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1. UVOD

1.1 Epilepsie a epilepticky zachvat

Epilepticky zachvat je definovan jako transientniitggnnost piznaki vyvolanych
abnormalg rozsahlou ¢i nadnerné synchronizovanou neuronalni aktivitou v mozku
(Fisher et al., 2005; Komarek, 2007). Epilepsiipsd rozumi skupina neurologickych
onemockni, jejichz zakladnim fiznakem jsou opakujici se, obvykle nevyprovokované
epileptické zachvaty (Engel a Pedley, 2008)ieskjSi definice uvadna Mezinarodni
ligou proti epilepsii (ILAE) popisuje epilepsii jakonemoc#ni mozku charakterizované
jednak jeho trvalou predispozici generovat epit@ti zachvaty a jednak
neurobiologickymi, kognitivnimi a psychosocialniiisledky tohoto onemo¢ni (Fisher

et al., 2005; Komarek, 2007). Mezinarodni klinidkasifikace epileptickych zachwvatle
ILAE (1981; 1989; Berg et al., 2010) rozeznava pogiich pivodu dva zékladni typy
epileptickych zachvéta epilepsii, a to fokalni (neboli parcialni nedokalizovatelnou) a
generalizované. Oba typy je dal mozné gbizaha idiopatické (primarni) a symptomatické
(sekundarni). ¥sinu primarnich a dkteré sekundarni epilepsie je terapeuticky mozné
zvladnout prosednictvim farmakoterapie a to diunonoterapii nebo kombinacicle ze
Siroké nabidky antiepileptik. lipsto Zistava asi 30 %ifpadi pacienti, u kterych je jejich
nemoc takzvahfarmakorezistentni (Houser, 199@)st &chto nemocnych je indikovana
k nekterému z epileptochirurgickych vykon Smyslem d&chto vykori je odstranit tzv.

epileptogenni zénu, tj. oblast odgowvou za vznik epileptickych zachvuat

1.2 Temporalni epilepsie - Temporal lobe epilepsyLE)

Epileptochirugické zakroky jsou provddy negasgji na strukturach temporalniho laloku
(Dbaly, 2004). Wibec nejastjSi nosologickou jednotkou indikovanou k chirurgidi&be
je syndrom mesiotemporalni epilepsie (mesial teaplobe epilepsy, MTLE) (Luders a

Comair, 2000). Klinické projevy syndromu MTLE jsquonerné typické - jedna se



vétSinou o komplexni parcialni zachvaty charakteraay kratkodobou ztratou kontaktu,
oro-alimentarnimi automatizmy, dilataci pupil, dmii @&i a hlavy a kontralateralni
dystonickou posturou. Zachvat jeéasto pedchazen aurou, r&stji epigastrickou
(neukité pocity lokalizované do na#Bku), miZze se ale jednat i &ichové halucinace,
pocit strachu, nebo komplexni viemy jako je déja PPostiktalg byva dezorientace,
retrogradni amnézie, dysfazie. Nastup nemoci byaény, typicky koncem prvniho
decenia a udtSiny pacieni je mozné vystopovatasné poskozeni mozku perinatairebo

v prvnich rocich zivota, takzvany inicialni predssyijici inzult {nitial precipitating injury

- IPI). Histopatologickym podkladem MTLE je vegétsiné piipadi mesiotemporalni
skler6za (MTS) - fesré definované postizeni hipokampu &lghlych struktur (detailni
popis viz dale). Je ale nutné zminit, Ze termini@ogzivana v souvislosti s epilepsii
vychazejici ze struktur temporalniho laloku nenalekla jednotna ateni autdi uzivaji
rizné pojmy po popistasto identickych jev. MTLE miZe byt chipéana jako jasn
vymezeny syndrom kauz&npodloZeny pitomnosti MTS. Na druhé stranepilepsie
vychazejici téz z temporalniho laloku, aleiggbené jinou patologickou lézi (nadory,
cévni malformace, vyvojové léze, atd.) jsou pakadeny jako ,lézi zpgsobené TLE" -
LTLE (lesion-related TLE (Dbaly, 2004). Podle jiného n&zoru je mesioteréjyor
epilepsie s hipokampalni sklerézou (HS - vtomtdpgqE chapana jako synonymum
mesiotemporélni sklerézy) venéna jako samostatny syndrom (MTLE-HS) a pod
obecrji chapanym pojmem MTLE se rozuéjh vSechny epilepsie vychazejici
z medialniho temporalniho laloku a projevujici davykle vySe popsanymi typickymi
zachvaty, nezavisle na typu podijici patologie (Engel at al., 2008; Wieser, 2004).
V tomto pipact jsou i rekteré zmigné LTLE klasifikovany jako MTLE. Obegse ma za
to, Ze u zachvat vznikajicich v strukturach medialniho temporalniladoku (mesial
temporal lobe seizures MTLS) neni spolehli# mozné jenom na zakladklinické
symptomatologie rozlisit zda se jednd o MTLE-HS me@bMTLE z jinych gi¢in, i kdyz
nékteré prvky (nap ipsilateralni automatismy koéetin, kontralateralni dystonie a oro-
alimentarni automatismy) jsou typijSi pro MTLE-HS (Saygi et al., 1994). NejstarSigdn
jiz bézré nepouzivany termin pro popis MTLE a MTLS je psyciatoricka epilepsie,
resp. psychomotorické zachvaty (Gibbs et al.,, 20B&son, 1924). Naopak terminy
limbick& epilepsie a limbické zachvaty jséasto uzivanym synonymem MTLE a MTLS,
a to jak v klinické medicih tak zejména v experimentalni epileptologii. Pi¢émarek

navrhl geformulovat zkratku MTLE d@estiny jako mesiotemporalni-limbicka epilepsie

10



(Komarek, 1995). Podobndoporiuje nyni i Mezinarodni liga proti epilepsii pojem
.limbické zachvaty" (imbic seizurep rezervovat pro popis Klinické iktalni aktivity
vychazejici z limbickych struktur mesialniho temgdafho laloku a z oblasti se kterymi
maji temporalni limbické struktury vyvinuté masiwspojeni (Engel, 2001; Engel, 2006;
Engel and Pedley, 2008). Mezi tyto oblastitpakjména lateralni temporalni neokortex,
orbitofrontalni Kira, area cingularis anterior a occipitalni kortdeZeny ventrals od
fissura calcarina. Epilepticka aktivita vznikajichekteré z &chto oblasti se fize rychle
propagovat do temporalnich limbickych struktur imikka charakteristika zachvase pak
neliSi od vysSe popsanych typickych MTLS. V ramanporalniho laloku tato skuteost
¢asto znesnadije odliSeni zachvatvznikajicich na podkladptitomnosti patologické 1éze
v temporalnim neokortexu, tedy mimo vlastni lim@cktruktury. Takovy typ epilepsie se
nékdy nazyva neokortikalni temporalni epilepsreedcortical temporal lobe epilepsy
NTLE) nebo nefesré lateralni temporalni epilepsie (Williamson and &ng2008).
RozliSeni MTLE a NTLE dal komplikuje ipkvapi¥ ¢asta pitomnost takzvané dvoji
patologie (ual pathology, tedy sodasny vyskyt hipokampalni sklerézy a neokortikalni
léze, casto typu fokalni kortikalni dysplaziéotal cortical dysplasia FCD) (Marust et
al., 2007).

Ze vSech &hto divodi pouzivam v celé diseftai praci pro ozn&ni epilepsie
vychazejici z temporalniho laloku neutralni termiemporalni epilepsie”, nezavisle na
tom, jestli je jejim podkladem patologie limbickyelinebo neokortikalnich struktur. Pro
ozna&eni typu zachvét bude pouzito pojmu parcialni epileptické zachvatyentuelg
pojmu ,limbické zachvaty“, pokud se jedna o vyS@gemé typicky probihajici komplexni

parcialni zachvaty.

1.2.1 Skler6za hipokampu

Skler6za hipokampu je ngsgji diagnostikovana patologickd |éze u pacient
podstupujicich epileptochirurgicky resek vykon. Jeji souvislost s epilepsii byla znama
jiz v 19. stoleti. Pravipodobré prvni mikroskopicky popis sklerotického hipokampadal
Sommer v roce 1880, nasledjej doplnil a zpesnil Bratz v 1899 (Sommer, 1880; Bratz,
1899). NejnapadiiSim znakem HS jsou vyrazny a area-specificky dbyteurori a
vyznamna reaktivni glioza. Ubytek neutoje nejnapad¥jsi v hipokampalnim sektoru

CA1l, v oblasti prosubikula (tzv. Somnier sektor) a v hilové oblasti gyrus dentatus.
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Naopak, oblast CA3 byva postizena mé®blast CA2 nevykazuje t&finzadny ubytek
pyramidovych neuraly a proto je dkdy ozn&ovana jako rezistentni sektor. V gyrus
dentatus je krogn Ubytku granularnich bk patrna i jejich disperze, tj. rozveaimi
granularni vrstvy, za normalnich okolnosti velmikmaktni s vysokou hustotou neuton
Tim dochazi i ke ztSeni celkové tlouky a rozosteni okraji stratum granulare. Tyto
zmeny lze nejlépe pozorovat fiezech barvenych podle Nisslai@imunohistochemickém
prikazu NeuN a glialniho fibrilarniho acidického piate (GFAP) (Zameénik, 2012).
Margerison a Corsellis (1966), kigako prvni pouzili terminu hipokampalni sklerdza,
rozliSovali dw¥ jeji formy. VySe popsany patologicky obraz pojmealo (jiz diive
pouzivanym nazvem) jako skler6za Ammonova rohu (Amrhorn sclerosis) a postizeni
omezené na hilus gyri dentati jako skler6za endfdlisodasnosti se skler6za Ammonova
rohu obvykle nazyva klasickou HS, nebo jenom HSei®ka endfolia neni na rozdil od
klasické HS pewvth asociovana stemporalni epilepsii, ale spiSe kovaaymi
generalizovanymi zachvaty @stji je pozorovana v souvislosti s dalSi patologickémi
mimo hipokampus v ramci dvoji patologie (MargerisarCorsellis, 1966; Zanieik a
Hermanova, 2011). DalSi formou sklerézy hipokamputjv. uplna HS, postihujici
neselektivéd vSechny oblasti hipokampu. Tato forma je ale spige s epilepsii spojena
s celkovym postizenim mozku visledku hypoxie / ischemie. Pokud nebude vyskovn
uvedeno jinak, pod pojmem hipokampalni sklerézaebdd v textu chapana jeji klasicka
forma (skler6za Ammonova rohu).

V prab¢hu analyzy vztalh mezi postizenim hipokampalni formace a temporalni
epilepsii bylo zji&no, Ze kromd hipokampu jsou patologickymi zmami zasazeny i jiné
struktury medialniho temporalniho lalokdedevSim pak amygdala (Meyer a Beck, 1955).
Falconer et al. (1964) proto navrhli pouzivat ternmiesiotemporalni skler6za (mesial
temporal sclerosis), sprayrediraziujici postizeni i jinych mesiotemporalnich struktur
Dnes se tento termin v epileptologiisto (a poékud negesr¥) pouziva jako synonymum
pro klasickou hipokampalni skler6zu. V posledni @adiylo zejména diky rozvoji
magnetické rezonance potvrzeno vyznamné extrahipp@kni postizeni u zgaé casti
pacienti s temporalni epilepsii (Bartolomei et al., 200®riasconi et al., 2003; Moran et
al., 2001; Yilmazer-Hanke et al., 2000). Proto Besfudiu mechanizin epileptogeneze v
hipokampu obraci pozornost i n&ast extrahipokampdlnich struktui ppzvoji temporalni

epilepsie.
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1.2.1.1 Hipokampalni skler6za a epileptogeneze

Souvislost mezi vznikem aipomnosti hipokampalni skler6zy na sitgadné a vznikem a
trvanim temporalni epilepsie na sttadruhé neni dodnes dost&te objasgna. Nazory na
to, jestli se temporalni epilepsie vyviji jakéstedek skler6zy hipokampu, nebo jestli se
naopak skler6za hipokampu rozviji frstedku opakovanych epileptickych zachiyase
razni. Jako nejlépe podloZzena se zda teorie initialpredisponujiciho inzultu (Mathern et
al., 1995a; Mathern et al., 1995b; Mathern et ¥95c). Podle této teorie je primarnim
jevem v etiologii HS a TLE inzult v perinatalnim be¢asném dtském obdobi, ktery
vyvola vznik patologickych zgm v hipokampu (a pra¥godobr i v jinych strukturach)
vedoucich po wité dol® (bezgiznakova, tzv. latentni perioda) k rozvoji obraz® id
TLE. Takovym IPI niizou byt napiklad febrilni zachvaty, perinatalni nebo i p&gadi
kraniocerebralni trauma, nebo meningoencefaliti®mzsah a typy zeém nasleds
vznikajicich v hipokampu a vedoucich k epileptogene mozné rozdlit zhruba doctyt
skupin: znény v synaptickych vlastnostech neuiipanmeny neuronalni konektivity, zémy
intrinsickych vlastnosti neurdna znény gliovych burk a extracelularniho prasdi.
Vyznamnym faktorem je vznik hyperexcitability, kievede k opakovanym zachtrmat,
které velmi pravépodobré dale zhorSuji patologické zmy, pripadré i vyvolavaji
poruchy jiného typu. Pro podrobnyghmled zmdn a dalSi reference dopdéwyi praci
(Mathern et al., 2008).

1.2.2 Neokortex a neokortikalni léze u TLE

Dlouhou dobu byl v souvislosti s TLE studovareyazrié hipokampus, Ppadré jese
ostatni, mesokortikalni struktury medialniho ten@hoiho laloku. Epileptogeneze na
podklad zmen v temporalnim neokortexu byla povaZzovana za pemaert se vyskytujici
proces. V posledni deébse ale ukazuje, ze temporalni neokorte¥’enu nezanedbatelné
casti pacient s TLE hrat dlezitou, i kdyz zatim jeStne Upli presré definovanou roli.
Podkladem pro zvySeny zajem o neokortikalni oblasfTLE jsou kromd jinych dw
dulezita zjiseni:

1. Mozny podil temporalniho pélu a sousednich neokairtich oblasti na vzniku a

Sireni zachvalt u ¢asti pacient s HS a klinicky typickou TLE.
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2. Casté pitomnost patologickych zén, piipadre jasré definované druhé patologické
léze v temporalnim neokortexu u paciestHS - tzv. ,dualni patologie®“.

1.2.2.1 Vyznam temporalniho neokortexu u TLE s HS

Cytoarchitektonicka parcelaceidy temporalniho laloku je slozita a to nejen naojeh
medialni ploSe (Brodmann, 1909). Korova oblast ra@uhtemporalniho laloku se nazyva
temporalni pdl. Cytoarchitektonicky je definovam&q Brodmannova area 38. Medi@ln
sousedi s limbickymi allokortikalnimi argchodnymi oblastmi (entorhindlni a perirhinalni
arey), laterald a bazala pak s temporalnimi neokortikalnimi areami 20, 2R dle
Brodmanna. Temporalni pol ma bohatéevyazre obousnérné spojeni s amygdalou,
hipokampem, parahipokampalnim gyrem, insulou, déomgim gyrem a orbitofrontalni
karou. Zarové je prostednictvim commissura anterior (pars interhemisglagnytvaeno
masivni propojeni temporalnich pabou hemisfér (Chabardes et al., 2002). Jak jid by
zmirgno vySe, v posledni délse objevilo velké mnozstvi studii, které ukazajivyznam
temporalniho polu a sousednich neokortikalnich stblgi vzniku a Steni zachvatovité
aktivity u pacieni s TLE. U ¢asti pacient s typickym obrazem TLE s HS byly zg#ty
histologické, morfologické, metabolické a funk zmény v temporopolarnim kortexu a
priléhajici bilé hmat (Briellmann et al., 2004; Coste et al., 2002; Girdbs et al., 2005;
Jiruska et al., 2008; Kahane et al., 2002; Mitchekl., 2003; Mitchell et al., 1999; Ryvlin
et al., 2002; Sankar et al., 2008; Weder et aD620Chabardés et al. (2005) navic pomoci
stereo-elektroencefalografie zjistili u poloviny Sgfovanych pacietit casnou aktivaci
temporalniho pélu na Zatku zachvatu. Z této podskupiny pakturtiny piipadu aktivace
temporalniho polu dokonceigrichazela aktivaci hipokampu a temporalni pdél tgk b
identifikovan jako spou®va zona zachvatucfal onset zone(v polovirg pripadi jako
jediny fokus, v druhé polovin zaroveéa s amygdalou). Ucasti pacient byl sowasti
spousové zoény i sousedni lateralni nebo bazalni tempbndtokortex. VSechny tyto
nalezy jast potvrzuji dilezitost dalSiho zkoumani podilu extrahipokampd&inic
temporalnich korovych oblasti na vzniku aul@hu TLE, z praktického klinického
hlediska pak mohouispét k presrgjSimu indikovani paciefits farmakorezistentni TLE
k jednotlivym epileptochirurgickym vykam.
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1.2.2.2 Dvoji patologie

U priblizné 30 % pacierit s TLE neni nalezena HS, ale jina fokalni 1éze wmlpiho
laloku. Miaze se jednat o gangliogliom, dysembryoplastickyroepitelialni tumor nebo
fokalni kortikalni dysplazii. | kdyz je zatek zachvatu uéthto gipadi negasgji take
lokalizovan v hipokampu, hipokampusét$inou nevykazuje specifické 2my pii
vySefenich zobrazovacimi metodami, atii peuropatologické analyze. DalSi vyznamnou
skupinu pacierit s TLE tvdi pripady se souifnou gitomnosti typické HS adkterou
z vySe jmenovanych fokalnich 1ézi temporalniho Kalopfipadreé (pravdEpodobr meére
castji) jinych laloka. Tyto pipady dvoji patologie bylyfive pokladany za vzaénse
vyskytujici, s rozvojem vySgivacich (zejména zobrazovacich) metod se ukazeijejizh
¢etnost je mnohem vySSiaRni autdi udavaji fizny podil pacierit s HS a TLE, u kterych
je mozné zarowve prokazat pitomnost druhé patologie temporalniho laloku, ctgjrna
souvisi i srozdiléd pouzivanou definici dvoji patologie. Mezi extratkpmpalnimi
fokalnimi Iézemi zaujima tdezitou pozici skupina vyvojovych poruch ozoaana jako

fokélni kortikalni dysplazie.

