
UNIVERZITA KARLOVA  

Fakulta tělesné výchovy a sportu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Morfologické koreláty u modelu hypoxicko-ischemické 

encefalopatie u potkana 

Diplomová práce 

 

 

 

 

      Vedoucí diplomové práce:           Vypracoval:  

       doc. MUDr. Jakub Otáhal, Ph.D.         Bc. Michal Slotta 

 

Praha, březen 2019 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlašuji, že jsem závěrečnou (diplomovou) práci zpracoval samostatně a že jsem 

uvedl všechny použité informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část 

nebyla předložena k získání jiného nebo stejného akademického titulu. 

 

V Praze, dne                                                

……………………………  

                                                                                                               podpis diplomanta                 



 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poděkování 

Rád bych poděkoval vedoucímu práce doc. MUDr. Jakubovi Otáhalovi, 

Ph.D. za odborné vedení, ochotu, cenné informace a praktické rady. Mé 

poděkování také patří pracovníkům Fyziologického ústavu Akademie věd 

České republiky za ochotu a spolupráci na experimentu. 



Abstrakt 

 

Název:  Morfologické koreláty u modelu hypoxicko-ischemické encefalopatie u 

potkana 

 

Cíle:  Cílem výzkumu je vytvořit model hypoxicko-ischemické encefalopatie u 

potkana, který by představoval poškození v perinatálním období u člověka a 

následně histologickým zobrazením odlišit nejčastěji poškozené mozkové 

struktury. 

 

Metody:  Jedná se o experimentální studii. U pěti laboratorních potkaních mláďat jsme 

vyvolali hypoxicko-ischemickou encefalopatii podle Rice-Vannucci modelu. 

Kontrolní skupina představující dalších pět potkaních mláďat podstoupila 

hypoxii po dobu 1,5 hodiny. Následně byla zvířata vrácena k matce. Po 48 

hodinách následovala mozková perfuze, parafinizace, krájení mozků na řezy 

a nanesení řezů na podložní sklíčka. Řezy k znázornění morfologických 

změn a degenerace neuronů byly nabarvené Hematoxylin-Eosinem, Fluoro 

Jade B a imunohistochemicky. Řezy jsme následně pozorovali a hodnotili 

pod světelným mikroskopem. 

      

Výsledky: Po navození hypoxicko-ischemické encefalopatie u 7-denních potkaních 

mláďat došlo k poškození v oblasti zkoumaných struktur u dvou zvířat. 

Ostatní zvířata experimentální skupiny projevily jen mírné morfologické 

změny nervových buněk pozorovatelné na barvení H&E. Mozky mláďat 

kontrolní skupiny byly intaktní. 

 

Klíčová slova: nekróza, apoptóza, zvířecí model, poškození mozku 

 



Abstract 

 

Title: Structural changes in model of hypoxic-ischemic encephalopathy in rat 

 

Objectives: The aim of the research is to develop a model of hypoxic-ischemic 

encephalopathy in a rat that would represent perinatal injury in a human 

and then histologically differentiate the most commonly damaged cerebral 

structures. 

 

Methods:  This is an experimental study. Five laboratory rats underwent hypoxic-

ischemic conditions causing encephalopathy according to the Rice-

Vannucci model. The control group representing the other five rats 

underwent hypoxia for 1.5 hours. Subsequently, the animals were returned 

to their mother. 48 hours later, cerebral perfusion, paraffinisation, slicing 

the brain into sections and followed by applying these sections onto slides. 

Sections to represent morphological changes and degeneration of neurons 

were stained with Hematoxylin-Eosin, Fluoro Jade B and 

immunohistochemically. The sections were then observed and evaluated 

under a light microscope. 

 

Results:      Following the onset of hypoxic-ischemic encephalopathy in 7-day-old rat 

pups, damage to the investigated structures was observed in two animals. 

Other animals in the experimental group exhibited only minor 

morphological changes in neurons observable in H&E staining. Brains of 

the control group were intact. 

