokles ADCy byl ~14-18 %,
pokles hodnot ADCw o dalSich ~20 % byl pozorovan po zastavé srdeéni Cinnosti.
Jina studie stejné skupiny (Zhong a spol., 1995) testovala reverzibilitu poklesu ADCy
pentobarbitalem v pribéhu SE navozeného fluorothylem. Pentobarbital byl podan
14—-28 minut po ukonceni inhalace fluorothylu, méfeni ADCw v mozku pokracovala
dalSich 56 minut. Pfi porovnani velikosti poklesu ADCy s dobou inhalace fluorothylu

byl nejvy$si pokles ADCw 0 17 % u potkanu s nejdelSi dobou vystaveni U&inkim
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fluorothylu. Podani pentobarbitalu zvratilo pokles ADCyy.

Jinym zvifecim modelem vyuzivanym k vyvolani SE je podani kainatu (agonista
glutamatovych receptorl a silny neurotoxin). Pfi pouziti tohoto modelu u potkand byl
pozorovan pokles hodnot ADCy pfi SE v piriformni kafe, hipokampu a v amygdale,
s naslednou normalizaci po 24 hodinach (Righini a spol., 1994, Wang a spol., 1996).
Také Nakasu a spol. (Nakasu a spol., 1995) pozorovali signifikantni zesileni intenzity
DW-MRI signalu v amygdale a piriformni kiife po podani kainatu u potkana.

Jednim z nejCastéji pouzivanych modell epilepsie je podani muskarinniho
cholinergniho agonisty pilokarpinu. Ve studiich skupin Wall a spol. (2000) a van
Eijsden a spol. (2004) zpusobil SE vyvolany podanim pilokarpinu pokles ADCy v
amygdale a piriformni kafe potkand v prvnich hodinach po podani. Také Fabene a
spol. (2006) ukazali v nedavné praci pokles ADCy v nékolika oblastech mozku 2
hodiny po injekci 4-aminopyridinu u potkanu. Velkou nevyhodou vSech téchto studii
bylo, Ze sledovaly zmény difuze vody pfi SE v dlouhych nékolikahodinovych
intervalech a Zzadna studie neukazala zmény difuze pfed a v prvnich hodinach po
zacCatku SE.

Na rozdil od nékolika DW-MRI studii doposud neexistuji prace studujici zmény
difuznich parametrt pfi SE metodou TMA-senzitivnich ISM, ktera jedina mize podat
Udaje o pfesnych hodnotach objemové frakce a tortuozity a tim vysvétlit pdvod zmén
ADCy, coz je také jeden z cilt prace. Jaké zmény difuznich parametrd by SE mohl
zpusobovat, Ize nejlépe predpovidat z praci, které studovaly zmény ve velikosti a
geometrii ECP béhem zvySené neuronalni aktivity. Pfikladem je studie ukazujici, ze
opakované elektrické drazdéni aferentniho vstupu zplsobuje v miSe zaby nebo
potkana pokles velikosti ECP o 30-50 %, z ~0,24 na ~0,12-0,17 (Svoboda a

Sykova, 1991).
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2. Cile prace a experimentalni otazky

Cilem prace bylo studium zmén difuznich parametrG ECP v nervové tkani

potkana b&hem ischémie nebo epilepsie TMA" iontoforetickou metodou v realném

Case a metodou difuzné vazené magnetické rezonance (DW-MRI). Soucasné byly

méFeny zmény koncentrace K* iontové selektivnimi mikroelektrodami a koncentrace

energetickych metabolitd a glutamatu mikrodialyzou.

Polozili jsme si nasledujici experimentalni otazky:

1.

Jak se méni difuzni parametry, koncentrace energetickych metabolitd a
glutamatu v pribéhu hypoxicko-ischemického poskozeni mozkové klry

potkana a v dobé bezprostfedné nasledujici po kombinované hypoxii/ischémii.

. Jaké jsou zmény a rozdily difuznich parametrd méfenych bud TMA*-metodou

nebo difuzné vazenou magnetickou rezonanci v pribéhu hypoxicko-
ischemického poskozeni mozkové kury potkana a v dobé bezprostiedné
nasleduijici.

Jak se méni difuzni parametry v mozkové kiafe potkana v pribéhu
epileptického zachvatu vyvolaného podanim pilokarpinu stanovené
TMA*-metodou a difuzné vazenou magnetickou rezonanci. Jak se b&hem
epileptického zachvatu méni koncentrace K*, laktatu, pyruvatu, glukézy a

glutamatu a jak jsou tyto koncentrace ovlivnény zmé&nami difuznich parametrd.
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3. Metody

3.1. Teorie iontové-selektivhich mikroelektrod

lontové-selektivni mikroelektrody (ISM) jsou miniaturizované potenciometrické
senzory, jejichz hlavni soucast tvofi membrana, ktera rozdéluje dva roztoky o
rozdilné iontové koncentraci a je selektivnhé propustna pro urcity iont. Membranu ve
hrotu sklenéné mikroelektrody tvofi tekuty iontoméni¢. Pokud je ISM zavedena do
tkané nebo kalibraéniho roztoku, vznikda na membrané iontoménie mezi roztokem,
do kterého je ISM ponofena, a roztokem nad iontoménicem elektrochemicky gradient
a tim i elektricky potencial. Tento potencial, ktery je urCeny aktivitou daného iontu, lze

vyjadfit Nernstovou rovnici:

E=E,+RT/zFlIna

E, - konstantni standardni potencial ISM

R - univerzalni plynova konstanta (8,314 JK 'mol™)
T - absolutni teplota (K)

Z; - naboj iontu

F - Faradayova konstanta (9,6487 x 10* Cmol™)

a - aktivita iontu, pro ktery je iontoménic selektivni
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Potencial ISM Ize vyjadfit také modifikovanou Nernstovou rovnici:

E=Eys+sloga

pficemz s je Nernstova odezva definovana jako:

s=2,303 RT/zF=59,16/ z (pro 25 °C)

Jednokanalové ISM jsou vhodné pro méfeni tam, kde se membranovy
potencial neméni. Ve vzruSivé tkani zaznamenavaji jednokanalové ISM spolu s
potencialem vzniklym odpovidajici iontovou aktivitou také biopotencialy (akéni
potencialy, potencialy pole nebo synaptické potencialy), které podstatné ovliviuji
vysledky méreni. Proto pfi naSich méfenich byly pouzity dvoukanalové ISM, kde
jeden kanal, naplnény roztokem NaCl, slouzi jako referencni elektroda. Nezadouci
elektrické potencialy registrované obéma kanaly lze odeCist od potencialu

naméreného ISM a registrovat tak pouze aktivitu méreného iontu.

3.2. Vyroba dvoukanalovych ISM

ISM Ize pfipravit ze sklenénych kapilar z borosilikatového skla o priméru 2,5 mm
a délce 11 cm a 5,5 cm. Kapilara o délce 11 cm je krouzkem z polyethylenové
hadiCky spojena na obou koncich s kratSi kapilarou. Po nahfati nad kahanem jsou
kapilary uprostied otoCeny o 360° a vytazeny do vhodné délky (Sykova a spol.,
1981). Na vertikalnim tahaci jsou z téchto kapilar vytazeny dvé dvoukanalové
mikroelektrody o priméru hrotu 0,5-1,0 um. Pro napInéni iontové-selektivniho kanalu

ISM hydrofobnim iontoméni€em je jeho povrch upraven z hydrofilniho na hydrofobni
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pokrytim vnitfniho povrchu silanem (roztok 3% 3-n-butylsilanu v 1-chlornaftalenu).
Referenéni kanal ISM se injekéni stfikackou s jemnou polyethylénovou kanylou
zezadu naplni malym mnoZstvim destilované vody, ktera zabrani naplnéni
referen¢niho kanalu silanem. Hrot mikroelektrody je poté pod mikroskopem ponofen
do roztoku silanu, kterym se tak naplni pouze iontoméniCovy kanal ISM. Sloupec
roztoku silanu v iotové-selektivnim kanalu dosahuje 150-200 um. Aby se odpafila
voda a rozpoustédlo silanu, vypaluji se elektrody po dobu 1 hodiny v elektrické peci
pfi teploté 200 °C. Silan je navazan kovalentni vazbou na volné hydroxylové skupiny
ve skle a vytvofi tak hydrofobni povrch ve hrotu iontoméniCového kanalu. Po
vychladnuti je hrot ISM pod mikroskopem pfilomen na primér 3-5 um a ISM je tak

pfipravena k plnéni.

3.3. Priprava K*-ISM

3.3.1. Vyroba K'-ISM

Pfi pfipravé K'™-ISM byl referenéni kanal nasilanované mikroelektrody
polyethylenovou kanylou zezadu naplnén roztokem 0,15 M NaCl a ponofen do
iontoménice (Corning 477317) tak, aby sloupec iontoménie v iontové-selektivnim
kanalu pfesahoval nasilanovou €ast. lontové-selektivni kanal nad iontoméniem byl
naplnén roztokem 0,5 M KCI. Vzduchové bubliny, vzniklé mezi iontoméniCem a
roztokem Ize pod mikroskopem nejlépe odstranit elektrokauterem a odmasténymi
potkanimi vousy. K'-ISM je kalibrovana v roztocich obsahujicich 2, 4, 8, 16, 32 a 64
mM KCI. JelikoZ selektivita elektrod se méni s iontovou silou roztoku (KFfiz a spol.,
1974), pfidavali jsme do kalibracnich roztok( 151, 149, 145, 137, 121 a 89 mmol.I”

NaCl tak, aby byla iontova sila roztoktl konstantnich 153 mmol.I". Zména potenciald
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elektrod byla zaznamenana na dvoukanalovém zapisovaci TZ 4200 a na osobnim

pocitaci akvizi€nim programem Labtrax (WPI).

3.3.2. Elektrické zapojeni K'-ISM

Odpor ISM je zhruba o dva Fady vy$si nez odpor referenéniho kanalu (10°-
10° Q). Referenéni a iontové-selektivni kanal jsou proto pochloridovanymi stfibrnymi
dratky (Ag-AgCl) propojeny se vstupem specialniho diferencialniho zesilovace s
vysokym vstupnim odporem (10" Q) a s kompenzaci kapacity negativni zpé&tnou
vazbou (Ujec, 1988). Tento systém umoznuje kompenzaci potencialu mezi kanaly
ISM s rdznym odporem a nastaveni nulové hladiny na vstupu zesilovace. Rozdil
potencialu z iontové-selektivniho a referenéniho kanalu udava Cistou zménu aktivity

sledovanych iontu.

3.4. Méreni difaznich parametra v ECP

3.4.1. Definice difaznich parametri ECP

Difuzni parametry ECP byly studovany metodou iontoforetické aplikace iontu, pro
které jsou bunétné membrany relativné nepropustné a jejichz koncentrace v ECP je
tedy inverzné proporcionalni objemu ECP. K* iontoméni¢ (Corning 477317) je vysoce
senzitivni k iontdm TMA® a TEA®. Tyto ionty nejsou v nizkych (mikromolarnich)
koncentracich toxické, neprochazi pres bunééné membrany a jsou proto vhodné pro
sledovani dynamickych zmén v ECP (Lehmenklhler a spol., 1993, Nicholson a

Phillips, 1981, Sykova a Chvatal, 1993).
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lontoforetickou metodou v realném &ase (Nicholson a Phillips, 1981) za pouZiti
TMA™-ISM lIze stanovit tyto diftizni parametry ECP: extracelularni objemovou frakci a,
tortuozitu A a nespecificky buné&&ny zpétny pijem (‘uptake”) k" (s™).

Parametr a je definovan jako:

a =Vecp/ V7ot

kde Vecp je objem ECP a Vqor je celkovy objem tkané.