1.2.2.3 Fokalni kortikalni dysplazie

Fokalni kortikélni dysplazie spadaji do SirSi skypivyvojovych malformaci mozkoveé
kary, ozn&ovanych jako malformace kortikalniho vyvoje (malf@tions of cortical
development - MCD). Neustalenost a nejednotnossiftlace MCD s¥dci o dosud
nejasnych vazbach mezi jednotlivymi afekcemi a jeobné patogenezi&sSiny z nich.
Mezi az dosud navrzenymi klasifik@imi schématy je relatignnejdokonalejsi klasifikace
roz&lujici malformace podle toho, ktera z fazi ontogenenozkové #ry je postizena
(Barkovich et al., 1996). | tato klasifikace byla maklad novych poznatk opakovag
revidovana (Barkovich et al., 2001; Barkovich et aD05). Jeji jistou nevyhodou je malo
detailni specifikace &lenéni fokélnich kortikalnich dysplazii. Pr&fokalni kortikalni
dysplazie jsou vramci skupiny korovych malformdaiili jejich relativre vysoké
prevalenci a vysoké epileptogenécklinicky jednou z nejvyznan#gich podskupin. Proto

byla v roce 2004 navrZzena specialni klasifikac&foich kortikalnich dysplazii, pro kterou
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se podle prvniho autora vZzilo jméno Palminiho Kilkace (Palmini et al., 2004). Podle ni
je mozné fokalni malformace mozkovérk délit nasledovs:

A. Mirné MCD (typ I a Il) — (nild malformation of cortical developmeAmMCD)

B. Fokalni kortikalni dysplazie typu |

C. Fokalni kortikélni dysplazie typu Il

Fokalni kortikalni dysplazie se dal&licha nasledujici podtypy:

A. FCD typu IA. charakterizovanyiedevSim séenim hranic mezi jednotlivymi
korovymi vrstvami, ndpadnymi vertikalnimi neuroriéhn sloupci, pitomnosti
shluka nepravidel® orientovanych neurdna hypercelularni molekuléarni korovou
vrstvou (obr. 1B v kapitole 8. Obrazky, tabulkyrafy, od str. 72).

B. FCD typu IB. Ke zminam gitomnym u typu IA se fidavaji neuronalni atypie -
objevuji se tzv. obrovské neuronyignt neurons r¢kdy ozn&ované jako
hypertrofické neurony) (obr. 1C) a / nebo nezraddirony {mmature neurons
(obr. 1D). Obrovské neurony se od normalni pyramédpopulace liSi nadémou
velikosti ale nikoli tvarem a expresiznych markek. U nezralych neuranjsou
prokazovany vyrazfjSi strukturdlni atypie: ovalny nebo kulaty tvaveké jadro
s jen tenkym lemem cytoplazmy.

C. FCD typu llIA se vyznauje piitomnosti zmin typickych pro FCD typ I, navic se ale
vyskytuji tzv. dysmorfni neuronyysmorphic neuronsnékterymi autory nefesreé
oznaovanymi jakodysplastic neurongobr. 1E). Jiz z ndzvu je patrna abnormalni
morfologie €chto neurof, zahrnujici jejich variabilni ¢asto abnormakh
zweétSenou) velikost a fftomnost vykszka, které maji atypicky tvar i orientaci.
Abnormalni exprese tenych markekr (N-CAM, MAP-2 a jiné) potvrzuje
porusSenou bufgnou diferenciaci.

D. FCD typu IIB. V tomto typu se kronvySe uvedenych zén déle vyskytuji tzv.
bal6novité biiky (balloon cell3 (obr. 1F). Jednd se o vyrazmezralé biky
s expresi gliovych (GFAP-delta, S100) i neuron&nidneurofilamenta,
synaptofyzin, MAP-2 a jiné) markier Jsou abnormai veliké, s bohatou
eozinofilni cytoplazmou a excentricky uloZzenym kegarnim jadrem dasto s
nékolika jadry). Je mozné, Ze baldnovitéiky vznikaji z perzistujici radiélni glie,

jejiz diferenciace se zastavila na rozhrani meavglu a neuronalni linii.
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Fokalni kortikalni dysplazie typu IA setkdy ozn&uje jako architektonickd dysplazie
(architectural dysplasip typu IB jako cytoarchitektonicka dysplazie. F&pu 1I1B byva
taky nazyvana podle objevitele jako dysplazie ,Daského” typu; jedna se o pr/n
popsany typ FCDdbec (Taylor et al., 1971).

Nalezy z vySdgeni magnetickou rezonanci typické pro jednotlivadtppy FCD jsou
uvedeny na obr. 2.

Etiopatogeneze fokalnich kortikalnich dysplazii indoposud objasima, obec#
jsou WtSinou autol pokladany za wkledek porusené migrace a diferenciace nduran
kortikalni organizace v gestaim obdobi vyvoje. U FCD typu Il se praymbdobré jedna
predevsim o poruchu diferenciace neureréasnych fazich fetalniho vyvoje, u FCD typu |
je poruSsena zejména kortikalni organizace, kde rk§® dochazi pra¥godobr az
v pozdnim obdobi fetalniho vyvoje a v perinatalnohdobi (KrSek et al., 2008).
Patologické faktory schopné vyvolat vznik lokaliaoé poruchy mozkoveé iky a
geneticky podklad FCD nejsou dodnes dostaét®bjasgny. Zejména u FCD typu | se na
zaklad casté asociace s perinatalnim nebo postnatalnimitenzua také na zaklad
poznatki ziskanych ze studia zZecich model FCD spekuluje i 0 mozné sekundarni —
exogenni f¢cing vzniku korové poruchy detré moznosti nasledné ,de-diferenciace”
primérre intaktnich neurol a dezorganizace prima&mormalnich neuronalnich oknuh
Vv postiZzené oblasti (Spreafico a Blimcke, 2010).

Stejre  jako etiopatogeneze FCD, neni zatim dostgte prozkouman ani
mechanizmus epileptogeneze u padiers FCD. Mechanizmy vedouci ke zvySené
neurondlni synchronizaci a naslednému rozvoji ppdké aktivity v postizené tkani je
didakticky mozné roz#lit do dvou (souvisejicich) skupin:

a) abnormalni fyziologické / patofyziologické vlagsti postizenych neurén

b) abnormalni organizace neuronalnich okrBchwartzkroin a Walsh, 2000).
Elektrofyziologické studie neurénv FCD prokazaly vysokou excitabilitu obrovskych
neurorii a dysmorfnich neurdin kde zejména dysmorfni neurony by mohly fungoaébj
generatory epileptické aktivity. Naopak, balonoviaiky postradaji veskeré néjoveé
nebo ligandentizené iontové kanaly (Cepeda et al., 2003; Ceptdia 2005).

U fokélnich kortikalnich dysplazii typu 1B se v gablastech
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malformovaného kortexu s vysokou denzitou balowyohitburgk zjistila snizena
epileptick& aktivita fi predoperanim elektrokortikografickém vySeni. Tyto okrsky
malformovaného kortexu také nebyvaji &&sti spousti zony (ictal onset zone) a
obvykle v nich ani neni zachovana fyziologicka foakiislusné kortikalni arey. Naopak,
v oblastech bez balénovitych bikna s vysokym podilem dysmorfnich neuiqge
fyziologicka funkce alespocasté&ne zachovana, ale zaravgsou tyto okrsky typické svou
vyraznou epileptiformni aktivitou (Maruset al., 2002). Tato zji&hi jsou v souladu

s hypotézou, podle které zachvatovita aktivita kama zaklad interakce mezi
malformovanou a normalni, fyziologickou slozkoudwych neuronalnich okruh(Cepeda
et al., 2006).

Stejre jako u pravdpodobre vétSiny (kdyZz ne u vSech) epileptogennich Iézich je
dalSim faktorem fispivajicim k epileptogeni@tFCD nerovnovaha mezi excitaci a inhibici
v postizené mozkovétuke. Na rozdil od jwodnich pedstav o ,jednoduché“ipvaze
excitani glutaméatové transmise nad GABA-ergni intibiv epileptické tkani se nyni tato
problematika jevi byt neolkgjn¢ komplexni. U FCD resekovanych étskych pacierit
byla zdanli¢ paradoxd nalezena vyznamna predominance GABA-ergni syriaptic
aktivity nad glutamatovou, GABA ale na rozdil oduasce v dosgém kortexu (ale
v souladu se situaci v normalnim, nezralém kortextasném postnatalnim obdobi)
pusobila gevazrié jako excit&ni neurotransmitter (Cepeda et al., 2007). Stejtoradale
prokazali gitomnost dysmorfnich, ,cytomegalickych* GABA-erghidnterneurof se
znamkami celularni hyperexcitability v FCD typu & vyslovili predpoklad, Ze tyto
malformované elementy se mohou podilet na epileptioge fokalnich kortikalnich
dysplazii (André et al., 2007). V neposledat byl ve WtSim mnozstvi praci nalezen
Ubytek gedevSim parvalbumin (PV) exprimujicich internedronriznych podtypech
FCD (Ferrer et al., 1994; Garbelli et al., 20067ts&dli et al., 1999; Spreafico et al., 1998;
Spreafico et al.,, 2000; Thom et al., 2003), uka&iujia moznou poruchu inhtiich
systénii v malformovaném kortexu. U jiné skupiny - calr@tin(CR) exprimujicich
interneurof - je situace dosud nevyjasra. V rekterych studiich byl popisovan ubytek
(Garbelli et al., 1999; Spreafico et al., 1998)irmab v jinych nebyly nalezeny
signifikantni znény v CR imunoreaktivit u FCD (Garbelli et al., 2006),fipadré byl
popsan jak ubytek tak i zvySeni CR imunoreaktiwitsiznych studovanych vzorcich u
pacienti s FCD (Thom et al.,, 2003). U vSech citovanychcpise jednalo o nanejvys

semikvantitativni hodnoceni intenzity imunoreakinebo denzity CR imunoreaktivnich
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neurorii. Jednim z hlavnich ¢ilnaSi prace proto bylo podat podrobny kvantitativopis
stavu CR imunoreaktivni interneuronalni populagednotlivych typech FCD.

1.3 Kortikalni inhibi éni interneurony

V mozkoveé Kie sav@ se nachazeji @vzakladni populace neurdnPrvni, pgetre vétsi
skupinou, jsou pyramidové glutamatergni neurongfity priblizné 70 - 80 % vSech
korovych neurofi. Jsou ,projekni“ komponentou, zabez{dici spojeni kry s jinymi
oblastmi Kiry a s ostatnimi podkorovymi strukturami CNS (bakz&anglia, thalamus,
kmen, micha). Druhou, podstatheterogengSi skupinou jsou interneurony.
Interneuronalni systém mozkovéark je v posledni dob jednou z nejpodroldi
studovanych oblasti v neurgach (Druga, 2009; Mott a Dingledine, 2003). In&mrony
piedstavuji strukturath i funkéné rozdilné populace, liSici se navzajem v mnoha
aspektech. Celkawvori interneurony asi 20 - 30 % z celkové populacekpch neuron,
pificemz \&tSina typ interneurofl jsou GABAergni inhibini neurony (Markram et al.,
2004). GABAergni neurony maji v mozkovéik mnoho dlezitych Gloh a pro spravnou
funkci kary a mozku jako celku jsou mnohenlelitéjSi, nez by se dalofedpokladat na
zaklad jejich nizSiho potu oproti pyramidovym neurdim (Markram et al., 2004;
McBain a Fisahn, 2001). Prvni ra#eni, a to na zakladjejich morfologie, pedloZzili uz
Ramon y Cajal a Lorente de NO v prvni polavi0. stoleti (Lorente de NG, 1938; Ramodn
y Cajal, 1968). Toto rozteni, i kdyZz v roz&ené a upravené verzi, je stale relevantni a
piinosné. Mezi zakladni morfologické typy GABAergnittierneurofi (v neokortexu)
pati koSitkové buiky - basket cells, svicnové itky - chandelier cells,double bouquet*
bunky, bipolarni a ,bitufted” biiky, neurogliaformni biky, Martinottiho buiky a Cajal-
Retziusovy biiky (Markram et al., 2004). (,Bitufted” neurony jsoeurony s fusiformnim
télem, kdy z obou protilehlych pdlodstupuje jeden ,svazek* primarnich dendritim se
tyto buiky odliSuji od bipolarnich neurdén kde z kazdého pélu odstupuje jenom jeden
primérni dendrit, ktery se az v dalSimilpthu Wtvi. Vzhledem k chygjicimu vhodnému
c¢eskému nazvu pro ,bitufted* neurony je vtomto texiudu dale ozravat pivodnim
anglickym vyrazem.)

Ke studiu korovych GABAergnich interneutose dnes uziva mnoha metodickych
pristupi. NejbEzrejsi jsou, kromd zmingnych morfologickych metodik, elektrofyziologicky
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a imunohistochemickyifstup. Z hlediska elektrofyziologie je mozZné ineurony rozdlit

do rekolika skupin (Gupta et al., 2000; Kawaguchi a Kongd002; Kawaguchi a Kubota,

1997; Kawaguchi a Kubota, 1998). Pod®dhe tomu i g imunohistochemické analyze,

kde je mozné na zaklaekxpreseiiznych markei peptidové nebo polypeptidové povahy
rozclit interneuronovou populaci do vice skupin. VSegcthprokazované markery jsou

molekuly @irozere se vyskytujici v interneuronech. Nagtji jsou uzivané kalcium-vazici

proteiny a neuropeptidy.

V oblasti p&etné rodiny kalcium-vazicich protéin(calcium-binding proteins-
CaBP) vyskytujicich se v s&e¢h buikdch se f vyzkumu interneuroin uplatiuji tfi
Z nich: jsou to parvalbumin (PV), calbindin (CBa@retinin (CR) (Demeulemeester et al.,
1989; Kubota et al., 1994; Rogers a Resibois, 198%ich pravdpodobr hlavni funkci je
pufrovat intracelularni kalcium a tim udrZovat jekancentraci v pozadovaném rozmezi.
Kromé toho je calretinin povazovan za senzor kalciovyohtd a byla popsana jeho
interakce s intermedialnimi filamenty neurotubyBilling-Marczak a Kuznicki, 1999).
P studiu interneuroi se ale vice nez jejich funkce vyuziva fakt, Zeujgxprimovany
v riznych populacich se Zzadnym nebo jenom minimalniekrgtim (Demeulemeester et
al., 1989; Rogers a Resibois, 1992). To znamendinteeneurony exprimujici jeden
z téchto ti proteini neexprimuji zbyvajici dva. Neplati to Uplistoprocenté a ukité
piekryvani se objevuje, zejména mezi CB a PV, a t&in€B a CR. Mira tohoto
piekryvani je #izna v zavislosti na zivsném druhu a korové oblasti (Kawaguchi a
Kubota, 1997; Markram et al., 2004).

Pri kombinaci morfologického popisu a klasifikace méklad exprese CaBP (a
piipadré neuropeptid) je mozné ziskat vzorec interneuronalni popul&oeimané oblasti,
ktery je zajimavy i z funéniho hlediska. Nafklad PV imunopozitivni (PV+) ko&kové
bunky a svicnové hiky (neexprimujici ostatni CaBP a neuropeptidy, z
elektrofyziologického hlediska jsou popisované jakast spiking) zabezpé&uji vyraznou
inhibici somatu a inicidlniho segmentu axonu pyidowych neurof stejné korové vrstvy
(. horizontélni inhibice) a maji tak vyrazny viha generovani jejich akich potencial
(Benes a Berretta, 2001; DeFelipe, 2002; Freundizs&ki, 1996; Kawaguchi a Kondo,
2002). PV+ ko&ikové buiky jsou vzajema propojeny pomoci chemickych i elektrickych
synapsi a tvid tak sf’, kterd je schopna synchronizovat aktivitu pyranajed burgk. Jsou
pravdépodobré zakladni komponentou nutnou pro tvorbu gama aathecilaci jak

v hipokampu tak i v neokortexu (Buzsaki a DraguB@04; Buzsaki a Chrobak, 1995;
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Freund, 2003; Freund a Buzséki, 1996). Synchromigéwoscilace neuronalni aktivity jsou
vyznamné pro tzné faze spanku, proiané kognitivni procesy afip zpracovavani
informaci v kortexu (Freund, 2003).

Ostatni tidy interneurofi (exprimujici ostatni CaBP a neuropeptidy a
neexprimujici PV) zaji&ji dendritickou inhibici pyramidovych bék (Freund a Buzsaki,
1996; Miles et al., 1996). N&jglad CR+ interneurony, n&gsgji bipolarni nebo ,bitufted”
somatodendritické morfologie jsou nositeli vertikidinhibice v neokortikalnich sloupcich
(kolumnéach). CR+ interneurony zardvdohat inervuji i ostatni iidy interneurofi a
pusobi tak jako vyznamny desinhibi element, zejména v povrchnich vrstvach
neokortexu (Gabbott et al.,, 1997a) (obr. 3). Popxprese CaBP a neuropejitid
v interneuronech konkrétni korové oblasti je prggdnim ze zakladnich ,parametr
dulezitych pro jejich dalSi studiumgetre studia konektivity a funiniho pisobeni v dané
oblasti (Benes a Berretta, 2001; Freund a Buzsk96; Gonchar a Burkhalter, 2003;
Gonzalez-Albo et al., 2001; Markram et al., 2004¢Bdin a Fisahn, 2001; Xu et al.,
2003). Ve svoji praci jsem se ve zvySen&emienoval calretinin imunoreaktivnim
interneuroim. Pro dalSi detailni informace o calretininu are@in exprimujicich
neuronech viz ndSiehledny ¢lanek (Barinka a Druga, 2010), ktery je &asti této

dizertani prace.

