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3. Úvod

3.1. Hypoxie a mozek

Centrální nervová soustava (CNS) je nejvýše postaveným řídícím a 

integrujícím systémem v organismu. Čím výše stojí organismus ve vývojové řadě, tím 

dokonalejší je činnost jeho CNS, a tím je i větší schopnost organismu vyrovnávat se 

rychle a přiměřeně se změnami zevního i vnitřního prostředí. Čím je však CNS 

rozvinutější, tím složitější a současně také zranitelnější jsou funkce, metabolismus a 

struktura nervové tkáně. Změny zevního prostředí, které vybočují z rozsahu možností 

fyziologického přizpůsobení, vyvolávají změny vnitřního prostředí. Reakce CNS na 

změny vnitřního prostředí má rozhodující význam pro reakci organismu jako celku. 

Jednota organismu a prostředí je zajišťována především reflexními reakcemi a 

adaptacemi (Charvát 1973). Jejich vývoj ve fylogeneze i v ontogeneze je výrazem 

stálého zdokonalování vztahů mezi organismem a prostředím. Patologické postižení 

mozku je pak výslednicí nepoměru mezi možnostmi regulačních a adaptačních 

systémů a stupněm poškození.

Jedním z příkladů, jehož důsledky navodí změny v CNS, je hypoxie. Četnost 

výskytu hypoxických poškození mozku v různých věkových skupinách napovídá, že 

velký počet poškození nervového systému touto noxou vzniká v období časné 

ontogeneze (Trojan a Šťastný 1988, 1989, Berger a Garnier 1999), často dokonce 

v období prenatálním (Štembera 1967, Greisen 1992, Longo a Packinathan 1997).

Pozdní důsledky ve funkci CNS vyvolané perinatální hypoxií jsou tak stále v popředí 

experimentálního zájmu (Vanucci 1990, Delivoria- Papadoupolos a Mishra 1998, 

Krnjevic 1999, Tan a Parks 1999, Delivoria-Papadoupolos a Mishra 2000, Habek a 

spol. 2000, Johnston 2001). Z hlediska individua i společnosti jsou poškození mozku 

vzniklá v důsledku intrauterinního nedostatku kyslíku velmi závažná (období tzv. 

kritické vývojové periody), protože často zásadně ovlivňují možnosti, schopnosti a 

uplatnění jedince v průběhu dalšího života (Gross a spol. 1989). Základní výzkum 

mechanismů odpovědí nervového systému na hypoxickou zátěž může přispět ke 

zvýšení úspěšnosti jak preventivních, tak terapeutických zásahů v klinické praxi 

(Volpe 1995, Berger a Garnier 2000, Barber a spol. 2001). Současně je důležité 
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hledat v celém patogenetickém ději nové oblasti, v nichž bude možno účinně 

zasahovat.

3.2. Mozková cirkulace

Mozek je na rozdíl od ostatních tělních orgánů velmi citlivý vůči nedostatku 

kyslíku, což odráží jeho vysokou metabolickou potřebu. Ačkoliv mozek představuje 

pouze 2,5 % hmotnosti lidského těla, jeho metabolická přeměna  představuje 25% 

bazálního metabolismu. Mozek jako celek má vysokou intenzitu aerobního 

metabolismu a má malou anaerobní toleranci (Nečas 1982). Průtok krve mozkem činí 

kolem 750 ml za minutu, tj. asi 20% minutového srdečního objemu. Při intenzivní 

aktivitě neuronů může stoupnout až o 50%. Průtok krve je kromě toho nerovnoměrně 

rozložen: šedou hmotou protéká zhruba 5x více krve než hmotou bílou (Penfield 

1971). Mozek má velmi účinný autoregulační mechanismus průtoku krve: při 

vzestupu tlaku nastává reflexní vazokonstrikce, při poklesu tlaku naopak nastává 

vazodilatace. V řízení mozkové cirkulace převažují místní humorální mechanismy: 

↓pO2, ↑pCO2 a ↓pH v perivaskulárním prostoru (Trojan 1961). Významným 

vazodilatačním činidlem je oxid dusnatý (NO) (Sedláček 2000).

3.3. Klasifikace hypoxií

Hypoxie lze rozdělit podle příčin vzniku na několik typů (Jílek 1966):

1. Hypoxická hypoxie (anoxická anoxie, výšková, aerogenní), při které je snížen 

arteriální pO2 a nastává snížené sycení krve kyslíkem (hypoxémie).

2. Anemická hypoxie, při které je arteriální pO2 sice normální, ale je redukováno

množství hemoglobinu přenášejícího kyslík. Je snížena schopnost krve 

přenášet kyslík z plic ke tkáním.

3. Stagnační (oligemická, ischemická) hypoxie, při které je průtok krve snížen a 

do tkání není dodáváno dostatečné množství kyslíku, přestože jsou pO2 i 

koncentrace hemoglobinu normální. Je snížena nabídka kyslíku tkáním pro 

poruchu oběhovou, což vede také k omezenému zásobení živinami 

(glukózou), současně je ztíženo odvádění zplodin přeměny látek z postižené 

oblasti. Stagnační ischemie znamená ischemii tkání.
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4. Histotoxická hypoxie, při které je množství kyslíku dodávaného tkáním 

přiměřené, ale tím, že jsou tkáně toxicky poškozeny, nemohou dodaný O2

využívat. Je   způsobena blokádou oxidoredukčních enzymových soustav 

(např. otrava HCN).

Z hlediska důsledků je však významné dělení hypoxie podle intenzity (Jílek 

1966, Trojan 1978a, Mareš J. a spol. 1985):

1. Hypoxie funkční, která vyvolává složitý soubor reflexních a humorálních 

reakcí, jež za daného stavu zajišťují homeostázu.

2. Hypoxie adaptační (metabolická), které se již organismus jako celek nedokáže 

přizpůsobit a musí se s ní vyrovnat metabolickou přestavbou na buněčné 

úrovni.

3. Hypoxie destrukční (strukturální), u které energetická přeměna buňky klesne 

pod hranici nezbytnou pro zachování vnitřního uspořádání živé hmoty.

4. Anoxie, při níž úplný nedostatek kyslíku ve vnitřním prostředí poškozuje v

průběhu času všechny buňky bez zřetele k jejich vývojové zralosti a funkčnímu 

zatížení.

Hypoxická poškození CNS jsou jednou z velmi častých důvodů invalidizace a 

úmrtí v humánní medicíně. Kritickým věkem pro vznik takovýchto poškození je 

perinatální období, presenium a senium (Herlenius a Lagercrantz 2004). Přestože se 

samotná perinatální úmrtnost výrazně snížila, výskyt intrauterinní hypoxie se 

nezměnil, takže její podíl na perinatální úmrtnosti se relativně zvýšil. Proto je i nadále 

intrauterinní hypoxie problémem porodníků a její následky vážnou starostí pediatrů a 

dalších odborníků (Buonocore a spol. 2002, Anderson a spol. 2003, Bell a spol. 

2004, Saugstad a spol. 2005). Poškození mohou být způsobena celkovým nebo 

fokálním nedostatkem O2. Podrobné pochopení patogenetických dějů, které vedou k 

hypoxickému poškození nervové tkáně, je cestou, která umožní účinné terapeutické 

zásahy.

Nedostatek kyslíku vyvolává závažné změny vnitřního prostředí, které ve 

svých důsledcích mění funkce a strukturu nervových i gliových buněk. Podobné 

změny vnitřního prostředí mají pro tkáň shodné důsledky i tehdy, jsou- li vyvolány 

jinak (např. model fokální ischémie – okluze arteria cerebri media, celková ischémie 

nebo ischémie předního mozku) (Mareš J. 1995).
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3.4. Změny metabolismu nervové buňky při nedostatku kyslíku

Nedostatek kyslíku ve tkáních se projevuje celou řadou změn (zhroucením

energetického metabolismu, acidózou, poškozením mitochondrií, aktivací

autolytických enzymů, odbouráváním lipidů apod.). Buněčné struktury jsou však 

navíc poškozovány při i reoxygenaci tkáně, a to zvýšenou produkcí kyslíkových 

radikálů.

Pro různé biochemické pochody utilizující molekulární kyslík existují 

pravděpodobně různé „kritické“ hodnoty pO2, při nichž se začne nedostatek kyslíku 

projevovat. V aerobním energetickém metabolismu vznikají biochemické změny 

teprve tehdy, klesne-li pO2 v bezprostředním okolí mitochondrií na hodnoty nižší než 

0,133 kPa (1 mmHg) (Chance a Williams 1955). Při dosažení kritického pO2 začne 

na buněčné úrovni probíhat kaskáda biochemických změn v souvislosti s útlumem 

oxidativní fosforylace (Mourek 1966, 1980, LaManna a spol. 1984). Organismus se 

snaží udržet normální buněčné funkce a proto zvýšeně utilizuje ATP (Vannucci a 

spol. 2004). Navíc, hlavním energetickým zdrojem se stane anaerobní glykolýza, 

která nemůže dlouhodobě pokrýt energetickou potřebu, snižují se energetické 

fosfátové rezervy - adenosintrifosfát (ATP) (Jílek a spol. 1968, Mourek a Šťastný 

1979, Harik a spol. 1995, LaManna a spol. 1996, Yapicioglu a spol. 2004, Sa Santos 

a spol. 2005). Při snížení nabídky glukózy může neuron metabolizovat i laktát a

acetoacetát (Drahota a spol. 1965, Takata a spol. 2004).

Intracelulárně se hromadí nicotinamid- adeninnukleotid (NADH) (Foster a spol. 

2005), laktát, snižuje se pH.

Snížení energetických rezerv má za následek poruchu funkce membránových 

iontových kanálů a intracelulární hromadění Na+, Ca2+, Cl- a vody (cytotoxický edém)

(Kozler a spol. 2002, Martinez-Sanchez a spol. 2004). Extracelulárně se zvyšuje 

množství K+. Tyto procesy způsobí depolarizaci membrány (Mishra a Delivoria-

Papadopoulos 1988 b, Graham a spol. 1993). 

Při depolarizaci se také ze synaptických váčků v axonálním zakončení

uvolňuje glutamát, který se váže na non-NMDA a na NMDA receptory. Oba typy 

receptorů se otevírají a non-NMDA receptory – iontovými kanály proudí do buňky 

Na+. NMDA receptor však zůstává blokován magnéziem. Tok natria do buňky vede 

k depolarizaci postsynaptické membrány, NMDA kanál je tak uvolněn a do 

postsynaptického neuronu proudí Ca2+. Vzestup hladiny kalcia v cytosolu vede 

k produkci NO, která zprostředkuje retrográdní signál. Retrográdní signál následně 
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vede ke zvýšení produkce a výdeje glutamátu. Uvedený děj je jeden z mechanismů 

dlouhodobé posttetanické potenciace (Juurling 1997, Koroleva a Vinogradova 2000, 

Lee a spol. 2000, Gray a spol. 2005). 

Vysoká intracelulární hladina Ca2+ způsobí aktivaci kalpainu a kalcineurinu. 

Kalpain je mediátorem proteolytické degradace cytoskeletárních proteinů, vyvolá 

změnu iniciace translačních mechanismů, což výrazně snižuje proteosyntézu. Na 

poškození membrány se rovněž podílí aktivace kaspázy, která zasahuje do procesu 

apoptózy, což je naprogramovaný fyziologický proces smrti probíhající v buňkách. 

Aktivace kaspázy se rovněž podílí na poškození membrány (Lee a spol. 1998, Lipton 

1999, White a spol. 2000).