 

Keywords:  necrosis, apoptosis, animal model, brain injury
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Seznam použitých zkratek 

 

AIF apoptózu indikujíci faktor 

AMPA amino-3-hydroxy-5-metyl-4-izoxazol propionát 

CA Cornu Ammonis 

CT počítačová tomografie 

CNS centrální nervová soustava 

EAA excitační aminokyseliny 

EPO erytropoetin 

FJB Fluoro Jade B 

H&E Hematoxylin-Eozin 

HIE hypoxicko-ischemická encefalopatie 

IHC imunohistochémie 

MBP  myelin basic protein  

MRI  magnetická rezonance 

MRS magnetická rezonanční spektrometrie 

NMDA N-metyl-D-aspartát 

NO oxid dusnatý 

OL oligodendrocyty 

PBS fosfátový pufrovaný fyziologický roztok 

PND postnatální den 

pre-OL preoligodendrocyty 

PVL periventrikulární leukomalacie 

SVZ subventrikulární zóna   
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1  ÚVOD 
 

 V současné době představuje hypoxicko-ischemická encefalopatie (HIE) jednu z 

nejčastějších příčin smrti novorozenců, či následně vznikajícího neurologického deficitu 

v dětském věku. Statistiky Světové zdravotnické organizace ukazují, že v České 

republice v roce 2017 zemřelo 0,3 z 1000 narozených dětí v novorozeneckém období v 

důsledku perinatální asfyxie. U ostatních dětí pravděpodobně došlo k poruše vývoje s 

různými neurologickými následky. V současnosti se odborné studie a výzkumy zabývají 

diagnostikou, prevencí a terapií, která by limitovala následky tohoto stavu. Navzdory 

všem dosud získaným informacím, stále není k dispozici efektivní druh léčby, který by 

zaručoval minimální funkční deficit po překonání hypoxicko-ischemického inzultu.  

Výzkum v oblasti mozku týkající se perinatálního poškození je velmi aktuální a 

neustále postupuje vpřed. První a zatím jedinou dostupnou léčbou tohoto onemocnění je 

řízena terapeutická hypotermie. Je dokázáno, že procesem snižování celkové tělesné 

teploty organismu se snižuje riziko úmrtí, případně riziko závažné poruchy 

neurodevelopmentu, přesto zůstává hrozba neurologické morbidity po hypoxii-ischemií 

významná. Další možnosti terapie jsou stále v preklinických fázích výzkumu. To 

znamená, že zatím není možné říci, zda některé z těchto doplňkových opatření budou 

přijata za standardní péči u dětí trpících tímto onemocněním (Davidson et al., 2015, 

Muller a Marks, 2014). 

Na přiblížení klinické patologie hypoxicko-ischemické encefalopatie se 

využívají různé zvířecí modely. Klíčovým cílem je jejich standardizace, protože model, 

který adekvátně napodobuje lidský stav, by umožnil lepší vyhodnocení možných 

léčebných postupů u člověka (Gonzalles-Portilla et al., 2014). V našem případě 

představuje zvířecí model 7-denní potkan, jelikož se morfologicky velmi přibližuje 

lidskému mozku a tento věk nejlépe napodobuje perinatální období člověka.  

Základní výzkum HIE byl schopen určit buněčné mechanismy vedoucí k smrti 

neuronů a následně k poškození mozku (Muller a Marks, 2014). Tato práce vznikla za 

účelem přiblížení problematiky této kombinované poruchy vyskytující se v perinatálním 

období dítěte. Jednotlivě přibližuje základní parametry a podrobně popisuje 

patofyziologické aspekty HIE. V rámci lepšího pochopení možného neurologického 

deficitu se věnuje procesu vývoje centrální nervové soustavy (CNS) ve srovnání s 
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potkaním mozkem a také diagnostice histologickým zobrazením. Následně se zaměřuje 

na studium konkrétních oblastí mozku a míru jejich poškození u Rice-Vannucci 

modelu. Tím by bylo možné přispět k rozvoji preklinických studií zaměřených na léčbu 

HIE a podpořit tak neuroprotektivní funkci CNS. 
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2  TEORETICKÁ VÝCHODISKA PRÁCE 
 