1.4 Perirhinélni kortex a jeho souvislost s temporai epilepsii

Perirhinalni kKra (perirhinal cortex — PRC) je mesokortikalni oblast lezici mezi
entorhinalni kKrou a temporalnim neokortexem, odpovidajici aredna336 podle
Brodmanna (Brodmann, 1909). Area 35 je vlastni gex&hinalis, area 36 je popisovana
jako area ectorhinalis (v dalSim textu pod nazvegrirhinalni oblast, perirhinalniika,
perirhinalni kortex rozumime arey 35 + 36, tedgtw area ectorhinalis, kdezto pojmem
area perirhinalis bude oztwvana vlastni area 35). Perirhinalni kortex se s§uje
bohatym obousgrnym spojenim s hipokampalni formaci ptednictvim entorhinalni
kary (Burwell a Amaral, 1998b; Burwell et al., 199%Syzuki a Amaral, 1994b) a podabn
bohatymi aferentacemi z uni- i polymodalnich seitkgich arei (Suzuki a Amaral, 19944a;
Van Hoesen a Pandya, 1975). Mohutné jsou i spajeygdalarnim komplexem (Burwell
et al.,, 1995). Perirhinalni kortex je tedy mistewnkergence vstupz polymodalnich
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senzorickych oblasti a mnozstvi subkortikalniclhuldtir a ma strategickou polohu pro
syntézu #iznych senzorickych informaci (Suzuki, 1996jvedre prevladajici nazor, Ze
perirhinalni  kortex je jednoduchou igpojovaci stanici® pro fenos informaci
mezi neokortexem a hipokampalni formaci, byl vygagoznenen, kdyz bylo zjis¢no, Ze

je kriticky dalezity pro fizné typy pandti a dale zejména diky objevu mohutného
inhibi¢niho systému v této oblasti (Pelletier et al., 208bhutnd inhibice neokortikalnich
vstupl je schopna Upkh zablokovat jejich dalSi propagaci do hipokampdbrimace.

Z pozorovani pomoci elektrofyziologickych a zobneacich metod je iejmé, Ze tato
inhibice mize byt stidaw aktivovana a deaktivovana a ze perirhinalfifakje mistem
rozhodujicim o propagaci nebo naopak zamezeni gemganeokortikdlnich vstipdo
hipokampalni formace (de Curtis a Pare, 2004; Rehtl., 2006). Obdobnym é@pobem je
pravdEpodobré schopna ovlivnit i $eni aktivity v opaném sndru. Diky €mto zjiS€nim je

v posledni dob v centru z4mu i  vyzkumu tvorby a propagace epileptiformni akivit
v temporalnim kortexu. Zda se, Ze perirhindlni é&orfe kriticky dilezitou oblasti pro
Sireni a v ®kterych gipadech prawpodobré i pro vznik epileptickych zachvatu TLE
(Avoli et al., 2002; Benini et al., 2011; de CurésPare, 2004; de Guzman et al., 2004;
Fukumoto et al., 2002; Kelly a Mcintyre, 1996; Muoto et al., 2004; Nairismagi et al.,
2006). Medialni prefrontalni kortex, amygdala a loteygni subkortikélni projekce byly
identifikovany jako struktury facilitujici fgnos informaci fes PRC (Apergis-Schoute et
al., 2007; Paz et al.,, 2006; Paz et al.,, 2007)uk8iralni substrat vySe popsaneho
elektrofyziologicky prokdzaného masivniho inkifiho systému nebyl zatim dostate
definovan, je vSak mozné rgalpokladat vyznamnou c¢ast korovych inhikiinich
interneuroi. AZ dosud chy8la morfologicky orientovana prace, ktera by detailn
popisovala distribuci jednotlivych skupin inhthich interneurofh v PRC u potkana, jako
zakladniho laboratorniho modelu pro vyzkum tempordpilepsie. Takovy popis je
dulezity pro dalSi detailni vyzkum inhitniho systému perirhindlniho kortexu a jeho
funkce, respektive dysfunkce u experimentalnich efiocepilepsie i u nemocnych

s temporalni epilepsii.
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2. OTAZKY A CILE PRACE

Objektem zajmu nasi prace byly inkibi interneurony v extrahipokampalnich korovych

strukturach temporalniho a v mensSitenii jinych laloki a jejich podil na epileptogenezi a

Siteni epileptickych zachwvat Identifikace kvantitativnich a kvalitativnich 2m t€chto
neurorii u epilepsii je dlezita nejen pro hlubSi pochopeni mechanizmu vzwikifeni
epileptickych zachvaét ale ma v budoucnu i potenciélni vyuZiti ve farwtakapii €chto
onemocgni.

Praci jsme rozélili do dvou ¢asti.

2.1 Calretinin immunoreaktivni inhibi éni interneurony ve fokalnich
kortikalnich dysplaziich a v nemalformovaném tempoalnim neokortexu

u pacienti s farmakorezistentni epilepsii

Nasim cilem bylo:

1. Podat podrobny kvantitativni popis @mCR imunoreaktivni interneuronalni populace v

mozkové kie u pacient s farmakorezistentni epilepsii

a) v fiznych podtypech FCD

b) v nemalformovaném temporalnim neokortexu u tedpoepilepsie (NHHSTN)

2. Porovnat pipadné patologické z¢ny CR imunoreaktivni populace sive popsanym

Ubytkem PV imunoreaktivnich interneutiom FCD a nHSTN, a tim ziskat ucedgi
pohled na stav a dysfunkci interneuranttchto onemocéni.
neokortex, podle které jsou CR imunoreaktimtéineurony v porovnani s ostatnimi
interneuronalnimi populacemi (a zejména v poéo s PV imunoreaktivnimi

interneurony) odokjSi vici riznym patologickym vlium.
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2.2 Calretinin, parvalbumin a calbindin imunoreaktivni inhibiéni
interneurony Vv perirhinalnim kortexu a temporalni korové oblasti Te3V

u potkana

NaSim cilem bylo:

1. provést podrobnou kvalitativni, a zejména kvaiitihi analyzu inhikinich
interneurof v perirhinalnim kortexu (PRC) a Vifghlé neokortikalni oblasti Te3V u
potkana

2. Konfrontovat ziskané vysledky ggapokladem, podle kterého je popsana
masivni inhibice v perirhinalniike podmigna Fimo intrinsickou interneuronalni

vybavou této oblasti. V tontipadt by se interneuronalni vybava PRGElankvalitativrne
a/nebo kvantitativhliSit od korovych oblasti, kde podobayznamna inhikini aktivita

nebyla popsana (nasousedni area Te3V).
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Calretinin imunoreaktivni inhibi ¢ni interneurony ve fokalnich
kortikalnich dysplaziich a v nemalformovaném tempoalnim neokortexu

u pacienti s farmakorezistentni epilepsii

3.1.1 Material

Vzorky mozkové kiry byly ziskany peropeta¢ od 24 pacierit s farkamorezistentni
epilepsii kt&i podstoupili resekni neurochirurgicky zakrok (Neurochirurgické Kkligik
Fakultni nemocnice v Motole a v Wetini vojenské nemocnici Praha)éRdvé rozgti
pacienti bylo 5 az 50 let, median 21 let, 15 paciebylo Zenského a 9 muzského pohlavi.
VSechny operace byly provedené z terapeutickystodii. Po potvrzeni farmakorezistence
byla u vSech paciefntv ramci fedoperaniho programu provedena zéelem gFesného
stanoveni lokalizace a hranic epileptogenni zorgsabla série vySeni - klinické
vySeteni, analyzy semiologie zachuatEEG a zobrazovaci metody (magneticka
rezonance, MR spektroskopie, FDG-pozitronova entismografie, SPECT). Od vSech
pacienti resp. jejich zakonnych zastupbyl predoperané ziskan informovany souhlas a
svoleni k pouziti tk&h ktera nebyla sptgbovana vramci patologické diagnostiky,
k védeckym @elim. Protokol pokus byl schvalen etickou komisi Fakultni nemocnice v
Motole.

Ctrnact pacienit podstoupilo anteromedialni temporalni resekci, teré byl
odstragn amygdalohipokampalni komplex a zartemporopolarni neokortex. U vSech
téchto pacient byla naslednym histopatologickym vy&tim potvrzena fjtomnost
hipokampalni skler6zy. U sedmi z nich byla &e&ré v resekovaném neokortexiéitpmna
nékterd z forem fokalni kortikalni dysplazie, jednake tedy o dvoji patologii.
U deseti paciefit byla provedena limitovana kortikalni resekce —ek@ni odstragni
epileptogenni zény v mozkovéiie. U gti z téchto pacient se jednalo o temporalni
lokalizaci, u zbyvajicich @i o extratemporalni — uitfrontalni a po jedné v parietalni a
okcipitalni lokalizaci. U vSechéthto pacient byla nasled& neuropatologicky potvrzena
piitomnost w®kterého ztyp fokalni kortikalni dysplazie v resekovaném kortexu
U paciend, ktefi podstoupili resekci temporalniho laloku (anterdmai temporalni

resekce nebo limitovana kortikalni resekce tempdinal kortexu) byly pro péeby nasi
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studie vySaeny 4 tk&ove vzorky: jeden z oblasti temporalniho pélu ggunom z gyrus
temporalis superior, medius a inferior z oblasaz22,5 cm vzdélené od temporalniho polu.
U pacient, ktei podstoupili extratemporalni kortikalni resekcilyoyySeteny 4 vzorky

Z oblasti vykazujici zémy typické pro gkterou z forem FCD (tab. 1).

Jako kontroly byly pouzity vzorky z analogickych ladti ziskané kratce post
mortem od deviti pacieit ktefi zenteli na onemoa¥ni nepostihujici centralni nervovy
systém. Median &ku téchto pacient byl 55 let, ¥kové rozgti 11 az 69 let. Uit pacient
byly vzorky odebrany ze vSech vymtanych oblasti (frontalni, parietalni, okcipitakni
tempordélni kortex), vifpads temporalniho kortexu pak ze vSech lokalizaci agiaky
ke vzorkim od pacient s epilepsii (temporalni pél, gyrus temporalis sigoe medius a
inferior). U zbyvajicich Sesti paciéntoyly vzorky odebrany ze vSeattyi lokalizaci

v temporalnim kortexu.

3.1.2 Imunohistochemie

Resekovana tkabyla fixovana v 10% pufrovaném formolu a naskedalita do parafinu.
Na rot&nim mikrotomu (Leica) byly nakrdjeny 4 mikrometrying tezy. Z kazdého
tkanového bloku z kazdé lokalizace byly vybranye2y, vzdalené od sebe 50 mikronietr
Tyto i fezy spolu tvéli jeden ,vzorek®. Rezy byly deparafinovany a rehydratovany.
Tepelna revitalizace epitpbyla provedena v roztoku citratového pufréé pH 6,0
zahrivanim na teplotu 96°C ve vodni lazni po dobu 4@uniPo nasledném ochlazeni a
zablokovani endogenni peroxidazové aktivity bgyy ges noc inkubovanyipteplot 4

°C s mySi monoklonalni protilatkou proti calretinifklon 5A5, Novocastra Laboratories
Ltd., Newcastle, Velka Britanie) v koncentraci 101&Komplexy antigen-protilatka byly
detekovany pomoci biotin-streptavidin  deteiho systému (LSAB2 System,
DakoCytomation Co., Glostrup, Dansko, katalogdigto K0675). Finalni vizualizace byla
provedena za pomoci 3,3 -diaminobenzidinu (DAB,k&ILCChemie GmbH, Steinheim,
Némecko). VSechnyezy byly zarové lehce dobarveny hematoxylinem. Pro znaZoirn
histopatologickych charakteristik byly dalBzy nabarveny hematoxylinem-eozinem a
Nisslovym barvenim pomoci kresylvioleti. Jednalo sdgezy gimo sousedici &zy

barvenymi na calretinin.
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3.1.3 Vyhodnoceni histopatologickych a imunohisto@mickych vlastnosti
vySetrované tkang

VSechny tkéové vzorky byly nejprve vyS&ny neuropatologem (doc. MUDr. Josef
Zamenik, PhD.), ktery vyhodnotil patologické zny. V piipad prikazu fokalni
kortikalni dysplazie byl wen jeji typ dle Palminiho klasifikace (Palmini &t 2004), viz
kapitola 1.2.2.3. a (obr. 1).

Nasledovalo zhodnoceni kvality zpracovani vea u viech jednotlivych vzotk Rezy,
které nebyly kolmé k rovih povrchu mozkové iy byly vyrazeny. Steja tak byly

z dalSiho hodnoceni Ygzeny fezy s nestejnosmnou intenzitou imunoreakce fezu.
Nasledkem toho bylo u¢kterych paciert mozné pro dalSi hodnoceni pouzit érez
standardnétyti vzorky.

Kazdy vzorek byl na zakladhodnoceni neuropatologaraaen do jedné z nasledujicich
Sesti kategorii:

1. Kontrolni neokortex. Jak bylo uvedeno v kapitole 3.1.1., ti & celkem deviti
kontrolnich pacierit byly vzorky odebrany z vice lalék— po jednom vzorku
z frontalniho, parietédlniho a okcipitalniho laloku ¢tyii vzorky z temporélniho
laloku. U ostatnich Sesti paciéritylo odebrano pétyrech vzorcich z temporalniho
laloku. Kategorii kontrolni neokortex tak bylo m@&ngesSt rozclit na frontalni,
parietélni, okcipitalni a temporalni kontrolni nediex.

2. Nemalformovany temporalni neokortex u pacient s hipokampalni skler6zou(non-
malformed hippocampal sclerosis temporal neokorteidSTN)

3. FCD typu IA

4. FCD typu IB

5. FCD typu 1A

6. FCD typu IIB

Protoze sotasna pitomnost tiznych patologickych zegm u jednoho pacienta byl&inym
nalezem, jako zakladni jednotku pro kvantitativnalsizu a vzajemné porovnani jsme
pouzili vzorek a nikoli pacienta. Tentdgigtup ndm dale umoznil porovnat nalezy mezi

jednotlivymi gyry / neokortikalnimi oblastmi u nH8ITa kontrolniho neokortexu.
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U vSechiezi ze vzorki zachycujicich &ktery z typi FCD jsme se podrobnym srovnanim
sousednicltezi barvenych hematoxylinem-eosinem a kresylviolégdsgdcili o tom, Ze
piislusny imunohistochemicky barveigz skutén¢ zachycuje fislusny typ FCD.
Kvantitativni analyza byla provedena pomocicipeové obrazové analyzy
programem Cell*F od firmy Olympus a digitalni kamedlympus DP 70 fipojené k
mikroskopu Olympus BX 51. R@éani profii CR+ neurofi bylo provedeno zaslep&ntj.
bez znalosti korimé neuropatologické diagnozy u jednotlivych vZoikbez moZnosti
srovnani se sousedniniezy barvenymi hematoxylin-eozinem nebo kresylvioled
kazdého vzorku (tedy soustavyi fezi z jednoho tk#dového blgku) bylo ozn&eno
nékolik zajmovych oblastirégion of interest- ROI), pimérné pro jeden vzoreKtyfi.
Tyto byly vyfotografovany za pouziti objektivu 10RcEitaci rameéky (typicky jeden nebo
dva pro ROI; v piméru 4,2 pro vzorek) byly virtuathza pomoci programu umésty
v oblastech, ve kterych nebylo detekovano Zadrmeharecké poSkozentézu a ve kterych
se nevyskytovaly &tSi krevni cévy. Rimérna plocha oblasti vyS@ivané u jednoho vzorku
byla 21,9 £ 1,7 mm2 (fim¢r + S.E.M.,standard error of mearsnérodatna chyba odhadu
praméru). Hranice ram&ku (counting framg byly dany povrchem iy, hranici s bilou
hmotou v hloubce a d@wma liniemi kolmymi k povrchu kortexu po stranachse¢hny
rameky byly lokalizovany ve sednicasti b&ni stny mozkového zavitu nebo na povrchu
mozkového zavitu, stli zavit dostaténou tlougku, aby umoznil umighi pravouhlého,
nebo téndi pravouhlého ramiéu. Profily CR+ neurof byly manualg pocitané v kazdém
z rdmeka oddilene v jednotlivych korovych vrstvach. Bty imunopozitivnich neuran
byly vyjadieny jako neurondlni denzita, tedy¢pb imunopositivnich neurégnna mm?2
kortexu, nejprve pro korové vrstvy I, Il, I, INspol&né pro vrstvy V+VI, nasledé pak
jako celkovéa denzita v celé tldice kortexu.
Po ukoreni vyhodnocovani vsech vzarlbyly rezy s pditacim ramékem pgirazeny
k sousednimiezim barvenym hematoxylin-eozinem a Nisslovym barverdmilem
verifikovat stanoveni hranic korovych vrstev a ktiéni vSechtezi / vzorki do
jednotlivych kategorii.
Kvili vyrazné porusSe laminace @&tginy vzorki FCD typu Il nebylo mozné spolehéiv
stanovit hranice jednotlivych korovych vrstev. Aato divodu byla denzita CR+ neurdn
u této kategorie vyjagna jenom jako celkova denzita pro celou tikuskortexu.
Na zavr byly hodnoty ziskané v jednotlivych rateéch na vSecliezech daného vzorku

vyjadieny jako p@imérna hodnota pro dany vzorek a tyto hodnoty ze vSextrki
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jednotlivych kategorii byly vyjagny jako pémérna hodnota + S.E.M. pro jednotlivou
kategorii.

3.1.4 Statistické zhodnoceni

Nasledovalo statistické zhodnoceni rozdibdnot mezi jednotlivymi kategoriemi pomoci
testu na analyzu rozptylu (ANOVA analysis of variandea nasledéi mnohonasobného
srovnavaciho testu Tukey-Kramer. Rozdily, u kterfgta p-hodnotagrobability valué

< 0,05 byly hodnoceny jako statisticky vyznamné.

3.2 Calretinin, parvalboumin a calbindin imunoreaktivni neurony

v perirhinalnim kortexu a v temporalni asociani oblasti Te3V u potkana

3.2.1 Zv¥ata

Pro tuto studii byly pouzity mozky osmi potkarkmene Wistar (samci) oglesné
hmotnosti 350 az 400 grdm

Zvitata byla chovana za standardnich podminek (cyktubabin s¥tlo / 12 hodin tma,
teplota vzduchu 22 + 1°C, vlhkost vzduchu 50 — 60vény pristup k vod a potrag).
Experimenty byly schvaleny Odbornou komisi Fyziadgho tstavu AYR, v.v.i. a byly
provedeny v souladu s platnymi zékony. Fyziologiakstav AVCR je akreditovanym
pracovisém pro praci s laboratornimi zaity (Akreditacet.: 36215/2008-10001, platnost
do prosince 2013) i pro chov laboratornichiawi(Akreditace¢.: 36215/2008-10001 s
platnosti do prosince 2013).

3.2.2 Kiprava materiélu

Potkariim byla podana nadéméa davka uretanu (2 g/kg intraperiton€qlrpo preparaci

hrudniho koSe a zavedeni intraaortalniho katétlucbyni systém perfundovan 0.01 M
fosfatovym pufrem s pH 7,4 a naslédd% paraformaldehydem v roztoku 0,1 M
fosfatového pufru s pH 7,4. Mozky byly opatrm celku vypreparovany z lebni dutiny,

postfixovany v pufrovaném 4% paraformaldehydu pbuwd&i hodin a poté viozeny do
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vzestupn&ady sacharosy (10%, 20%. 30%) v PBS (fosfatovy pufhloridem sodnym;
PBS -phosphate buffered salingii 4°C. Mozky byly nasledh zamrazeny na suchém

ledu a néezany na 5@m silné koronarnfezy na kryostatu Leica CM 1900.