Během hypoxie se aktivují i další enzymatické pochody. Zvýšená hladina 

intracelulárního Ca2+ aktivuje proteázy, lipázy a nukleázy, které se podílejí na 

poškození buněčné integrity (Verma 2001). Významné je působení fosfolipázy, která 

způsobuje deesterifikaci membránových fosfolipidů a uvolnění volných mastných 

kyselin (Lipton 1999). Z uvolněných fosfolipidů se tvoří kyselina arachidonová (Mc 

Gowan a spol. 1994, Vanucci a Perlman 1997), která vyvolává invazi neutrofilů a 

změnu krevního průtoku. Aktivované leukocyty produkují řadu proteolytických 

enzymů, které mění permeabilitu kapilár a výsledkem je otok mozku. Arachnoidát 

také způsobuje hromadění volných kyslíkových radikálů (Mishra a Delivoria-

Papadopoulos 1999, Tan a spol. 1999, Monje a spol. 2000, White a spol. 2000), 

které vznikají při redukčních procesech v mitochondriích (McCord 1985, Tan a spol. 

1998). Peroxidují membránové lipidy (Siesjö 1981, Mishra a Delivoria- Papadopoulos 

1989, Halliwell a Chirico 1993, Kalytka a spol. 1995, Surai a spol. 1999) a narušují 

integritu buněčné membrány. Všechny buněčné součásti se jeví jako senzitivní 

k poškození volnými kyslíkovými radikály (Kalous a Drahota 1996). Soudí se také, že 

jejich účinky jsou hlavním mechanismem buněčného poškození při reperfúzi 

(Vanucci a Perlman 1997). Volné kyslíkové radikály způsobují porušení mitochondrií, 

které vede k další produkci O2 radikálů (Chan 1996). Během ischemického inzultu je 

aktivována NO-syntáza (NOS) (Dorrepaal a spol. 1997, Pichiule a spol. 1998, Mishra 

a Delivoria-Papadoupoulos 2004), která produkuje přebytek oxidu dusnatého, který

je neurotoxický (Verma 2001, Rodrigo a spol. 2004). 

Popsané procesy kolapsu celulární energetické přeměny, působení 

kyslíkových radikálů, peroxidace lipidů, nahromadění Ca2+ intracelulárně (Hedrick a 

spol. 2005), neurotoxicita oxidu dusnatého (NO) a glutamátu a acidóza vyústí ve 
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ztrátu membránové integrity, progresivní proteolýzu a v poškození strukturního 

uspořádání buňky a v neschopnost kontroly a obrany proti těmto procesům (Lee a 

spol. 1998, Lipton 1999, Hagberg a spol. 2004).

Gliové buňky jsou naopak odolnější proti působení nedostatku kyslíku než 

neurony (Papadopoulos a spol. 1998), oligodendroglie je zranitelnější než astrocyt, 

zřejmě pro nižší obsah glutathionu, tudíž nižší schopnosti obrany proti kyslíkovým 

radikálům (Juurling 1997). Nezralé astrocyty přežívají hypoxii i 2x déle než zralé

(Pekny a Pekna 2004).

3.5. Teorie neuroplasticity

Neuroplasticita je specifická vlastnost nervového systému charakterizovaná 

dvěma základními projevy: první typ „funkční“ plasticity nastupuje relativně rychle, 

projevuje se funkčními změnami a je dobře reverzibilní; druhý typ plasticity má 

charakter adaptace, jejímž výsledkem je změna exprese genotypu ve fenotyp (Trojan 

a Pokorný 1999). 

Neuroplastické mechanismy mohou být založeny na modulaci přenosu signálu 

na synapsích (např. výdeje transmiteru, aktivity receptorů na postsynaptické 

membráně, přenosu v postsynaptickém oddílu) (Mareš a spol. 1981, Langmeier a 

spol. 1983) nebo mohou být podmíněny změnami vztahů mezi neurony (např. 

synapse, ve smyslu zapojení jednotlivých prvků neuronálních okruhů). Výsledkem je 

úprava komunikace mezi jednotlivými neurony (synaptická úroveň), v činnosti 

místních neuronálních okruhů (úroveň lokálních okruhů) (Boublíková a spol. 1991, 

Pokorný 1996), nebo ve vztazích jednotlivých funkčních mozkových celků 

(multimodulární úroveň) (Pokorný a spol. 1990a, b, Langmeier a spol. 1992, Pokorný 

1994, Trojan a spol. 1995, Wu a spol. 2005).

Podstatou neuroplasticity mohou být změny stavby, prokazatelné 

morfologickými metodami, což se uplatňuje zejména za vývoje a v reakci na 

poškození (vznik a zánik neuronů, růst jejich výběžků a trnů, přebudování, příp. 

vytváření nových synapsí) (Björklund a Stenevi 1981, Pekny a Pekna 2004, Trojan a 

spol. 2004b, Zhuravin a spol. 2004,). Další experimenty však ukazují na molekulární 

úrovneň (aktivita enzymů, zejména aktivace proteosyntézy a tvorba a výdej

mediátorů a modulátorů, aktivace receptorů, úprava aktivity iontových kanálů)

(Herlenius a Lagercrantz 2004).
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Výsledkem plasticity mohou být příznivé, ale i nepříznivé změny za vývoje 

(plasticita evoluční), při krátkodobé expozici (plasticita reaktivní), při dlouhodobé 

nebo opakované zátěži (plasticita adaptační) nebo při funkční, příp. morfologické 

obnově poškozených neuronálních okruhů (plasticita reparační). Projevy plasticity 

mají proto obdobný základ, bez pohledu na příčinu, která je vyvolala, a na oddíl CNS,

ve kterém probíhají (Mourek a spol. 2004, Trojan a spol. 2004a).

3.6. Adaptabilita mozku na nedostatek kyslíku

Přizpůsobivost (adaptabilita) je obecnou vlastností živé hmoty. Organismus se 

může poklesu pO2 v zevním prostředí do určité míry přizpůsobit, a to v rozsahu tzv. 

fyziologických podnětů. Adaptabilita je schopnost přizpůsobit se podmínkám, které 

nejsou pro činnost organismu optimální. Organismus odpovídá na změny prostředí 

buď bezprostředně a jednorázově - reakce - nebo se může dlouhodobě až trvale 

přizpůsobit (tzv. adaptace). Adaptace vzniká na základě dlouhodobého nebo 

opakovaného působení podnětu (Selye 1956). 

Při pobytu v prostředí s nižším pO2 nastane rozvoj složitých reakcí a adaptací 

povahy reflexní i humorální, jimiž se případné výkyvy pO2 ve vnitřním prostředí 

upraví. Novým podmínkám prostředí se může také přizpůsobit přímo metabolismus 

jednotlivých tkání. Činnost i struktura nejsou porušeny a jednota organismu 

s prostředím je zachována (LaManna 1992, LaManna a spol. 1992, Tekkok a spol. 

2004). Jakmile však překročí pokles pO2 v zevním prostředí určitou hranici, 

organismus již není schopen se s touto změnou vyrovnat. Nastane porucha 

homeostázy, snížení pO2 ve vnitřním prostředí. Tkáně, jejich metabolismus, začnou 

strádat nedostatkem kyslíku. Primární porucha přeměny se projeví poruchou funkce i 

struktury nervové tkáně. Jestliže kyslík v zevním prostředí vymizí, vymizí také velmi 

rychle kyslík z vnitřního prostředí a vznikne úplný nedostatek kyslíku - anoxie. 

Intenzita nedostatku kyslíku (hloubka hypoxie) je z hlediska reakce nervové tkáně 

faktor velmi důležitý. Určuje kvalitativně i kvantitativně poruchu metabolismu, 

struktury a funkce CNS, a tím i osud organismu za podmínek hypoxie. Při hypoxii

(zvláště mírnějšího stupně a pomalu se vytvářející) se mohou v CNS rozvíjet

metabolické a funkční adaptační děje. Při úplném nedostatku kyslíku - anoxii tato 

možnost není. Nastává pouze reakce, tj. změna přeměny, činnosti a struktury, 

způsobená náhlým zastavením aerobní přeměny (Jílek 1970).
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O reakci CNS a organismu rozhoduje celkový stav nervové tkáně v okamžiku, 

kdy je vystavena hypoxii, a to jak z hlediska metabolického, tak i funkčního a 

strukturního. Tento stav je dán funkčním stavem, tj. celkovou úrovní aktivity a útlumu 

v okamžiku působení hypoxie (Trojan a spol. 2004a).

Dalším základním faktorem, který určuje charakter reakce nervové tkáně na 

hypoxii určitého druhu a intenzity, je fylogenetický stupeň vývoje CNS. Čím výše stojí 

živočich ve vývojové řadě, tím více se uplatňují systémové odpovědi a tím větší 

význam má při adaptivních dějích centrální nervová soustava. Čím dokonaleji je 

vyvinut CNS, tím méně se odrážejí změny zevního prostředí ve změnách prostředí 

vnitřního. Na druhé straně však reaguje vývojově méně zralá nervová tkáň na zevní 

změny jiným způsobem než vysoce diferencované, funkčně a metabolicky 

specializované tkáně (Yager a Thornhill 1997). 

Adaptace na nedostatek kyslíku předpokládá rozvoj takových dějů v 

organismu, které mu dovolí žít při nižším pO2 nebo přežít hypoxii po delší čas. 

Projevem adaptace jsou změny metabolické, funkční, popřípadě i strukturní (Williams 

a spol. 2004). Rychlost a síla rozvoje adaptačních mechanismů závisí na rychlosti a 

síle působení stresoru (Charvát 1964, 1973). Projevy adaptace vždy přetrvávají po 

určitou dobu i po působení zátěže (Nemeth a Vigaš 1968). Adaptační pochody 

probíhají jednak na úrovni systémové a jednak na úrovni tkáňové. Z hlediska 

systémového jsou nejdůležitější změny oběhového, dýchacího a krevního systému 

(Trojan 1978a, Trojan a Kapitola 1990, LaManna a spol. 1994, Mironov a spol. 1994, 

Harik a spol. 1995a, b, LaManna a Harik 1997, LaManna a spol. 1998). Z hlediska 

organismu jako celku lze rozdělit adaptační mechanismy na specifické a 

nespecifické. Podstata nespecifické adaptace není zcela vysvětlena, předpokládá se 

přestavba tkáňového metabolismu či adaptace molekulární (Barbašova a Grigorjeva 

1968, Charvát 1973, Trojan a spol. 2000). Specifické tkáňové adaptace probíhají na 

základě zvýšení efektivnosti oxidačních pochodů při zvýšení enzymatické aktivity 

(Barbašova 1960, Mourek 1965, Štembera 1967, Jílek a Trojan 1970, Trojan a spol. 

1971, Trojanová a spol. 1971, Jílek a spol. 1974, Mourek a spol. 2004).

Během ontogeneze se metabolismus v nervové tkáni charakteristickým 

způsobem rozvíjí, a to v nerozlučné jednotě s vývojem její funkce a struktury. Kromě 

toho je úroveň přeměny v každé etapě přímo závislá na vlivech prostředí, které 

podmiňují reflexní činnost CNS a tím působí také na látkovou přeměnu v mozku. 

Jedna a táž intenzita hypoxie (z hlediska fyzikálně chemického, tj. určitý pO2 ve 



13

vnitřním prostředí) se může stát během ontogeneze hypoxií funkční, adaptační nebo  

i destrukční. Všechny tyto činitele je nutno brát v úvahu při posuzování změn CNS na

hypoxii během vývoje (Jílek 1966, Trojan a spol. 2004a).