2.1  Hypoxicko-ischemická encefalopatie 
 

Hypoxicko-ischemická encefalopatie je poškození mozku vyskytující se u 

novorozenců způsobené částečnou nebo celkovou hypoxií a snížením cerebrální krevní 

perfuze v důsledku perinatální asfyxie. (Zanello, 2018, Zhang et al., 2013). Tyto 

události vyskytující se během porodu jsou stále častějším problémem v moderním 

porodnictví i v rozvinutých zemích. Perinatální hypoxicko-ischemické poškození 

mozku je hlavní příčinou akutní mortality a chronické neurologické nemocnosti u 

kojenců a dětí. Statistiky naznačují míru výskytu systémové asfyxie u 1-4/1000 

donošených novorozenců. Asfyxie při narození způsobuje celosvětově 840 000 nebo 23 

% všech úmrtí novorozenců. V novorozeneckém období zemře 20-50 % asfyxických 

novorozenců s hypoxicko-ischemickou encefalopatií a 25-30 % přežívajících dětí má 

trvalý neurologický deficit včetně mentální retardace, mozkové obrny, epilepsie nebo 

poruchy učení. V současné době je dobře známo, že mozkové hypoxicko-ischemické 

poškození dostatečné závažnosti způsobuje vyčerpání zásob tkáňové energie, akumulaci 

intracelulárního vápníku, neurotoxicitu glutamátu a oxidu dusnatého, peroxidaci lipidů, 

tvorbu volných radikálů a zánět. Navíc hypoxické nebo hypoxicko-ischemické 

poškození vůči vyvíjejícímu se mozku bude mít vliv na následné dozrávání s 

dlouhodobými důsledky pro dospělý mozek (Lai et al., 2011, Sameshima a Ikenoue, 

2013, Vannucci, 2000, Vannucci a Hagberg, 2004, Volpe, 1992 , Zanelli, 2018, Zhang 

et al., 2013). 

 

2.1.1  Etiologie 
 

Příčiny vedoucí k rozvoji fetálního hypoxicko-ischemického poškození mozku a 

následné HIE se mohou vyskytnout jedním nebo více z následujících mechanismů 

(Bakaj Zbrožková, 2016, Tan a Yvonne, 2018):  

 Mateřské příčiny: prostřednictvím sníženého okysličení (např. astma, plicní 

embolie, pneumonie) nebo nedostatečné perfuze mateřské placenty (např. 

kardiorespirační zástava, hypotenze matky, preeklampsie, chronické cévní 

onemocnění) 
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 Placentární příčiny: abrupce placenty, těsná pupeční šňůra, přerušení/zauzlení 

pupeční šňůry nebo prasknutí dělohy 

 Fetální příčiny: prostřednictvím sníženého okysličení/perfuze plodu (např. feto-

maternální krvácení, fetální trombóza) 

 

2.1.2  Epidemiologie 
 

Podle Světové zdravotnické organizace se jedná o jednu z 20 hlavních příčin 

chorob vedoucích k určitému postižení u dětí a je pátou nejčastější příčinou úmrtí dětí 

mladších 5 let (8 %). Ačkoli jsou údaje omezené, odhaduje se, že asfyxie způsobí každý 

rok 920 000 neonatálních úmrtí a je spojena s dalším 1,1 milionem mrtvě narozených 

dětí. Více než milion dětí, které přežily asfyxii při narození, mají problémy, jako jsou 

mozková obrna, mentální retardace, problémy s učením a jiné postižení (Zanelli, 2018). 

Perinatální hypoxicko-ischemická encefalopatie představuje 25 % vývojových poruch u 

dětí, vyskytujících se u 1 % všech předčasných porodů. Poranění mozku vyvolané 

perinatální asfyxií je jednou z nejčastějších příčin morbidity a mortality u donošených a 

nedonošených novorozenců, což představuje 23 % neonatálních úmrtí na celém světě 

(Semple et al., 2013). 