3.2.3 Imunohistochemické barveni

Sousedni sériové koronarfézy byly v sériich ,jeden z&i* nabarveny 1) kresylvioleti
podle Nissla, 2) imunohistochemicky naikasiz CR, 3) na fikaz PV a 4) na jikaz CB.
Paty ez z kazdé série nebyl zpracovan a byl archivovan gipadné dalSi pouZiti.
Vznikly tedy za sebou nésledujici série gt pO um silnychitezech, kdy mezi d¥ma za
sebou nasledujicinfezy nabarvenymi stejnym barvenim byla vzdaleno$t#h. Timto
zpiasobem byl zpracovan vzdy cely mozek.

Imunohistochemie na fkaz CaBP byla provedena nésledujicimisgbem:iezy byly
postupr inkubovany metodou free-floating v 0,15%®4 v PBS po dobu deseti minut,
proplachnuty 5 krat v PBS, permeabilizovany s 0,Bfittonem X100 a néaslednjednu
hodinu inkubovany # pokojové teplat v blokovacim roztoku obsahujicim 2 %
normalniho kaského séra (Vector Laboratories, Burlinghame, CBAY) Rezy byly dale
inkubovany s primarni protildtkou (mysi anti-PV noi&itonalni protilatka, Millipore,
fedni 1:10000, nebo mysSi anti-CR monoklonalni prdtdatMillipore, fedni 1:8000,
nebo mysi anti-CB monoklonalni protilatka, Swaieikni 1:10000) v PBS obsahujicim
1,5 % normalniho kitského séra a 0,1 % Tritonu X100 po dobu 48 hotiteplot 4°C a
potom proplachnutydtkrat v PBS Rezy byly dale inkubovany jednu hodinii pokojové
teplo€ se sekundarni protilatkou (biotinylovanounkkou protilatkou proti mySimu
antigenu, Vector)fednou 1:50 v PBS obsahujicim 1,5 % normalnih@éiského séra.
Nasled® byly fezy proplachnuty gkrat v PBS, inkubovany jednu hodinti pokojové
teplo€ s Avidin-Biotin komplexem (Vectastatin Kit, Vec)aa po proplachnuti inkubovany
8 minut s roztokem 0,02% diaminobenzidinu a 0,054+ PBS. Poté bylyfezy
naneseny na Zelatinou pokryta standardni podlokiiéka, dehydratovany afigryty
krycim sklickem.

Barveniiezi Nisslovym barvenim a imunohistochemické barveniQR, PV a CB je

znézorgno na (obr. 4).
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3.2.4 Ohrankeni korovych oblasti a vrstev

Cytoarchitektonické charakteristiky vyE®tané oblasti péeébné pro stanoveni hranic
perirhinalnich korovych poli 35 a 36 byly podrébpopsany v praci R. Burwell a
spolupracovnik (Burwell, 2001). \étSinu jimi popsanych detdilbylo mozné naezech
barvenych Nisslovym barvenim spolelilidetekovat. Narezech barvenych na tkaz
CaBP a zvla$ na fezech imunoreaktivnich na CR a PV jsme identifikio\dalSi
strukturalni charakteristiky umaogjici presrgjSi stanoveni hranic jednotlivych oblasti,
které budou popsany ve vysledcich.

V rostrokaudalnim sgmu byla kvantitativni analyza provedena v rozsatu paiblizné
-2,75 mm po fblizn¢ -7,0 mm AP (anteroposteriagthod Bregmatu, stanoveno podle
atlasu (Paxinos a Watson, 2007). VySean byl tedy térx cely PRC, tak jak byl
definovan v uvedené studii (Burwell, 2001).

Hranice temporalni neokortikalni oblasti Te3V bystanoveny na zakléd popisu
podaného v praci (Zilles a Wree 1995). Tato areaopasti pasu asoaiaiho kortexu,
ktery je rozprosen kolem primarni sluchové kortikalni oblasti T®1jeho nejrostralgsi
casti fechazi ventrakhuloZzena area Te3V bez ja&sviditelné cytoarchitektonické hranice
do dorzélg od ni lokalizované oblasti Te3R. Tato m&kst oblasti Te3V byla wata

z kvantitativniho hodnoceni neuronalni denzity. &f§@d/anacast oblasti Te3V byla tedy
omezena na rostrokaudalni interval od AP -3,5 mmie6,0 mm.

Pro ndzorné zobrazeni hranic vydganych oblasti n&ezech @iznych rostrokaudalnich
arovni viz (obr. 5).

Alternativni ¢leréni vySetovaného korového regionu bylo popsano v (Palomero-
Gallagher a Zilles, 2004). Podle tohaienéni mize byt oblast Te3V dale roddna na
ventralre uloZzenou multimodalni asociai oblast TeV (alternativn nazyvana TEv) a
dorzalrg od ni leZici unimodalni auditorni asagiaoblast Te3V. Totéleréni je zaloZzeno
primarre na vysledcich elektrofyziologickych studii a pronendlo morfologicky
korelat na nami pouzitém materialu, nebylo ho mazoidednit. V nasi praci popisovana

oblast Te3V tedy zahrnovala unimodalni i multimadasociani kortex.

3.2.5 Kvalitativni analyza

Kvalitativni analyza — hodnoceni cytoarchitektonikyimunoreaktivity v jednotlivych

areach a vrstvach a nakonec hodnoceni somatodekélrihorfologie imunoreaktivnich
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neuror — byla provedena nd&ezech barvenych Nisslovym barvenim a iezech
imunoreaktivnich na CR, PV a CB za pomoci progrgmu analyzu obrazu (Cell*F,
Olympus) a digitalni kamery Olympus DP 78ppjené k mikroskopu Olympus BX 51.

Kvalitativni analyza byla provedena na obou hemdsfi.
3.2.6 Kvantitativni analyza
3.2.6.1 Denzitometrické hodnoceni

Denzitometricka analyza imunoreaktivity neuropili @R, PV a CB v korovych oblastech
35, 36 a Te3V bhyla provedena na koronarnfehech ze it rovnongrné vzdalenych
rostrokaudalnich drovni (AP -3,96 mm, AP -5,04 mmAR -6,00 mm od Bregmatu).
Snimky byly zhotoveny za pomoci programu na zpranowebrazu QuickPHOTO MICRO
2.3., Promicra) a digitalni kamery DP 7#8pwjené na mikroskop Olympus BX 51. Pro
tento wel byl pouzit objektiv s 10x z¥Senim. Abychom zabranili rozdih v intenzi¢
oswtleni, vSechny snimky byly pazeny @i stejném nastaveni intenzity @&teni na
mikroskopu a i manualg nastavené fixni expaaii dok& kamery. Snimky byly nasledn
konvertovany na snimky v odstinech Sedé.

Denzitometrické hodnoceni bylo provedeno za porpomjramu pro kvantitativni analyzu
optické denzity v biologické tkani (Denzita, MBFd3ctience -MicroBrightField, Inc.).

Pro kalibraci hodnot luminance (Uravfasu) a pro umo&mi vypaitu relativni optické
denzity (ROD) byly pouzity snimky kalibtaiho prouzku s oblastmi s definovanou

hodnotou odstinu Sedé. Relativni opticka denzitasygyoétena pomoci vzorce:

1 n
ROD, = N_ E . 0910(_
i=0

kde F je hodnota odstinu Sedé na pozadi (F = 5%, hodnota odstinu Sedé daného
pixelu / pixeli a N vyjaduje paet pixeli. Nizké hodnoty ROD znamenaji, Z&ep tka
prochazi vice sitla a vysoké hodnoty naopak, Ze je viéte pohlceno v tkani a tudiz
neni zachyceno kamerou.

Za pouziti regresniipmky byla vyp@tena ROD pro kazdou zkoumanou oblast na vSech
pro tento del pouzitychrezech. Korova vrstva | byla vyléend z denzitometrické

analyzy. Abychom eliminovali mozny vlivifpadné mira odliSné intenzity imunobarveni
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mezi jednotlivymifezy a mezi jednotlivymi zvaty, ROD byla korigovana vytenim
hodnot namtenych v jednotlivych vyS&dvanych oblastech hodnotou n&enou v corpus
callosum na stejnénezu. Tato korigovana relativni optickad denzita (ERQumoznila
porovnani nagienych hodnot mezi jednotlivyniezy a zuvfaty. Corpus callosum bylo
vybrdno jako referemi struktura, protoZze vykazuje jenom velmi nizkautenzitu
imunobarveni na CR, PV a CB a protoZe méardalefinované ohraéeni.

3.2.6.2 Stereologicka analyza

Pro stanoveni interneurondlni a celkové neurondémizity byla pouzitd stereologicka
analyza, umaiujici presny vypdéet patu objekti (v tomto gipact neurorii) v daném
objemu tkam pii analyze omezenéasti celkového objemu. Principy, ze kterych tato
komplexni metodika vychazi a detailni popis s ¥jienmim vypdti uvadi West et al.
(1991).

Pouzit byl mikroskop Olympus BX 50 vybaveny motornanym stolkem a
stereologickym systémem CAST Grid verze 2.1.5.81{tplus, 1999). Celkova neuronalni
denzita byla n‘ena narezech barvenych podle Nissla. ¥pac perirhinalniho kortexu
bylo u kazdého zvéte (6 zviat) pouzito 17 az 18 koronarnit¢ezi, vzdalenych od sebe
vzdy 250um, ve vySe zmigném rostrokaudalnim intervalu AP -2,75 mm az AR +im.
Neurony byly pgitany na kazdém druhém &htotezi, kdy jako prvni vyhodnoceniez
byl vZzdy po nahodném v¢bu pouzit prvni nebo druhytez z rostrainiho konce
vySefovaného AP intervalu. Celkem tedy bylo u kazdéhisere vyhodnoceno 8 nebo 9
fezi barvenych podle Nissla. \fipad arei Te3V byla pouzita identicka metoda s jedinym
rozdilem: vzhledem k menSimu rostrokaudalnimu tozsaySetované oblasti bylo
vyhodnoceno celkem 5 aZzéz1 u kazdého zvete.

Rozméry pomocné r¥izky a optického disektoru bylytfigpasobeny zvlas pro kazdou

z vySetovanych oblasti, aby bylo dosaZeno relatikonstantniho p#iu pcsitanych
neurorii a koeficientu chyby< 0,1 (oefficient of error— CE) (Gundersen and Jensen,
1987). Rozmary pomocneé rfizky byly 133,2 x 133,2um pro areu 35 a 172 x 1{&n pro
arey 36 a Te3V. V ramci kazdého posuvué&abmikroskopu po pomocnéfiice byly
spaitany neurony (fesrgji jadra neurof) ve vytezu o rozmrech 25,79 x 34,4um
(opticky disektor). Neuronalni jadra bylagi@na v celé tlouEetezu za pouziti imerzniho
objektivu 0 z¢tSeni 100x (numerick& apertura 1,35). Vylena byla jenom ta jadra, ktera
byla @i postupném feostovani podél osy zaostena jiz na hornim povrchu danérezu.
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Neuroglie a endotelialni iy nebyly p&itany. V perirhinalnim kortexu nebylo mozné na
nami pouzitém materialu identifikovat s jistotowahice mezi korovymi vrstvami Il a Ill a
stejreé i mezi korovymi vrstvami V a VI. Proto byly neurppatitany pro vrstvy 1+l (1l

az IV v oblasti Te3V) a pro vrstvy V+VI a nakonamsarreé ve vSech vrstvach (Il az V).
Kortikalni vrstva | nebyla hodnocena vzhledem kwielnizkému potu interneuron
imunopozitivnich na CR, PV a CB.r&levSim PV+ a CB+ interneurony ve visty
prakticky nejsou fitomny (obr. 8).

Celkovy pa@et neurof v kazdé z vySébvanych oblasti -N (presreji ve frakci kazdé

oblasti, zavzaté do kvantitativniho hodnoceni)uyocten podle vzorce :

N = 2Q x 1/ssf x 1/asf x 1/tsf

kde section sampling fractiofssf podil fezi zavzatych do hodnoceni z celkovéh@tpo
fezi obsahujicich gitez danou oblasti) byla 1/1@rea sampling fraction(asf povrch
optického disektoru v rovinacky / povrch jednohaitverce pomocné tizky) byla 0,05
v pripact arey 35 a 0,03 vifpadt arei 36 a Te3V a nakonéssue sampling fractioftsf,
tlou&’ka fezu / vySka optického disektoru v ro¥in) byla 1.2Q ozna&uje sodet neurofi
piimo paitanych v jednotlivych optickych disektorech. Calioneuronalni denzita byla
nasledg vypoitena vydlenim celkového p&iu neurom vypoiteného dle popsaného
vzorce celkovym objemem tk&rve kterém byly tyto neurony pidany. Celkovy objem

tkare byl vypaiten podle vzorce:

2 povrchi vSech vyzn&nych oblasti zajmu v kazdésru (tedy povrchu dané oblasti na

konkrétnimyezu) x interval mezi jednotlivyfezy x tloudkarezi

Pro paitani interneurof byla pouZzita miré poznénénd metoda. Byl pouZit stejny
pocet fezi jako @i hodnoceni celkové neuronalni denzigsf se tedy rovnala 1/10.
Imunoreaktivita cytoplasmy v neuronech imunoreaktih na CR a PV byla obetn
vysoka a neZdka i vySSi nez imunoreaktivita jadra. Z tohotivadu byla @i pocitani
detekovana celd neuronalni somata a ne pouze [@géa.byla proostena cela tlouka
fezu (sf = 1) a neurony, jejichz soma bylo zaesb jiZ na hornim povrchu danékezu
byly vylouceny z hodnoceni. Vzhledem Kk relattvimalému pétu imunoreaktivnich
neurorii ve vySetovanych oblastech byly zagithny vSechny imunoreaktivni neurony

v hodnocené oblasti na kazdém hodnocetiépu, i pouZziti 40x imerzniho objektivu
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(numerickd apertura 1,0), tedpasf = 1 (mySleno vzhledem k malému &
imunoreaktivnich neur@gnne oproti jinym korovym oblastem, ale malému ppdatréni
béZného stereologického postupu, kdy jegqelkow velkém pdtu paitanych objeki za
pomoci optického disektoruimo hodnocena jenom malast z celkové zajmové oblasti,
viz vySe — hodnoceni celkové neuronalni denzityerheuronalni denzita byla vyfiena
stejnym postupem jako celkova neuronalni denzita.

Kvantitativni analyza (denzitometricka a stereat&gi analyza) byla provedena na pravé

mozkové hemisi@.

3.2.6.3 Statistické hodnoceni

Analyza variance (ANOVA) nasledovana Tukey-Kramaeitiple comparison testem byla
pouzita pro vyhodnoceni statistické vyznamnostidilézv korigované relativni optické

denzig, celkové neuronalni i interneuronalni deéztprocentualnich podilinterneurog.

P hodnoty 0,05 byly hodnoceny jako statisticky vyznamné.
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4. VYSLEDKY

4.1 Calretinin imunoreaktivni inhibi ¢ni interneurony ve fokalnich
kortikalnich dysplaziich a v nemalformovaném tempoalnim neokortexu

u pacienti s farmakorezistentni epilepsii

Jako kontrolni material bylo v této studii pouZetavyhodnoceno 28 vzoikiemporalniho,
3 vzorky frontalniho, 3 vzorky parietalniho a 3 ®ap okcipitalniho kontrolniho
neokortexu. Dale bylo vyhodnoceno 30 vZAorkhemalformovaného temporalniho
neokortexu paciefits hipokampalni skler6zou (nHSTN), 21 vzipikCD typu | ( 10 typu
IA a 11 typu IB) a 22 vzork FCD typu Il (8 typu IIA a 14 typu 1IB). Celka@vbylo
analyzovano 110 tkévych vzorki. (tab. 1.)

4.1.1 Distribuce imunoreaktivity calretininu
4.1.1.1 Kontrolni neokortex

CR imunoreaktivni neurony byly lokalizovanyepazrié v korovych vrstvach Il a lll.
VSechny imunoreaktivni neurony vykazovaly jinou pgEamidovou morfologii, népsgji
se jednalo o vertikatn orientované fusiformni Wiky s bipolarni nebo ,bitufted"
dendritickou morfologii (obr. 6A, D, obr. 7A). Mé&matetné byly multipolarni neurony
(obr. 7B). V prvni korové vrstvbylo mozné morfologicky rozliSit dva typy CR+ neui:
prvnim typem byly vertikalé orientované bipolarni nebo ,bitufted“ neurony (oGD).
Tyto neurony se nachazelygvazr v hlubsSicasti prvni kortikalni vrstvy a morfologii se
neliSily od CR+ neurainve druhé vrst. Druha populace obsahoval&si buiky uloZzené
subpiéli. Somatodendriticka morfologi€éahto neurof byla pozorovatelna jenom u malé
¢asti z nich, pevladaly buky s bipolarnimi, horizontathorientovanymi dendrity, v mensi
mite byly zastoupeny jiné morfologické typy (obr. 7E). Tento buicny typ
pravdpodobré reprezentuje Cajal — Retziusovy neurony, kteryBina vymizi véasném
postnatalnim obdobi a jen maiist persistuje do doslpsti (Belichenko et al., 1995). Tyto
neurony byly v nami vyhodnocovaném materialu sicavidelnym, ale malotastym

nalezem.
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Vyskyt CR+ neurofi v hlubSich korovych vrstvach byl celkbwizky. Podob#é jako

v supragranularnich vrstvachjepladaly vertikald orientované bipolarni a ,bitufted”
neurony i Vv infragranularnich vrstvach kontrolnilmeokortexu (obr. 7C). Qhasnym
nalezem byly horizontaénorientované bipolarni CR+ neurony v subkortikdfié hmo#
(obr. 7G).

Imunoreaktivita neuropilu byla nejvyragfi v supragranuléarnich vrstvach a zejména ve
vrstw |, kde bylo mozné pozorovaetné drobné granulace (puncta) CR imuonoreaktivity,
které jsou ztota¥ovany s terminalnimi boutony nebo s preterminalniaxionalnimi
zakoréenimi. Pgetna vertikald orientovana CR+ vlakna byl&ifpmna ve vrstvach 1l az
IV a nékdy vybihala do infragranularnich vrstev.