Vývojově nezralé tkáně, včetně tkáně nervové, reagují jiným způsobem než 

vysoce diferencované, funkčně i metabolicky specializované tkáně jedinců (Jílek 

1966, Trojan a Jílek 1968, Jílek a spol. 1971). Proto se adaptivní děje u mláďat v 

mnohém liší od stejných dějů v dospělosti (Trojan 1978a). Vývojově nezralí jedinci 

jsou podstatně odolnější proti nedostatku kyslíku než živočichové dospělí. To popsal 

již v roce 1675 Robert Boyle (Boyle 1725). Tato skutečnost je z hlediska druhu velmi 

výhodná, protože nejvýraznější rizika z hlediska hypoxie jsou právě v období 

perinatálním. Popsaná vlastnost se vyvinula pravděpodobně díky selekci, protože 

organismy s geneticky nižší odolností v perinatálním období se často nedožívaly

období pohlavní zralosti a tak tuto svou vlastnost nemohly předávat potomstvu.

Pro adaptaci u mláďat má velký význam zvýšení podílu anaerobní glykolýzy 

na celkové energetické bilanci a celkově nízká hodnota energetické přeměny (Jílek a 

spol. 1968, Trojan 1978b, Trojan a spol. 2000). U vývojově nezralých organismů se 

uplatňují zvláště metabolické děje na buněčné úrovni, u dospělých jedinců má 

adaptace na nedostatek kyslíku především systémový charakter (Mourek 1965, 

Trojan a Jílek 1970). Pro větší schopnost mláďat získávat energii anaerobní 

glykolýzou svědčí, že množství kyseliny mléčné u nich během hypoxie stoupá rychleji 

a dosahuje relativně vyšších hodnot než u zvířat dospělých (Trojan a Jílek 1970, 

Trojan  a spol. 1971). Rovněž vysoký obsah glykogenu v nervové tkáni novorozených 

potkanů a jeho utilizace při hypoxii se shoduje s těmito nálezy (Jílek 1966, Trojan a 

spol. 1971, Vanucci a spol. 1990). Utilizace glykogenu je totiž výhodnější než 

utilizace glukózy, protože zisk makroergních vazeb je o 30% vyšší (Trojan a Jílek 

1970). Podkladem zvýšené odolnosti mláďat je změna jak aerobního, tak 

anaerobního metabolismu, a také jejich vzájemného poměru (Trojan 1970, 1978b, 

Trojan a spol. 2000). Při anoxii je u novorozených zvířat pro zachování ultrastruktury 

v rámci reverzibility nezbytné jen velmi malé absolutní množství energie, které tvoří 

pouze zlomek energetického obratu v dospělosti.

Ke druhu a intenzitě hypoxie je nutno přihlížet nejen při předvídání průběhu 

reakce organismu a CNS a jejích následků, ale také při snaze o její příznivé 

ovlivnění: tj. při úsilí o zvýšení odolnosti nervové tkáně proti hypoxii a anoxii, či 

zmírnění jejich trvalých následků. Tato snaha musí být při hypoxii reaktivní (funkční) 
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zaměřena především k zajištění optimálních podmínek pro průběh příslušných 

fyziologických (reflexních humorálních) reakcí. Při hypoxii adaptivní je nejdůležitější, 

aby nebyl rušen rozvoj metabolických adaptačních dějů, popř. aby byly jestě dále 

podporovány (např. zvýšením přívodu živin, udržením pH vnitřního prostředí nebo 

stálé tělesné teploty, ale i podchlazením) (Trojan 1978b). Při hypoxii destruktivní a 

anoxii je hlavní snaha zaměřena především na zpomalení vzniku nezvratných změn, 

a to hlavně snížením energetických nároků postižené tkáně.

3.7. Morfologické projevy adaptace k hypoxii

K popsaným biochemickým a funkčním změnám byly hledány také 

morfologické koreláty a eventuálně i některé histopatologické změny. V oblasti 

mozkové kůry bylo prokázáno, že základní architektonika neuronů zůstává 

zachována (Jílek a spol. 1974). Teprve morfometrická analýza objevila některé spíše 

kvantitativní než kvalitativní změny (Daval a Vert 2004). Mozková kůra je užší než u 

stejně starých kontrol, je zvýšena denzita neuronů (Langmeier a Marešová 1998). Ve 

IV. a V. korové vrstvě je však neuronů méně. V V. korové vrstvě mají potkani 

adaptovaní v mládí na nedostatek kyslíku pyramidové buňky s kratšími dendrity, 

hustěji pokrytými dendritickými trny (Jílek a spol. 1974).

Kvantitativní morfometrická analýza pyramidových neuronů CA1 oblasti 

hippocampu prokázala zmenšení receptivních polí u potkanů od mládí opakovaně 

vystavovaných hypobarické hypoxii. Snižuje se také počet větví v některých 

bazálních částech a v distálních částech apikálních dendritů. Tyto pyramidové buňky 

(CA1 oblasti hippocampu) mají na bazálních a většině apikálních dendritů nižší 

hustotu trnů. Receptivní pole je nejvýrazněji redukováno v perisomatické části 

větvení bazálních i apikálních dendritů a na vzdálenějších oddílech apikálního 

dendritu (Pokorný a spol. 1980, 1982, Pokorný a spol. 1987, Langmeier a spol. 

1989).

Výrazné změny po opakované výškové hypoxii byly prokázány v elektron-

mikroskopickém obraze synapsí. Analyzovány byly synapse typu I. ve II. vrstvě 

somatosenzorické oblasti mozkové kůry. U zvířat adaptovaných na výškovou hypoxii 

převládá výskyt nižších presynaptických denzních projekcí nad projekcemi vyššími, 

častějšími u kontrolních zvířat. Změny jsou i u postsynaptických denzních hmot: po 

opakované hypoxii jsou nižší a delší. Rovněž vzdálenost mezi pre- a postsynaptickou 
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denzitou je po opakované hypoxii kratší a intersynaptická denzita užší (Fischer a 

spol. 1980a, b).

Uvedené morfologické nálezy svědčí pro to, že vlivem dlouhodobé hypoxie v 

rané postnatální ontogenezi se podstatně mění geometrie výběžků neuronů, sníží se 

počet synapsí v okolí somatu, většinou inhibičních, a tím je uvolněna oblast, která je 

zodpovědná za vytváření akčních potenciálů neuronů, tj. iniciální segment (Eccles 

1966). Převládá proces podráždění nad útlumem, excitabilita CNS se zvyšuje.

Hypoxie ovlivňuje kromě neuronů  i vývoj gliových buněk, zároveň zasahuje i 

do vzájemného poměru jednotlivých typů glií po vystavení hypoxii (Schwarz a spol. 

2004). Bílá hmota předního mozku obsahuje u experimentálních zvířat méně 

astrocytů a více oligodendrocytů v porovnání se zvířaty intaktními (Sturrock 1978, 

Langmeier a spol. 1987).

Hypoxie také navozuje úbytek mozečkové kůry a hlubokých jader šedé hmoty 

a zvýšení počtu alterovaných Purkyňových buněk. Vysoká aktivita protilátky anti-

kaspázy-3 je ukazatelem apoptózy Purkyňových buněk (Pae a spol. 2005). 

3.8. Elektrofyziologické projevy mozkové tkáně

Strukturální a biochemické změny vyvolané hypoxií mají paralelu i ve funkci. 

Elektrická aktivita nervové tkáně je významně ovlivněna nedostatkem kyslíku, 

zvyšuje se excitabilita mozku a mění se charakter reakce mozku na opakovanou 

stimulaci (Marešová a spol. 2001a). Při současném podávání neuroprotektivních 

látek lze charakter excitability změnit (Marešová a spol. 2001b, Marešová a Trojan 

2004). 

Abychom pochopili obecné zákonitosti  funkce a zapojení systémů v 

centrálním nervovém systému, používáme v elektrofyziologii modely, které navozují 

hyperfunkci nervového systému. Elektrická stimulace určitého místa centrálního 

nervového systému může vyvolat hyperfunkční pojevy, které nastupují hned po 

ukončení stimulace. Opakovaná stimulace určité mozkové struktury zvyšuje 

pohotovost ke vzniku paroxysmální elektrické aktivity v této oblasti a dochází k 

postupnému rozněcování (kindling). Rozněcování se stalo prvním experimentálním 

modelem epileptogeneze (Goddard a spol. 1969).

Z metodického hlediska je jedním z nejlépe definovaných modelů korový 

následný výboj (KNV), který lze vyvolat stimulací některých oblastí mozkové kůry.  
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Stimulací ovlivněná část neuronální populace synchronizuje svou činnost a 

synaptickým náborem dalších neuronů přechází v hypersynchronní aktivitu 

s tendencí ke generalizaci. Tyto hypersynchronní výboje, střídané pravidelně vlnou 

inhibice, pokračují samostatně po skončení stimulace a vytvářejí elektrografický 

obraz hyperfunkčního záchvatu (Mareš J. a spol. 1985). Pomocí KNV lze sledovat 

změny záchvatové pohotovosti a charakter těchto záchvatů v průběhu ontogeneze a 

v různých částech CNS (Mareš J. a spol. 1981, Marešová a Mareš P. 1987). 

Charakter KNV závisí na frekvenci a intenzitě a trvání stimulace, na maturaci 

mozkové tkáně. Při opakované stimulaci se trvání KNV mění v závislosti na stupni 

vývoje CNS (Mareš J. a spol. 1981, 1985, Marešová 2001a).

V průběhu záchvatu a po jeho skončení se významně přesunují ionty mezi 

intra- a extracelulárním prostředím, což ovlivňuje excitabilitu. Ta je vyvolána různými 

modulačními mechanismy. Vliv na zvýšenou dráždivost mají ve vývoji nejenom 

morfologické změny (myelinizace, větvení dendritů a maturace synapsí), ale i 

vyzrávání jednotlivých mediátorových a modulátorových systémů, z nichž mají velký 

význam kyselina γ- aminomáselná (GABA) jako zástupce inhibičních mediátorů a 

glutamát jako zástupce excitačních neurotransmiterů. Oba nervové mechanismy 

(excitační a inhibiční) jsou u zdravého dospělého jedince v mozkové tkáni 

v dynamické rovnováze a míra excitability je tedy dána poměrem obou systémů. 

Zvýšení excitability dále podporují takové procesy, které depolarizují či usnadňují 

depolarizaci buněčné membrány, zkracují dobu repolarizace, zrychlují synaptický 

přenos atd. (Levin a Godukhin 2005).

3.9. Ovlivnění hypoxie a látková protekce adaptibility

Jednou z možností, jak pozitivně ovlivnit důsledky hypoxie, je použití látek, které 

paralyzují zvýšenou tvorbu reaktivních forem kyslíku. Nazývají se „scavengery“ 

volných kyslíkových radikálů (Davis a spol. 1997, Shadid a spol. 1998, Castagne a 

spol. 1999, Štípek a spol. 2000). Reaktivní formy kyslíku se účastní uvolňování a 

přeměny energie nezbytné pro životní pochody a jsou součástí enzymových 

mechanismů. Škodlivé jsou pouze tehdy, vymknou-li se přísné kontrole. Antioxidační 

mechanismy jsou součástí přirozených obranných systémů organismu. Neurony mají 

schopnost ničit volné kyslíkové radikály cestou enzymatickou i neenzymatickou. 