 

2.1.3  Klinický obraz 
 

Různé klinické příznaky HIE včetně nízkého Apgar skóre, nízkého pH 

pupečníkové krve a neonatálních záchvatů, jsou nespecifické a mohou se vyskytnout i 

při absenci globálního hypoxicko-ischemického poškození mozku nebo dlouhodobých 

neurologických následcích. Příznaky spojené s akutní intrapartální hypoxicko-

ischemickou událostí (Allen a Brandon, 2011, Tan a Yvonne, 2018): 

 Apgar skóre <5 za 5 minut a 10 minut, 

 pupečníková krev s pH <7,0 nebo base deficit ≥ 12 mmol / l, 

 akutní zranění mozku pozorované na MRI mozku nebo magnetické 

rezonanční spektroskopii (MRS) v souladu s hypoxií-ischemií, 

 přítomnost selhání vnitřních orgánů v souladu s hypoxicko-ischemickou 

encefalopatií. 
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Další příznaky zahrnují (Zanelli, 2018): 

 Stupor nebo kóma jsou typické, dítě nemusí reagovat na jakékoli fyzické 

podněty s výjimkou těch, které jsou nejvíce škodlivé. 

 Dýchání může být nepravidelné a dítě často vyžaduje ventilační podporu. 

 Generalizovaná hypotonie a snížené hluboké šlachové reflexy jsou běžné. 

 Nepřítomné jsou neonatální reflexy (např. sací, polykací, úchopový, Moro). 

 Poruchy spojené s pohyby očí, jako je deviace očních bulbů, nystagmus, a 

další se mohou odhalit vyšetřením kraniálního nervu. 

 Zornice mohou být dilatované, fixované nebo slabě reagující na světlo. 

 Nepravidelnosti srdeční frekvence a krevního tlaku. 

 

2.1.4  Klasifikace 
 

Mírná hypoxicko-ischemická encefalopatie 

Svalový tonus může být mírně zvýšený a hluboké šlachové reflexy mohou být 

během prvních dnů zvýšené. Je možné pozorovat přechodné abnormality v chování, 

jako je omezené krmení, zvýšená podrážděnost nebo nadměrný pláč, případně ospalost 

(obvykle ve střídavém vzoru). Příznaky typicky odezní do 24 hodin (Zanelli, 2018). 

 

Mírně závažná hypoxicko-ischemická encefalopatie 

Dítě je letargické, se značnou hypotonií a sníženými hlubokými šlachovými 

reflexy. Úchopový, Moro a sací reflex mohou být sníženy nebo chybějící. Dítě může 

mít příležitostné období apnoe. Záchvaty se obvykle vyskytují během prvních 24 hodin 

po narození. V průběhu 1-2 týdnů je možné úplné zotavení a je spojeno s lepším 

dlouhodobým výsledkem (Zanelli, 2018). 

 

Závažná hypoxicko-ischemická encefalopatie 

Záchvaty bývají opožděné a závažné, na začátku mohou být rezistentní vůči 

běžným postupem léčby. Záchvaty jsou obvykle zobecněné a jejich frekvence se může 
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zvýšit během 24 až 48 hodin po nástupu, což souvisí s fází reperfuzního poškození 

(Zanelli, 2018). 

Klasifikace jednotlivých stupňů poškození na základě míry závažnosti podle 

Sarnat a Sarnat (1976): 

Hodnocení Stupeň 1 

Mírná HIE 

Stupeň 2 

Mírně závažná HIE 

Stupeň 3 

Závažná HIE 

Mentální stav bdělý letargický stuporózní 

Sací reflex slabý nebo nepřítomný slabý nebo nepřítomný nepřítomný  

Moro reflex zvýšený snížený nepřítomný 

Svalový tonus normotonus hypotonus ochablý 

Autonomní funkce generalizovaně 

sympatické 

generalizovaně 

parasympatické 

nepřítomné 

Zornice mydriáza mióza variabilní 

Záchvaty žádné běžné variabilní 

Trvání  <24 hodin 2-14 dní hodiny až týdny 

Tabulka 1 – Sarnat klasifikace (Allen a Brandon, 2011 – převzato ze Sarnat a Sarnat, 1976) 