Mezi vzorky z jednotlivych mozkovych lalék respektive z jednotlivych gyr
temporalniho laloku, nebyl prokazan zadny zasasalitiativni rozdil v korové distribuci

CR+ neurofd a v imunoreaktivit neuropilu.

4.1.1.2 Nemalformovany temporalni neokortex u patie s hipokampalni skler6zou

Celkové rozloZeni imunoreaktivity calretininu byl@ vzorcich nHSTN identické s jiz
popsanym nalezem v kontrolnim neokortexu. Celkastiiduce CR+ interneurdna jejich
morfologie byly shodné se situaci u kontrol. Nickhgésme prokazali jeden rozdil. U
nékterych NnHSTN vzork jsme pozorovali slab se barvici pyramidové neurony ve
vrstvach Il az V (obr. 7H). Stejné neurony bylo Zné vzaca najit i v rekolika malo
vzorcich FCD typu |, ale nikdy u kontrolniho nedlexu ani ve vzorcich FCD typu Il.
ProtoZze tyto neurony morfologii neodpovidaly inwmorim a jejich pdet byl

zanedbatelny, nebyly zavzaty do kvantitativnihortamni CR+ interneurdn

4.1.1.3 Fokalni kortikélni dysplazie

Charakteristicka distribuce CR+ neutiors nejvyssi denzitou ve vrstvach 1l a |l
pozorovana v kontrolnim neokortexu i ve vzorcichSAM byla zachovana i ve vzorcich
FCD (FCD IA: obr. 6B; FCD I1IB: obr. 2C). Dokoncevé vzorcich FCD typu Il

s vyznamgd naruSenou laminarni organizaairk na morfologické Urovni byla nejvyssi
denzita CR+ neurdn pozorovana v povrchnéasti kortexu, ktera by za normalnich

okolnosti giblizn¢ odpovidala supragranularnim vrstvam Il a lll (c@i(C).
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Intenzita zbarveni neuropilu i neurondlnich peawkabyla v porovnéni s kontrolnimi
vzorky a s nHSTN vzorky napaénizsi a to jak u FCD typu |, tak jéStyrazrgji u vzorka
FCD typu Il (FCD IA: obr. 6E; FCD IIB: obr. 6F). [dezorovali jsme Zadné rozdily v CR
imunoreaktivit mezi A a B podtypy obou typFCD (typ | a typ II). Podokhjako u
NHSTN byly velké CR+ neurony v povrchédsti vrstvy | (pravépodobré odpovidajici
Cajal-Retziusovym hikdm) u vzork FCD typu I¢asgjSi nez v kontrolnim neokortexu.
Aberantni buiky charakteristické pro FCD (nezralé a obrovskéromy u FCD typu | —
obr. 1A, D, a navic dysmorfni neurony a balonowitdky u FCD typu Il — obr. 1E, F)
nebyly v Zzadném z vySeivanych pipadi CR imunoreaktivni.

4.1.2 Denzita CR+ neurod

Denzita CR+ neuranbyla neéfena u vSech typvzorki (s vyjimkou vzork FCD typu II)
zvla® v jednotlivych korovych vrstvach (1, Il, Ill, IW+VI) a nasleds sumarg pro celou
tlou&’ku kary. Hodnoty naréiené v celé tlou¥e kiry budou diskutovany v nasledujicim
textu, hodnoty z jednotlivych vrstev jsou uvedenyabulce 2. Procentualni vyjéhi
hodnot ziskanych v jednotlivych typech vzérpri porovnani s kontrolnim neokortexem)

je uvedeno v grafu 1.

4.1.2.1 Kontrolni neokortex

NejvySSi denzita CR+ neurdibyla znétena v kontrolnim neokortexu (34,3 £ 0,9 nedron
na mmz, n = 37, n = @et vySetenych vzork). Neprokazali jsme Zadny signifikantni
rozdil v celkové denzitCR+ neurof mezi parietalnim (32,4 + 1,8; n = 3), okcipitalnim
(33,5 +£0,9; n = 3) atemporalnim (35,5 £ 1,0; 28} neokortexem. Ve frontalnim kortexu
byla ale narfena denzita CR+ neurdn(26,4 + 1,2; n = 3) vyznangnnizSi oproti
zbyvajicim tem vySetovanym lalokm (p < 0,01 @i porovnani s parietalnim a
okcipitalnim, a p <0,0001 pi porovnani s temporalnim neokortexem). Abychonmowili
mozny vliv rozdili v barveni, ¥ku pacieni, intervalu zpracovani post mortem apod.,
provedli jsme separatni porovnani celkové denzRy@euroii ve vzorcich z frontalniho,
parietalniho, okcipitalnino a temporalniho neokanteod i kontrolnich subjekt, u
kterych byly k dispozici vzorky ze vSecttyi vySetovanych lalok. | toto nEieni
potvrdilo, Ze mezi temporalnim kortexem (33,5 +; M8 3) a parietédlnim a okcipitalnim
kortexem nejsou signifikantni rozdily v derziiCR+ neurof, kdeZto hodnoty ve

38



front&lnim laloku byly niZ8i nez véech zbyvajicich lalocich (g 0,0001). V temporalnim
laloku nebyly zaznamenany Zzadné statisticky vyzramnwzdily v hodnotach naffenych

v gyrus temporalis superior, medius a inferior.

4.1.2.2Nemalformovany temporalni neokortex u paciéns hipokampalni sklerézou

Celkova denzita CR+ neurdrv celé tlousce nHSTN kortexu byla 34,0 £ 1,8 (n = 30) a
nelisila se tedy vyznamdnod hodnot v kontrolnim temporalnim neokortexu. Mziem

k variabilitt denzity CR+ neurain mezi jednotlivymi laloky u kontrol jsme pro srowméa

s NHSTN pouzili pouze kontrolni vzorky z temporammialoku.

Stejre jako u kontrol, ani u NHSTN jsme nepozorovaliistatky vyznamné rozdily v CR+

neuronalni denzitmezi vzorky z gyrus temporalis superior, mediusfarior.

4.1.2.3 Fokalni kortikalni dysplazie typu |

Pramérna denzita CR+ neurén(25,1 + 1,3; n = 21), #feno v celé tlouXe kortexu,
piedstavovala 73,2 % z hodnot ziskanych v kontrolmaterialu. Pokles byl statisticky
vyznamny (p< 0,0001). Po rozfleni na podtypy FCD IA a IB (rozdil v dengiinezi nimi
nebyl statisticky vyznamny) se ukazalo, Zze den@i+ neurod ve vzorcich FCD IA
(26,1 +2,4;,n=10) i FCD IB (24,2 £ 1,4; n = 158 statisticky vyznannisi od kontrol
(p < 0,0001 u obou podtyy).

Dale byly hodnoceny zvl&Svzorky FCD typu | z jednotlivych lalagk Primérna denzita
CR+ neurod v temporalnich FCD typu | (25,2 £ 1,4; n = 19) negentovala 70,1 %
z hodnot v temporalnim kontrolnim kortexu, poklgs diatisticky vyznamny (g 0,0001).
U parietalnich FCD typu | vzoikreprezentovala zéhena CR+ neuronalni denzita (21,7 +
1,7, n = 2) 66,9 % z hodnot ziskanych v kontrolnparietalnim kortexu. Vzhledem
k malému poétu vzorki parietdlnich FCD typu | nebylo mozné provést statké

zhodnoceni.

4.1.2.4 Fokalni kortikélni dysplazie typu Il

Denzita CR+ neuranv FCD typu Il (16,7 £ 1,0; n = 22) byla v porovia&kontrolnim
materialem statisticky vyznarmarsnizena (p< 0,0001) a pedstavovala 48,7 % z hodnoty

nantiené v kontrolnim neokortexu. Rozdil mezi hodnotaenvzorcich FCD typu | a FCD
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typu Il byl rovnéz statisticky vyznamny (p = 0,011). St&jjako u FCD typu |, ani u
vzorki FCD typu Il jsme nepozorovali vyznamny rozdil mbeaidnotami v podtypech 1A
(175+2,2;n=8)allB (16,2 £ 1,0; n = 14).

Nasledovalo selektivni porovnani vzarkCD Il z jednotlivych lalok. Pimérna denzita
CR+ neurofi v temporalnich FCD typu Il (17,9 + 0,8; n = 8) W@ 50,4 % z hodnot
v temporalnim kontrolnim kortexu, pokles byl statisy vyznamny (p< 0,0001). Podohin

I pramérna denzita ve frontalnich FCD typu Il (14,3 £ 1nlys 12) pedstavovala 54,2 %
z hodnot ve frontalnim kontrolnim kortexu (sign#ikni rozdil, p< 0.001). Pokles denzity
v okcipitalnich FCD typu Il (26,1 £ 3,6; n = 2) byiizSi, denzita dosahovala 77,9 %
z hodnot ziskanych v okcipitalnim kontrolnim komdexMaly paet vzorki neumoznil

statistické zhodnoceni.
4.1.3 Denzita CR+ neuroi — SOUHRN

Uké&zali jsme, Ze zatimco v nHSTN vzorcich se den@R+ neuroh neliSila od hodnot
nantienych v kontrolnim materialu, u vzdrkokalnich kortikalnich dysplazii byla denzita
CR+ neuroai signifikantrg nizSi (73,2 % u FCD typu | a 48,7 % u FCD typudproti

kontrolnimu neokortexu ze stejné lokality (graf 1).

4.2 Calretinin, parvalboumin a calbindin imunoreaktivni neurony

v perirhinalnim kortexu a v temporalni asociani oblasti Te3V u potkana

4.2.1 Obecné charakteristika imunoreaktivity calretninu, parvalbuminu a calbindinu
Hranice kortikalnich oblasti, tak jak jsme je naupitdém materialu stanovili na zakkad
charakteristik popsanych ve studii Burwell-ové (2D0a také na zakl&d rozdil

v imunohistochemickém barveni (popsanych nize)) oazorgny na (obr. 5). Obecné
charakteristiky imunohistochemického barveni, tak pudou popséany v nésledujicim
oddilu, jsou znazogmy na (obr. 4 a 8).
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4.2.1.1 Calretinin

Celkova intenzita imunoreaktivity calretininu v PR®la zn&n¢ vysSi nez v sousednim
entorhinalnim kortexu. Vyrazny a nahly pokles CRuimoreaktivity na hranici mezi
entorhindlni a perirhinalnitkou spolehli¢ vymezuje ventralni hranici perirhinalnany.
VysSi intenzita CR barveni v korové vrsthcharakteristickd pro vSechny korové oblasti
byla. v PRC a obzvlaStv arei 35 je&t napadwjSi nez v sousednim temporalnim
neokortexu. V arei 35 byla intenzita barveni vetwash I, 1ll, V a VI (area 35 nema
vyvinutou Zetelnou korovou vrstvu V) relatignhomogenni s jenom lehce vyra@i
imunoreaktivitou neuropilu ve spodeasti vrstvy Il a ve spodriasti vrstvy VI. V arei 36
vykazovala imunoreaktivita trilaminarni ugpdani se zriamé vysSi intenzitou ve vrstvach
[, spodni vrst¥ Il a vrstw IV a spodnicasti vrstvy VI a niZsi intenzitou ve vrstvach lI,

7 vz

povrchni ¢asti vrstvy Il a ve vrst V. Temporélni area Te3V vykazovala obdobné
trilaminarni usptddani CR imunoreaktivity, ale s niZSi intenzitou w&ch korovych
vrstvach. Pokles imunoreaktivity na hranici obl&&ia Te3V byl méhvyrazny nez vyse
popsany pokles na hranici entorhinalniho kortexarey 35. Hranice mezi areou Te3V a
dale dorzala uloZzenou priméarni sluchovouuttou (area Tel) byla napadna dalSim
poklesem CR imunoreaktivity afgdevSim vymizenim pruhu vySSi imunoreaktivity
v hlubsicasti vrstvy Il a ve vrsw V.

Nepozorovali jsme signifikantni rozdil v charaktera vintenzié CR
imunoreaktivity podél rostrokaudalni osy PRC (d)t. Rostralgji uloZzend inzularni &ra
se odliSovala od PRC nizsi intenzitou zbarveni ofjenlehce vysSi nez v sousedni
entorhinalni ke a v sousednim neokortexu), a takiéopnnosti claustra, nachazejiciho se
pod vrstvou VI inzularniho kortexu. Hranici PRC auklalrji ulozenym postrhinalnim
kortexem nebylo spolehkv mozné wit na CR imunoreaktivnichiezech, vzhledem
k tomu, Ze postrhinalni kortex vykazoval pod®hiysokou Urové imunopozitivity jako
sousedni PRC. Dale, st&jjako v arei 36 vé&m byl pozorovan pruh vysoké intenzity

barveni v hlubokéasti vrstvy Ill a ve vrs& V.

4.2.1.2 Parvalbumin

Na rozdil odiezi barvenych na jikaz CR byla na materialu barveném nékpz PV
v PRC pozorovana vyragmizsi intenzita zbarveni v porovnani se sousedturkinalni

karou a sousednim temporalnim neokortexem. Korovévars v PRC a v arei Te3V
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vykazovala jenom velmi slabou PV imunoreakci. Vi @88 byla fitomna jenom nizka
intenzita barveni ve vrstvach Il a Ikjmz se tato area vyragrodliSovala od sousedni
lateralni entorhinalnidcy, pro kterou je typicka vysoka intenzita barveai ptikaz PV

v povrchnich vrstvach. Tenky pruh vysoké intenty konstantg piitomen ve vrsty V

(v jeji povrchrjsi ¢asti). V hluboké vrsty V a ve vrst¢ VI byla intenzita PV barveni
nizka, obdob# jako ve vrstvach Il a lll. V arei 36 intenzita imapozitivity oproti arei 35
mirn¢ stoupala ve vrstvach II-1V (obzvi&te vrste 1) a mére vyrazre i ve vrste VI. Se
zvysujici se tlougkou kiry (ve snéru od arey 35 k temporalnimu neokortexu) se pruh
vysoké intenzity barveni ve vrstW postupg rozSikoval. V oblasti Te3V jsme pozorovali
dalSi postupny vzestup imunopozitivity v hlubokéstw Il a ve vrst¢ IV a mérk
vyrazny, ale porrné nahly vzestup ve vrstvVI. Hranici mezi areou Te3V a primarni
sluchovou krou nebylo mozné nigezech barvenych naikaz PV rozlisit.

Podobi jako u materialu barveném naikaz CR, nebyl zaznamenén vyr&gn rozdil v
PV imunoreaktivi¢ podél rostrokaudalni osy PRC (obr. 9). Intenzaavbni v rostralgji
ulozené inzularni e byla lehce vysSSi nez v navazujicim PRC. DistebueV
imunoreaktivity byla ale velice podobna a neuttidala spolehlivé stanoveni hranice
mezi inzularni krou a PRC. Stejh nebylo mozné uit hranici PRC s kaudédn
navazujicim postrhindlnim kortexem, ve kterém byitgmen podobny vzor PV

imunoreaktivity jako v PRC.

4.2.1.3 Calbindin

Ve vrst@ | byla nalezena stdre vysoka intenzita barveni nadpaz CB. Nejvyssi
intenzitu imunoreaktivity vykazovala vrstva Il, ad sneérem do hloubky kortexu se
intenzita postuphznizovala s nejnizsi hodnotou ve viswi. Podobny vzor byl nalezen i
v sousedni entorhinalniike a v neokortexu. Hranice mezi areou 35 a entdrfiitkérou
byla viditelna diky nahlému poklesu CB imunoreaikyiwe vrstw¥ | v entorhinélni kie a
vzhledem k mé# vyraznému poklesu v ostatnich vrstvach entorhiniéiny v porovnani
s PRC. Na hranici mezi areami 35 a 36 se objeuih pyrazrijSiho barveni ve vrstvV,
ktery z arey 36 plynulefpchézel i do arey Te3V a primarniho sluchovéhoekart Tento
pruh vysoké intenzity byl aleffpomen jenom ve gdni a hlubSicasti vrstvy V a
nezahrnoval nejpovrckjsi ¢ast vrstvy, ve které byla intenzita barveni podobizka jako

v sousedni vrst&/IV. Hranice mezi entorhinalniukou a areou 35 podobiako mezi areou
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Te3V a primarnim sluchovym kortexem nebylo na CRinwreaktivnichfezech mozné
spolehliv urit.

Stejre jako v gipad materialu imunoreaktivniho nagkaz PV nebylo mozné stanovit
piesré rostralni a kaudalni hranici PRC mezech barvenych natkaz CB. V rozsahu
PRC nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil wimreaktivie podél rostrokaudalni
osy (obr. 9).

U vSech ti pouzitych imunobarveni jsme nepozorovali Zadrgdibmezi levou a pravou

mozkovou hemisférou.

4.2.2 Denzitometrickda analyza imunoreaktivity calréininu, parvalbuminu a

calbindinu

Pro kvantifikaci moznych rozdilv intenzi€ imunoreaktivity v neuropilu mezi areami 35,
36 a Te3V byla u CR, PV a CB barveny@zi provedena denzitometrick4 analyza. Ve
vSech tech vySatvanych areach byla zffena korigovana relativni opticka denzita
(cROD). Hodnoty cROD ziskané v areach 35, 36 a Tie@y pak porovnany mezi sebou.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3. Nezech barvenych naikaz CR byly nejvyssi
hodnoty cROD nasgieny v arei 35 (4,7 = 0,5; hodnota = S.E.M.). NeHigantné nizSi
hodnoty byly nareny v arei 36 (4,4 £ 0,6), ale vyrazmizSi denzita byla natfena

v oblasti Te3V (2,9 + 0,3). Rozdil mezi hodnotarmarei 35 a v arei Te3V byl statisticky
vyznamny (p< 0,05). Narezech barvenych naikaz PV a CB byly pozorovany jenom
statisticky nevyznamné rozdily v cROD mezi jedngtini oblastmi, v pipact PV+
materialu byl ale pozorovatelny jasny trend stoigietp hodnot cROD od oblasti 35 po
oblast Te3V.