Účinek jednoho antioxidantu velmi často podmiňuje účinek jiného článku soustavy.
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1. Mezi enzymy patřící do antioxidačního ochranného systému řadíme: 

superoxid dismutázu, katalázu, glutathion peroxidázu a glutathion reduktázu 

(Mishra a Delivoria-Papadoupolos 1988a, Štípek a spol. 2000, Callio a spol. 

2005).

2. Neenzymatické antioxidační mechanismy:

a) Allopurinol (Janero a spol. 1989, Štípek a spol. 1989, Palmer a spol. 1990, 

1993, Marro a spol. 1994, Saugstad 1996, Van Bel a spol. 1998) blokuje 

působení xantin-oxidázy, která během reperfúze podporuje přeměnu 

hypoxantinu na xantin. Při této reakci vznikají volné O2 radikály.

b) Antioxidačně působící vitaminy: α-tocopherol (Schreiber a Trojan 1990, Trojan 

1991, Schreiber a Trojan 1993, Trojan 1993, Shin a spol. 1994, Daneyemez a 

spol. 1999) a kyselina askorbová (Schreiber a spol. 1989, Schreiber a Trojan 

1990, 1993, 1995, 1998, Tagami a spol. 1998, Rice 2000, Berg a spol. 2005), 

které se účastní vychytávání a odstraňování volných O2 radikálů a dále 

karotenoidy a β-karoten (Surai a spol. 1999).

c) Další látky: nikotinamid, koenzym Q, melatonin, bilirubin, kyselina močová, 

cystein, stopové prvky (Se, Zn, Cu), kyselina lipoová, glutathion, trioly a 

disulfidy (Štípek a spol. 2000, Sener a spol. 2005).

3. Pro nezralou nervovou tkáň je charakteristické, že její odolnost proti 

nedostatku kyslíku lze ovlivnit jednorázovými nebo opakovanými nejrůznějšími 

zásahy do vnitřního prostředí (aplikace fyziologického roztoku, glukózy, solné

soli laktátu, acetátu, acetoacetátu, 2, 4 – dinitrofenolu, kyanidu, malonanu, 

arzenitanu, Cerebrolysinu), což „probudí spící proces“ neuroplasticity a vede 

k úspěšné reparaci (Trojan a spol. 2004c). Přesto stále zbývá řada otázek, 

zejména jaký má podklad a na co je vázána neuroplasticita.

3.10. Magnézium a jeho neuroprotektivní vliv

Magnézium bylo označováno jako „zapomenutý kationt“, a ačkoliv se jedná o 

druhý nejčastější intracelulární kationt, studium jeho homeostázy a jeho regulačních 

funkcí bylo dlouhou dobu opomíjeno (Langmeier a Trojan 1995). Nicméně dnes je 

jasné, že magnézium hraje významnou intracelulární roli (je kofaktorem celé řady 

enzymatických reakcí; má regulační vliv na mnoho iontových kanálů; ovlivňuje 
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„uptake“ kalcia do mitochondrií; moduluje uptake kalcia v kosterních svalech; hraje 

významnou roli v myokardu, atd.) (Bara a spol. 1998). 

Kromě nepochybného vlivu tohoto kationtu na permeabilitu natriových a 

kaliových kanálů, hraje extracelulární magnézium významnou roli svým blokujícím 

vlivem na nízkoprahové napěťově řízené kalciové kanály (Lux a spol.1990).

V centrálním nervovém systému se magnézium podílí nepochybně i na řízení 

glutamátových receptorů. Jde o ovlivnění N-metyl-D-aspartátových receptorů 

(NMDA), které jsou na rozdíl od non-NMDA receptorů tímto kationem významně 

regulovány. Blokující efekt je přitom vyvolán jak intracelulárním, tak i extracelulárním 

magnéziem (Johnson a Ascher 1990).

Tak jako ve většině tkání, i v nervovém systému hraje magnézium zřejmě 

významnou roli při nastartování procesu apoptózy. Apoptóza je na rozdíl od nekrózy 

primárně fyziologický mechanismus vedoucí k zániku buňky. Je charakterizována 

kondenzací chromatinu, segmentací jádra, svinutím plazmatické membrány do 

vakovitých výběžků, konstrikcí jejich baze a postupným vytvořením tzv. apoptotických 

tělísek, obsahujících části cytoplazmy a fragmenty jádra (Alberts a spol. 1994).

Z biochemického hlediska je apoptóza zahájena aktivací Ca2+-Mg2+

dependentní endonukleázy, což vede k degradaci jaderní genomové DNA na 

oligonukleozomální fragmenty (Johnson a Deckwerth 1993). Fragmentace DNA 

následně vede k poklesu syntézy RNA a proteinů. Intracelulární kalcium a zřejmě i 

magnézium je tedy jedním z rozhodujících faktorů, jež moderují mechanismy 

vyúsťující v předem programovaný zánik buňky.

V poslední době jsou stále častěji diskutovány mechanismy nastartování 

procesu apoptózy v nervovém systému, a to zejména pak možnosti jeho ovlivnění. 

Ukazuje se, že impulzem k zahájení tohoto mechanismu programované buněčné 

smrti může být transientní či dlouhodobá hypoxie (Koistinaho a Hokfelt 1997), a 

zejména pak následná reperfúze ischemizované tkáně (Adams a spol. 1996). Vznik 

volných kyslíkových radikálů během reperfúze je pak považován za jeden z 

nejvýznamnějších podnětů vedoucích k zániku buněčné populace (Mattson a spol.

1995). Během tohoto procesu jsou popsány významné změny hladiny 

intracelulárního magnézia (Corbett a spol. 1996). Výrazný je především dlouhodobý 

pokles koncentrace tohoto iontu v ischemizované tkáni (Vande Linde a spol. 1991). 

Podání magnézia před i po expozici hypoxii má přitom protektivní efekt (Okawa 1992, 

Marinov a spol. 1996).
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Dalším místem, kde se nabízí aplikace magnézia, je široká škála bolestí hlavy, 

především migréna, která je rovněž mj. pravidelně spojena s poklesem hladiny 

magnézia (Thomas a spol. 1994, Mauskop spol. 1995). I zde je saturace tímto iontem 

účinná (Mauskop a spol. 1996).

Podstatně méně než o modulačních vlastnostech magnézia je však známo o 

jeho vlastních transportních systémech (Beyenbach a spol. 1993). O řadě 

transportních systémů je dosud spíše spekulováno a situaci navíc komplikuje 

skutečnost, že ačkoliv je rozdíl v celkové extracelulární a intracelulární koncentraci 

magnézia značný (přibližně je o řád v ICT vyšší než v ECT), koncentrace volného 

magnézia vně i uvnitř buňky se prakticky neliší (Langmeier a Trojan 1995).

Nepochybně velmi významný v celé řadě orgánů, např. v ledvinách (deRouffingnac a 

spol. 1993, deRouffingnac a Quamme 1994) a v gastrointestinálním traktu (Hardwick 

a spol. 1990), je paracelulární transport magnézia (Karbach a Feldmeier 1991). 

V ledvinách je rozhodující většina magnéziového transportu lokalizována do korové 

části tenkého ascendentního raménka Henleovy kličky, kde je reabsorbováno 

přibližně 70% magnézia filtrovaného v glomerulu. Tento transport je ovlivňován celou 

řadou hormonů, včetně parathormonu, a z velké části se děje právě paracelulární 

cestou (deRouffingnac a spol. 1993, deRouffingnac a Quamme 1994). 

V gastrointestinálním traktu je prokázána absorpce magnézia v celém rozsahu 

tenkého (Karbach a Rummel 1990, Karbach a Feldmeier 1991, Karbach a spol. 

1991) i tlustého střeva (Karbach 1989, Hardwick a spol. 1990, Karbach a Feldmeier 

1991). Z největší části jde opět o paracelulární transport, přičemž transportní systémy 

jsou odlišné od mechanismů kalciového transportu (Karbach a Feldmeier 1991).

Na transcelulárním, a tedy transmembránovém transportu, který hraje 

významnou roli především v nervovém systému a ve svalech, se podílí především 

sekundární aktivní transport, tedy Na+/Mg2+ antiport (Beyenbach a spol. 1993), 

podmíněný influxem natria do buňky.

Druhým nepochybným mechanismem transmembránového transportu 

magnézia je primární aktivní transport (Hardwick a spol. 1990, Beyenbach a spol. 

1993), tedy ATP dependentní Na+/Mg2+ výměna, která je realizována prostřednictvím 

Mg2+ pumpy.

Mnoho studií prokázalo, že poškození mozku je spojeno s poklesem 

koncentrace magnézia v mozku, což vede k rozvoji buněčné smrti a funkčnímu 

poškození (Vink a McIntosh 1990, Cernak a spol 1996). Stejní autoři později pomocí 
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magnetické rezonance prokázali, že po mozkovém traumatickém poškození u 

potkanů klesá koncentrace intracelulárního volného magnézia v mozku a plazmatická 

koncentrace volného magnézia zhruba o 40% (Heath a Vink 1996). Právě snížená 

intracelulární koncentrace magnézia je zodpovědná za rozvoj motorických 

neurologických příznaků, zatímco po parenterální premedikaci magnéziem se klinický 

neurologický nález zlepšuje (McIntosh a spol.1988, Vink a spol. 1988, McIntosh a 

spol. 1989). Hodnoty extracelulárního volného magnézia klesají při poranění mozku 

méně v postižené oblasti, zatímco v oblasti nepostižené se jeho koncentrace nemění. 

Snížení intracelulárního volného magnézia koreluje se snížením cytosolové 

fosforylace, snížením aktivity kreatin-kinázy, adenylát-cyklázy a ATP-ázy (Vink a 

spol. 1988, Soares a spol. 1992, Vink  a spol. 1994). 

Mg2+ je důležitý kationt nezbytný pro funkci více než 400 enzymů používaných 

v látkové přeměně, syntéze bílkovin, metabolismu lipidů a nukleových kyselin. 

Mimoto všechny reakce, které produkují nebo spotřebovávají ATP, jsou na magnéziu 

závislé. Patří sem enzymy glykolýzy a oxidativní fosforylace (Ebel a Gunther 1980). 

Magnézium má tedy zásadní vliv na stabilitu a normální funkci buněčné 

membrány (Bara a Guiet-Bara 1984). Pokles magnézia způsobí zvýšení 

membránové prostupnosti a fluidity a zvýšení lipidové peroxidace, která vede ke 

zvýšení produkce volných kyslíkových radikálů, jež jsou zodpovědny za budoucí 

buněčné poškození (Kontos a Povlishock 1986, Kirsch a spol. 1992). Některé studie 

prokázaly, že magnézium ve vysokých koncentracích inhibuje lipidovou peroxidaci 

(Regan a spol. 1998). Naopak buněčná smrt vyvolaná při snížené koncentraci 

magnézia vyplývá pravděpodobně z nadměrné aktivity NMDA receptorů, z 

nedostatečné antioxidantové aktivity a přímého účinku oxidativního stresu.

Neuroprotektivní vliv magnézia je též vysvětlován jeho vazodilatačním 

účinkem na mozkové tepny, čímž zvyšuje průtok krve mozkem (Muir 1998).
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4. Cíle práce

Cílem práce bylo zjistit, zda v období rané ontogeneze:

I. změní dlouhodobá opakovaná hypoxie denzitu NADPH-diaforáza pozitivních 

neuronů v hippocampu

II. magnézium ovlivní denzitu NADPH-diaforáza pozitivních neuronů v hippocampu.

5. Pracovní hypotéza

Pracovní hypotéza I.