Tortuozita A je faktor, vyjadfujici zpomaleni difuze latek ve tkani v disledku
pfitomnosti bunécnych vybézku, makromolekul ECM, elektricky nabitych &astic a

vySsi viskozity a je vyjadiena vztahem:

A2=D/ADC

kde D je difuzni koeficient ve volném roztoku a ADC aparentni difuzni koeficient

nameérfeny ve tkani.

3.4.2. Kalibrace TMA*-ISM

Pfiprava TMA™-ISM je podobna pfipravé K'-ISM. Referen¢ni kanal TMA*-ISM
nasilanované mikroelektrody se polyethylenovou kanylou zezadu naplni roztokem
0,15 M NaCl a ponofi do iontoméniCe (Corning 477317). lontové-selektivni kanal nad
iontoménitem se naplni 0,1 M roztokem TMA-CI. TMA*-ISM je poté kalibrovana v

roztoku 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 a 16 mM TMA", s odpovidajicim pozadim NaCl pro
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zachovani iontové sily roztokl (Kfiz a spol., 1974). Zmény potenciall jsou
zaznamenany akviziénim programem Labtrax (WPI). Dosazenim do Nikolského

rovnice Ize urcit vlastnosti elektrody podle rovnice:

Vo—-Vis=slog (ci+k)/(c2+Kk)

kde V1, V3 jsou potencialy elektrody pfi riznych koncentracich méreného iontu
s Nernstova odezva (slope)
c1, ¢2 koncentrace méreného iontu

k interference

3.4.3. Elektrické zapojeni TMA*-ISM

Referenéni a iontové-selektivni kanal TMA™ISM jsou vodivé spojeny
pochloridovanymi stfibrnymi dratky (Ag/AgCl) se vstupem diferencialniho zesilovace

se vstupnim odporem 10" Q a s kompenzaci negativni zpétnou vazbou (Ujec, 1988).

3.4.4. Priprava elektrod pro difuzni méreni

Soustavu elektrod pro difuzni méfeni tvofi TMA'™-ISM a mikropipeta pro
iontoforetickou aplikaci TMA" iontd. lontoforeticka pipeta je pfipravena z theta
trubicky o praméru 2,0 mm (Clark Electromedical Instruments), vytazené na
vertikalnim tahaci. Hrot iontoforetické pipety je po nahfati ve spirale tahae ohnut do
Uhlu pfiblizné 30°, pod mikroskopem ulomen tak, aby byl prdmér hrotu 1-3 um, a
naplnén 100 mM TMA-CI. ISM a iontoforeticka pipeta jsou potom umistény do

specialniho mikromanipulatoru. Pod mikroskopem jsou polohy pipety a ISM
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nastaveny tak, aby hroty byly rovhobézné a vzdalenost (r) mezi nimi byla 100 - 200
um. Poté jsou ISM a iontoforeticka pipeta slepeny dentalnim cementem.

Pro ur&eni transportniho &isla elektrody n a difizniho koeficientu (D) pro TMA®
ve volném roztoku byly TMA® difuzni kfivky nejprve analyzovany v 0,3% agaru
pfipraveném jako gel v 150 mM NaCl, 3 mM KCIl a 1 mM TMA-CI. Pro zachovani
konstantniho transportniho Cisla elektrody byl kontinualné aplikovan proud +20 nA,
pro generovani difuzni kfivky byl v 5 minutovych intervalech aplikovan proudovy puls
+180 nA o délce 24 sekund. TMA" difuzni kiivky byly zaznamenany na digitalnim
osciloskopu (Nicolet 310) a dale pfevedeny do osobniho pocitaCe, kde byla tato data
analyzovana dosazenim do modifikované difuzni rovnice (Nicholson a Phillips, 1981)

v programu VOLTORO (Nicholson, nepublikovano).

3.4.5. Vypocet difuznich parametri a, A a k’

Analyzou difuznich kfivek namérenych ve tkani jsme z modifikované difuzni
rovnice ziskali difuzni parametry a, A a k. Tato rovnice, zaloZzena na nelinearnim
prokladani kfivek simplexnim algoritmem aplikovanym na difuzni kfivky,
charakterizuje difuzi TMA® za pfedpokladu, Ze se TMA" §ifi symetricky ve sféfe po
dobu S aplikace iontoforetického proudu, kde C je koncentrace iontu v Case t a

vzdalenosti r (vzdalenost od iontoforetické elektrody):

C=G() t<S, pro vzestupnou ¢ast difuzni kfivky

C=G(t) - G(t-S) t>S, pro sestupnou &ast difuzni kfivky
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Funkce G(u) je odvozena dosazenim t nebo {-S za u v nasleduijici rovnici:

G(u) = ( QA%/8zDar) {exp[ri(k/D)"?] erfclri/2(Du)"? + (k'u)"?]

+ exp[-rA(k/D)"?] erfcfri/2(Du)™? - (k'u)"?]}

Q je proudova sila definovana vztahem Q = In / zF [mol s,

kde I je velikost proudového pulsu aplikovaného iontoforetickou elektrodou, n

transportni Cislo, z naboj iontu (+1) a F Faradayova elektrochemicka konstanta.

Funkce "erfc" je komplementarni chybova funkce.

V agaru jsou parametery a = A =1 a k" = 0. Z analyzy difuzni kfivky v agaru

Ize vypocitat parametry n a D a dosazenim téchto parametrd do difuzni rovnice pak

ziskat a, A a k™ pro méreni ve tkani (Obr. 2).

TMA™- iontoforéza

TMAT- ISM

WSy ks # -1{/\1»( M
G DS PNV A | I/{ W

¥

e Na N

Obr. 2 Méreni difiznich parametr nervové tkané.

[TMA*]

Klira mozku

a=0,19
A=155

A[TMAY] = 0,5 mM

Agar

245 a: l:
(1 =200 nA)

Do extracelularniho prostoru (ECP) je iontoforeticky aplikovano tetramethylammonium (TMA). Zmény

aktivity TMA" jsou méfeny TMA'- selektivni mikroelektrodou v realiném &ase. Cim je ECP mensi, tim

jsou zmény koncentrace TMA vyS$Si. Ze zaznam( zmén koncentrace TMA a s pouzitim rovnic

popisujicich difuzi ve tkani Ize vypoditat tyto difuzni parametry: objemovou frakci ECP a, tortuozitu A

a nespecificky uptake k.

37



3.5. Difazné vazena magneticka rezonance

3.5.1. Zakladni principy magnetické rezonance

Metoda magnetické rezonance vyuziva skuteCnosti, Ze protony a neutrony maji
vlastni moment (spin), diky némuz ma celé atomové jadro ur€ity magneticky moment.
PFfi umisténi v konstantnim magnetickém poli se jadro nasméruje podle pusobeni
tohoto pole a osa jadra rotuje kolem sméru plsobiciho pole By (Obr. 3). Pokud vnéjsi
pole prestane pusobit, vraci se jadro do své puvodni klidové polohy. Po pfidani
kolmo puUsobiciho magnetického pole zacne jadro opét rotovat. K udrzeni jader ve
stadlém pohybu se pouziva vysokofrekvenéni magnetické pole rotujici v roviné XY.

Rezonancni frekvence rotujicich jader zavisi na pusobicim magnetickém poli a
na vnitfni struktufe jadra. Protoze v lidském téle je ze vSech prvkd nejpoletnéji
zastoupen vodik, pouziva se rezonancnich frekvenci blizkych frekvenci vodiku. Sila
prvniho statického magnetického pole a sila transverzalniho magnetického pole
uréuji, ktera jadra budou v rezonanci. Magneticky moment jadra je rezonanci
preklopen o 90° do roviny XY a osa jadra pak rotuje podle sméru transverzalniho
pole. Po odpojeni transverzalniho pole rotuje jadro stale v roviné XY. P¥iblizenim
civky do blizkosti rotujiciho magnetického momentu se v ni indukuje napéti, které je
nasledné snimano. Velikost naméfeného napéti je zavisla na poloze a typu tkané

(Janota, 2008).
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Obr. 3 Precesni pohyb jader vodiku

A: Jadra vodiku pfi absenci externiho magnetického pole. Magnetické momenty maji ndhodnou
orientaci. B: Externi magnetické pole By zpUsobi uspofadani jader vodiku ve sméru a proti sméru
pusobiciho pole By (paralelné a antiparalelné).

3.5.2. Méreni difazniho koeficientu vody

Méfit difuzi molekul vody v biologickych tkanich umoziuje metoda difuzné
vazené magnetické rezonance — DW-MRI (Le Bihan a spol., 1986). Metoda vychazi
z predpokladu, zZe v izotropnim médiu se molekuly vody pohybuji nahodné (Brownlv
pohyb). Metoda DW-MRI na rozdil od homogenniho magnetického pole u klasického
MR zobrazovani pouziva pfi snimkovani pulz gradientu magnetického pole. ProtozZe
je precese proporcionalni sile magnetického pole, precesni pohyb protona je
disperzni. Ve stejném sméru je poté aplikovan dalSi pulz s opacnou intenzitou
magnetického pole, ktery spin protont uvede do stejné faze. Zfazovani protonu vSak
neni naprosto didkladné, protoze nékteré protony se v disledku Brownova pohybu
v dobé mezi pulzy pfemistily. Méfeny MR signal je snizeny umérné rychlosti difuze

molekul vody.
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3.5.3. Pouzité MR metody

VSechna MR meéfeni v naSich pokusech byla uskuteCnéna na spektrometru
BIOSPEC (Bruker, Ettlingen, Némecko) vybavenym magnetem 4.7 T a stinénymi
gradienty 200 mT/m.

Difuzné vazena MR méfeni byla provedena metodou sekvence stimulovaného
echa (Frahm a spol., 1987). Hlava potkana byla umisténa v civce s dvéma zavity o
priméru 3 cm. Difuzniho vazeni bylo dosazeno vlozenim gradientu magnetického
pole sméfujiciho podél osy y (podél osy magnetu, vzhledem ke zvifeti v rostro-
kaudalnim sméru).

Difuzni méfeni jsou na jakékoliv pohyby zkoumané oblasti béhem experimentu
velmi citlivé, proto je nezbytné hlavu zvifete pfed pokusem dobfe upevnit. Pokud byl
korelacni koeficient pfi vypoc€tu poklesu signalu R < 0,2 nebo chyba uréeni ADC vétsi
nez 0.1 x 10° mm3™, bylo méfeni povazovano za ovlivnéné makroskopickymi
pohyby (napf. dychanim) a nebylo pouzito pro dalSi zpracovani.

ADCyw mapy byly vytvofeny za pouziti vlastniho software (V. Herynek, IKEM,
Praha) na principu minimalnich C&tvercu. Vysledky byly analyzovany programem
Imaged (W. Rasband, NIH, Bethesda, USA).

Validita ADCw méfFeni byla ovéfena pouzitim Sesti difuznich fantomd umisténych
na hlavé potkana. Fantomy byly vyrobeny ze sklenénych trubic (vnitfni pramér = 2,3
mm, sklo KS80, Rkl Glass, Otvovice), naplnény Cistymi (99%) latkami s rGznymi
difuznimi koeficienty. Byly pouzity latky: 1-oktanol, n-tridekan (Sigma-Aldrich),
isoamyl alkohol, isopropyl alkohol, n-butanol a tert-butanol (Penta, Praha). Teplota
fantomu byla udrzovana konstatnich 37°C.

Pro spravné umisténi koronarnich fezl bylo u kazdého experimentu ziskano 9

sagitalnich T2 — vazenych snimku, ktera byly porovnany se stereotaktickym atlasem
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(Paxinos a Watson, 1998).