4.2.3 Neuronalni morfologie

Somatodendriticka morfologie CR+, PV+ a CB+ netrga studované oblasti a obzviast
v PRC byla na naSem materialtird rozliSitelnd nez v sousednich neokortikalnichighol

U znané ¢asti studovanych neurbnbylo dostatéené nabarveno jen soma a odstupy
dendriti. Ve vSech fipadech a specianu materialu barveného natgaz CB byla
dendritick& arborizace neunbive vrstvach V a VI obeeénlépe nabarvena nez u neukon
ve vrstvach II-IV. U &h neurof, u kterych byl dendriticky ,strom“ dostaite
znézorrn, bylo mozné rozlisitit morfologické typy neuroin 1. vertikal orientované
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bipolarni / ,bitufted” neurony, 2. multipolarni neumy a 3. horizontakh orientované
bipolarni / ,bitufted* neurony. Velmi nizky get imunohistochemicky z&anych neuroi
ve vrst | (u vSechiti barveni) neumoznil provést podr@isi analyzu morfologie¢thto
neurori.

CR+, PV+ a CB+ neurony ve vSechi tstudovanych oblastech ég zietelre
nepyramidovou morfologii. Tenkd imunopozitivni wviék s malymi varikozitami,
odpovidajici pravépodobré axomim, bylo mozné najit v neuropilu u vSe¢hldarveni a ve
vSech oblastech, ale inicialni segment axonu odgtipze somatu neuronu nebo

z proximalniho dendritu byl rozliSitelny jenom uyiecné.

4.2.3.1 Calretinin

1. Vertikdlrg orientované bipolarni / ,bitufted” neurony (ob0A)

Tato morfologie byla u CR+ neurdrve vSech studovanych oblastech, v povrchnich (lI-
IV) i v hlubokych (V-VI) vrstvach nejasgjSi. Dva dendrity (bipolarni) nebo m&nasto
dva svazky dendit (,bitufted”) u €chto burtk odstupovaly z protilehlych pdlovalného
nebo Vetenovitého (fusiformniho) perikarya. Oba dendkiégicstromy se dale éwily
v sousednich vrstvach.

2. Bure¢na €la multipolarnich CR+ neurdnbyla grevazri multiangularni (obr. 10D),
meére ¢asto byly pozorovany neurony s invertovanou pyrawaodi morfologii, které ale
nedosahovaly velikosti typickych pyramidovych neuiroTii neboctyii dendrity (vzacw
vice) odstupovaly Zta neuronu, jejich &vé se dale radidbhrozbihaly bez jasné smové
preference.

3. Vzacr se nachazejici horizontélorientované CR+ neurony (obr. 10G§lynvétSinou
fusiformni somata se dwma dendritickymi trsy nebo mértasto se déma primarnimi
dendrity odstupujicimi z protilehlych pobuiky. Na rozdil od vertikak orientovanych
bipolarnich / ,bitufted* CR+ neuran u kterych si dendrity i po roZweni zachovavaly
vertikalni orientaci, se u horizont&lnorientovanych neurdn primarre horizontalni

orientace dendritdistalrgji ¢asto nénila na Sikmou, nebo dokonce vertikalni.

4.2.3.2 Parvalbumin

1. Vertikalre orientované bipolarni / ,bitufted® PV+ neurony (ob10B) se ve

vySetovanych areach nachézely jenom vzéaci®©Obvykle nEly ovalné perikaryon
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s dendrity vychézejicimi z horniho a z dolniho pla neuronu. Proximalni dendrity byly
¢asto silgjSi nez tomu bylo vifipadt CR+ vertikalnich bipolarnich neurbnAz na malé
nebyly dostatén¢ znazorgny.

2. Multipolarni PV+ neurony (obr. 10E) byly jedmané nejgastjSim morfologickym
typem PV+ neuroh ve vSech vySébvanych oblastech a vrstvachéld neurori byla
typicky okrouhla nebo ovalné&asto setyimi i vice primarnimi dendrity, které sétvily
ve vSech sirech. Dendrity bylyasto tenké a jenom lehce nabarvené, obvykle mahl by
pozorovan jenom relatiwkratky proximalni Usek dendritické arborizace.

3. Vzacné horizontatnhorientované PV+ neurony s fusiformnim nebo ovalrgomatem
(obr. 10H) byly ¢astji nalézany v hlubSich korovych vrstvach. Tak jakoostatnich
morfologickych tym PV+ neurofi byly obvykle dostain¢ nabarvené jenom proximalni

segmenty dendritického stromu.

4.2.3.3 Calbindin

Ve vSech vyS@bvanych areach bylo mozné pozorovat dkupiny CB+ neurain stredrg

az silre imunopozitivni neurony, ifitomné ve vSech korovych vrstvach na jedné &tean
dale velky pdet velmi slak pozitivnich neurof ve vrstvach Il a Ill na str&ndruhé. U
této druhé skupiny bylo whkterych gipadech obtizné odliSit soma neuronu od pozadi
okolniho neuropilu. Z tohotoudodu byly morfologické vlastnosti hodnoceny jenom u
prvni, dostaténé imunohistochemicky zri@né skupiny CB+ neurdn

1. Vertikalre orientované bipolarni / ,bitufted* CB+ neurony (ohlOC) byly svou
somatodendritickou morfologii velmi podobné CR+ meim: dva relative tenké
dendrity / svazky dendfit odstupovaly z horniho a dolniho polu fusiformiheba
ovalného somatu. Tyto dendrity ve svém dalSim k&lriim pabéhu olEma sngry
prochazely zn&ou ¢ésti z celkové tlouky kortexu. Buiky tohoto typu bylycasté ve
vSech studovanych oblastech a vrstvach.

2. Multipolarni CB+ neurony (obr. 10F) bylyfiplizné stejré patetné jako vertikalé
orientované neurony. Svou morfologii se¢opodobaly obdobné CR+ populaci.cM
zpravidla multiangularni somata, ze kterych odstapoa do vSech séni se \tvily tfi
neboctyti primarni dendrity.

3. Horizontalg orientované CB+ neurony stginou fusiformnim butnym &lem (obr.

101) se nachazelyipdevsim v hlubokych vrstvach, zvi&st hlubokécasti vrstvy VI. Ve

45



vétSine pripadi nebylo mozné sledovagtveni dendrit na vzdalenost &Si nez 20 — 30

um od somatu a nebylo tedy mozné posoudit jejicBidalentaci.

Grafické znazoréni podili jednotlivych morfologickych tyfp CR+, PV+ a CB+ neurdn
ve studovanych oblastech a vrstvach je zn&mrma (obr. 11). Nepozorovali jsme Zadny
signifikantni rozdil v morfologii studovanych neatomezi jednotlivymi oblastmi, mezi
raznymi rostrokaudalnimi aro¥mi téchto oblasti a ani mezi levou a pravou mozkovou

hemisférou.

4.2.4 Denzita CR+ a PV+ neuroii

Neuronalni denzita CR+ a PV+ neufionperirhinalnim kortexu (v areach 35 a 36) jakoz i
v sousedni neokortikalni arei Te3V byla stanoveteaeslogicky a vyjatena jako poet
neuror na 1 mm3 mozkové tky + S.E.M., zvl&8 pro korové vrstvy II-IV, V-VI a
nakonec souhrrinpro vrstvy II-VI. Vysledky jsou uvedeny v tabulde Kvali malému
poétu CR+ neuroft a prakticky chybjicim PV+ neuroim nebyla vrstva | zahrnuta do

hodnoceni.

4.2.4.1 Calretinin

RozloZeni denzity CR+ neurbrv jednotlivych vrstvach bylo velmi podobné ve u$ec
studovanych oblastech. Vysok& denzita CR+ ne&uroyla pozorovana v povrchovych
vrstvach a naopak z&a nizsi v hlubokych vrstvach. Krafrtoho se denzita CR+ neurfon
mezi studovanymi areami vyrazhsila. Neuronalni denzita klesala postagodél ventro-
dorsalni osy, s nejvysSimi hodnotami celkové dgnitstvy II-VI) v arei 35 (3194 + 211
neurori / mm3), niz§imi v arei 36 (2520 + 363 neuktdmmm3) a nejniZzSimi v neokortikalni
oblasti Te3V (1512 + 153 neurdbrt mm3), dosahujicimi tady mé&mez polovinu hodnoty
z arey 35. Tento ventro-dorsalni pokles byl obz¢l&yrazny v povrchovych vrstvach II-

[ (1I-1V). V tabulce 4 jsou uvedeny jednotlivé merické hodnoty.

4.2.4.2 Parvalbumin

Ve vSech studovanych oblastech byly PV+ neuronydobks jako CR+ neurony,

pocetngjSi v povrchovych korovych vrstvach nez v hlubokyBlozdil mezi vrstvami nebyl
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ale tak vyrazny jako u CR+ neuranPV+ neurony byly déle mnohem rovnémsji
zastoupeny ve vSecteth studovanych oblastech, s &rmstejnou denzitou v arei 35 (3805
+ 120 neurofi / mm3, vrstvy II-VI) a varei Te3V (3951 = 193 meud / mm3) a
s nesignifikantd vySSi denzitou v arei 36 (4336 = 223 neuromm?) (tab. 4).

4.2.5 Celkovéa neuronalni denzita a procentualni z&supeni CR+ a PV+ neurom

Abychom vyloili mozné zkresleni ias) v porovnani interneuronalnich denzit mezi
jednotlivymi areami, které by mohlo byt igobeno rozdilnou hustotou uloZeni neuron
(,neuronal packing density v sulcus rhinalis (tedy v areach 35 a 36) a mavexit
hemisféry (area Te3V), z#ili jsme celkovou denzitu vSech neutowe vSech oblastech
natfezech barvenych podle Nissla. Podil internefuroa celkové populaci neurbrjsme
nasledd vyjadili jako procentudlni zastoupeni z celkovéhoétpo neurori a tyto
procentualni podily jsme porovnali mezi jednotliviygtudovanymi areami.

4.2.5.1 Celkova neuronalni denzita

Celkovd neuronalni denzita byla u vSech studovangblasti vysSi v povrchovych
korovych vrstvach. Nejvyssi denzita (ve vrstvaciM V+VI i 1I-VI) byla nalezena v arei
35, nizSi v arei 36 a nejnizSi v arei Te3V. Induathi hodnoty a hladiny statistické

vyznamnosti jsou uvedené v tabulce 4.

4.2.5.2 Procentualni zastoupeni calretinin imunoida/nich neuroni

VySe zmigny vyrazny pokles CR+ neurondlni denzity podél rawiorsalni osy
studovaného regionu byl zachovanti procentualnim vyjaieni ponéru CR+ neurof
k celkové neuronalni populaci. CR+ neuronyiiyo6,4 % v arei 35, 5,5 % v arei 36 a 3,6
% z celkové neuronalni populace v arei Te3V. Romd@zi oblastmi 35 a Te3V byl

statisticky vyznamny (g 0,05), (tab.4).
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4.2.5.3 Procentudlni zastoupeni parvalbumin imueaktivnich neuroni
Na rozdil od CR+ neurdn jsme zaznamenali jenom nesignifikantni rozdily

v procentualnim zastoupeni PV+ neuranezi jednotlivymi studovanymi oblastmi (tab.
4).
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5. DISKUZE

5.1 Calretinin imunoreaktivni inhibi ¢ni interneurony ve fokalnich
kortikalnich dysplaziich a v nemalformovaném tempoalnim neokortexu

u pacienti s farmakorezistentni epilepsii

Presna uUloha cytoplazmatického kalcium-vaziciho pmatecalretininu v neuronech
centralniho nervového systému nebyla dosud obj@sma zakla#lvysledki fady autoi

je ale mozné ffedpokladat jeho neuroprotektivni roli proti cytottkému efektu excesi¥n
zvySené nebo snizené koncentrace volnych kalciovgciti v cytozolu a Gast na
piesunech kalciovych ioaitmezi jednotlivymi kompartmenty neuronu (D'Orlaneal.,
2002; D'Orlando et al., 2001; Lukas a Jones, 194ner et al., 2007). Calretinin-
imunoreaktivni neurony v lidském neokortextegstavuji zvlasStni skupinu GABAergnich
inhibi¢nich neuron, ktera vykazuje jenom minimalnitgkryv se skupinou calbindin-
imunoreaktivnich neurdgna zadné fekryti se skupinou inhibnich neurofi exprimujicich
parvalbumin. Calretinin exprimujici interneurony sel PV+ neurofi liSi v mnoha
aspektech — morfologicky pvazié fusiformni s vertikald orientovanymi dendrity),
v konektivig (na rozdil od PV+ neurdn kteréc¢asto tvdi axo-somatické a axo-axonalni
spoje, vytvéi CR+ neurony fedevSim spojeni s dendrity cilovych neudrowriz nize) a
minimalné u hlodavé i mistem vzniku (CR+ neurony jsou generovany aruajigdo
vyvijejiciho se kortexu igvazrt z kaudalni gangliové eminence zatimco PV+ neurony
z medialni gangliové eminence). Detailni charaktda CR+ neurol je uvedena v naSi
piehledové praci (Barinka a Druga, 2010) a kehtednych ¢lancich jinych autar
(DeFelipe, 1997; Markram et al., 2004; Wonders de&xaon, 2006).

CR+ neurony jsou zraé heterogenni co sedy konektivity, ale jejich zrima cast tvdi
axo-dendritické synaptické kontakty (del Rio a Digfee 1997; Melchitzky et al., 2005;
Meskenaite, 1997). iBstoze byly ve spojitosti s epileptogeneziSinou diskutovany
poruchy somatické inhibice, situace je mnohem kexmiSi a ukazuje se, Ze porucha
dendritické inhibice hraje ro¥#s vyznamnou ulohu (Cossart et al., 2001)ild2itost
dalSiho studia CR+ interneutipdale podtrhuje skuteost, Ze v neokortexu u potkana jsou
CR+ neurony mnohem mé&mpacetné (absolutf ale i relativié ve srovnani s PV+ a CB+

interneuronalnimi populacemi) nez v lidském neakaut (Gabbott et al., 1997a; Gabbott
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et al., 1997b). Jejich podstatrozdilné zastoupeni v neokortexu rodentii a atinproto
muze veést kchybnym interpretacimii ppiendSeni vysledk ziskanych studiem
experimentalnich modeldo koncenpt lidské epileptogeneze.

U raznych patologickych stdly resp. nemoci byl nalezen poklescio PV+
interneuro nebo pokles PV mRNA ¥thto neuronech mozkovéity, zarove se ale
ukazalo, Zze CR+ neurony ani CR exprese nebylgnzny oproti nornd. Toto bylo
prokazano u schizofrenie (Hashimoto et al., 2008wik et al.,, 2005) a roztrouSené
sklerdzy (Clements et al., 2008). U Alzheimerovynoei se PV ani CR imunoreaktivita
v kortexu v porovnani s kontrolami ném (Hof et al., 1991; Hof et al., 1993), byl ale
prokdzan ubytek interneurbrexprimujicich calbindin (Ichimiya et al., 1988)akié u
pacienti se symptomatickou epilepsii asociovanou s gangiogm byl v kortexu v okoli
tumoru prokadzan pokles @ PV+ a CB+ interneurdn ale normalni p&et CR+
interneurofi (Aronica et al., 2007). V nasi praci jsme ahzodpowdét otazku, zda je
takovou ,rezistenci® CR+ neurdnmozné najit i u pacieints TLE s HS a obzvI&st
v malformovaném kortexu paciéns FCD.

Pred porovnanim CR+ neurondlni denzity v patologitkygzorcich jsme
analyzovali kontrolni material ziskany wnych laloki lidského mozku (frontélni,
parietalni, okcipitalni a temporalni). Zjistili jenze denzita CR+ neurbrv neokortexu
frontalniho laloku byla signifikantn nizS§i nez v ostatnich lalocich. Tento vysledek je
v souladu s #vejSim nalezem (Hof et al., 1993), kde byl popsangbmy, statisticky
vyznamny rozdil v denzit CR+ neurofi mezi frontalnim a temporalnim asagiém
kortexem. Obeah je moZnofict, Ze naSe pozorovani v kontrolnim neokortexw jse
shod se studiemi jinych autbrpopisujicich CR imunoreaktivitu v normalnim lidské
temporalnim (del Rio a DeFelipe, 1996; Fonseca aafom, 1995; Hof et al., 1993),
frontalnim (Gabbott et al., 1997b; Hof et al., 1p@3okcipitalnim neokortexu (Glezer et
al., 1992).

V cytoarchitektonicky normélnim temporalnim neokatt u pacierit s HS-TLE
byl jiz dtive prokazan pokles denzity PV+ neukore srovnani s normalnim neokortexem
(Zzamenik et al., 2006). My jsme vipdkladané praci prokazali odliSnou situacir\ppct
CR+ neuroni. Jejich celkova denzita, distribuce, morfologimi@nzita imunoreaktivity se
neliSily od situace v kontrolnim neokortexu. Vygeana oblast (temporélni pol a sousedni
okrsky gyrus temporalis superior, medius a infgrise @imo podili na $eni, a
v n¢kterych gipadech i na iniciaci zachvatu TLE (Chabardes et al., 2005). V této oblasti
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morfologicky normélniho neokortexu se tedy CR+ peyr na rozdil od PV+ neurén
zdaji byt rezistentnidi probihajicim patologickym procés.

Na druhé strah jsme prokazali zémy v denzié CR+ neurofi u fokalnich
kortikalnich dysplazii. Mirny pokles CR+ neuronabhénzity ve vzorcich FCD typu |
dosahoval 70 % kontrolnich hodnot. U FCD typu Il fuentélnim i temporalnim laloku
jsme zaznamenali vyrazny pokles denzity na Gtopéblizné 50 az 55 % hodnot
nantienych v kontrolnim kortexu stejné lokalizace. Jdytetejmeé, Ze populace CR+
neurorii je postizena patologickymi procesy ugpbujicimi vznik fokalni kortikalni
dysplazie nebo probihajici epileptickou aktivitoioto postizeni je ale prawpodobrg
mére vyrazné nez u populace PV+ internedrorpokles denzity PV+ neurdnv
jednotlivych typech FCD (Zandaik et al., 2006) je vyrazjsi, nez nami zjigny pokles
denzity CR+ neurah (graf 2). Ubytek CR+ neurdnje dale do jisté miry relativizovan
mirnym poklesem celkové neurondlni denzity ve foicdd kortikalnich dysplaziich,
popsanym ve studii (Thom et al., 2005). Kvantitatipontr CR+ interneuroi k paitu
principalnich glutamatergnich neutoje tedy méa alterovan, nez by napovidala samotna
snizena denzita CR+ interneuronalni populace.

Na rozdil od denzity CR+ neurdmebyla jejich morfologie a jejich distribuce v
korovych vrstvach v Zzadném ze dvou a@ypCD zn€néna oproti fyziologické situaci
v kontrolnim kortexu. Podolnjako (André et al., 2007) jsme nepozorovali Zadié+
imunoreaktivni dysmorfni neurony ani balonoviténkyi Ve zmirgné publikaci autd
popsali pitomnost dysmorfnich neurbra balénovitych butk exprimujicich PV a CB, ale
ne CR.