Dlouhodobá opakovaná aerogenní hypoxie zvýší denzitu NADPH-diaforáza 

pozitivních neuronů v hippocampu.

Pracovní hypotéza II. 

Aplikace magnézia sníží denzitu NADPH–diaforáza pozitivních neuronů 

v hippocampu u zvířat nevystavených dlouhodobé opakované hypoxii.

Pracovní hypotéza III.

Premedikace magnéziem sníží denzitu NADPH-diaforáza pozitivních neuronů 

v hippocampu u mláďat vystavených dlouhodobé opakované hypoxii.
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6. Metodické postupy

6.1. Pokusná zvířata

Všechny pokusy byly prováděny ve Fyziologickém ústavu 1. LF UK na 

samcích laboratorního potkana kmene Wistar vlastního chovu (Rattus norvegicus). 

Zvířata byla chována ve zvířetníku za standardních podmínek. Teplota prostředí byla 

automaticky udržována na 24±1°C, vlhkost byla 60%. Periody tmy a světla se střídaly 

po 12 hodinách. Zvířata byla chována v plastikových akváriích s pilinovou 

podestýlkou (30 x 30 x 40 cm) a s volným přístupem k vodě a potravě (komerčně 

vyráběné pelety). Mláďata byla kojena matkou a odstavena na konci 3. týdne. 

Používali jsme mláďata stará 12, 25 a 35 dní. Den narození byl počítán jako nultý 

den. Jako kontrolní byla použita zvířata nevystavená hypoxii. Experimentální skupina 

zvířat byla vystavena opakované hypobarické hypoxii a nebo exponována hypoxii se 

současnou premedikací neuroprotektivní látky. Všechny experimenty byly prováděny 

v souladu se zákonem na ochranu zvířat, pod dohledem osoby s atestem pro pokusy 

na zvířatech.

6.2. Hypoxie

K vyvolání hypoxie jsme používali speciální barokomoru o objemu 370 l. 

Speciální olejovou rotační vývěvou byl snižován tlak vzduchu, jehož pokles uvnitř 

barokomory byl průběžně měřen leteckým výškoměrem. Rychlost snižování tlaku 

byla 1000 m/3s. Ve vnitřním prostředí barokomory byla udržována konstantní teplota 

24°C a vlhkost 60%. Tlak v komoře byl 41,04 kPa, pO2 8,58 kPa. Během 

experimentu byla komora kontinuálně větrána rychlostí 848 l/hod. Konstantní složení 

atmosféry bylo průběžně kontrolováno Schoulenderovým mikroanalyzátorem (N2

78%, O2 21%, CO2 0,035%). Zvířata byla umístěna do komory v plastikových 

akváriích.

Mláďata byla společně s matkou od 1.–17. dne postnatálního života vystavena 

opakované hypoxii v simulované nadmořské výšce 7000 m v hypobarické komoře po 

dobu 8 hodin denně s výjimkou 6., 7., 13. a 14. dne, tedy 13x v průběhu 17 dní. U 12

denních mláďat  (pouze 9 expozic hypoxii v průběhu 11 dní s výjimkou 6. a 7. dne) 
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byl experiment proveden následující den po skončení hypoxie, zatímco u 25 a 35 

denních mláďat 8. a 18. den po poslední expozici hypoxii.

6.2.1. Podání neuroprotektivní látky - magnézia

Zvířata byla vystavena hypoxii ve stejném režimu a vždy před umístěním do 

hypobarické komory byla premedikována v dávce 300 mg/kg i.p. 10% hypertonickým 

roztokem MgSO4 (Hoechst Biotika), který byl aplikován pomocí mikroposunu. 

6.3. Morfometrická studie

K experimentům byly použity 4 skupiny zvířat odlišného věku 12, 25 a 35 dní:

1) kontrolní mláďata nevystavená hypoxii (C)

2) kontrolní mláďata nevystavená hypoxii premedikovaná magnéziem (C+Mg)

3) mláďata vystavená hypoxii spolu s matkami (H)

4) mláďata vystavená hypoxii spolu s matkami premedikovaná magnéziem (H+Mg)

K histologické analýze bylo použito celkem 48 samců, tedy po 4 z každé 

skupiny. Zvířata byla v hluboké pentobarbitalové narkóze 12., 25. a 35. den 

postnatálního vývoje transaortálně perfundována 4% pufrovaným neutrálním

paraformaldehyem. Mozky byly prosyceny 20% sacharózou po dobu 16 hodin 

(kryoprotekce) a v kryostatu nakrájeny standardní 40 µm silné řezy, které byly 

umístěny do 0.1 M fosfátového pufru a inkubovány v termostatu při teplotě 37°C po 

dobu 4 - 6 hodin v roztoku 0.1 M fosfátového pufru obohaceném o 0.5 mg/ml β-

NADPH reduktázu (Sigma), 0.2 mg/ml Nitro blue tetrazolium (NBT, Sigma) a 0.3 % 

Triton. Mozkové řezy byly poté promyty v 0.1 M fosfátovém pufru a přeneseny v 

roztoku 0.5 % želatiny na mikroskopická skla (Menzel-Gläser), osušeny a 

zamontované v D.P.X. neutrálním mediu (Aldrich) překryty krycím sklem (Menzel-

Gläser) (Wang a spol. 2001).

Mozkové řezy byly podrobeny histochemické kvantifikaci nikotinamid-adenin-

dinukleotidfosfát-diaforáza (NADPH-d) pozitivních neuronů v optickém mikroskopu 

Olympus AX 70 Provis s epifluoroscencí (Obr. 1).
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Obr. 1 Optický mikroskop Olympus AX 70 Provis s epifluoroscencí

Oblasti hippocampu (Obr. 2) AP rovinami 2.5 mm a 4 mm od bregmatu byly 

kvantifikovány a denzita NADPH-d pozitivních neuronů (Obr. 3) byla stanovena v

pěti oblastech:

1) v CA1 oblasti hippocampu

2) v CA3 oblasti hippocampu

3) v hilus gyrus dentatus

4) ve ventrálním listu gyrus dentatus (VB DG)

5) v dorzálním listu gyrus dentatus (DB DG)
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Obr. 2 Analyzované oblasti hippocampu: CA1 a CA3 oblasti hippocampu, hilus gyrus 

dentatus, VB DG - přední list gyrus dentatus, DB DG - zadní list gyrus gentatus;

NADPH-diaforáza barvení, přímé zvětšení 40x

Obr. 3 NADPH-d pozitivnÍ neuron v CA1 oblasti hippocampu; NADPH-diaforáza 

barvení, přímé zvětšení 400x

Hilus

DB DG

VB DG

CA3

CA1
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6.4. Statistické hodnocení

V rámci statistického hodnocení jsme sledovali rozdíly hodnot u kontrolních a 

experimentálních skupin. Ke statistickému vyhodnocování sledovaných parametrů 

jsme použili program GrafPadPrism 2.01, analýzu rozptylu One Way Anova a 

k porovnání rozdílného počtu neuronů nepárový t-test. Hladina významnosti byla 

stanovena na 5% (p ≤ 0,05). 
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7. Výsledky

7.1.Denzita NADPH-d pozitivních neuronů v jednotlivých oblastech hippocampu

u kontrolních zvířat nevystavených hypoxii

V této pokusné skupině byly kvantifikovány NADPH-d pozitivní neurony ve všech 

sledovaných oblastech hippocampu celkem u 24 zvířat starých 12, 25 a 35 dní,

nevystavených opakované hypobarické hypoxii (C) (Tab. 1) a u zvířat nevystavených 

hypoxii premedikovaných magnéziem (C+Mg) (Tab. 2).

Tab. 1

Kontrolní zvířata (C)

věk CA1 CA3 Hilus VB DG DB DG

12denní M±SEM

n

6,79±0,33

101

3,30±0,19

102

3,16±0,18

103

4,43±0,28

104

9,62±0,48

103

25denní M±SEM

n

37,64±1,98

112

24,46±1,24

111

20,79±1,31

98

16,45±1,16

102

29,09±1,08

105

35denní M±SEM

n

31,10±1,11

120

10,7±0,54

122

11,61±0,36

119

23,91±1,13

124

23,19±0,69

120

Tab. 2

Kontrolní zvířata premedikovaná Mg (C+Mg)    

věk CA1 CA3 Hilus VB DG DB DG

12denní M±SEM

n

19,74±0,58

109

11,97±0,36

110

9,84±0,30

107

11,7±0,69

107

24,76±0,80

107

25denní M±SEM

n

27,14±1,47

105

17,91±1,03

104

22,88±0,98

99

13,27±0,77

99

25,10±0,47

104

35denní M±SEM

n

26,91±1,25

114

6,53±0,26

115

4,68±0,17

120

10,17±0,45

120

19,01±0,65

119
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7.2. Denzita NADPH-d pozitivních neuronů v jednotlivých oblastech hippocampu

u kontrolních zvířat vystavených hypoxii

V této pokusné skupině byly kvantifikovány NADPH-d pozitivní neurony ve všech 

sledovaných oblastech hippocampu celkem u 24 zvířat  starých 12, 25 a 35 dní,

vystavených opakované hypobarické hypoxii (H) (Tab. 3) a u zvířat vystavených 

hypoxii premedikovaných magnéziem (H+Mg) (Tab. 4).

Tab. 3

Zvířata vystavená opakované hypoxii (H)

věk CA1 CA3 Hilus VB DG DB DG

12denní M±SEM

n

16,82±0,84

98

9,71±0,37

97

8,35±0,28

101

15,98±0,64

102

24,15±0,49

99

25denní M±SEM

n

33,96±1,16

126

26,18±1,09

128

29,25±1,49

132

13,26±0,56

134

24,06±0,51

132

35denní M±SEM

n

36,24±1,14

118

15,98±0,64

122

10,25±0,38

125

11,14±0,43

125

27,02±0,96

120

Tab. 4

Zvířata vystavená opakované hypoxii, premedikovaná Mg (H+Mg)

věk CA1 CA3 Hilus VB DG DB DG

12denní M±SEM

n

12,57±0,44

110

8,39±0,44

114

5,61±0,28

113

5,89±0,37

112

13,60±0,74

112

25denní M±SEM

n

29,38±0,99

103

19,31±1,04

103

22,69±1,12

106

10,13±0,73

108

19,44±0,50

110

35denní M±SEM

n

34,10±0,95

105

13,02±0,52

106

6,22±0,24

107

9,61±0,43

109

21,67±0,61

108
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7.3. Souhrn výsledků

7.3.1. 12 denní zvířata

1. Perinatální expozice hypoxii zvyšuje denzitu NADPH-d pozitivních neuronů v 

CA1 (o 147%) a CA3 (o 194%) oblastech hippocampu, v hilu (o 164%) a  

ventrálním (o 260%) a dorzálním (o 151%) listech gyrus dentatus (Obr. 5).

2. Aplikace magnézia u zvířat nevystavených hypoxii zvyšuje denzitu NADPH-d

pozitivních neuronů ve všech sledovaných oblastech hippocampu, tedy v CA1

(o 190%) a CA3 (o 262%) oblastech hippocampu, v hilu (o 211%), ventrálním

(o 164%) a dorzálním (o 157%) listech gyrus dentatus (Obr. 6).