 

2.1.5  Rizikové faktory 
 

Navzdory pokroku v perinatální péči za poslední tři desetiletí se incidence HIE 

připisována těžké asfyxii při narození velmi nezměnila. Futrakul et al. (2006) ve své 

studii odhalil, že různé rizikové faktory mohou potenciálně ovlivnit HIE u asfyxických 

novorozenců. Všechny významné rizikové faktory zahrnují nevhodnou prenatální péči v 

období těhotenství, prolaps pupeční šňůry, přenášení těhotenství a mužské pohlaví, jako 

i nízké Apgar skóre. 

Mezi dodatečné faktory, které ovlivňují výsledek poškození mozku, patří stav 

výživy mozku, závažné omezení nitroděložního růstu, pre-existující mozková patologie 

nebo vývojové defekty mozku a frekvence či závažnost záchvatů, které se projevují v 

raném postnatálním věku (Zanelli, 2018). 
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2.1.6  Patofyziologie HIE 
 

Mozek tvoří asi 2 % z celkové tělesné hmotnosti, ale spotřebuje 15 % energie 

vyrobené v těle, což je více než jakýkoli jiný orgán včetně svalu. Mozek reguluje 

přidělování energie svalům a jiným orgánům, ale dává přednost svým vlastním 

energetickým potřebám. Mozek je závislý na dodávce kyslíku a glukózy krví. Pokles 

cerebrální perfuze, hypoxie, hypoglykémie a těžká anémie mohou způsobit kritický 

nedostatek energie (energetická krize). Nejčastější příčinou energetické krize je snížení 

cerebrální perfuze (globální ischemie), která je obvykle výsledkem zastavení srdce nebo 

těžké hypotenze (šok). Je zřejmé, že nedostatek energie způsobuje počáteční elektrické 

selhání, a pokud trvá dostatečně dlouho, vede ke snížení buněčných funkcí a smrti 

buněk. Avšak pokusy na zvířatech a klinické studie ukazují, že kromě energetických 

ztrát existují i další faktory, které představují poškození neuronů. Série toxických 

reakcí, které poškozují neurony mohou způsobit opožděnou smrt dalších buněk. Proto 

po globální ischemii neurony nezemřou náhle nebo najednou. V některých z nich se 

poškození vyvíjí hodiny nebo i dny od nástupu poškození. Většina neuronů se podrobí 

nekróze. V některých neuronech HIE spouští apoptózu. (Dirnagl et al., 1999, 

MacDonald et al., 2006). 

 

Mechanismus poškození buněk 

Mozková hypoxie a ischemie způsobené systémovou hypoxemií, sníženým 

mozkovým průtokem krve, případně oběma, jsou procesy, které vedou k encefalopatii. 

V počáteční fázi nastává kompenzační proces nárůstu mozkového průtoku krve v 

důsledku hypoxie a hyperkapnie. Ten je doprovázen přerozdělováním srdečního výdeje 

krve do základních orgánů včetně mozku, srdce a nadledvin. Zvýšení krevního tlaku v 

důsledku zvýšeného uvolňování epinefrinu dále podporuje tuto kompenzační odpověď. 

Tento jev je známý jako autoregulace mozku, která pomáhá udržovat cerebrální perfuzi. 

Po selhání kompenzačních mechanismů u novorozenců trpících akutní asfyxií klesne 

krevní tlak, následně klesá mozkový krevní průtok pod kritické hodnoty a dochází k 

poškození mozku sekundárně v důsledku sníženého přívodu krve a nedostatečného 

množství kyslíku. Mozková ischemie vede k posunu metabolismu z oxidativní 

fosforylace na anaerobní oxidaci, která je vysoce neefektivní. To vede k poruše 

intracelulární energie. Během časných fází poškození mozku klesá teplota mozku a 
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lokální uvolňování excitačních neurotransmiterů se zvyšuje, nastává acidóza, 

uvolňování zánětlivých mediátorů, tvorba volných radikálů či akumulace vápníku 

(Shroff et al., 2010, Zanelli, 2018). 