3.5.4. Model globalni hypoxie/ischémie s oboustrannou okluzi karotid

DW-MRI méfeni bylo uskute€néno s nasledujicimi parametry: b-faktory 75, 499,
1235 a 1732 s.mm™, A= 30 ms, TE= 46 ms, TR= 1200.

Minimalni plocha hodnocené oblasti byla 2,5 mm?. U kazdého zvitete byly
analyzovany 4 fezy (tloustka = 1,0 mm, vzdalenost mezi fezy = 1,5 mm, plocha
méfené oblasti = 3,2x3.2 cm?, velikost matice = 256x128) rovhomérné vzdalené od
sebe z oblasti mozku 0,1 mm frontalné od bregma a 5,6 mm kaudalné od bregma.
Z vyslednych 8 hodnot ADCy (dvé hodnocené oblasti na fez, 4 fezy) byl vypocten
primér tak, aby byla ziskana jedina hodnota pro porovnani s ostatnimi méfenymi
zvifaty. Méfeni byla uskuteCnéna pfed hypoxii/ischémii a 60, 90 a 120 min po

ukonc€eni kombinované hypoxie/ischémie.

3.5.5. Model pilokarpinem indukovaného status epilepticus

Pro kazdy fez (tloustka = 1,0 mm, vzdalenost mezi fezy = 1,5 mm, plocha
méfené oblasti = 3,2x3,2 cm?, velikost matice = 256x128) byly ziskany 2 difuzné
vazené snimky s nasledujicimi parametry: A= 30 ms, b-faktory 75 a 1732 s.mm?,
TE= 46 ms, TR= 1200 ms. Ctyfi mé&feni DW-MRI byla uskutedné&na pred podanim
pilokarpinu. Poté byla dal8i méfeni provadéna po dobu ¢&tyf hodin v 11 min
intervalech.

Minimalni plocha hodnocené oblasti byla 1,5 mm?. Hodnoceny byly u kazdého

zvifete koronalni fezy —3,2 mm kaudalné od bregma. Vysledné mapy hodnot ADCy
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byly vyhodnoceny v somatosenzorickém kortexu, ve stejné oblasti, kde byla

provadéna i TMA* méfeni.

3.6. Mikrodialyza

Princip mikrodialyzy je zalozen na pritoku tekutiny sondou s integrovanou
polopropustnou membranou, pfes kterou prochazeji z extracelularniho prostoru do
perfuzniho média substance podle svého koncentracniho gradientu.

Pro nase pokusy jsme pouZili mikrodialyza¢ni sondy s délkou membrany 2 mm,
vnéjSim pramérem 0,5 mm a maximalni velikosti membranou propousténych molekul
20 kDa (CMA 12, CMA Microdialysis, Svédsko). Mikrodialyzaéni sondy byly
nizkoobjemovymi katetry z fluorovaného ethylen-propylenu napojeny na infuzni
pumpu (CMA 102, CMA Microdialysis, Svédsko). Sonda byla kontinualné promyvana
dialyzatem obsahujicim 147 mmol.I" NaCl, 2,7 mmol.I" KCI, 1,2 mmol.I" CaCl, a
0,85 mmol.I"" MgCl, (Perfusion fluid CNS, CMA Microdialysis, Svédsko) s pratokem
2 pl.min™.

Po stabilizaci 60 minut po zavedeni sondy do mozkové tkané byly vzorky
mikrodialyzatu sbirany v desetiminutovych intervalech a ihned zmrazeny na —40 °C.
Koncentrace laktatu, pyruvatu, glukézy a glutamatu byly stanoveny analyzou
rozmrazenych a zcentrifugovanych dialyzatd na pfistroji CMA 600 Microdialysis
Analyser (CMA/Microdialysis, Svédsko).

Vyména molekul na mikrodialyzacni membrané je omezena celkovou plochou
membrany, perfuzi, vlastnostmi difundujicich molekul a difuzni konstantou ve tkani
v okoli sondy (Ungerstedt, 1991). Parametr ,recovery rate” (RR) vyjadfuje pomér
koncentraci molekul v dialyzatu a koncentraci v okoli sondy (Muller, 2002). VZdy pfed

a po pokusu na zvifeti byly stanoveny RR kazdé sondy v kalibraChim roztoku
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obsahujicim znamé koncentrace stanovovanych latek. Slozeni kalibraéniho roztoku:
2,50 mmol.I"" laktat, 250 pmol.I”" pyruvat, 5,55 mmol.I"" glukéza, 250 mmol.I"" glycerol
a 25 pmoll" glutamat (Calibrator, CMA Microdialysis, Svédsko). Z poméru
koncentraci analytd v in vitro mikrodialyzatech a v kalibracnim roztoku Ize uréit RR
pro kazdou jednotlivou latku. Za pouziti téchto RR byly vypocitany skute¢né in vivo
koncentrace méfenych latek.

Koncentrace latek v extracelularnim prostoru je zifejmé ovliviiovana zménami
velikosti extracelularniho prostoru a. Z definice koncentrace (mnozstvi latky v urcitém
objemu) vyplyva, Zze pokud sledovana latka neni jinak metabolizovana nebo
absorbovana do bunék, zpusobi snizeni a (a tedy zmenseni objemu, ve kterém
stanovujeme koncentraci) zvySeni koncentrace dané latky. Stejné tak zvysSeni
a zpusobi pokles koncentrace latky. Aby byl ukazan vliv zmén a na sledované
koncentrace metabolitd, vysledné koncentrace jsou uvedeny jako aktualni zméfené
hodnoty i hodnoty pfepocCitané podle relativni zmény a vzhledem k hodnotam na
zaCatku experimentu. PFi pfepocCtu byly nejdfive pro kazdy €asovy bod stanoveny
indexy relativni zmény velikosti ECP, vypocitané jako pomér a v daném casovém
bodé a priimérné hodny a z kontrolnich méfeni na zaCatku pokusu. Indexy relativni
zmény a byly vynasobeny absolutnimi koncentracemi metabolitd v jednotlivych

Casovych bodech.

3.7. Pokusna zvirata

K pokusim byli pouziti dospéli samci potkana o hmotnosti 300-350 g. Zvifata
byla pfed experimenty umisténa v boxech s neomezenym pfistupem Kk vodé
a potravé a byla chovana pfi teploté 22 °C a svételném reZimu 12:12 (svétlo

rozsviceno v 08:00). VSechny experimenty byly provedeny v souladu se smérnici
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Rady Evropy z 24. listopadu 1986 (86/609/EEC) a schvaleny etickou komisi

pracovisteé.

3.8. Experimentalni modely

K anestezii byl pouzit urethan (Sigma-Aldrich) v davce 1,5 g.kg”' (v modelech
hypoxie/ischémie) nebo 1,2 gkg' (v modelu status epilepticus) podany
intraperitonealné (i.p.). Zvifata byla intubovana a pfipojena k ventilatoru (CIV 101,
Columbus Instruments, Columbus, Ohio, USA). Télesna teplota byla udrzovana
v rozmezi 36-37 °C vyhfivanou podlozZkou.

Pfi méfeni TMA'™-ISM nebo pfi mikrodialyze byly hroty elektrody nebo
mikrodialyzacni sondy umistény v somatosenzorickém kortexu v hloubce 1000—-1100
gm. V lebce byl vyvrtan kruhovy otvor 2-3 mm kaudalné od bregma a 2-3 mm
lateralné od stfedni linie. Po odstranéni dura mater byl povrch mozku zvihovan
vyhfivanou umélou cerebrospinalni tekutinou.

Pfi DW-MRI méfenich byla zvifata umisténa ve vyhfivaném nemagnetickém

drzaku s pevneé fixovanou hlavou.

3.8.1. Model hypoxie/ischémie s jednostrannou okluzi karotid

Pfechodna kombinovana hypoxie/ischémie byla navozena snizenim parcialniho
tlaku vdechovaného kysliku (pO2) na 10 % (v dusiku) a jednostrannym uzavienim
arteria carotis communis po dobu 30 minut. Po skon€eni hypoxie/ischémie dychala

zvifata atmosfericky vzduch (pO2 = 21%).
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3.8.2. Model globalni hypoxie/ischémie s oboustrannou okluzi karotid

Globalni kombinovana hypoxie/ischémie byla navozena snizenim parcialni tlaku
vdechovaného kysliku (pO2) na 6 % (v dusiku) a oboustrannym uzavienim arteria
carotis communis po dobu 10 nebo 15 minut. Po skonceni hypoxie/ischémie dychala

zvifata karbogen (pO2 = 95 %, pCO2 =5 %).

3.8.3. Model pilokarpinem indukovaného status epilepticus

K zesileni u€inkd pilokarpinu byl pokusnym zvifatim podan 14-18 hodin pred
pokusem chlorid litny vdavce 127 mgkg', intraperitonealné. Bromid
metylskopolaminu (anticholinergikum, které neprochazi hematoencefalickou bariérou,
Sigma-Aldrich) byl rozpustén ve fyziologickém roztoku v koncentraci 1 mg/ml a
davka 1 mg/kg byla podana zvifatim subkutanné 20 minut pfed injekci pilokarpinu,
aby blokovala jeho periferni parasympatomimetické uc€inky. Chlorid pilokarpinu
(Sigma-Aldrich) byl rozpustén ve fyziologickém roztoku v koncentraci 100 mg.ml™ a
zvitatim byla podana davka 300 mg.kg”' i.p. Tato davka je v kombinaci
s premedikaci chloridem litnym dostateCna kvyvolani SE i u urethanem

anestezovanych zvifat (Stringer a Sowell, 1994).
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4. Souhrn vysledku

Vigvivs

popis a analyzu vysledkl Ize najit v originalnich publikacich na konci pfislusnych

podkapitol.

41. Zmeény difuznich parametri, energetickych metabolitd a glutamatu

v mozkové kure potkana po prechodné hypoxii/ischémii

4.1.1. Extracelularni difuzni parametry

Primérné kontrolni hodnoty objemové frakce a a tortuozity A pfed zapocetim
kombinované hypoxie (10 % O3) s jednostrannou okluzi arteria carotis communis
byly a=0,19+0,03 a A =1,57 £ 0,01 (n =12, priumér + SEM), coz jsou hodnoty
srovnatelné s dfive provedenymi méfenimi v mozkové klife potkana (Lehmenkuhler a
spol., 1993, Vorisek a Sykova, 1997b).

V prabéhu 30 minut trvajici hypoxie/ischémie a postupné klesala az k minimu
0,07 £ 0,01 na konci hypoxicko-ischemického inzultu (Obr. 4A). SoucCasné se
zvySovala tortuozita k maximalnim hodnotam A = 1,88 + 0,03 (Obr. 4B).

Po uvolnéni okluze arteria carotis communis a opétovném dychani
atmosferického vzduchu se difuzni parametry a i A béhem dvaceti minut po ukonceni
hypoxicko-ischemické faze postupné vratily k normalnim hodnotam. Béhem dalSich
dvaceti minut hodnoty a pokracovaly ve vzestupu na 0,23 + 0,01, zatimco hodnoty A
poklesly na 1,53 + 0,06. Oba parametery pak setrvaly nezménény az do konce

pokusu (Obr. 4A, B).
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Obr. 4 Zmény difiznich parametri extracelularniho prostoru mozku béhem kombinované
hypoxie s jednostrannou okluzi arteria carotis communis a pri nasledné reperfazi. A: Objemova
frakce extracelularniho prostoru a, B: tortuozita A. Obdélnik znézortiuje interval ischémie.

C: Prfiklady snimanych difuznich kfivek na zadatku pokusu (kontrola), po ftficeti minutach
hypoxie/ischémie a po obnové krevniho zasobeni v osmdesaté minuté pokusu — reperfuze. Kazda
difdzni kfivka byla snimana po dobu 80 sekund. Po stanoveni stabilniho zaznamu (baseline, prvnich 8
sekund) byl po dobu 24 sekund zvySen iontoforeticky proud na 200 nA, ktery do mozkové tkané

uvolnil ionty TMA”" z iontoforetické ¢asti TMA™-ISM.