3. Aplikace magnézia u zvířat vystavených hypoxii snižuje denzitu NADPH-d

pozitivních neuronů ve všech oblastech hippocampu: v CA1 (o 36%) a CA3 (o

14%) oblastech hippocampu, v hilu (o 33%), ventrálním (o 19%) a dorzálním 

(o 44%) listech gyrus dentatus (Obr. 7).

4. Aplikace magnézia u zvířat vystavených hypoxii snížila denzitu NADHP-d 

pozitivních neuronů ve všech oblastech v porovnání se zvířaty kontrolními 

premedikovanými magnéziem (v oblastech hippocampu CA1 o 37%, CA3 o 

31%, hilu o 43%, ve ventrálním listu o 50 % a dorzálním listu gyrus dentatus o 

45%) (Obr. 8).
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Obr. 5 12 denní zvířata: Denzita NADPH-diaforáza pozitivních neuronů (M±SEM) v

jednotlivých oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrální a 

dorzální list gyrus dentatus) u zvířat kontrolních (C) a zvířat vystavených opakované 

hypoxii (H). Hladina významnosti: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 (**), p ≤ 0,001 (***).
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Obr. 6 12 denní zvířata: Denzita NADPH-diaforáza pozitivních neuronů (M±SEM) v

jednotlivých oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrální a 

dorzální list gyrus dentatus) u zvířat kontrolních (C) a zvířat kontrolních 

premedikovaných magnéziem (C+Mg). Hladina významnosti: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 

(**), p ≤ 0,001 (***).
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Obr. 7 12 denní zvířata: Denzita NADPH-diaforáza pozitivních neuronů (M±SEM) v

jednotlivých oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrální a 

dorzální list gyrus dentatus) u zvířat vystavených opakované hypoxii (H) a zvířat 

vystavených opakované hypoxii premedikovaných magnéziem (H+Mg). Hladina 

významnosti: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 (**), p ≤ 0,001 (***).
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Obr. 8 12 denní zvířata: Denzita NADPH-diaforáza pozitivních neuronů (M±SEM) v

jednotlivých oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrální a 

dorzální list gyrus dentatus) u zvířat kontrolních premedikovaných magnéziem 

(C+Mg) a zvířat vystavených opakované hypoxii premedikovaných magnéziem 

(H+Mg). Hladina významnosti: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 (**), p ≤ 0,001 (***).
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7.3.2. 25 denní zvířata

1. Perinatální expozice hypoxii zvyšuje denzitu NADPH-d pozitivních neuronů 

v hilu gyrus dentatus (o 40%) , zatímco v CA3 oblasti hippocampu toto zvýšení 

o 7% není signifikantní (Obr.9).

2. Perinatální expozice hypoxii snižuje denzitu NADPH-d pozitivních neuronů

ve ventrálním (o 18%) a dorzálním (o 20%) listech gyrus dentatus, v oblasti 

CA1     hippocampu snížení o 10% není statisticky významné (Obr. 9).

3. Aplikace magnézia u zvířat nevystavených hypoxii snižuje denzitu NADPH-d     

pozitivních neuronů ve všech sledovaných oblastech hippocampu s výjimkou 

hilu gyrus dentatus, kde zvýšení počtu NADPH-d pozitivních neuronů o 10% 

není signifikantní. Magnézium snížilo denzitu NADPH-d pozitivních neruonů v

oblastech hippocampu CA1 o 28%, v CA3 o 27%, ve ventrálním listu o 14% a 

dorzálním listu gyrus dentatus o 20% (Obr. 10).

4. Aplikace magnézia u zvířat vystavených hypoxii snižuje denzitu NADPH-d

pozitivních neuronů ve všech oblastech hippocampu: v CA1 (o 14%) a CA3 (o 

27%), v hilu (o 22, 5%), ve ventrálním (o 20%) a dorzálním (o 24%) listech 

gyrus dentatus (Obr. 11).

5. Aplikace magnézia u zvířat vystavených hypoxii snížila denzitu NADHP-d 

pozitivních neuronů v porovnání se zvířaty kontrolními premedikovanými 

magnéziem ve ventrálním (o 23%) a dorzálním (o 24%) listech gyrus 

dentatus, v hilu gyrus dentatus toto snížení o 1% nebylo statisticky významné. 

Zvýšení denzity NADPH-d pozitivních neuronů o 8% v oblastech hippocampu 

CA1 a CA3 nebylo signifikantní (Obr. 12).
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Obr. 9 25 denní zvířata: Denzita NADPH-diaforáza pozitivních neuronů (M±SEM) v

jednotlivých oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrální a 

dorzální list gyrus dentatus) u zvířat kontrolních (C) a zvířat vystavených opakované 

hypoxii (H). Hladina významnosti: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 (**), p ≤ 0,001 (***).
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Obr. 10 25 denní zvířata: Denzita NADPH-diaforáza pozitivních neuronů (M±SEM) v

jednotlivých oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrální a 

dorzální list gyrus dentatus) u zvířat kontrolních (C) a zvířat kontrolních 

premedikovaných magnéziem (C+Mg). Hladina významnosti: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 

(**), p ≤ 0,001 (***).
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Obr. 11 25 denní zvířata: Denzita NADPH-diaforáza pozitivních neuronů (M±SEM) v

jednotlivých oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrální a 

dorzální list gyrus dentatus) u zvířat vystavených opakované hypoxii (H) a zvířat 

vystavených opakované hypoxii premedikovaných magnéziem (H+Mg). Hladina 

významnosti: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 (**), p ≤ 0,001 (***).
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Obr. 12 25 denní zvířata: Denzita NADPH-diaforáza pozitivních neuronů (M±SEM) v

jednotlivých oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrální a 

dorzální list gyrus dentatus) u zvířat kontrolních premedikovaných magnéziem 

(C+Mg) a zvířat vystavených opakované hypoxii premedikovaných magnéziem 

(H+Mg). Hladina významnosti: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 (**), p ≤ 0,001 (***).
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7.3.3. 35 denní zvířata

1. Perinatální expozice hypoxii zvyšuje denzitu NADPH-d pozitivních neuronů v 

oblastech CA1 (o 16%) a CA3 (o 49%) hippocampu a v dorzálním listu gyrus 

dentatus (o 15%) (Obr. 13).

2. Perinatální expozice hypoxii snižuje denzitu NADPH-d pozitivních neuronů v 

hilu (o 12%) a ventrálním listu gyrus dentatus (o 54%) (Obr. 13).

3. Aplikace magnézia snižuje denzitu NADPH-d pozitivních neuronů ve všech

oblastech hippocampu u mláďat nevystavených hypoxii (v CA1 o 14% a v CA3 

o 39%, v hilu o 60%, ve ventrálním a dorzálním listech gyrus dentatus o 58% a 

o 18%) (Obr. 14).

4. Aplikace magnézia u zvířat vystavených hypoxii snižuje denzitu NADPH-d

pozitivních neuronů v CA3 oblasti hippocampu o 19%, v hilu o 40%, ve 

ventrálním listu o 14% a dorzálním listu gyrus dentatus o 20%, pouze v oblasti 

CA1 snížení denzity NADPH-d pozitivních neuronů o 6% nebylo signifikantní

(Obr. 15).

5. Aplikace magnézia u zvířat vystavených hypoxii zvýšila denzitu NADHP-d 

pozitivních neuronů v porovnání se zvířaty kontrolními premedikovanými 

magnéziem (v oblastech hippocampu CA1 o 26%, CA3 o 101%, hilu o 33%, v 

dorzálním listu gyrus dentatus o 13%). Snížení denzity NADPH-d pozitivních

neruonů o 6% ve ventrálním listu gyrus dentatus nebylo statisticky významné

(Obr. 16).
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Obr. 13 35 denní zvířata: Denzita NADPH-diaforáza pozitivních neuronů (M±SEM) v

jednotlivých lastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrální a 

dorzální list gyrus dentatus) u zvířat kontrolních (C) a zvířat vystavených opakované 

hypoxii (H). Hladina významnosti: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 (**), p ≤ 0,001 (***).
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Obr. 14 35 denní zvířata: Denzita NADPH-diaforáza pozitivních neuronů (M±SEM) v

jednotlivých oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrální a 

dorzální list gyrus dentatus) u zvířat kontrolních (C) a zvířat kontrolních 

premedikovaných magnéziem (C+Mg). Hladina významnosti: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 

(**), p ≤ 0,001 (***).
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Obr. 15 35 denní zvířata: Denzita NADPH-diaforáza pozitivních neuronů (M±SEM) v

jednotlivých oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrální a 

dorzální list gyrus dentatus) u zvířat vystavených opakované hypoxii (H) a zvířat 

vystavených opakované hypoxii premedikovaných magnéziem (H+Mg). Hladina 

významnosti: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 (**), p ≤ 0,001 (***).
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Obr. 16 35 denní zvířata: Denzita NADPH-diaforáza pozitivních neuronů (M±SEM) v

jednotlivých oblastech hippocampu (CA1, CA3 oblasti hippocampu, hilus, ventrální a 

dorzální list gyrus dentatus) u zvířat kontrolních premedikovaných magnéziem 

(C+Mg) a zvířat vystavených opakované hypoxii premedikovaných magnéziem 

(H+Mg). Hladina významnosti: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 (**), p ≤ 0,001 (***).
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8. Diskuse

          Cílem práce v první části naší studie bylo zjistit vliv dlouhodobé opakované 

hypoxie na denzitu NADPH-d pozitivních neuronů. NADPH-d diaforáza je enzym, 

který je kolokalizován s nitric oxid syntázou (NOS). Katalytická aktivita NOS je 

nezbytná pro syntézu oxidu dusnatého (NO), a proto je možno NO syntetizující 

neurony (nitrergní neurony) dobře detekovat právě histochemickým průkazem 

NADPH-diaforázy (populace NADPH-d pozitivních neuronů) (Gawronska a spol. 

2000). 

Hypoxie je obecně doprovázena aktivací sympato-adrenálního systému

vedoucí k

- redistribucí srdečního výdeje, především do mozku, srdce a ledvin

- poklesu mozkové perfúze

- rozpadu distribuce iontů na membráně (Na+-K+ pumpa)

- vstupu kalcia napěťově řízenými, ale i metabotropními glutamátovými kanály do 

  buněk

- aktivaci proteáz, lipáz a endonukleáz

- nedostatku energie pro biosyntézu proteinů

- strukturálním změnám. 

Období reperfúze je charakterizováno vznikem zvýšeného množství 

kyslíkových radikálů a oxidu dusnatého (volného radikálu), nerovnováhou mezi 

excitačními a inhibičními neurotransmitery a aktivací dějů vyúsťujících v apoptózu

(Berger a Garnier 1999, 2000, White a spol. 2000, Berger a spol. 2002, Rodrigo a 

spol. 2005). Perinatální hypoxie a následná reperfúze jsou zásadní příčinou 

neonatálního mozkového poškození (Fellmann a Raivio 1997, Peeters a van Bel 

2001, Cowan a spol. 2003). Základní mechanismy vedoucí k buněčné smrti jsou 

četné a mají komplexní charakter (Ferriero 2001). Volné radikály a reaktivní formy 

kyslíku (ROS) jsou produkovány ve zvýšeném množství v průběhu hypoxie, ale i v 

období reperfúze, kdy tento proces může převýšit přirozenou antioxidační kapacitu v 

mozku a tak je příčinou mozkového postižení (Dorrepaal a spol. 1996, Fellman a 

Raivio 1997, Buonocore a spol. 2001, Chan 2001, Buonocore a spol. 2002). A 

konečně, hypoxie indukuje zánětlivé změny v nervové tkáni, které zahrnují tvorbu 
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zánětlivých cytokinů, aktivaci NOS a infiltraci leukocytů. Jedním z mechanismů 

poškození mozku následkem hypoxického inzultu je formování oxidu dusnatého (NO) 

(Dorrepaal a spol. 1997, Peeters-Scholte a spol. 2002, van den Tweel a spol. 2002).