 

Primární fáze poškození – nekróza 

Nekrotická smrt je často důsledkem těžkého inzultu a je charakterizována 

narušením integrity membrány, únikem cytoplazmatického obsahu do extracelulárního 

prostoru a sekundární zánětlivou odpovědí (Vannucci a Hagberg, 2004). 

Prvním výsledkem vyčerpání energie je selhání sodno-draselné pumpy (Na+
 a 

K
+
), což vede k depolarizaci neuronové membrány a k uvolnění excitačních 

aminokyselin (EAA) do extracelulárního prostoru. V tomto bodě přestává fungovat 

synaptická funkce a vodivost. Depolarizace způsobuje, že neurony uvolňují glutamát do 

synaptické štěrbiny. Glutamát je nejběžnějším excitačních neurotransmiterem. V 

malých množstvích je nezbytný pro funkci neuronů. V nadměrném množství jde o 

neuronální jed, toxin, a byl nazván excitotoxin. Během vývoje mozku hraje glutamát 

důležitou roli při dozrávání a myelinizaci oligodendrocytů, ale může vést ke škodlivým 

následkům z nadměrného uvolnění po HIE (Lai et al., 2011). Jeho snížená absorpce 

vede k vysokým synaptickým úrovním nadměrné aktivace glutamátu a receptoru 

excitačních aminokyselin včetně        N-methyl-D-aspartátu (NMDA), amino-3-

hydroxy-5-methyl-4-izoxazol-propionátu (AMPA) a kainátových receptorů. Receptory 

NMDA jsou propustné pro Ca2+
 a Na

+, zatímco AMPA a kainátové receptory jsou 

propustné pro Na+
. Akumulace Na

+
 spolu se selháním energeticky závislých enzymů, 

jako je Na
+
/ K

+
-ATPáza, vede k rychlému cytostatickému edému a k nekrotické 

buněčné smrti. Aktivace receptoru NMDA vede k akumulaci intracelulárního Ca2+ 
a k 

další aktivaci patologických kaskád (Zanelli, 2018). Důsledky zvýšení intracelulární 

koncentrace Ca
2+

 zahrnují aktivaci fosfolipázy, endonukleázy, proteáz a ve vybraných 

neuronech syntázu oxidu dusnatého, což vede k tvorbě volného radikálu NO. Spojení 

mezi aktivací NMDA receptorů a smrtí excitotoxických buněk zahrnuje přímou aktivaci 

neuronální syntázy oxidu dusnatého a tvorbu oxidu dusnatého, což vede k 

mitochondriální dysfunkci a zvýšené tvorbě reaktivních druhů kyslíku, oxidačnímu 

poškození a buněčné smrti (Vannucci a Hagberg, 2004). Další volné radikály jsou 

výsledkem zhoršení oxidativní fosforylace. Volné radikály a aktivované katabolické 
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enzymy zničí strukturální proteiny, membránové lipidy, nukleové kyseliny a jiné 

buněčné obsahy, což způsobuje neuronální nekrózu. Poškození volnými radikály se u 

novorozenců dále zhoršuje z důvodu nezralých antioxidačních obranných prostředků a 

vysoké koncentrace volného železa. Poškození DNA endonukleázy a mitochondriální 

poškození volných radikálů vyvolává apoptózu. Nakonec se mohou volné radikály 

kombinovat s oxidem dusnatým (NO), čímž se vytvoří peroxynitrit, vysoce toxický 

oxidant (Dirnagl et al., 1999, MacDonald et al., 2006, Vannucii a Hagberg, 2004, 

Zanelli, 2018). 

Zánětlivé mediátory (cytokiny a chemokiny) se také podílejí na patogenezi 

hypoxicko-ischemické encefalopatie a mohou představovat konečnou dráhu poškození 

mozku. Studie na zvířatech naznačují, že cytokiny, zejména interleukin (IL) -1b 

přispívají k hypoxicko-ischemickému poškození. Přesné mechanismy a jaké zánětlivé 

mediátory se podílejí na tomto procesu zůstávají nejasné (Zanelli, 2018). 