4.1.2. Mikrodialyza

Po stabilizaci mikrodialyzacni sondy po dobu jedné hodiny byly kontrolni hodnoty
extracelularni koncentrace laktatu v kortexu 0,99 + 0,06 mmol.I"". Pomér koncentraci
laktat/pyruvat byl 23,44 + 1,85 (pramér = SEM, n=9). Kombinovana

hypoxie/ischémie zpusobila okamzité zvySeni koncentrace laktatu v dialyzatu az
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k hodnotdm 3,01 + 0,62 mmol.I"" ve dvacaté minuté (Obr. 5A). Pomér koncentraci
laktat/pyruvat se také v pribéhu hypoxie/ischémie zvySil na hodnotu 64,79 + 11,24
(Obr. 5B). Po uvolnéni karotid a reoxygenaci koncentace laktatu a pomér koncentraci
laktat/pyruvat postupné klesly a po 30—-40 minutach se vratily ke kontrolnim
hodnotam. Pokud ale uvaZujeme vliv zmenSeni extracelularniho prostoru aq,
vypoctené extracelularni koncentrace laktatu by béhem hypoxie/ischémie byly o
30-50 % niz8i nez hodnoty zmérené (Obr. 5A).

Kontrolni hodnoty extracelularnich koncentraci glukézy a glutamatu na zacatku
experimentu byly 2,94 + 0,18 mmol.I" a 6,85 + 0,97 pmol.I"" (praimér + SEM, n = 9).
Kombinované hypoxicko-ischemické poskozeni zpuUsobilo snizeni extracelularni
koncentrace glukézy, s minimem 1,45+ 0,23 mmol.I" ve dvacaté minuté. Po
ukonc&eni hypoxie/ischémie se prumérna extracelularni koncentrace glukézy béhem
dvaceti minut vratila ke kontrolnim hodnotam a pak dale klesala az na hodnotu
2,05+ 0,17 mmol.I" na konci pokusu. Pokud uvaZujeme vliv zmén velikosti
extracelularniho prostoru na koncentrace metabolitt, koncentrace glukézy by byly
jesté nizSi nez koncentrace zméfené, protoze zmenSeni extracelularniho prostoru
pusobilo proti poklesu koncetraci glukézy zplsobenému kombinovanou
hypoxii/ischémii (Obr. 5C).

Extracelularni koncentrace glutamatu se béhem hypoxie/ischémie zvysila, s
maximem 59,30 + 15.90 pymol.I'" ve dvacaté minuté. Po skon&eni hypoxie/ischémie
koncentrace glutamatu postupné klesala a na konci pokusu (v devadesaté minuté) se
vratila ke kontrolnim hodnotam. Koncentrace glutamatu prfepoctena s ohledem na

sniZeni a by byla nizSi nez koncentrace zméfena (Obr. 5D).
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Obr. 5 Zmény extracelularnich koncentraci laktatu (A), poméru koncentraci laktat/pyruvat (B),
koncentraci glukézy (C) a glutamatu (D) béhem kombinované hypoxie s jednostrannou okluzi
arteria carotis communis a pfi nasledné reperfuzi. Obdélnik znazorfiuje interval ischémie. Casovy
pribéh koncentraci sledovanych metabolitd upraveny podle zmén velikosti extracelularniho
prostostoru (v grafu oznaceno jako Aa) je znazornén prerusovanou &ervenou Carou. Rozdil mezi
skute€nymi a prepocétenymi koncentracemi ukazuje, nakolik je za zvySeni koncentrace metabolitl

zodpovédné snizeni velikosti extracelularniho prostoru.
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4.2. Extracelularni difuzni parametry v somatosenzorické ke potkana

v dobé bezprostiedné nasledujici prechodnou globalni hypoxii/ischémii

4.2.1. Extracelularni difuzni parametry

Difuzni parametry ECP byly méfeny v somatosenzorické mozkové klfe potkana
u dvou skupin zvirat:

1. 10 minut trvajici kombinovana hypoxie/ischémie, n1 =5

2. 15 minut trvajici kombinovana hypoxie/ischémie, n, = 6.

Kontrolni primérné hodnoty objemové frakce a a tortuozity A na zacatku pokusu
byly podobné u obou skupin: a = 0,19 + 0,01, A =1,55 + 0,01 aa=0,19+ 0,01, A
=1,55+ 0,02 (pramér £ SEM) .

Béhem hypoxie/ischémie se a v obou skupinach snizila na 0,07 £ 0,01, A se
zvysila na 1,80 £ 0,02 ve skupiné s deset minut trvajici hypoxii/ischémii a na
1,81 £ 0,02 ve skupiné s patnact minut trvajici hypoxii/ischémii. Po reperfuzi
(uvolnéni svorek arteria carotis communis, oboustranné) a reoxygenaci dychanim
95% kysliku se hodnoty difuznich parametrd a i A u skupiny s desetiminutovou
hypoxii/ischémii vratily po 15—-20 minutach ke kontrolnim hodnotam a zustaly stabilni
do ukonCeni pokusu vdevadesaté minuté. U skupiny s patnactiminutovou
hypoxii/ischémii se hodnoty a vratily po 10—15 minutach reperfuze a reoxygenace na
uroven kontrolnich hodnot, ale pak se dale zvySovaly béhem nasledujicich 30—40
minut az na a = 0,29 £ 0,03 a zustaly zvySeny az do konce pokusu v devadesaté
minuté. Hodnoty A se proti kontrolnim hodnotam mirné zvysSily v zavéru pokusu (A =

1,62 + 0,01). Casovy priib&h zmén difuznich parametri ukazuje Obr. 6.
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Obr. 6 Zmény difiznich parametri extracelularniho prostoru mozku béhem kombinované
hypoxie s oboustrannou okluzi arteria carotis communis a pfi nasledné reperfazi. Objemova
frakce extracelularniho prostoru a pfi 10 minut (A) a 15 minut (B) trvajici hypoxii/ischémii; tortuozita A
pfi 10 minut (C) a 15 minut (D) trvajici hypoxii/ischémii. Obdélnik znazorhuje interval
hypoxie/ischémie.

4.2.2. DW-MRI meéreni

DW-MRI méfeni, stanovovana pouze v pre- a postischemické fazi, ukazala
shodné kontrolni hodnoty ADCy v somatosenzorické klife u obou skupin zvifat (597
+ 14 um?s™" a 594 + 12um m?s™). Ve skupiné zvitat vystavenych desetiminutové
hypoxii/ischémii nebyly pozorovany v postischemické fazi zadné zmény ADCy proti
hodnotam pfed ischémii. U zvifat vystavenych patnactiminutové hypoxii/ischémii
doslo v postischemické fazi ke zvySeni hodnot  ADCw na
665 + 15 um>*" a toto zvyseni pretrvalo aZz do konce pokusu dvé hodiny po ukonceni
hypoxie/ischémie (Tabulka 1). Obr. 7 ukazuje typické intenzitni mapy

DW-MRI signalu pfi normoxii a po hypoxii/ischémii.
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ADCy (um®s™) ADCy (um?s™) ADCy (um?s™)
pfed ischémii 60 min. po ischémii 90 min. po ischémii
10 minut
ischémie 597 + 14 608 + 8 603 + 10
n==6
15 minut
ischémie 594 + 12 665+ 157 651+ 117"
n=6

Tabulka 1. Aparentni difizni koeficient vody (ADCy) pfed a po kombinované hypoxii
s oboustrannym uzavienim arteria carotis communis a pfi nasledné reperfuzi.
Signifikantni rozdily (Mann-Whitney test, p < 0,05) mezi preischemickymi a postischemickymi

hodnotami jsou oznaceny kfizkem (#). Data jsou vyjadfena jako primér + SEM.

Normoxie

800 1000 1200 1400 =1600
ADC , (umP/sec)

Obr. 7 Typické intenzitni mapy ADCy mozku potkana pfi normoxii a 60 minut po ischémii
trvajici 15 minut. Primérné hodnoty ADC,, ve sledované oblasti (Cerné ohrani¢ené) na tomto
obrazku jsou 558 pm?s” u normoxie a 663 pm’s’ 60 minut po hypoxii/ischémii. Pseudobarvy
odpovidaji riznym stupfiim Sedi.
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4.3. Metabolizmus a difiuze v mozkové kiie potkana v prubéhu

epileptického zachvatu vyvolaného podanim pilokarpinu

4.3.1. Potencialy lokalniho elektrického pole (PLEP)

PLEP byly snimany na referenénich kanalech TMA'- nebo K'-senzitivnich
mikroelektrod nebo na sklenéné mikroelektrodé naplnéné NaCl (v pfipadé méfeni
koncentraci metabolitl mikrodialyza¢ni sondou).

Amplituda PLEP na zacatku pokusu byla 0,3—-0,4 mV. Nékolik minut po injekci
pilokarpinu amplituda PLEP poklesla na 0,2—-0,25 mV. Epilepticka aktivita snimana
v neokortexu zacala 25—-40 minut po injekci pilokarpinu (primérné po 30 minutach).
Amplituda epileptickych vyboja se postupné zvySovala az k hodnotam 2,0-2,5 mV
80-100 minut po podani pilokarpinu. Poté zafala amplituda PLEP klesat, ale
epileptické vyboje pretrvavaly po celou dobu pokusu (Obr. 9A). Typicky zédznam
jednoho experimentu s pfiklady detailnich zaznam( PLEP pfed a po 60, 120, 180 a

240 minutach po injekci pilokarpinu znazornuje Obr. 8.

4.3.2. Extracelularni difuzni parametry

Hodnoty difuznich parametri ECP byly na zacaltku pokusu pfed podanim
pilokarpinu nasledujici: a = 0,19 £ 0,01 a A =1,58 + 0,01 (n =7, prdmér £ SEM). Po
podani pilokarpinu se hodnoty A signifikantné nezménily (Obr. 9B). Nékolik minut po
podani pilokarpinu se a zmenSovala a dosahla hodnot 0,13 £ 0,01 po sto minutach.

Pak se hodnoty a zvySovaly, na konci experimentu a = 0,18 £ 0,01 (Obr. 9C).
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4.3.3.

Extracelularni koncentrace drasliku

Extracelularni koncentrace drasliku [K']e na po&atku experimentu byla 3,07 *

0,02 mM (n

80 minut po podani pilokarpinu (Obr. 9D).

A #'\ \NU rllf"\ ‘Iﬂu'ihﬁfu I_,.l!lJl "'rbr\-\i“.“\r ,Ll‘,'\“!l‘l\ f‘\h,l WJL‘JMFH‘ f"l A '\

] | L

|
B \M ﬁl/w fﬂ’w N{N‘If\

Ty
C F’*'J\ | J‘M I Il i

D“MW&W%MWWWWWWMWNW%

E Wi Wwwww

0,5mV
—_
1sec
Obr. 8 Potencialy lokalniho elektrického

pole (PLEP) v somatosenzorické kure
mozku potkana v uretanové anestezii po
podani pilokarpinu. A: nepravidelné PLEP na
zaCatku pokusu. B: komplexy hrot-vina
60 minut po injekci pilokarpinu. C: intervaly
vysokofrekvencni epileptické aktivity 120 minut
od podani pilokarpinu. D, E: zaznamy PLEP
180 a 240 minut po podani pilokarpinu.