Je tedy mozné uzéw, ze CR+ interneurony ies (do jisté miry relativni)
kvantitativni pokles ve fokalnich kortikalnich dy&pich jsou pravépodobré
rezistentgjSi vaci pritomnym patologickym procém nez PV+ interneuronalni populace.
Pricina této jejich odolnosti, popisované i u jinychtglagickych proces je zatim
neznama. Poznéni tohoto mechanizmu by mohlo mitdolicnu velky vyznamipvyvoji
neuroprotektivnich substanci u epilepsie i jinydemocrni.

Nerovnovaha mezi excitaci a inhibici v kortexu bypakovag ozna&ena jako
jedna z picin rozvoje a §eni epileptické aktivity. ¥tSina dnes pouzivanych antikonvulziv
pusobi na principu potteni této nerovnovahy (podporou intrinsické intii aktivity
nebo potlaenim excitace). Vysledky naSi i dalSich praci ukazie jednim
Z patogenetickych mechanianmu epilepsie je funkni nerovnovaha mezi jednotlivymi

inhibi¢nimi interneuronélnimi populacemi. DalSi vyzkumétot oblasti je proto wdezity
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pro umozini budouciho vyvoje farmak, ktera by misto ,pau@h posileni inhibice
v kortexu selektiva ovliviiovala jednotlivé populace inhibiich interneurof a jednotlivé
inhibicni mechanizmy. Zakladnim fedpokladem je proto ziskanifggného popisu
inhibi¢nich interneuronalnich populaci v relevantnich steleh (coz bylo cilem druldsti
naseho projektu popisujici inhdoii interneurony v perirhinalnim kortexu) a pochdpen
funkenich vztali mezi €mito populacemi.

Nezodpo¥zenou otazkou tstava, zda pozorovany pokles denzity CR+ nelron
koresponduje se skuteym Ubytkem CR+ neurdin nebo jestli se jedna ,jen“ o ztratu
exprese calretininu v &éthto neuronech. Tato nejistota jé€astd v podobnych
imunohistochemickych studiich (Garbelli et al., 80(Na zaklad vysledki jinych autofi
(Gall et al., 2003; Schwaller et al., 2004) je miezné pedpokladat, zZe i ztrata exprese CR
event. exprese dalSich kalcium vazicich prdtemize vést k poruSe funkce postizenych

neurori a tim k dysfunkci celého systému korovych inéritich interneuroin.

5.1.1 Nova ILAE Kklasifikace fokalnich kortikalnich dysplazii

V roce 2011 byl skupinou expériLAE na zaklad zkuSenosti s pouzivanim Palminiho
klasifikace FCD podan navrh na upravenou, novoisifikaci fokalnich kortikalnich
dysplazii (Blumcke a Spreafico, 2011; Blimcke et2011). Givody podmhujici nutnost
nove klasifikace jsou podle jejich auiaejména nasledujici:

a) Nizka interpersondini a intrapersondlni reprdmlita diagnézy FCD typu |
(Chamberlain et al., 2009).

b) FCD typu | je heterogenni skupinou onemiins rozdilnou prognézou i Klinickym
pribéhem (Blimcke et al., 2009; Lerner et al., 2009).

c) Skupinu FCD typu | Ize roztit na tzv. izolovanou FCD (bez néalezu jiné patddog
mozku) a na tzv. asociovanou FCD (@$tgmnosti jiné zavazné patologické |éze CNS).
Mezi tmito dwma skupinami byly prokazény signifikantni rozdilyatatku zachvat a
jejich frekvenci (Tassi et al., 2010), ale jenonmimalni rozdily v elektrofyziologickych
nalezech a progndze (Martst al., 2007).

Skupina FCD typu | tak byla roZitna na podskupiny IA az IC — podle nové klasifikae
jedna vyl&ne o izolované léze. Navbyla zavedena skupina FCD typu lll (A az D) — léze
histologicky odpovidajici FCD typu | podle Palmiaiklasifikace, ale asociované s jinou
patologickou entitou zasahujici mozkovoirlk Skupina FCD typu llistala beze zem
zachovana. Porovnani Palminiho Klasifikace s noudasifikaci a souhrn znak
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podstatnych pro Zazeni FCD do jednotlivych skupin je uveden v tabul Res
probihajici diskuzi nedeSenych a spornych otadzek v souvislosti s novolElkkasifikaci
(Zzamenik, 2012) se tato klasifikace zda byt (alespm do inter- a intrapersonalni
reproducibility diagndzy) finosna (Coras et al, 2012).

NaSe analyza interneunbexprimujicich CR ve fokalnich kortikalnich dyspiéh
byla provadna vdok pred zvéejnénim navrhu nové Klasifikace. P zpétném
pieklasifikovani nami hodnocenych patologickych FCRorki podle nové ILAE
klasifikace je ¥ejmé, Ze pevazna wtSina vzork FCD typu | (podle nami pouzité
Palminiho klasifikace) pouzitych v nasi praci (Mapiod sedmi paciet pacienti 8 az 14,
tab. 1.) by byla Z@zena do skupiny FCD IIIA - asociovanych s hipokdmpskler6zou.
Jenom vzorky od dvou pacién{pacienti 15 a 20, tab. 1.) by byly klasifikovajako
vzorky FCD typu IA. Vyrazny nepoén mezi p@&tem nami hodnocenych tipadi
spadajicich dosthto dvou, podle nové klasifikace rozdilnych skypéko i celko¥ nizky
pocet vzorki druhé zéchto skupin (FCD IA podle nové Kklasifikace), neumib?
reprezentativni porovnani udamezi €¢mito typy FCD. Zarovn se ale #etelrt ukazuje
jeden ze zasadnich nedostatiow navrhovanéhodeni FCD: U naSich paciant. 15 a
20 (viz tabulka 1) se podle nové Klasifikace jedn&CD typ IA, ale vzhledem k tomu, Ze
se jednalo o limitovanou kortikalni resekci, neniozmé vylodit asociovanou
hipokampalni sklerézu. Tato je sice v dneSni édatpongrné vysokou spolehlivosti
rozliSitelna na vySéeni magnetickou rezonanciiegto neni docela mozné vytitujeji

piitomnost, pipadre jeji teprve poz&si rozvoj.

5.2 Calretinin, parvalboumin a calbindin imunoreaktivni neurony

v perirhinalnim kortexu a v temporalni asociani oblasti Te3V u potkana

Inhibice v mozkové ¥re je zprosedkovana heterogenni skupinou GABAergnich
inhibi¢nich interneurofn. Exprese kalcium-vazicich protéircalretininu, parvalbuminu a
calbindinu v &chto bukach se ukazala byt uzéieym parametrem pro ro&iéni skupiny
GABAergnich neurol do #i populaci, které se od sebe |iSi v morfologickyéhnkénich
vlastnostech (DeFelipe, 1997). Yedkladané praci jsme pouzili imunohistochemického
barveni na pikaz calretininu, parvalbuminu a calbindinu pro atud distribuce a denzity

individualnich interneuronalnich populaci v pendnim kortexu.
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Perirhindlni kra je tvdena d¥ma samostatnymi oblastmi, areou 35 a areou 36
podle Brodmanna. Hranice se sousednimi oblastrmipacghitektonické vlastnosti a
konektivita PRC byly jiz podrokinpopsany (Agster a Burwell, 2009; Burwell, 2001;
Burwell a Amaral, 1998a; Burwell a Amaral, 1998lmhunohistochemie na fkaz CaBP
ukazala velmi specifické charakteristiky imunoré@zkt neuropilu v PRC s vysokou
intenzitou CR barveni a velmi nizkou intenzitou B&veni. Tento vzor byl nejvyragsi
v arei 35 a jashohranéoval PRC od plehlych neokortikalnich oblasti s nizSi CR a vysSi
PV imunopositivitou neuropilu. Imunohistochemickéneni na pikaz CB bylo v PRC
velmi podobné jako v sousednim neokortexu. Denztackd analyza CR, PV a CB
imunoreaktivity neuropilu potvrdila kvalitativni gfedky, kde korigovana relativni opticka
denzita v arei 35 ngezech barvenych natikaz CR byla signifikanthvySsi v porovnani
s oblasti Te3V. Naopak cROD v arei 35 na R&zech byla nizsi nez v arei 36 a zejména
v oblasti Te3V, i kdyz rozdil nedosahoval statlgfiwyznamnosti.

Vzhledem kiasto nedostat@é imunoreaktivit neuronalnich vy#¢ka v rezech
barvenych na pikaz CaBP bylo moZzné provést jen hrubou morfologickanalyzu
barvenych interneurdn Zakladni morfologické vlastnosti CR+, PV+ a CByterneurofi
v PRC byly velmi podobné analogickym neukton v neokortikalnich oblastech.
Vertikalné orientované bipolarni a ,bitufted” neurony bylyj¥astji nachazenymi typy na
CR+iezech v PRC i v neokortikalni oblasti Te3V. U P\&uroni ve vSech vySébvanych
oblastech jashprevazovaly multipolarni hiky. V ptipadt CB+ neuroii byly priblizné
stejnym dilem zastoupeny vertikdlnorientované bipolarni neurony a multipolarni
neurony. U vSechtit barveni a ve vSech studovanych oblastech bylgnée pocetnym
morfologickym typem bipolarni, horizont@mrientované neurony.

Déle jsme studovali numerickou denzitu CR+ a PMemeurof v areach 35 a 36
mesokortikalniho perirhinéalniho kortexu a v sousatkokortikalni arei Te3V. Zatimco v
denzi€ PV+ neurofi nebyl zjiSén Zadny signifikantni rozdil meziemi studovanymi
areami, denzita CR+ neurbrbyla v PRC vyrazh a statisticky vyznamn vySSi nez
v neokortikalni Te3V. V arei 35 byla denzita CR-ur@ dokonce fiblizné dvakrat vyssi
oproti Te3V. Absolutni interneuronalni denzita \digna jako pdet neurof na mm?3 by
ale mohla byt zavagicim parametrem ip porovnani dvou nebo vice korovych oblasti.
Pravdpodobrg dulezitéjSim Gdajem je relativni interneuronalni denzitagbali
kvantitativni pongr jednotlivych interneuronalnich populaci k celkopépulaci vSech
neurorii dané oblasti. To je mozné vyjitd jako procentualni podil jednotlivych

interneuronalnich ftd vigi celkovému mnozstvi neurénv oblasti. Pro ziskanigthto
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hodnot bylo nutné z#tit celkovou neuronalni denzitu v kazdé #e dtudovanych arei.
Podobi jako interneuronalni denzita, i celkova neuronéfiginzita se ukézala byt
v perirhinalnim kortexu vyssSi (v arei 35 statistickyznami vysSi) nez v arei Te3V.
Denzitu CR+ a PV+ interneuranv jednotlivych areach jsme naslédryjadiili jako
procentualni podily z celkové neuronalni denzitygn8ikantni rozdil v denzit CR+
neuror mezi areami 35 a Te3Vugtal zachovan i u jejich procentualniho podilu
z celkového p&tu vSech neuran kdy CR+ neurony tvdi 6,4 % z celkové neuronalni
populace ve vrstvach II-VI v arei 35 ale jenom %6v arei Te3V. Vysledky naSi prace
ukazuji, ze perirhinalni kortex a obzvi&&rea 35 ma vyraznodliSnou interneuronalni
vybavu nez sousedni neokortex, s vy$Sim podilem @Ruorii, bohatSim dendritickym (a
eventuel® i axonalnim) ¥tvenim CR+ neuraina mér bohatou arborizaci PV+ neuiion

nez area Te3V.

5.2.1 Funkéni vyznam

V perirhinalnim kortexu byl popsan masivni inkifi systém s vratkovym mechanizmem
selektivré ovlivaujicim prenos impuld mezi neokortexem a hipokampdlni formaci (de
Curtis a Pare, 2004; Pinto et al., 2006). V souladimto konceptem byl v PRC nalezen
vyjimeéné vysoky podil ne-pyramidovych neutio(priblizné 50 %) a zné&na morfologicka
a funieni rozmanitostdchto burtk (Faulkner a Brown, 1999; Furtak et al., 2007)toTa
bohaté interneuronalni vybava by mohla byt vlastaumstratem igdpokladané inhibni
bariéry mezi neokortexem a hipokampem (,wall of thiibition between the neocortex
and the hippocampus®)(de Curtis a Pare, 2004). @Rerneurony viiznych korovych
oblastech inervuji ostatni inhini interneuronalni populac€jmz nakonec desinhibuji
pyramidové glutamatergni projk neurony (Barinka a Druga, 2010; Gonchar a
Burkhalter, 2003; Meskenaite, 1997). Na zaklagthto pozorovani v neokortexu byla
postulovana hypotéza ,vratkovych kikh — CR+ interneurofi, které jsou schopné
piepinat tok informaci mezi dma drahami inhibovanim jedné z nich a desinhibiahd
(Callaway, 2004). Na zakladasich vysledk se mizeme domnivat, Ze bohaté zastoupeni
CR+ interneurofi v PRC piedstavuje specialni adaptaci neuronalni vybavyakiéze byt
podkladem popsaného vratkového mechanizmu v PRCstRdium této hypotézy je nutny
dalSi vyzkum kombinujici elektrofyziologicky a wstrukturalni gistup.

Kvantitativni a morfologické alterace CaBP imurakt&vnich neurof v riznych

korovych oblastech byly zdokumentovany u réfich neuropatologickych stawcetrg
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Alzheimerovy nemoci, schizofrenie a epilepsie — n&S pehledovyclanek (Barinka a
Druga, 2010). Selektivni Ubytek CB+ neuitom PRC u starnoucich potkianktery by
mohl grispivat k pamitovym deficitim ve stéi, byl popsan v recentni studii (Moyer et al.,
2011). Kwli odlisSné metodice nemohou byt bohuzel kvantitatiwysledky pimo
porovnany s nasimi. Perirhinalni kortex je jednikorovych regiofi pfimo se podilejicich
na iniciaci a §eni epileptické aktivity. Signifikantni Ubytek P\irterneurof byl nalezen

v PRC u pilokarpinového modelu epilepsie u potké®enini et al., 2011). Nas detailni
popis CaBP imunoreaktivity a stereologicky &ema celkova neuronalni denzita a
interneurondlni denzita tvioduleZity predpoklad a zaklad pro dalSi vyzkum mozZnych
alteraci CaBP imunoreaktivnich neutonPRC a jejich podilu na etiopatogenezi epilepsie
a jinych patologickych stav
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6. ZAVERY

V obou ¢astech mé prace jsem sgngval studiu inhikinich interneurol v neokortexu a
mesokortexu s cilenigpét k objasrni jejich podilu na etiopatogenezi epilepsiefarsi

epileptické aktivity. Z mych studii vyplynuly tytawry:

6.1 Calretinin immunoreaktivni inhibiéni interneurony ve fokalnich
kortikalnich dysplaziich a v nemalformovaném tempoalnim neokortexu

u pacienti s farmakorezistentni epilepsii

1. a) Ve fokalnich kortikalnich dysplaziich padiers farmakorezistentni epilepsii
dochazi k Ubytku calretinin imunoreaktivnich intmnoni v malformovaném
kortexu, kdy tento Ubytek je misi v FCD typu | a vyrazjSi v FCD typu Il.

b) U nHSTN vzork nebyl zaznamenan Zadny ubytek CR imunoreaktivnich
neuror.

2. V porovnani siive popsanym ubytkem PV+ neufofe uUbytek CR+ neurdn
v obou typech FCD ménvyrazny. U nHSTN je rozdil jeStvyrazrejSi: denzita
PV+ neurofi byla na rozdil od CR+ neurdrsignifikantré snizena.

3. CR+ neurony se zdaji byt rezistefgn vici patologickym viivam u epilepsie
spojené s FCD. Na vzniku aéii epileptické aktivity (jak u fokalnich kortikagtn
dysplazii, tak i u epilepsie spojené s hipokampakiérozou) ma prawgpodobré
podil nejenom nerovnovaha mezi excitaci a inhikaild,i funkni dysbalance mezi

raznymi populacemi inhildnich interneurot

6.2 Calretinin, parvalboumin a calbindin imunoreaktivni inhibiéni
interneurony v perirhinalnim kortexu a temporalni korové oblasti Te3V

u potkana

1. Podrobna analyza interneuronalni vybavy v per&nim kortexu ukazala:
a) CR+, PV+ a CB+ neurony se somatodendritickoufohagii neliSi od neurain

v neokortikalni oblasti Te3V a v jinych neokortikéh polich.
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b) PRC disponuje atypicky vysokym podilem CR+ imnlich interneurom
(mySleno vzhledem k ostatnim interneurondlnim paguah i vzhledem
k celkovému p&tu vSech neuran dané oblasti) a nizSim podilem PV+
interneurof v porovnani s Te3V a s jinymi neokortikalnimi adilai. V souladu
s tim byla i opticka denzita neuropiluezl barvenych na jikaz calretininu v arei
35 signifikant@ vySSi nez v arei Te3V.

2. Interneuronalni vybava perirhinalnéirgk se v souladu s nasSi hypotézou o jejim
piimém podilu na popsané masivni inbibifunkci této oblasti vyraznliSi od
vybavy znamych neokortikalnich oblasti. Na zaklaSich vysledk je mozné
vyslovit predpoklad, Ze bohatzastoupené CR+ interneurony by mohly byt
vlastnim substratemiidé popsaného vratkového mechanismu v PRC (Diskuze,
kap. 5.2.1.)

Tyto nové poznatky jsouttkezité nejen pro hlubSi pochopeni patogeneze epdeple
mohou byt do budoucna vyznamné i pro vyvoj novéntdoterapie, které by mohla
efektivrgji potlacit epileptogenezu a i&ni epileptické aktivity u pacieints temporalni

epilepsii.
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8. OBRAZKY, TABULKY A GRAFY

Obr. 1

Obr. 1.: Neuropatologické nalezy u fokalnich kortikalniclsmszii. Na rozdil od
kontrolniho neokortexu (A) je pro FCD typu IA chisexisticka porucha laminace a
kolumnarni desorganizace neokortexu (B). U FCD tfpje dale mozné pozorovat
obrovské neurony (C) a okrouhlé nezralé neuromgllepmm jadrem a tenkym lemem
cytoplazmy (D). U FCD typu IIA jsou vyrazné cytdatektonické abnormality
doprovazeny fitomnosti abnorméthorientovanych dysmorfnich neutbs vyraze
porusenou morfologii buného ¢la (E). U FCD typu IIB se k nim daleigavaji
balénovité biky s eozinofilni cytoplazmou a excentricky uloZejagirem (F). A-D:
Barveni kresylvioleti, E-F: barveni hematoxylineoziaem. Mritko: 600um (A a B), 50
um (C aD)ad4m (E aF). I-VI: Koroveé vrstvy, WM: Bil4 hmota.