Tři enzymy mohou katalyzovat produkci NO: neuronální NOS, inducibilní NOS a 

endoteliální NOS (Iadecola a spol. 1995, Fernandez a spol. 2003). 

Oxid dusnatý je důležitou signální molekulou, která se podílí na celé řadě 

fyziologických i patologických procesů v centrální nervové soustavě. NO je vysoce 

labilní plyn, který není skladován, ale velmi snadno difunduje tkáněmi k místu svého 

působení. Je to dáno především tím, že je rozpustný jak ve vodě, tak i v tucích a 

volně difunduje přes plazmatickou membránu. Vzhledem k tomu, že jeho molekula 

obsahuje nepárový elektron, je extrémně aktivní. Udává se, že aktivuje více než 400

enzymů. Oxid dusnatý působí jako vazodilatátor (Semenza 2005), jako toxické agens 

v imunitních reakcích a většina autorů ho řadí mezi neurotransmitery (Black a spol. 

1995). Není ovšem klasickým mediátorem nervového systému. Na rozdíl od 

zmíněných „klasických“ mediátorů není NO pouze vydáván z presynaptického útvaru, 

ale difunduje ze syntézující buňky prakticky v celém rozsahu buněčného těla. Difúze 

může být vzhledem k vysoké permeabilitě buněčné membrány pro NO jen těžko 

řízena, sporný je rovněž specifický mechanismus odstranění NO z místa účinku. NO 

vzniká společně s L-citrulinem z L-argininu za přítomnosti nitric oxid syntázy (NOS), 

která celou reakci katalyzuje. Jsou známy 3 izoformy nitric oxid syntázy. Neuronální 

NOS (nNOS), která byla poprvé izolována z cerebela, je společně s endoteliální NOS 

(eNOS), poprvé izolovanou z endotelií, závislá na vzestupu intracelulárního kalcia, 

především je pak aktivována vazbou kalcia na calmodulin. nNOS a iNOS jsou tzv. 

konstitutivní enzymy a jsou v buňkách přítomny vždy. Oproti tomu inducibilní NOS 

(iNOS) lze detekovat až po navození genové exprese a její aktivita není závislá na 

kalciu. Je exprimována astrocyty a mikroglií pouze za patologických stavů mozku, 

které jsou doprovázeny zánětlivou reakcí. Jedná se především o hypoxii, iktus, 

trauma, infekce, neurodegenerativní onemocnění a stárnutí (Endoh a spol. 1994, 

Clark a spol. 1996, Kreutzberg 1996, Mander a Brown 2004).

V centrálním nervovém systému jsou přítomny všechny 3 izoformy NOS. 

eNOS je přítomna v endotelu mozkových cév a iNOS v aktivovaných neurogliích. 

Hlavní formou NOS je však neuronální NOS (nNOS). NO syntézující neurony byly 

primárně pokládány za subpopulaci GABA-ergních neuronů, nicméně bylo 

prokázáno, že nNOS může kolokalizovat s celou řadou mediátorů, jako jsou 
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monoaminy, acetylcholin, glutamát či neuroaktivní peptidy (Atoji a spol. 2000, 

Mouchova a spol. 2000, Jinno a spol. 2001). Převážnou část těchto nitrergních 

nervových buněk tvoří různé typy interneuronů. Vzhledem k tomu, že katalytická 

aktivita nNOS je nezbytná pro aktivitu NADPH-diaforázy (NADPH-d), je možno 

nitrergní neurony dobře detekovat právě histochemickým průkazem NADPH-

diaforázy (Muller-Esterl a spol. 2004). V současné době se však ukazuje, že NADPH-

diaforáza může za určitých podmínek kolokalizovat i s ostatními formami NOS

(Sessa 1994, Rosselli a spol. 1996, Tschugguel a spol. 1998, Gawronska a spol. 

2000, Louboutin a spol. 2001). Průkaz NADPH-d pozitivních buněk tedy spíše 

ukazuje na obecnou přítomnost nitric oxid syntázy, než výhradně na aktivitu nNOS, a 

koresponduje s produkcí NO v mozku. Stejně tak NADPH-d kolokalizuje i s jinými 

peptidy (Okamura a spol. 1994, Crespo a spol. 1995, Vasilaki a spol. 2001, Dreyer a 

spol. 2004).

NO může reagovat se superoxidem za vzniku peroxynitritu, který způsobuje 

lipidovou peroxidaci, rozštěpení RNA a DNA, inaktivuje cytochrom oxidázu C vazbou 

na komplex I-III a reaguje v přítomnosti hydroxylového radikálu s tyrozinovým 

zbytkem proteinů a v proteinu se formuje nitrotyrozin (Numagami a spol. 1997, Radi 

2004, Blomgren a Hagberg 2005, Rodrigo a spol. 2005). Skutečnost, že NO inhibuje 

mitochondriální dýchání, je známa po mnohá léta. Teprve v nedávné době bylo 

objeveno, že NO účinně a reverzibilně blokuje komplex IV cytochrom oxidázy C, kde 

se váže na vazebné místo pro kyslík. Tato vazba je doprovázena uvolněním 

reaktivních forem kyslíku a volných radikálů, které přispívají k uvolňování 

proapoptotických proteinů, a tak indukují cestou aktivace kaspázy apoptózu

(Blomgren a Hagberg 2005).

To, že NO hraje při neonatálním hypoxickém poškození důležitou roli, 

potvrdila studie u myší s nedostatkem nNOS nebo iNOS. Homozygoti nNOS-/- byli 

před účinkem neonatální hypoxie uchráněni (Ferriero a spol. 1996). Podobné 

výsledky byly zjištěny u myší s deplecí iNOS (iNOS-/-) (Ferriero a spol. 1996, 

Iadecola a spol. 1997). Naopak mláďata ochuzená o gen pro eNOS vykazovala po 

hypoxii rozsáhlé mozkové infarkty (Huang a spol.1996.) Rovněž i farmakologická 

inhibice nNOS a iNOS aktivity, ale ne eNOS aktivity, se ukázala být účinnou v

prevenci následků neonatální hypoxie u potkanů a prasat (Peeters-Scholte a spol. 

2002, van den Tweel a spol. 2002, van den Tweel a spol. 2005a). Nespecifická 

inhibice všech izoforem NOS včetně eNOS však nezabránila poruše látkové přeměny 

http://edoc.mpg.de/display.epl?mode=people&fname=Jacqueline&name=Dreyer
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(Marks a spol. 1996, Groendendaal a spol. 1999). Souhrnem lze tedy říci, že tyto 

výsledky naznačují, že produkce NO v mozku posthypoxickém v období je důležitým 

faktorem mozkového postižení. Posthypoxická kinetika změn v expresi různých NOS 

izoforem a hladina nitrotyrozinu v mozku nejsou ještě zcela známy, ale jejich 

odhalení bude přínosem pro neuroprotektivní intervenci (van den Tweel a spol. 

2005b). Rovněž dynamika genové exprese nNOS v ontogenetickém vývoji je otázkou 

zájmu, především v hippocampu, který je zvýšeně citlivý vůči excitotoxickému 

poškození (Tombaugh a Sapolsky 1993). Bylo prokázáno, že opakovaná postnatální 

exprese nNOS koreluje se zvýšenou vnímavostí hippocampu, především oblastí CA1 

a CA3, vůči NMDA toxicitě (Black a spol. 1995).

V našich experimentech byla použita mláďata v rané ontogeneze (12, 25 a 35

denní), která byla vystavena dlouhodobé opakované hypobarické hypoxii. Ta 

vyvolala u nejmladší věkové skupiny signifikantní zvýšení denzity NADPH-diaforáza 

pozitivních neuronů ve všech sledovaných oblastech hippocampu. Výsledky potvrzují 

teorii, že v období reperfúze (experiment prováděn jeden den po posledním inzultu 

hypoxii) dochází k nadměrné produkci NO, jehož korelátem je právě denzita 

nitrergních neuronů. Dosavadní nálezy popisují, že aktivita nNOS a eNOS v

hemisférách 12 denních potkanů bezprostředně po ukončeném hypoxickém inzultu 

(ligace jednostranné arteria carotis) je zvýšená, aktivita nNOS ještě 48 hod. po 

inzultu (van den Tweel a spol. 2005b). U 25 denních mláďat (8 dní od poslední 

expozice hypoxii) dlouhodobá intermitentní hypoxie zvýšila denzitu nitrergních 

neuronů pouze v hilu gyrus dentatus (Marešová a spol. 2005), u 35 denních zvířat 

(18 dnů od poslední expozice hypoxii) v CA1 a CA3 oblastech hippocampu a 

dorzálním listu gyrus dentatus. Ostatní oblasti hippocampu těchto dvou věkových 

skupin vykazují rozdílnost v denzitě NADPH-d pozitivních neuronů. Zatímco u 25

denních mláďat oblasti CA1 a CA3 hippocampu nereagovaly změnou denzity

nitrergních neuronů, ve ventrálním a dorzálním listech gyrus dentatus hypoxie 

vyvolala snížení denzity NO syntézujících neuronů (Marešová a spol. 2005). Stejné 

výsledky byly potvrzeny i v hilu a ventrálním listu gyrus dentatus u nejstarší 

sledované věkové skupiny 35 denních zvířat. 

Redukující vliv hypoxie na denzitu nitrergních hippocampálních neuronů byl 

popsán jak u mladých dospělých (90 denní), tak i u ročních dospělých zvířat 

(Benešová a spol. 2004, Benešová a spol. 2005). Pokles denzity NADPH-d 

pozitivních neuronů by mohl být vysvětlen tím, že v průběhu hypoxie dochází ke 
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ztrátě bohatých makroergních fosfátových vazeb, depolarizaci, proteolýze, lipolýzou 

vyvolanému poškození membránových lipidů a nakonec ke ztrátě buněčné integrity 

(White a spol. 2000). V literatuře je úbytek neuronů vysvětlen jako následek 

postischemické suprese proteosyntézy (Kleihues a Hossman 1971, White a spol. 

2000), která není regionálně homogenní. V mozkové kůře a caudatu významně klesá 

proteosyntéza, zatímco gyrus dentatus hippocampu a struktury mozkového kmene 

jsou poškozeny v menší míře (Bodsch a spol. 1985, Bodsch a spol. 1986, Yoshidomi 

a spol 1989, Araki a spol. 1990, Widmann a spol. 1991, White a spol. 2000). Oblast 

CA1 patří mezi nejvíce vulnerabilní struktury na nedostatek kyslíku (Pulsinelli a spol. 

1982, White a spol. 2000), některé studie dokládají, že se v této struktuře po 

ischemickém inzultu neobnovila proteosyntéza vůbec (White a spol. 2000).

Podle novějších závěrů úlohu v procesu neurodegenerace hraje důležitou 

úlohu iNOS. Hypoxie, iktus, mozková traumata, infekce a stáří indukují expresi iNOS, 

která katalyzuje tvorbu NO. NO opouští glii a prostupuje volně membránou do 

okolních neuronů, kde inhibuje mitochondriální dýchání, vedoucí k depleci ATP, 

depolarizaci a k vyloučení glutamátu cestou glutamátových transportérů (GluT). 