= 7). Po podani pilokarpinu se [K]e zvySovala, s maximem 13,3 +
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Obr. 9 Difuzni parametry a extracelularni
koncentrace K' po podani pilokarpinu.
Casovy priib&h potencialti elektrického pole
(A), tortuozity A (B), objemové frakce
extracelularniho prostoru a (C), extracelularni
koncentrace drasliku [K']e (D) a aparentniho
difuzniho  koeficientu vody ADCyw (E).
Pilokarpin byl podan injekéné v Case O.



4.3.4. DW-MRI meéreni

ADCy byl 100 minut po podani pilokarpinu signifikantné snizen (563 + 18 um?s™,
n = 5) ve srovnani s kontrolnimi hodnotami (655 + 11 um?s™", n = 5); na konci pokusu
se velikost ADCyy vratila ke kontrolnim hodnotam (Obr. 9E, 10).

kontrola Abcy =619 um2s-' 100 min Abc, = 534 um?s

>1100

1000

900
800

700

600
500
400

<300

ADGq
[um?s7]

Obr. 10 Typické intenzitni mapy ADC,y v somatosenzorické klife mozku potkana pred a po
injekci pilokarpinu. Sledovana oblast je vyznacena na T2-vazeném snimku (dolni pravy panel).
Obrazek ukazuje mapy ADCy, snimané ve stejné koronalni roviné u stejného zvifete. Méfitko
znazornuje oblasti se stejnymi intervaly hodnot ADCy. Na snimku zobrazujicim stav 100 minut po
injekci pilokarpinu je dobfe patrny pokles hodnot ADCyy. Ve &tvrté hodiné (240 min) jsou hodnoty
ADC,y, opét podobné hodnotdm kontrolnim ze zagatku pokusu.
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4.3.5. Mikrodialyza

Kontrolni hodnoty koncentraci na zacCatku experimentu byly nasledujici
(pramér = SEM, n = 8): laktat 0,61 + 0,05 mmol.I"", pomér koncentraci laktat/pyruvat
33,16 + 4,26, glukdza 2,42 + 0,13 mmol.I" a glutamat 6,55 + 1.31 pmol.I". Podani
pilokarpinu zpusobilo zvySeni koncentrace laktatu, poméru laktat/pyruvat a
koncentraci glutamatu, s maximalnimi hodnotami 2,92 + 0,60 mmol.I"", 84,80 + 11,72
a 22,39 + 5,85 ymol.I"" priblizné po 100 minutach od podani pilokarpinu, s naslednym
snizenim koncentraci ke kontrolnim hodnotdm na konci pokusu 4 hodiny po podani
pilokarpinu (Obr 11A, B, D) Casovy prabéh extracelularnich koncentraci glukézy byl
odliny, maximalni koncentrace 3,49 +0.24 mmol.I" bylo dosaZeno ve d&tyficaté
minuté po podani pilokarpinu, poté koncentrace glukézy postupné klesala na

1,25 + 0,40 mmol.I"" na konci pokusu (Obr 11C).
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Obr. 11 Zmény koncentraci metabolitil v extracelularnim prostoru mozku po podani
pilokarpinu. Koncentrace laktatu (A), pomér laktat/pyruvat (B) koncentrace glukézy (C) a
glutamatu (D). Casovy pribé&h koncentraci sledovanych metabolit( upraveny podle zmén velikosti
extracelularniho prostostoru je znazornén prerusovanou ¢ervenou ¢arou. Rozdil mezi skuteCnymi a
prepocétenymi koncentracemi ukazuje, nakolik je za zvy$eni koncentrace metabolitli zodpovédné
snizeni velikosti extracelularniho prostoru. Pilokarpin byl podan v €ase 0.
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5. Souhrnna diskuze

ECP predstavuje vyznamny komunikacni kanal pro mezibunécnou komunikaci
zejména neuronu a glie mechanizmem extrasynaptického pfenosu. Pohyb vSech
latek v ECP, a to nejenom iontd, mediatorl a jinych neuroaktivnich latek, ale i latek
vyuzivanych k terapeutickym u&elim, Ize charakterizovat difiznimi parametry, které
se béhem riznych fyziologickych a patologickych stavi dynamicky méni (pro pfehled
viz Sykova a Nicholson (2008), Sykova a Vargova (2008).

Zmenseni objemu ECP, které doprovazi nékteré patologické stavy, je zplsobené
predevdim zvySenim [K']e, zménami extracelularni a intracelularni osmolality
a u€inkem glutamatu (Kimelberg a Ransom, 1986, Kimelberg, 1991, Hansson
a Ronnback, 1994). BEhem rychlé faze zvétSovani objemu bunék se voda presouva
z extra- do intracelularniho kompartmentu. To zpUsobuje zmenSeni objemu ECP a
zmény geometrie mezibunécnych Stérbin (Sykova, 1997a, Nicholson a Sykova,
1998). Zménu difuznich parametrd ECP, zpusobenou pfesunem vody z extra- do
intracelularniho prostoru, I1ze experimentalné vyvolat napfiklad snizenim osmotického
tlaku (Andrew, 1991, Chebabo a spol., 1995, Olson a spol., 1995, Kfizaj a spol.,
1996, Pasantes-Morales, 1996, Sykova a spol., 1999b), zvy3enim [K']e (Kimelberg a
Frangakis, 1985, Walz, 1987, Walz a Mukerji, 1988, Dietzel a spol., 1989, Sykova a
spol., 1999b) nebo plsobenim excitatnich aminokyselin, napf. glutamatu (Choi,
1987, O'Connor a Kimelberg, 1993, Hansson a Ronnback, 1994, Vargova a spol.,
2001b). Tyto mechanizmy, tedy zmény osmolality, zmény [K']e a pUsobeni
glutamatu, se podileji také i na zmenSeni objemu ECP v pribéhu ischémie mozkové

tkané a pfi zvySené neuronalni aktivité pfi SE.
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5.1. Ischemické poskozeni mozku

5.1.1. Zmény difaznich parametru pri ischemickém poSkozeni mozku

Hypoxicko-ischemické poSkozeni nervové tkané zpusobuje transmembranovou
vyménu iontl mezi intra- a extracelularnim prostfedim doprovazenou vstupem vody
do bunék vlivem osmotické nerovnovahy (Sykova, 1983, Walz a spol., 1993). Vzrlsta
[K']e na 50-70 mM, [Na']e klesa na 48-59 mM, [Cl]. se snizuje na 70-75 mM a
[Ca®*]e klesa na 0,06-0,08 mM (Sykova a spol., 1994, Xie a spol., 1995). Pri
vzestupu [K']e nad 6-12 mM se zacdina sniZzovat objem extracelularniho prostoru
(Sykova a spol., 1994).

Souvislost mezi poklesem extracelularnihno prostoru, vzestupem tortuozity
a omezenou dodavkou energie do tkané lze vyjadfit nasledujici pfedstavou: Pfi
zastaveni krevniho zasobeni se prerusi pfivod glukézy a kysliku do mozku a tkan
pfechazi na anaerobni glykolyzu. Kdyz koncentrace ATP klesne pod urcitou
prahovou hranici, buiky ztraceji schopnost udrzet membranovy potencial a ionty se
pohybuji ve sméru koncentraénich gradientd: Na* a CI” vnikaji do bunék a K" naopak
bunky opousti (Hossmann, 1989). Pohyb iontl je doprovazen osmotickym pohybem
vody a zvétSovanim bunécného objemu. Tento déj je znam jako cytotoxicky edém.

Pokles extracelularni objemové frakce a a vzestup tortuozity A b€hem cCasnych
fazi hypoxie/ischémie ukazaly nejen studie provadéné na fezech nervove tkané (Rice
a Nicholson, 1991, Lundbaek a Hansen, 1992, Perez-Pinzon a spol., 1995), ale
i studie in vivo. In vivo studie ukazaly rychly pokles objemu extracelularniho prostoru
a zvysSeni tortuozity béhem nékolika minut po srde¢ni zastavé (Ochs a Van
Harreveld, 1956, Katayama a spol., 1992, van der Toorn a spol., 1996, Vofisek

a Sykova, 1997b). Pro chronickou fazi ischemického nebo anoxického poskozeni
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mozku je naopak typické zvySeni velikosti ECP a snizeni tortuozity (Sykova a spol.,
1994), které je zpusobeno bunécnou smrti, nekrézou mozkové tkané a vznikem
vazogenniho edému.

V nasi praci jsme podrobné stanovili absolutni hodnoty difuznich parametrd pfi
ischémii a v nejblizsi postischemické fazi v modelech tranzientni hypoxie/ischémie in
vivo. V téchto modelech bylo vzdy pouzito kombinace ischémie se soufasnym
snizenim pO, ve vdechovaném vzduchu. Jak bylo zjisténo v pilotnich pokusech,
uzavfeni karotid bez souasného snizeni pO2 neni z duvodu kolateralniho cévniho
zasobeni pfes arteria basilaris (u potkana v poméru 50:50, u clovéka v poméru
80:20) dostate¢né k navozeni ischémie a tudiZz neni dobrym modelem obdobného
poskozeni mozku Clovéka. Konkrétni pouzité koncentrace vdechovaného pO, 6 %
u 10 nebo 15 minut trvajici ischémie s oboustrannym uzavienim karotid a 10 %
u 30 minut trvajici ischémie s jednostrannym uzavienim karotidy byly stanoveny na
zakladé pilotnich pokusu a predchozich praci (Dijkhuizen a spol., 1998,
Lehmenkuhler a spol., 1999, Qiao a spol., 2002, Qiao a spol., 2004, Zoremba a spol.,
2007).

Nase vysledky prokazaly sniZzeni objemu ECP a a zvySeni tortuozity A béhem
hypoxicko-ischemického poskozeni. Podobné jak ukazali béhem vyvoje mozku
Vorisek a Sykova (1997b), zmény difuznich parametri ECP byly doprovazeny
ischemickou depolarizaci, ktera nastala vintervalu 5-10 minut po zacatku
hypoxie/ischémie. To naznacuje, ze zvétSeni objemu bunék a snizeni velikosti ECP
bylo zplsobeno pfesuny iontll mezi extra- a intracelularnim prostorem.

Po obnoveni krevniho zasobeni mozku se jak v modelu s jednostrannym
uzavienim karotidy, tak pfi patnactiminutové oboustranné ischémii normalizovaly

hodnoty tortuozity, velikost objemu ECP se také navratila ke preischemickym
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hodnotam, ale poté dale vzrlistala nad kontrolni hodnoty na zacatku pokusu. Lze
predpokladat, ze za vzrist objemu ECP v postischemické fazi je zodpovédna
zvySena akumulace vody v ECP, tedy mozkovy edém. Podobny ¢asovy priubéh zmén
velikosti ECP byl jiz dfive pozorovan u jednostranné hypoxie/ischémie méfenim
elektrické impedance mozkové tkané (Qiao a spol., 2002). Toto zvétSeni objemu
ECP pfi reperfuzi souhlasi se zvySenim denzit T1 vazenych MR obrazi a zvySenym
obsahem vody v mozkové tkani (Qiao a spol., 2002, Qiao a spol., 2004). Tito autofi
povazuji T1 vazené MR snimky za dobry indikator mozkového edému. To, zda
v postischemickém obdobi vznikne nebo nevznikne mozkovy edém, zélezi na
zavaznosti ischemického inzultu a zejména na délce jeho trvani. Davis a spol.
pozorovali po 12 minut trvajici zastavé srdecni €innosti Uplnou normalizaci hodnot
ADCy (Davis a spol., 1994). Tento nalez je srovnatelny s nasSimi vysledky v pfipadé
skupiny s 10 minut trvajici ischémii, kde se také v postischemické fazi mozkovy
edém nerozvinul.