 

Sekundární fáze poškození – apoptóza 

Apoptóza je vysoce regulována a jde o energeticky náročný proces, při kterém 

buňka spáchá sebevraždu. Jaderná kondenzace a kontrakce je včasnou událostí, zatímco 

membrány a organely zůstávají neporušené až do konečných fází. Buněčné pozůstatky, 

apoptická těla, jsou zachyceny sousedními buňkami (Vannuci a Hagberg, 2004). 

Po počáteční fázi energetického selhání při asfyxickém poškození se může 

mozkový metabolismus po reperfuzi zotavit, ale často nastává zhoršení v druhé fázi 

energetického selhání. Tato nová fáze poškození neuronů, která začíná přibližně 6-24 

hodin po počátečním poranění, se vyznačuje mitochondriální dysfunkcí a iniciací 

apoptotické kaskády. Tato fáze se nazývá „opožděná fáze poškození neuronů“. Trvání 

opožděné fáze není přesně známo u lidského plodu a novorozence, ale zdá se, že se 

zvyšuje během prvních 24-48 hodin a pak začíná odeznívat. Trvání této fáze u lidského 

dítěte koreluje s nepříznivými výsledky neurovývoje po 1-4 letech od inzultu 

(Sirimanne, et al., 1996, Zanelli, 2018). 

Většina údajů však naznačuje, že apoptóza jako důsledek hypoxie-ischémie je 

morfologicky odlišná od vývojové apoptózy. Biochemicky naopak většina studií 

souhlasí s tím, že apoptotické procesy se podílejí na hypoxii-ischémii. Klíčový prvek 
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apoptózy, kaspáza-3, je v nedospělém stavu ve srovnání s dospělým mozkem zvýšený a 

lze očekávat, že bude hrát hlavní úlohu i v patologických situacích. Aktivace kaspázy-3 

v CNS vede ke štěpení stovek substrátů v buňce, které jsou životně důležité pro přežití 

buněk. Nedávné údaje naznačují, že jiný protein, faktor indukující apoptózu (AIF), 

může být za určitých podmínek uvolněn z mitochondrií. AIF je oxidoreduktáza se 

schopností indukovat kondenzaci chromatinu a fragmentaci DNA způsobem, který není 

závislý od kaspázy (Vannucii a Hagberg, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 1 - Patofyziologie hypoxicko-ischemického poškození mozku  (Zanelli, 2018) 

 

Periventrikulární leukomalacie 

Periventrikulární leukomalacie (PVL), která se také označuje jako poranění bílé 

hmoty vyskytující se u předčasně narozených dětí, představuje hlavní prekurzor 

neurologického a intelektuálního poškození a mozkové obrny v pozdějším životě. 

Porucha je charakterizována multifokálními oblastmi nekrózy nacházejícími se hluboko 

v kortikální bílé hmotě (Rezaie a Dean, 2002). Zdá se, že prevalence poškození je 

nepřímo spojena s gestačním věkem při narození. Předpokládalo se, že bílá hmota v 

nezralém mozku je zásobována ventrikulopetálními tepnami, které pronikají směrem 
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dovnitř z povrchu mozku, což způsobuje, že hluboká bílá hmota je nejvíce náchylná ke 

snížení perfuze. Ve třetím trimestru během období zrání mozku se začínají rozvíjet 

ventrikulofugální tepny, čímž se posouvá zásobení směrem k mozkové kůře. Existence 

ventrikulofugálních artérií je zpochybňována, ale nedávná anatomická studie 

vykazovala zvýšenou vaskularizaci mozkové hmoty po 32. týdnu gestačního věku. Tato 

zjištění naznačují, že relativní hypovaskularita periventrikulární bílé hmoty ve 

skutečnosti hraje roli ve vývoji PVL (Huang et al., 2008). 

V současné době se předpokládá, že PVL pravděpodobně souvisí se selektivní 

zranitelností buněk oligodendrocytové linie v souvislosti se změnami hypoxie-ischémie. 