Prostřednictvím NMDA receptorů roste intracelulární koncentrace Ca2+, což stimuluje 

expresi nNOS a následně produkci NO a to vše vede k zániku buněk (Mander a 

Brown 2004, Mander a spol. 2005).

Druhá část naší studie byla zaměřena na ovlivnění hypoxií změněné denzity 

nitrergních hippocampálních neuronů magnéziem. V elektrofyziologických studiích 

věnovaných vlivu krátkodobé nebo opakované hypobarické hypoxii jsme popsali 

změny excitability korových neuronů vyjádřené trváním vyvolaných korových 

následných výbojů (KNV). Jejich trvání je závislé nejenom na stáří experimentálních 

mláďat, na době působení hypoxie, ale i na její intenzitě. Jednorázové podání 

magnézia zvířatům vystavených krátkodobé hypoxii významně zkrátilo trvání KNV 

pouze u nejmladší věkové skupiny (12 denní). U starších mláďat se vliv magnézia 

téměř neprojevil. Podobné výsledky byly zjištěny i po opakovaném podávání 

magnézia mláďatům vystavovaným intermitentní hypobarické hypoxii (Marešová 

2001a, b, Kalinčík a spol. 2005, Marešová a spol. 2005).

Neuroprotektivní účinek magnézia je připisován především blokádě NMDA 

receptorů a napěťově řízených Ca2+ kanálů (Maulik a spol. 2001, Lin a spol. 2004). 

Právě následné zvýšení intracelulární koncentrace Ca2+, které startuje expresi nitric 

oxid syntázy (a následně produkci oxidu dusnatého) a celé kaskády apoptózy, je 
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magnéziem sníženo (Türkyilmaz a spol. 2002, Maulik a spol. 2005). Proto jsme v 

našem experimentu předpokládali, že premedikace magnéziem u zvířat vystavených 

hypoxii sníží denzitu NADPH-d pozitivních neuronů v hippocampu. Výsledky tuto 

hypotézu potvrdily u nejmladších (12 denních) a starších (25 denních) 

experimentálních zvířat ve všech oblastech hippocampu. Pokles denzity NADPH-d 

pozitivních neuronů byl zaznamenán i u 35 denních mláďat v celém hippocampu s

výjimkou oblasti CA1 hippocampu, kde denzita nitrergních neuronů nebyla 

magnéziem ovlivněna. 

Magnézium aplikované kontrolním mláďatům nevystaveným hypoxickému 

inzultu způsobilo snížení denzity NADPH-d pozitivních neuronů ve všech 

hippocampálních strukturách u 35 denních zvířat, stejně tak i u zvířat 25 denních, 

vyjma hilus gyrus dentatus, kde aktivita NO syntézujících neuronů nebyla ovlivněna. 

Překvapující byly výsledky u nejmladších mláďat (12 denních), kde podání 

magnézia signifikantně vyvolalo zvýšení denzity NADPH-d pozitivních neuronů ve 

všech oblastech hippocampu v porovnání s intaktními kontrolami. Jak již bylo 

zmíněno dříve, aktivita NADPH-d koreluje s produkcí nitrid oxid syntázy, enzymu 

katalyzujícího produkci oxidu dusnatého (Yu a spol. 1999, Yuan a spol. 2005). Dá se 

tedy předpokládat, že ve strukturách hippocampu došlo následkem aplikace 

magnézia u 12 denních kontrolních zvířat ke zvýšení syntézy NO. Nicméně přesná 

analýza NO nebyla provedena. Existují práce, které popisují, že zvýšená aktivita 

NOS nebyla doprovázena detekcí zvýšené koncentrace NO (Yuan a spol. 2005). 

Pokud tedy uvažujeme, že je hippocampus skutečně zatížen nadbytkem NO, nabízí 

se otázka, co tento exces NO pro zvířata znamená. Na jedné straně se hovoří o 

vazodilatačním účinku oxidu dusnatého (Kemp a spol. 1997), na straně druhé o jeho 

neurotoxickém vlivu vyúsťujícím v poruchu buněčné integrity a následně 

neurodegeneraci. Bez kompletní kvantifikace celé neuronální populace usuzovat na 

hippocampální degeneraci je velmi spekulativní. Proto plánujeme do budoucna 

doplnění naší studie o klasické neurohistologické barvení podle Nissla a 

histochemické barvení Fluoro-Jade B, které by mohlo napovědět, zda po aplikaci 

magnézia u nezralých struktur hippocampu 12 denních zvířat dochází skutečně k

zániku buněk, nebo zda je nadměrné množství NO závislé na zvýšené genové 

expresi inducibilní NOS (iNOS). Jak bylo popsáno v literatuře, tento glií produkovaný 

NO vystupuje z buňky a volně difunduje do okolních neuronů, které, pokud nebyly 

vystaveny hypoxii, procesu degenerace nepodléhají (Mander a Brown 2004). 
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V neposlední řadě je nutno přihlédnout ke skutečnosti, že všechny zmiňované 

věkové kategorie použité v experimentu představují nezralé jedince, u kterých 

v rámci stejné věkové skupiny jsou na různém stupni vývoje i jednotlivé struktury 

hippocampu. Tento fakt by mohl vysvětlit nestejnou odpověď nervové tkáně na jeden 

a týž inzult mezi jednotlivými věkovými skupinami, ale i rozdílnou reakci jednotlivých 

struktur v samotném hippocampu.
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9. Souhrn

Nejen samotná hypoxie mozku, ale i následná reperfúze vyvolává závažné 

změny vnitřního prostředí, které ve svých důsledcích mění funkce a strukturu 

nervových i gliových buněk. Z experimentálních nálezů vyplývá, že existuje řada 

iontů (např. Mg2+), které mohou tyto negativní změny v mozku zmírnit. Za použití 

histochemické metody (NADPH-diaforáza barvení) byl zjišťován vliv magnézia na 

struktury hippocampu potkanů vystavených dlouhodobé opakované hypoxii v období 

rané ontogeneze (12, 25 a 35 denní zvířata). NADPH-diaforáza (NADPH-d) je enzym 

kolokalizovaný s nitric oxid syntázou (NOS), která katalyzuje syntézu oxidu 

dusnatého (NO). 

Výsledky ukázaly, že dlouhodobá intermitentní hypobarická hypoxie zvyšuje 

denzitu NADPH-d pozitivních neuronů ve všech sledovaných oblastech u 12 denních 

zvířat, u 25 denních zvířat pouze v hilu gyrus dentatus a u 35 denních zvířat v CA1, 

CA3 oblastech hippocampu a ve ventrálním listu gyrus dentatus. Naopak snížení 

denzity nitrergních neuronů následkem hypoxie bylo zjištěno u 25 denních mláďat v 

obou listech gyrus dentatus a u 35 denních zvířat jen ve ventrálním listu a v hilu 

gyrus dentatus. 

Premedikace magnéziem u zvířat vystavených hypoxii způsobila snížení

denzity nitrergních neuronů ve všech sledovaných oblastech hippocampu a to ve 

všech věkových skupinách s výjimkou oblasti CA1 35 denních zvířat, kde magnézium 

počet NADPH-d pozitivních neuronů neovlivnilo.

Aplikace magnézia kontrolním zvířatům nevystaveným hypoxii vyvolala 

snížení denzity NADPH-d pozitivních neuronů ve všech hippocampálních strukturách 

u 35 denních zvířat, stejně tak i u zvířat 25 denních, vyjma hilus gyrus dentatus, kde 

denzita nitrergních neuronů nebyla ovlivněna. V nejmladší věkové skupině 

aplikované magnézium zvýšilo denzitu NADPH-d pozitivních neuronů ve všech 

vyšetřovaných oblastech hippocampu.

Z dosažených výsledků vyplývá, že:

1. opakovaná dlouhodobá hypobarická hypoxie nejen zvyšuje, ale i snižuje denzitu

NADPH-d pozitivních neuronů v hippocampu (pracovní hypotéza I nebyla zcela 

potvrzena)
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2. aplikace magnézia kontrolním mláďatům způsobila nejen snížení, ale i zvýšení 

denzity NADPH-d pozitivních neuronů v oblastech hippocampu (pracovní hypotéza II 

nebyla zcela potvrzena)

3. premedikace magnéziem u zvířat vystavených dlouhodobé opakované 

hypobarické hypoxii vyvolala snížení denzity NADPH-d pozitivních neuronů téměř ve 

všech oblastech hippocampu (pracovní hypotéza III byla potvrzena).

Naše experimenty ukázaly, že v nezralé mozkové tkáni opakovaný hypoxický 

inzult vyvolal ve většině případů zvýšení denzity nitergních neruonů, která byla

podáním magnézia snížena. To svědčí pro neuroprotektivní vliv magnézia.
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10. Summary

Hypoxia of the brain as well as the subsequent reperfusion can seriously alter 

the tissue microenvironment and result of the functional and structural changes of 

nerve and glial cells. Results of experimental studies show that some ions (e.g. Mg2+) 

can interfere with the brain development. To answer the question whether 

magnesium can modulate changes of neuronal circuits induced by hypoxia and 

reperfusion effect of magnesium administration on the density of nitrergic neurons 

(NO synthesising neurons) in the rats exposed to repeated hypoxia during the 

postnatal ontogeny (12, 25, and 35-day-old) was studied. NO synthesising neurons 

were identified according to the presence of NADPH-diaphorase (NADPH-d), the 

enzyme co-localized with NO synthase.

Results have shown that the long-lasting intermittent hypobaric hypoxia brings 

about the increase of the density of NADPH-diaphorase positive neurons in all 

studied regions of the hippocampus in 12-day-old animals, in 25-day-old only in the 

hilus of the dentate gyrus, and in 35-day-old in CA1, CA3 hippocampal regions and in 

the ventral blade of the dentate gyrus. Contrary to that, decreased density of nitrergic 

neurons was found in groups of animals exposed to hypoxia till the age of 25 days in 

both blades of the dentate gyrus and in 35 days in the ventral blade and hilus of the 

dentate gyrus.

Magnesium pre-treatment of animals exposed to hypoxia brought about 

decrease of nitrergic neurons in all age groups and in all areas studied, except the 

CA1 region in 35-day-old rats, where magnesium had no effect on the density of 

NADPH-d positive neurons.

When control animals were treated with magnesium, decrease of the density 

of NADPH-d positive neurons in all hippocampal regions of 35-day-old animals was 

observed. Results in 25-day-old rats were similar, except in the hilus of the dentate 

gyrus, where magnesium had no effect. In 18-day-old control rats magnesium 

treatment resulted in higher density of NADPH-d positive neurons in all hippocampal 

regions.

Presented results allow following conclusions 
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1. Hypoxia can both increase and decrease the density of NADPH-d positive 

neurons in the hippocampus (working hypothesis I was not fully confirmed).

2. Magnesium treatment in control rats resulted in both the decrease and 

increase of the NADPH-d positive neurons density in the hippocampus 

(working hypothesis II was not fully confirmed).

3. Magnesium treatment in rats exposed to long-term repeated hypoxia brought 

about decrease of the density of NADPH-d positive neurons in all hippocampal 

regions (working hypothesis IIII was confirmed).

Our experiments show that the repeated hypoxic stimulus in the immature brain 

increases the density of nitrergic neurons in the majority of cases. Simultaneous 

magnesium administration can balance the effect of hypoxia and bring the density of 

nitrergic neurons to control levels. Results indicate the neuroprotective effect of 

magnesium.
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