Na vzniku mozkového edému pfi reperfuzi se podili nékolik mechanizmu. Pfi
ischémii je poruSena BBB (,blood-brain barrier”, hematoencefalicka bariéra) (Betz a
spol., 1989, Qiao a spol., 2001), zhorSena tésnost zonula occludens (tight junction) a
zvySena permeabilita zpUusobena cytokiny, vaskularnim endotelialnim rdstovym
faktorem (VEGF) a NO (Ballabh a spol., 2004). Obnoveni perfuze v disledku zvySeni
v ECP a vznik ,vazogenniho“ mozkového edému (Papadopoulos a spol., 2005).
Dal8imi faktory pfispivajicimi ke vzniku postischemického edému mozku mohou byt
zvySeni osmolality mozkové tkané (Gisselsson a spol., 1992) nebo postischemické
zmens$eni objemu bunék mozku.

Z téchto praci i naSich vysledkd vyplyva, Ze ischémie trvajici 10 minut jesté
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nestali  iniciovat kaskadu déja  zpUsobujicich poruseni  propustnosti
hematoencefalické bariéry a vznik vazogenniho edému. Tuto hypotézu podporuji i
nase vysledky, kde u skupiny s 15 minut trvajici ischémii se hodnoty DC potencialu
normalizovaly pozdé&ji nez ve skupiné s 10 minut trvajici ischémii. Energeticky
metabolizmus bunék (jak bude podrobné diskutovano dale) byl v obou téchto
srovnavanych skupinach poskozen stejnym zplsobem, ale mezibunééna integrita
byla vice poskozena ve skupiné s delSi ischémii. Také dlouhodobéjsi vystaveni
vysokym koncentracim drasliku mohlo mit pfimy ucinek na ovlivnéni propustnosti
BBB vlivem cytokinu, VEGF a NO.

Stanoveni ADCy je bézné v klinice pouzivanym zplsobem stanoveni parametrd
difuze v mozku. Protoze byly pfi naSich MR méfenich karotidy uzavirany mimo
magnet pfistroje, béhem ischémie jsme ADCy z €asovych duvodu nestanovovali.
Z drivéjSich studii je vS8ak znamo, ze globalni ischémie zplasobuje rychly pokles
hodnot ADCy (Fischer a spol., 1995, van der Toorn a spol., 1996). Pfiinou tohoto
poklesu ADCyw je nejen zvétSeni bunétného objemu a s tim souvisejici snizeni q,
které je zpusobeného cytotoxickym edémem v Casnych fazich mozkové ischémie
(Moseley a spol., 1990), ale i zvySeni tortuozity A. Vysledky naSi prace prokazaly
v modelu kombinované hypoxie/ischémie pozitivni korelaci snizeni ADCw se
zmenSenim velikosti ECP a a negativni korelaci snizeni ADCyw se zvySenim
tortuozity A. Difuzni parametry a i A pfimo ovliviiuji difuzy vody v ECP vyjadifenou
parametrem ADCy. Rychlost difundujicich ¢astic vody (na mikroskopické urovni) je
v ECP stejna jako ve volném médiu, ale jak zmenseni objemu ECP aq, tak i zvySeni
zakfiveni trajektorie difundujici Castice vyjadfené tortuozitou A ma za nasledek
zvySeni mnozstvi prekazek difundujicim molekuldam vody a tim snizeni ADCy.

Buzsa a spol. (1992) ukazali, Ze zmény v intenzité difuzné vazenych obrazl se
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objevuji pfi takovych hodnotach krevniho prutoku, pfi kterych se snizuje pfivod
energie bufikam a depolarizuji membrany, coz nasledné zpulsobi cytotoxické
zvétSovani objemu bunék. VnaSi praci pozorované zvySeni objemu ECP
v postischemické fazi koreluje se zvySenymi hodnotami ADCy stanovovanymi 60 a
90 minut od zacatku reperfuze v pokusech s oboustrannym uzavienim karotid.
Korekce méfeni z hlediska izotropie tkané nebyla nutna, protoze nami méfena oblast
mozkové kury je ve vSech osach x, y i zizotropni, tedy Castice difunduji ve vSech

smérech stejné rychle (Vofisek a Sykova, 1997a).

5.1.2. Metabolizmus pfi ischemickém poSkozeni mozku

V pokusech s oboustrannou 10 nebo 15 minut trvajici hypoxii/ischémii jsme
stanovovali extracelularni koncentrace drasliku [K']e a zmény DC potencialu. To, Ze
po ukon&eni hypoxie/lischémie se [K']e a DC potencidl normalizovaly
k preischemickym hodnotdm, znamenda, Ze bylo obnoveno dostateCné zasobeni
nervovych bunék kyslikem a energetickymi substraty.

V pokusech s jednostrannym uzavienim Kkarotidy jsme ke sledovani
energetického metabolizmu mozku v pribéhu hypoxie/ischémie a v postischemickém
obdobi pouzili mikrodialyzu, ktera umoznuje relativné pfesné stanoveni koncentraci
metabolitd v mozkové tkani (Ungerstedt, 1991). Pfesto vS8ak ma tato metoda urcita
omezeni. Molekuly latek, jejichz koncentrace jsou mikrodialyzou stanovovany,
difunduji objemem ECP. Na membrané mikrodialyzacni sondy pfestupuji molekuly
podle jejich koncentranich gradientl. Rychlost, s jakou mlze tato vyména probihat,
zavisi na pomeéru koncentraci, vlastnostech membrany, ale i difuznich parametrech
ECP. ZjednoduSsené mlzeme uvazovat, ze pokud sledovana latka neni jinak

metabolizovana nebo absorbovana do bunék, zpusobi snizeni a (a tedy zmenseni
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objemu, ve kterém stanovujeme koncentraci) zvySeni koncentrace dané latky. Stejné
tak zvySeni a zpusobi pokles koncentrace latky. Zmény difaznich parametrad ECP pfi
ischémii tak mohou pozménit dllezity parametr pfi stanoveni absolutnich koncentraci
latek v ECP - ,recovery rate” (RR) sondy (Chen a spol., 2002), ktery udava pomér
koncentraci vné a uvnitf mikrodialyza¢ni sondy. V porovnani s in vitro kalibraci zavisi
RR in vivo na vlastnostech okolni tkané, jako jsou objem ECP aq, tortuozita A a rlizné
procesy uvolfiovani, vychytavani a clearance molekul (Benveniste a Huttemeier,
1990). Pokud nezahrneme tyto zmény parametrd ECP pfi vypoctech absolutnich
hodnot méfenych koncentraci za pouziti RR, mohou byt vysledné koncentrace
zkreslené (Benveniste a spol., 1989, Benveniste a Huttemeier, 1990, Chen a spol.,
2002). Proto jsme se v naSi praci pokusili ukazat, jak zmény velikosti ECP mohou
meénit koncentrace metabolitl stanovenych mikrodialyzou tak, Ze jsme zahrnuli
procentualni zmény velikosti ECP a pfi pfepocteni absolutnich koncentraci
stanovenych za pouziti RR. | pfes vySe zminéné nepfesnosti vSak zmény
koncentraci metabolitll v ¢ase zfetelné ukazuji dynamicky proces bunécného
metabolizmu v mozkové tkani pfi ischémii.

Jednim ze zakladnich energetickych metabolitl bunék je laktat. V naSi praci
jsme pozorovali ihned po zacCatku ischémie narust extracelularnich koncentraci
laktatu, coz je v souladu s dfive uvefejnénymi vysledky (Ronne-Engstrom a spol.,
glykolyzy, bez dalSiho vyznamu pro energeticky metabolizmus bunék, ktery navic
zpusobuje ve vysSich koncentracich acidézu a poskozeni tkané. Noveéjsi prace vsak
ukazaly, ze laktat mOze byt neurony vyuzivan za aerobnich podminek jako zdroj
energie (Bouzier-Sore a spol.,, 2003) a mulze podporovat prezivani neuron(

v kulturach bunék hipokampu pfi nedostatku glukozy (Cater a spol., 2001). Jina prace
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ukazala pfiznivy ucinek laktatu v poCatecni fazi reperfuze po ischémii (Cater a spol.,
2003). Tyto nalezy podporuji teorii, Ze laktat je dalezitym substratem pro obnoveni
zasob ATP po ischémii (Schurr a spol., 1997b). V nasi praci jsme béhem reperfuze
pozorovali pokles extracelularnich koncentraci laktatu, v devadesaté minuté se
koncentrace navratily k preischemickym kontrolnim hodnotam. To bylo
pravdépodobné zplsobeno dostateénym zasobenim kyslikem a zpétnym vstiebanim
laktatu do bunék.

V mnoha studiich byl laktat povazovan za hlavni ukazatel anaerobniho
metabolizmu a konecny produkt glykolyzy pfi nedostate¢ném pfisunu O, a pfi
sniZeni oxidativni fosforylace (Inao a spol., 1988, Mizock a Falk, 1992, Magnoni a
spol., 2003). Laktat se vSak v mozku hromadi i pfi intenzivni cerebralni stimulaci za
normoxickych podminek, proto jej nelze povazovat za jediny spolehlivy indikator
anaerobniho metabolizmu mozku (Prichard a spol.,, 1991). Kur€eni miry
anaerobniho metabolizmu je nutné zaroven stanovit koncentraci pyruvatu. Pyruvat je
metabolizovan na laktat enzymem laktatdehydrogenazou za anaerobnich podminek.
Pomér koncentraci laktat/pyruvat ve tkani (L/P) urluje pomér aerobniho a
anaerobniho metabolizmu a odrazi pomér redukované a oxidované formy
nikotinamid-adenin-dinukleotidu (NADH/NAD®) v cytosolu (Cabrera a spol., 1999,
Magnoni a spol.,, 2003). NaSe vysledky ukazuji vzestup poméru L/P béhem
hypoxie/ischémie, coz je disledkem anaerobniho metabolizmu bunék. PFi reperfuzi
se pomér L/P normalizoval poté, co se metabolizmus bunék navratil do aerobnich
podminek.

Mnozstvi glukézy v ECP mozku je dano rozdilem mezi pfisunem glukdzy
krevnim obéhem a spotfebou glukézy burikami. V naSi praci jsme po zacatku

ischémie pozorovali pokles koncentrace glukézy v ECP, ktery byl pravdépodobné
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zpusoben obé&ma mechanizmy: snizenym pfivodem pfi snizeném prokrveni i
zvySenym metabolizmem. Ve fazi reperfuze poklesla na konci sledovaného obdobi
extracelularni koncentrace glukézy, coz mohlo byt zplsobeno ,zfedénim“ ve
zvétseném ECP v dusledku vazogenniho edému.

ZvySené uvolnovani glutamatu do ECP je povazovano za jeden z mechanizm
ischemického poskozeni mozkové tkané (Benveniste a spol., 1992). V nasi praci
jsme po zacatku hypoxie/ischémie pozorovali vzrist koncentraci glutamatu v ECP.
Tento narust pokraCoval az ke koncentracim desetinasobné prekracujicim kontrolni
preischemické hodnoty. Pokud uvazujeme vliv zmén velikosti ECP na koncentrace
glutamatu, muzeme pfedpokladat, Zze bez zmenSeni velikosti ECP by tyto
koncentrace glutamatu byly o 50 % nizSi. Excitani mediatory mohou ve vysSich
koncentracich pusobit neurotoxicky. Aktivace glutamatovych receptorl zplsobuje
zvétSeni objemu mozkovych bunék (Hansson, 1994). Glutamat je ihned po vylevu do
synaptické Stérbiny odstraiovan enzymatickym $tépenim, zpétnym pfijmem do
presynaptického neuronu (,re-uptake®) nebo je aktivné vychytavan glii (,uptake®).
Snizovani extracelularni koncentrace glutamatu chrani neurony pfed jeho toxickym
pusobenim (Schousboe, 1981).