72



Obr. 2.:Nalezy u vySéeni magnetickou rezonanci typické pro jednotliy§ tnMCD /
FCD. Koronalni T2-vazena sekvence(A, C, E, GjalAi FLAIR (fluid-attenuated

inversion recovery) sekvence(B, D, F, H, J). Abmality jsou ozné&né pomoci Sipek. (A)

mMCD u dvouletého pacienta s encefalomalatickoiM@ovodi arteria cerebri media.
Viditelné je rozeseni hranice mezi Sedou a bilou hmotou jakodrarsignalu v bilé
hmot levého spankoveho laloku. (B) mMCD v pravém filaimi@laloku projevujici se
mirnym rozegenim hranice meziikou a bilou hmotou a z#mou signalu bilé hmoty. (C)
Hemisferalni FCD typu IA seetelnym rozesénim hranice meziikou a bilou hmotou a
zmenou signalu bilé hmoty. Zamy jsou nejvyrazjSi v temporalnim laloku, jeffiomna
atrofie celé levé hemisféry. (D) FCD typu IA v gravtemporalnim laloku asociovana se
skler6zou hipokampu. Viditelné je mirné rozexst hranice mezi Sedou a bilou hmotou
jako i znena signélu v bilé hmet (E) FCD typu IB v gednicésti levého temporalniho
laloku s rozegenim hranice meziikou a bilou hmotou a znami signélu bilé hmoty
nejlépe viditelnymi v medialdésti laloku. (F) FCD typu IB v pravéem frontalninidku
charakterizovana masivnim roz&stim hranice meziikou a bilou hmotou a vyraznymi
zmenami signélu bilé hmoty. (G) Temporoparietookcipité&CD typu IIA u

dvoungsicniho pacienta s vyraznym rozé&stim hranice &y s bilou hmotou, abnormalni
gyrifikaci postizenéiky a znenami signalu kry i bilé hmoty. (H) FCD typu lIA v levém
frontalnim laloku se zvySenou tlek8u kiry, hyperintenzitou podléhajici bilé hmoty v jeji
celé tlougce (,transmantle sign“), abnormalni gyrifikaci, \@znym rozegéenim hranice
kirry s bilou hmotou a zénami signalu v &-e i bile hmat. (1) FCD typu IIB s vzeéenim

pripominajicim tuberdzni sklerézu, se zvySenoudtouskiry, rozestenim hranice iy a
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bilé hmoty a vyraznymi zmami signélu bilé hmoty i mozkowék (J) Operkularni /
inzularni FCD typu IIB se zvySenou tldkdu kiry, abnormalni gyrifikaci a vyraznou
znenou signalu Sedé hmoty.

Obrazek pevzat z (KrSek et al., 2008) s laskavym svolentnMuDr. Pavla KrSka, PhD.
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Obr. 3

s

AR Y4

GABAergnich interneurondlnich populaci do korovgkhuhi. PV exprimujici
interneurony inervuji zejménéala a inicialni porce axoi pyramidovych neurah CB
exprimujici interneurony inervujipdevsim dendriticky strom pyramidovych nedr@R
exprimujici interneurony jako jediné z interneurbméh populaci inervuji kroendendriti
pyramidovych neurah(neni znazorno) i dendrity ostatnichid korovych interneurah

a jsou tudiz schopnéipobit i desinhikiné na populace pyramidovych neuron

CR — interneurony exprimuijici calretinin, PV — imteurony exprimujici parvalbumin, CB

— interneurony exprimujici calbindin.

75



Obr. 4

Obr. 4.:Reprezentativni mikrofotografie demonstrujici baieelé hemisféry potkaniho
mozku barvenim podle Nissla (A) a pomoci imunotteimického pikazu calretininu (B),
parvalbuminu (C) a calbindinu (D). Znazemé jsou za sebou nésledujici koronafegy,
v rozmezi fiblizne -5,0 az -5,2 mm AP (anteroposterigymd Bregmy (podle atlasu
Paxinos a Watson, 2007).dktko = 2 mm.
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Te3V Te3V

36 36

—

Obr. 5.:Schematicky nakres koronalniggm: potkanim mozkem v deviti rostrokaudalnich
arovnich s vyzn&nim hranic arei 35, 36 a Te3V. Rostrokaudalnaliakce jednotlivych
rezi (anteroposteriors od Bregmy) byla uena na zaklaglatlasu Paxinos a Watson,
(2007). (A) -3,00 mm. (B) -3,48 mm. (C) -3,96 nim.-4,56 mm. (E) -5,04 mm. (F) -5,52
mm. (G) -6,00 mm. (H) -6,48 mm. (1) -6,72 mrédrilko = 2 mm.
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Obr. 6.:Reprezentativni mikrofotografie ilustrujici distuiti calretinin imunoreaktivnich
(CR+) neurori v kontrolnim temporalnim neokortexu (A) a ve folci kortikalnich
dysplaziich (FCD) typu IA (B) a typu IIB (C). V keych vrstvach Il + Il byl g vysokém
zwtSeni (D: kontrolni temporalni neokortex) patrnyagny pokles denzity CR+ neutbn
intenzity imunohistochemického barveni nakpz CR u vzotkz fokalnich kortikalnich
dysplazii (E: FCD IA, F: FCD IIB). Imunoperoxidazometoda, lehce dobarveno
hematoxylinem. MFitko = 500um v (A-C), = 10Qum v (D-E). I-VI: korové vrstvy, WM:

bila hmota.
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Obr. 7

Ho o g

/ - ’
. - s N

Obr. 7.:Priklady riznych morfologickych tyipcalretinin imunoreaktivnich (CR+) neurén
ve studovanych vzorcich. (A) Typické bipolarniifyfted” neurony v korovych vrstvach i
+ 11l. (B) Multipolarni neurony ve vrswlll. (C) Bipolarni neuron ve vrstW. (D-F)

Riizné morfologické typy CR+ neunbm korové vrstw |. (G) Horizontal@ orientovany
bipolarni neuron v bilé hmeét(H) Pyramidové neurony lehce imunoreaktivni pi &

vrstwe Ill. Imonoperoxidazova metoda, lehce dobarvenodtierylinem. Mritko = 50um.
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Obr. 8

Obr. 8.:Reprezentativni mikrofotografie ilustrujici rozlok@nunoreaktivity calretininu
(A), parvalbuminu (B) a calbindinu (C) v korovyateach 35, 36 a Te3V s vyzieaim
hranic oblasti a korovych vrstev. Lokalizovano mavaai -5,05 az -5,20 mm

anteroposteriord od Bregmy. Mritko = 200um.
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Obr. 9

Obr. 9.:Reprezentativni mikrofotografie ilustrujici rozlez@nunoreaktivity calretininu
(A, B, C), parvalbuminu (D, E, F) a calbindinu (B, 1) ve studovanych oblastech

v riiznych rostrokaudalnich Urovnich. Lokalizagéfpzné -3,96 mm (A, D, G), -5,04 mm
(B, E, H) a-6,00 mm (C, F, I) anteroposteriérod Bregmy (Paxinos a Watson, 2007).
Meéritko = 100um. Mirre vySSi intenzita imunoreaktivity u vSeghidarveni v kaudalnich
arovnich vySébvanych oblasti nedosahovala statisticky vyznamnetdilu pri

denzitometrické analyze imunoreaktivity neuropilu.
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Obr. 10.:Priklady riznych morfologickych tyjgmunoreaktivnich neuraeinve studovanych
oblastech. (A, B a C) vertikarorientované bipolarni CR+, PV+ a CB+ neurony, (B,

F) multipolarni CR+, PV+ a CB+ neurony a (G, H aHprizontalr orientované bipolarni
/ ,bitufted” CR+, PV+ a CB+ neurony. Mritko = 20um.

82



Obr. 11
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Obr. 11.:Vyseové grafy ilustrujici zastoupeni jednotlivych mopckych typ
studovanych CR+, PV+ a CB+ neurdne vySeivanych oblastech a vrstvach. II-VI:

korove vrstvy.



Tabulka 1

Klinické udaje o pacientech a vzorcich tkgouZzitych v nasSi praci

Vek

No. Pohl. (roky) Trvani Lokalizace HS Ret neokortikalnich vzork
epilepsie
(roky) /strana nHSTN FCDIA FCDIB FCDIIA FCOIB

(A) Anteriomedialni temporalni resekce — izolovan&kler6za
hipokampu
1 f 44 44 T/R + 4 - - - -
2 f 19 1 T/L + 4 - - - -
3 f 17 9 T/L + 2 - - - -
4 f 37 25 T/L + 4 - - - -
5 f 35 27 T/R + 3 - - - -
6 f 31 14 T/R + 4 - - - -
7 f 21 20 T/L + 1 - - - -
(B) Anteriomedialni temporalni resekce -
dudlni patologie
8 f 21 15 T/L + 2 2 - - -
9 f 50 35 T/R + 1 2 - - -
10 f 16 8 T/L + 2 2 - - -
11 m 16 14 T/L + - 3 - - -
12 m 20 8 T/IR + 2 1 1 - -
13 m 12 11 T/L + 1 - 1 - -
14 f 32 29 TIL + - - 4 - -
(C) Limitovana kortikalni
resekce — temporalni lalok
15 m 9 4 T/L NP - - 3 - -
16 m 39 27 T/R NP - - - 1 -
17 m 14 10 T/R NP - - - 1 2
18 f 24 16 T/R NP - - - 1 2
19 m 21 11 T/R NP - - - - 1
(D) Limitovand kortikalni resekce —
extratemporalné
20 f 5 2 P/L NP - - 2 - -
21 m 8 6 F/IR NP - - - 4 -
22 f 12 11 O/L NP - - - 1 1
23 m 29 28 F/IR NP - - - - 4
24 f 9 3 F/L NP - - - - 4

HS: hipokampdlni skleréza potvrzena histopatologitkySetenim; nHSTN:
nemalformovany temporalni neokortex resekovanyusgmkklerotickym hipokampem;
FCD IA: fokalni kortikalni dysplazie typu IA; FCB1fokalni kortikalni dysplazie typu IB;
FCD lIA: fokélni kortikélIni dysplazie typu IlA; FCDB: fokélni kortikalni dysplazie typu
[IB; f: Zenské pohlavi; m: muzské pohlavi; T: terdpd lalok, F: frontalni lalok; P:

parietalni lalok; O: okcipitalni lalok; R: vpravd;: vlevo; NP: nevySéen
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Tabulka 2
Primérna denzita CR+ bwk na mm?2 (x S.E.M.) v jednotlivych korovych vrstvéa v

celkové tloustce (I-VI) studovaného kortexu

n | Il Il \% V+VI I-VI

A. Rozdleni vzorki podle typu®

Kontroly 37 25.6£1.7 129.2+5.3 48.8+0.2 20.2+14 5.3+05 34.3+0.9
NHSTN 30 38.1+26Y 167.3+7.9Y 51.7+3.0 16.8+#1.7 3.8+04 34.3+18
FCD typ | 21 27.8+25 106.8+7.0% 35.7x25' 10.3+1.4Y 2.8+05' 25.1+1.3"
FCD typ IA 10 33.6:35% 124.7+10.7 36.5£5.1* 12.6+25" 3.5+0.9* 26.1+2.4"
FCD typ IB 11 225327 90.5+6.3" 35.0£1.7Y 8.3+£1.3Y 21+04"Y 24.2+14"
FCD typ Il 22 - - - - - 16.7+1.0Y
FCD typ lIA 8 - - - - - 17.5+2.2Y
FCD typ 1IB 14 - - - - - 16.2+1.0Y

B. Rozdleni vzorki podle laloki 2

Kontroly 37
Temporalni 28 27621 137.4+6.0 52.7+27 19.1+x16 4.7+09 35.5+£1.0
Frontalni 3 16.33.4 116.4+135 34.3+40 16.9+3.1 6.9+0.8 26.4+1.2
Parietalni 3 20818 94.4+1.38 457+33 27.1+40 6.9+23 32.4+18
Okcipitalni 3 21.84.0 99.9+108  29.9+156 26.2+39 8.3+3.3 33.5+£0.9
NHSTN 30 38.1+2.6° 167.3t7.9% 51.7+30 16.8+1.7 3.8:t04  34.3+18
FCD typ | 21
FCD | temporalni 19 29426 110.6£7.2° 36.2+2.8Y 10.9+15" 2.9+05° 25.2+1.4"
FCD | parietalnf 2 14.8+0.6 71.2+10.4 30.8£3.1 45+1.2 1.4+04 21.7+1.7
FCD type Il 22
FCD Il temporaln8 - - - - - 17.9+0.8Y
FCD Il frontalni 12 - - - - - 14.3+1.1Y
_ FCD I okcipitaln2 - - - - - 26.1+3.6

n: pacet studovanych kortikalnich vzatk-VI: korove vrstvy; nHSTN: nemalformovany
temporalni neokortex resekovany spolu se sklergtidkipokampem; FCD: fokalni
kortikalni dysplazie* :patologické vzorky v tabulce 2 A. jsou porovnakgstrolami bez
rozliSeni givodu z jednotlivych lalak #:patologické vzorky v tabulce 2 B. jsou porovnany
s kontrolami z korespondujicich oblastt; statistické vyhodnoceni neprovedenaizodiu
nizkého pdiu vzorl; *: statisticky vyznamny rozdil, P <0.05;statisticky vyznamny
rozdil, P <0.005
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Tabulka 3

Korigovana relativni opticka denzita neuropilu £34. u CR, PV a CB imunoreaktivity

Area 35 Area 36 Area Te3V
CR 4,7+0,5% 4,4+0,6 2,9+0,3
PV 3,704 5,1+0,7 57+0,7
CB 5,1+0,3 4.4+0,6 4,1+0,7

X Statisticky vyznamny rozdil v porovnani s areo8Wep < 0,05
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Tabulka 4

(A) Absolutni neuronalni denzita na mm?® kortexu = S.E.M.

Area 35 Area 36 Area Te3v

-1V, V.-V I.-VI. .-V, V.-VL I.-IV. V.-V Il .-VL.
NISSL 523803:84 47716:2359 5036541257 47926 ce63 45442 £1286 46500 + 1053 466611764 29364 + 2023 42565 + 1703
CR 4C67 1425 1430.90° 319421 2617 2@ 1143 .05 2520 + 363 2304 1207 891175 1512 +153
= 4805 £202 2930150 3805+ 120 5240 +297 3555 £ 210 4943 £223 3132 £203 3951 +193

(B) Procentuilni podily CaBP imunoreaktivnich neuronu z celkové neuronilni populace = S.E.M.

Area 35 Area 36 Area Tedv

.-V, V.-V, I.-V 1. IL-IV. V. -VI. I.-IV. V.-V, I1.-VL
CR 9,24 0,7" 3+0,2 64204 7Ex07 25+02 5+07 2,3+0,72 3,604
PV 8,94+ 0,4 6,2+02 76202 11+ 0,8 79+07 10,7 + 0,8 8,1+0,8 0,408

X Statisticky vyznamny rozdil v porovnani s areou86€ 0,05
¥ Statisticky vyznamny rozdil v porovnani s areo8Wep < 0,05
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Tabulka 5

Definice jednotlivych typ fokalnich kortikalnich dysplazii (FCD) podle Paihifio
klasifikace z roku 2004 v porovnani s novou kl&sifii ILAE 2001.

Fokalni Palminiho klasifikace (2004) Klasifikace ILAE (2011
kortikalni
dysplazie
FCD typu | Izolované FCD
FCD IA Porucha laminarni cytoarchitektoniky Radialni pdrtaminarni
cytoarchitektoniky
FCD IB Porucha laminarni cytoarchitektoniky +  Tangencialni porucha laminarni
pritomnost nezralych / obrovskych neuiion cytoarchitektoniky
FCDIC - Kombinace FCD IA + FCD IB
FCD typu ll
FCD IIA  Porucha laminarni cytoarchitektoniky +  Porucha laminarni cytoarchitektoniky +
dysmorfni neurony dysmorfni neurony
FCD IIB  Porucha laminarni cytoarchitektoniky +  Porucha laminarni cytoarchitektoniky +
dysmorfni neurony + balénovité fiky dysmorfni neurony + balénovité fky
FCD typu llI Asociace poruchy
cytoarchitektoniky
FCDIIA - FCD s hipokampalni sklerézou
FCDlIB - FCD s glioneuronalnim tumorem
FCDIIC - FCD s cévni malformaci
FCDIID - FCD s posttraumatickymi,

postischemickymi a pozétiivymi
zmenami
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Graf 1
Procentudlni hodnoty (+ S.E.M.) denzity calretimminoreaktivnich interneur@n

dosazené ve vySetvanych neokortikalnich vzorcich v celé tlécs kortexu. nHSTN byly

zde porovnany vykné s kontrolami z temporélniho laloku.
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NHSTN:nemalformovany temporalni neokortex resekovanyusgmkklerotickym
hipokampem; FCD IA: fokalni kortikalni dysplazipayiA; FCD IB: fokalni kortikalni
dysplazie typu IB; FCD lIA: fokalni kortikalni dyidgie typu IIA; FCD IIB: fokalni
kortikalni dysplazie typu IIB. *: signifikantni rdi oproti hodnotam v kontrolnim

neokortexu (p < 0,005).
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Graf 2

Porovnani poklesu denzity parvalbumin- a calretimmnoreaktivnich interneurdrnve
vzorcich nHSTN, FCD la FCD II. *
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NHSTN:nemalformovany temporalni neokortex resekovanyusgmkklerotickym
hipokampem; FCD I: fokalni kortikalni dysplazie wyp FCD II: fokalni kortikalni
dysplazie typu Il; PV: parvalbumin imunoreaktivniarneurony; CR: calretinin

imunoreaktivni interneurony.

* Porovnavany jsou vysledky dvou samostatnich p{@@menik et al., 2006) pro PV+
interneurony, a (Barinka et al., 2012, resiedkladana dizertace) pro CR+ interneurony.
Porovnani je proto nutno posuzovat jako orignitaZ tohoto dvodu nebylo mozné validni
statistické vyhodnoceni.
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