Bylo v8ak zji§téno, Ze pouze velmi vysoké koncentrace glutamatu (102 M) jsou
v pokusech na izolované mozkové miSe pfi normoxii schopny vyvolat snizeni objemu
ECP (Vargova a spol., 2001b). Tak vysoké koncentrace se v3ak in vivo nevyskytuji
v mozkové tkani ani za patologickych podminek, proto se predpoklada, ze
glutamatem indukované zvétSeni objemu astrocytu je zplsobeno nepfimo
pusobenim glutamatu na neurony, napfiklad zvy3enim [K']e pfi neuronalni

depolarizaci (Kimelberg a Frangakis, 1985, Vargova a spol., 2001b).
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5.2. Status epilepticus

5.2.1. Zmény difuznich parametru pri status epilepticus

Podani pilokarpinu je bézny a dlouhodobé uzivany model pfi vyzkumu epilepsie
(Turski a spol., 1983). Epileptickd neuronalni aktivita navozena pilokarpinem je
zpusobena agonistickym uG¢inkem na cholinergni muskarinové receptory mozku.
Podani anticholinergik tuto aktivitu tlumi a zabrani vzniku trvalého poSkozeni
mozkové tkané. Po uvodni cholinergni fazi nasleduje faze charakteristicka zvySenym
uvolfiovanim excitaCni aminokyseliny glutamatu, ktery indukuje vznik SE
(McDonough a Shih, 1997).

Velkou pfekazkou pfi invazivnim vyzkumu epilepsie in vivo je anestezie
pokusnych zvifat. VétSina anestetik tlumi neuronalni aktivitu a tyto latky jsou
pouzivany ik lécbé epilepsie (napf. barbituraty, benzodiazepiny). Abychom mohli
zkoumat SE in vivo, pouzili jsme kombinaci anestetika uretanu s podanim vysokych
davek pilokarpinu a premedikaci pokusnych zvifat chloridem litnym (ktery potencuje
epileptogenni ucinky pilokarpinu) 14—18 hodin pfed experimentem (Stringer a Sowell,
1994). Tuto kombinaci jsme ovéfili v nékolika pilotnich pokusech a prestoze je
navozeni SE v anestezii obtizné, naSe zaznamy PLEP ukazaly epileptiformni
neuronalni aktivitu a dosazené koncentrace [K']e byly srovnatelné s koncentracemi
pfi SE in vivo (Stringer a Lothman, 1996). Proto uzavirame, Ze nami vytvoreny
model, i pfes urlitd omezeni zplsobena pouzitim anestetika, je srovnatelny s modely
SE u zvifat pfi védomi.

Prvni méfeni difuze pfi SE metodou DW-MRI provedli Zhong a spol. (1993), ktefi
prokazali pokles ADCy v mozku v modelu bicuculinem indukovaného SE u potkana.

PFi pouziti konvulziva kainatu byl také prokazan pokles ADCy v piriformni kife,
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v hipokampu a v amygdale (Righini a spol., 1994, Wang a spol., 1996). Také pfi
navozeni SE pilokarpinem bylo prokazano v prvnich hodinach po jeho podani snizeni
hodnot ADCy, v amygdale a piriformni kife potkana (Wall a spol., 2000, van Eijsden
a spol., 2004). | jiné konvulzivum 4-aminopyridin zpUsobilo pokles ADCy v rliznych
oblastech mozku potkana 2 hodiny po podani (Fabene a spol., 2006). VSechny tyto
prace stanovovali hodnoty ADCy v dlouhych nékolikahodinovych intervalech a
v dobé&, kdy jsme pfipravovali na$i studii, neexistovaly udaje o pfesném Casovém
pribéhu zmén difuznich parametrd pfi SE, udaje o difuzi v mozku v dobé
pfedchazejici vznik SE zcela chybély. Nase vysledky stanoveni ADCyw se shoduji
s témito dfive publikovanymi nalezy a ukazaly detailni prabéh zmén difuznich
parametrl v somatosenzorické klfe potkana pfed vznikem SE, béhem SE i v dobé
jeho samovolného ukoncéeni. Nedavno byly zvefejnény prace (Engelhorn a spol.,
2007a, Engelhorn a spol., 2007b), kde autofi také stanovili ve velmi kratkych
intervalech parametry ADCy v mozku potkana pfi pilokarpinem vyvolaném SE,
s podobnymi vysledky jako v naS$i studii, avSak pouze béhem 2 hodin po podani
pilokarpinu. Na rozdil od naSi prace tak nebyl zachycen proces ukonceni SE a
normalizace hodnot ADCy v pozdéjSich hodinach.

Experimentalné vyvolané konvulze v dlsledku prodlouzené neuronalni
depolarizace zvysuji [K']le a extracelularni koncentraci dalich neuroaktivnich
substanci (Macias a spol., 2001). Pfi SE je metabolizmus znacné zvysSen, jsou
vyCerpany zasoby ATP a ostatnich energetickych rezerv bunék. To ma za nasledek
zastaveni ¢innosti iontovych pump na membrané bunék, zvyseni [K']e a akumulaci
intracelularnich iont(l Ca®* (Wasterlain a spol., 1993). Zvyseni [K*]e je nasledovano
zvétSenim bunék mozku (,cell swelling“). Toto zvétSovani bunéného objemu, které

se vzdy objevuje az po zvySeni [K']e a po zménach pH., ma pak za nasledek
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zmens$eni velikosti ECP a (Sykova a spol., 1994, Sykova a spol., 1999b). Zavislost
zmén a na zménach [K']e jsme demonstrovali také v nasi praci. Normalizace
zvy$enych hodnot [K']e zplsobila sou¢asnou normalizaci a ke kontrolnim hodnotam.
Zvy3eni [K']e a pokles a zapo&al b&hem nékolika minut po podani pilokarpinu jako
nasledek zvySené neuronalni aktivity mozku zpusobené cholinergni aktivaci
muskarinnich receptord (McDonough a Shih, 1997). Prvni epileptické vyboje se
objevily az pozdéji, asi ve tficaté minuté po podani pilokarpinu. DalSi zvySovani
amplitudy epileptickych vyboju probihalo do 40-50 minuty, kdy byla velikost ECP
o pfiblizné 30 % mensi nez na zaCatku pokusu. To ukazuje, jak mize zmenseni ECP
pfispivat ke vzniku epileptické neuronalni aktivity, coz bylo prokazano i v pokusech in
vitro (Dudek a spol., 1990, Kilb a spol., 2006).

Vysledky méfeni difuze v mozkové tkani po podani pilokarpinu pfedstavuji dle
nasich védomosti prvni stanoveni absolutnich hodnot difuznich parametra in vivo pfi
publikacich naseho pracovi$té (Sykova a spol., 2005b) bylo prokazano, Zze zmény
difuznich parametr(, zviasté a, koreluji se zménami ADCyy a toto bylo jasné ukazano
i vtéto praci. Zmény ADCyw pfi epilepsii jsou podobné zménam pozorovanym pfi
ischémii (Helpern a Huang, 1995). Nase vysledky mérfeni difuznich parametrd a a A
metodou TMA pfi ischémii a pfi SE ukazuji rozdil mezi t€mito dvéma patologickymi
stavy. Snizeni ADCy pfi SE je zplsobeno pouze snizenim a, beze zmén A, naopak
u ischémie je snizeni hodnot ADC,, zpusobeno jak snizenim q, tak i zvySenim A (van
der Toorn a spol., 1996). Moznym vysvétlenim tohoto rozdilu je pomalejSi pribéh
zmén velikosti ECP pfi SE a také to, ze pfi SE je pokles a menSi (asi o 30 %) ve
srovnani s 65%-70% snizenim a pozorovanym v experimentalnich modelech

ischémie (van der Toorn a spol., 1996, VofiSek a Sykova, 1997b, Homola a spol.,
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2006, Zoremba a spol., 2008). Pfi experimentalnim podani iontl K* nebo agonistl
glutamatovych receptor( tortuozita vzrasta pouze tehdy, pokud [K']e pfekrogi 20 mM
a zmeéni se morfologie vybézku astrocytl, které tvofi difuzni bariéru v ECP (Sykova a
spol., 1999b, Vargova a spol., 2001b). V nasi praci vdak hodnoty [K*]. pfi SE dosahly
maximalné 13 mM, coz se ukazuje jako nedostate¢né ke vzniku difuznich bariér a
narlstu tortuozity.

NaSe studie difuze pfi SE prokazala uzkou spojitost mezi ¢asovym pribéhem
poklesu ADCy v mozku, uréeného magnetickou rezonanci, a ¢asovym pribéhem
zmén objemové frakce ECP méfenych TMA™ metodou. Pokles objemové frakce ECP
je dasledkem zvétSeni objemu bunék. Lze predpokladat, Ze souvisejici snizeni
ADCyw je zpusobeno stejnym mechanizmem. Pro vysvétleni souvislosti mezi
zvétSovanim bunécného objemu a zménami ADCy se pFfedpoklada rychly pfesun
vody mezi extracelularnim a intracelularnim prostfedim, zjisténé hodnoty ADCy jsou
vysledkem vazeného praméru obou frakci (Moseley a spol., 1990). Pokles ADCy
v pfipadé cytotoxického zvétSovani objemu bunék je zplsoben pfesunem vody z
ECP s vy38Simi hodnotami ADCy do intracelularniho prostoru, kde jsou hodnoty
ADCw nizsi (Van Zijl a spol., 1991). Tento model pfedpoklada, ze ADCy v obou

kompartmentech se béhem zvétSovani bunééného objemu neméni.

5.2.2. Metabolické zmény mozku pri status epilepticus

Ke sledovani metabolizmu mozkové tkané pfi SE jsme pouZili mikrodialyzu.
Koncentrace glukézy v ECP mozku zavisi na poméru pfisunu glukézy krevnim
obéhem a spotfebou glukézy bunkami. Na rozdil od experimentl s modely
hypoxie/ischémie, kde ihned po zacCatku ischémie poklesla koncentarce glukozy

z duvodu nedostatecného pfisunu a zvyseného metabolizmu, jsme v prvni hodiné po
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podani pilokarpinu pozorovali narust extracelularnich koncentraci glukézy. Tento
nalez je v souladu s jinou studii pouZzivajici mikrodialyzu ke sledovani koncentrace
glukézy ve striatu pfi elektroSoku (Darbin a spol., 2005). Pfechodné zvySeni lze
vysvétlit poklesem objemové frakce a a v dusledku toho ,zkoncentrovanim“ molekul
pfitomnych v ECP. Pfi zvySené neuronalni aktivité doprovazejici SE se v dalSich
hodinach koncentrace glukézy v ECP postupné sniZovala, coz Ize vysvétlit zvySenym
vstfebavanim glukézy a glykolyzou (Fray aspol.,, 1997) zddvodu vysokych
energetickych narokl bunék (Fernandes a spol., 1999).

Soucasné se snizovanim koncentraci glukézy jsme pozorovali narust
koncentraci metabolitu glykolyzy — laktatu. ZvySeni koncentraci laktatu v ECP pfi
Korf, 1988a, During a spol., 1994, Fornai a spol., 2000, Darbin a spol., 2005). Tyto
prace prokazaly, Ze koncentrace laktatu se nejvice zvysuji v téch oblastech mozku,
které jsou postizeny Sifenim epileptické aktivity. S tim souhlasi i naSe pozorovani,
kdy jsme navic ukazali, ze se snizujici se amplitudou epileptickych vyboju se
postupné koncentrace laktatu navraceji ke kontrolnim hodnotam. V mozkovych
oblastech s epileptickou neuronalni aktivitou pfevySuji energetické naroky bunék
moznosti pfisunu energie (Adachi a spol., 1995). Za téchto podminek mze byt laktat
metabolizovan neurony jako nahradni energeticky substrat (Schurr a spol., 1988,
Schurr a spol., 1997a, Schurr a spol., 1999). SniZeni koncentraci laktatu pozorované
v nasi studii muze byt zplsobeno pouze vstiebanim (,uptake“) nebo metabolickou
degradaci neurony a astrocyty, protoZe transport laktatu pfes BBB dosud nebyl
popsan (Kuhr a spol., 1988). ZvySeni velikosti ECP v poslednich dvou hodinach
pokusu a tim zplUsobené ,zfedéni* ECP muze byt dalSim faktorem pfispivajicim

k poklesu extracelularnich koncentraci laktatu.
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Vyznamnym indikatorem anaerobniho metabolizmu a buné&¢né hypoxie je pomér
koncentraci laktatu a pyruvatu L/P (Kuhr a spol.,, 1988, Zoremba a spol., 2007).
V na$i studii jsme v pribéhu SE pozorovali nartst poméru L/P, ktery indikuje narlst
anaerobni glykolyzy. Pomér L/P nebyl ovlivnén zménami velikosti ECP, protoze
difuzni koeficienty laktatu i pyruvatu jsou témér shodné a pomér dvou koncentraci,
které jsou ovlivnény stejnou zmeénou velikosti ECP, zlstava stejny pfi jakékoli
hodnoté této zmény.

Jako jeden z moznych patofyziologickych mechanizmd vzniku epilepsie byva
uvadéna zvySena glutamatergni neurotransmise (Bradford, 1995). ZvySeni
koncentraci glutamatu v ECP mozku bylo pozorovano v mnoha studiich u potkana: v
hipokampu (Pena a Tapia, 1999, Slezia a spol., 2004) a ve striatu (Kovacs a spol.,
2003) po podani 4-aminopyridinu, v hipokampu po podani kainatu (Liu a spol., 1997)
nebo v hipokampu po podani pilokarpinu (Smolders a spol., 1997, Khan a spol.,
1999). Mnozstvi glutamatu uvolnéného do synaptické Stérbiny je pfi epileptické
aktivité tak velké, Ze zpétné vychytavani nepostaCuje k udrZzeni normalnich
koncentraci, pfebytecny glutamat difunduje extrasynapticky a aktivuje okolni neurony
pusobenim na extrasynaptické, ale i na synaptické receptory (Bradford, 1995). To
pfispiva k prohloubeni a dalSimu Sifeni epileptické aktivity. Za hlavni pfiinu trvalého
poSkozeni mozkové tkané pfi epilepsii je povazovana glutamatem indukovana
excitotoxicita (Meldrum, 1994, Whetsell, 1996). Nejasnosti vSak zUstavaji ve velikosti
koncentrace zpuUsobujici toto neuralni poskozeni. 10-100 pM glutamatu je
koncentrace toxicka pro neurony péstované v kultufe in vitro (Choi, 1988), neurony in
vivo vSak obsahuji vysoce efektivni glutamatové transportéry a jsou méné nachylné
k poSkozeni vysokymi koncentracemi glutamatu (Bruhn a spol.,, 1992). Ztoho

vyplyva, ze samotné zvySeni extracelularni koncentrace glutamatu nepostacuje ke
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vzniku neuronalni degenerace. Ke vzniku neuronalniho pos$kozeni pusobenim
glutamatu je nezbytné soucasné pulsobeni dalSich faktorll, jako je napfiklad
hyperexcitace. Opakovana aktivace NMDA receptoru pfi zvySené extracelularni
koncentraci glutamatu zpGsobuje zvy$eni vstupu iontd Ca** do neuronu a
v soucinnosti s trvalymi opakovanymi epileptickymi depolarizacemi neuronl tak
vytvari v cytoplazmé neurontl toxické koncentrace volného Ca®*. Maximalni zvyseni
koncentraci glutamatu jsme v nasi studii pozorovali ve stejném intervalu, kdy bylo
zménseni velikosti ECP nejvyraznéjsi. To naznacuje, Ze zmens$eni extracelularniho
prostoru pfi SE muze pfispivat ke vzniku toxickych koncentraci glutamatu a nasledné
neuropatologii. Vyznam zmén velikosti ECP pro zavaznost glutamatem zpusobeného
poskozeni mozku podporuji studie na mladych i dospélych zvifatech. Po podani
konvulziv kainatu nebo pilokarpinu byl u 20, 30 a 60 dnu starych potkanl pozorovan
stejny narlst extracelularnich koncentraci glutamatu (Liu a spol., 1997). Protoze je u
mladych jedinch ECP vétSi nez u dospélych (VofiSek a Sykova, 1997a), Ize
povazovat velikost ECP za jeden z dulezitych faktor(i, které jsou pfiCinou nizsi
vulnerability mozku k toxickému puasobeni glutamatu v mladi a vysSi béhem stari

(Nitecka a spol., 1984, Liu a spol., 1996).
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6. Zavéry

6.1. Zmény difaznich parametri, koncentraci energetickych metabolitti a
glutamatu v prabéhu hypoxicko-ischemického poskozeni mozkové kiiry
potkana a v dobé bezprostiedné nasledujici po kombinované

hypoxii/ischémii

Vysledkem hypoxicko-ischemického poskozeni je v akutni fazi zmenSeni
velikosti ECP, zvySeni tortuozity a vznik cytotoxického edému. Dulsledkem je, Ze
neuroaktivni latky a metabolity, které jsou nahromadény ve zmenSeném
extracelularnim prostoru, nemohou volné difundovat a jejich koncentrace muze
snadno dosahnout toxickych hodnot a pfispivat k dalSimu poskozeni bunék.
V postischemické fazi se naopak velikost ECP zvySuje proti kontrolnim hodnotam v
disledku vzniku vazogenniho edému. V dusledku téchto zmén difuznich parametr(
mozku je nesynapticka komunikace mezi bufikami ztizena az znemoZzZnéna,

vysledkem je funk&ni deficit a ztiZzeni reparaénich pochodl v nervové tkani.
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6.2. Zmény difuznich parametri méfenych TMA*-metodou nebo difizné
vazenou magnetickou rezonanci v praubéhu hypoxicko-ischemického

poskozeni mozkové kliry potkana a v dobé bezprostiredné nasledujici

Na modelu globalni hypoxie/ischémie u potkana jsme metodou TMA stanovili
absolutni hodnoty difuznich parametr( pfi ischémii i v nasledném obdobi reperfluze.
ZvySeni ADCy v postischemické dobé bylo v souladu s pozorovanym zvétSenim
ECP. DW-MRI méfeni tak mohou byt vhodnou metodou ke stanoveni vazogenniho
mozkového edému u Clovéka. NasSe prace také ukazala, ze kriticka délka ischémie,
ktera zpusobuje dlouhodobé (nejméné 90 minut) a pravdépodobné trvalé poskozeni

je u dospélého potkana mezi 10 a 15 minutami.

6.3. Zmény difaznich parametrii stanovené TMA'-metodou a difuzné
vazenou magnetickou rezonanci a zmény koncentraci K, laktatu,
pyruvatu, glukézy a glutamatu v mozkové klfe potkana v prabéhu
epileptického zachvatu vyvolaného podanim pilokarpinu. Vztah zmén

koncentraci metabolitti a zmén difliznich parametru

Nade vysledky detailné prokazuji zmény velikosti difGznich parametrd, [K']e,
energetickych metabolitd a glutamatu pfed zacatkem, pfi zahajeni i b&€hem prvnich
hodin Sifeni pilokarpinem vyvolaného SE. Ukazali jsme, Ze jiz v prvnich minutach po
injekci pilokarpinu se zvySuje [K']e a snizuje objem ECP, soucasné s vzestupem
extracelularni koncentrace glukdzy. Teprve s odstupem 40-50 minut, kdy je velikost

v v

zvySeni extracelularnich koncentraci metabolitd se vS§emi negativnimi dasledky pro
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nervovou tkan a tim se muze pfimo podilet na spusténi epileptické aktivity. Se
zvySujici se amplitudou epileptickych vyboji se zvySovaly extracelularni koncentrace
laktatu, glutamatu a [K']e s maximem kolem 90 minut od podani pilokarpinu. V tomto
Case se koncentrace glukézy zacala sniZzovat a nasledny nedostatek energetickych
substratll je proto moznym vysvétlenim postupné se snizujici amplitudy epileptickych
vybojl a normalizace vSech mérenych parametra.

Klinické syndromy, jejichz soucasti je snizeni osmolality plasmy, jako je napf.
hyponatremie a psychogenni polydipsie, jsou spojeny se zvySenou vulnerabilitou ke
vzniku epileptickych zachvatl. NaSe prace ukazuje mozny mechanizmus, jakym
snizena osmolalita a sni souvisejici snizeni velikosti ECP indukuji vznik
epileptickych zachvatl. Naopak terapeutické zvySeni osmolality plazmy, zpUsobujici
zvétSeni ECP, u téchto stavu epileptickou aktivitu zastavuje (Andrew, 1991).

Neinvazivni MR zobrazovani je soucasti diagnostiky pacientt s epilepsii. T1 a T2
vazené MR snimky zfetelné ukazuji mozkové I|éze zplsobené epileptickym
onemocnénim. Prokazali jsme, Ze hodnoty ADCy neinvazivné stanovené metodou
DW-MRI koreluji se zavaznosti epileptickych vyboji a tak mohou byt vhodnym

vySetfenim zpresnujicim diagndzu pacientt s akutnim epileptickym zachvatem.
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7. Souhrn

Difuze neuroaktivnich latek v CNS je ovlivnéna velikosti a geometrickym
usporadanim extracelularnino prostoru (ECP). Prokazali jsme zmény difuznich
parametrd spolu se zmé&nami extracelularnich koncentraci energetickych metabolitd
a glutamatu u dvou patologickych stavu, u kterych se vyrazné méni velikost ECP — u
kombinované hypoxie/ischémie a pfi status epilepticus (SE).

NaSe prace ukazala Casovy pribéh zmén difuznich parametrd i koncentraci
glukozy, laktatu, poméru laktat/pyruvat a glutamatu pfi hypoxii/ischémii i pfi
nasledném obnoveni krevniho zasobeni. Zjistili jsme, Zze Casovy pribéh zmén
velikosti ECP negativné koreloval se zménami v koncentraci extracelularniho
glutamatu. Ukazali jsme, Ze v dusledku sniZeni velikosti ECP je druhotné zvySena
koncentrace neurotoxickych latek, které spolu se zhorSenou difuzi latek v ECP pfi
cytotoxickém edému ziejmé prohlubuji funkéni poruchu a nasledné i strukturalni
poskozeni mozku.

V modelu pilokarpinem vyvolaného SE naSe vysledky detailné ukazuji zmény
velikosti difiznich parametrd, extracelularni koncentrace K*, energetickych
metabolitl a glutamatu pfed zaCatkem, pfi zahajeni i béhem prvnich hodin Sifeni SE.
Ukazali jsme, Ze zvySeni neuronalni aktivity pusobenim pilokarpinu zvysi vyplavovani
K" do ECP a zpUsobi zmen3eni velikosti ECP. Ukazali jsme, Ze kdyZz se velikost
objemové frakce ECP snizi z 19 % na 15 %, zaCnou se objevovat prvni epileptické
vyboje. Zmenseni objemu ECP zpUsobuje zvySeni extracelularnich koncentraci
metabolitd se viemi negativnimi disledky pro nervovou tkan a ziejmé se tak pfimo
podili na spusténi epileptické aktivity. Doba od zaCatku zmén velikosti ECP do vzniku
prvnich vyboji udava mozné terapeutické okno, kdy by vhodna intervence mohla

zabranit vzniku epileptické aktivity.
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