Před začátkem myelinizace a během období s nejvyšším rizikem PVL je mozková bílá 

hmota obsazená převážně prekurzory oligodendrocytů známých jako 

preoligodendrocyty (pre-OL). U potkaních modelů jsou preoligodendrocyty citlivější 

než zralé oligodendrocyty (OL) a vykazují specifickou zranitelnost na oxidační a 

excitotoxické poranění vyskytující se v důsledku hypoxie-ischémie v počátečním vývoji 

(McQuillen a Ferriero, 2004). Tato teorie je podpořena zjištěním, že klesající 

prevalence PVL po přibližně 32 týdnech gestace se shoduje s dozráváním 

oligodendrocytů v periventrikulární bílé hmotě (Huang et al., 2008). 

Neuropatologie PVL sestává ze dvou hlavních složek, fokálních a difúzních. 

Fokální složka, nacházející se hluboko v mozku bílé hmoty, se vyznačuje lokalizovanou 

nekrózou všech buněčných prvků s následnou tvorbou cyst - jde o cystickou formu, 

která je makroskopická. Mikroskopická necystatická nekróza se mění na gliové jizvy 

(Rumajogee et al., 2016). Difúzní složka je méně závažné poškození, zjevně specifické 

pro buňky oligodendrogliových prekurzorů. Tyto buňky jsou samozřejmě určeny k 

tomu, aby se později vyvinuly do zralých OL, které tvoří myelin cerebrální bílé hmoty. 

Hlavním neuropatologickým následkem PVL je snížení objemu bílé hmoty a 

ventrikulomegálie v důsledku nedostatku myelinu (Volpe, 2001). 
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Obrázek 2 - Schématické zobrazení koronální části mozku s fokální a difúzní složkou PVL 

(Volpe, 2001) 

 

PVL se nejčastěji pozoruje v blízkosti bočních komor a foramen Monro. 

Dlouhodobým neurologickým následkem poškození bílé hmoty u předčasně narozených 

dětí je motorický a zrakový deficit v důsledku toho, že motorické a vizuální cesty 

procházejí nejčastěji poraněnými oblastmi bílé hmoty. Běžným neurologickým 

následkem PVL je spastická diplegie (Huang et al., 2008). 

Při histologické analýze se léze PVL vyvíjejí v charakteristickém vzoru. 

Zpočátku dochází k nekróze, která často přechází na kavitaci a rozvoj porencefalických 

cyst. Časem se tyto cysty shromažďují, což nakonec vede ke glióze a významnému 

snížení objemu bílé hmoty v periventrikulárních oblastech (Huang et al., 2008). 

 

Nejčastěji poškozené struktury při HIE – selektivní vulnerabilita 

 Je dobře známo, že hypoxicko-ischemické ataky nepoškozují všechny 

struktury mozku ve stejné míře. Některé mozkové struktury mají větší predispozici ke 

vzniku poruchy a jsou porušeny dřív než jiné struktury - mluvíme o selektivní citlivosti 

(Huang et al., 2008).  
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 Pro selektivní vulnerabilitu v souvislosti s mechanismem nervového poškození 

platí (Huang et al., 2008): 
 

a) oblasti mozku s nejvyšší koncentrací glutamátu nebo jiných receptorů 

excitačních aminokyselin (primárně umístěné v šedé hmotě) jsou více náchylné 

na excitotoxické poškození, které se vyskytuje jako následek hypoxické 

ischémie; 

b) oblasti mozku s největšími nároky na energii při hypoxické-ischémii rychleji 

vyčerpají energii, a proto jsou zraněné dříve; 

c) z důvodu opožděné smrti buněk z apoptózy, některé zranění nemusí být zřejmé 

až do několika dnů po počátečním ataku.  

Tyto faktory pomáhají vysvětlit relativně specifické vzorce poranění, které lze 

pozorovat u pacientů s HIE. 

Z toho vyplývá, že některé případy HIE, obvykle po krátkých inzultech, 

způsobují pouze smrt neuronů, bez poškození gliových buněk (selektivní neuronální 

nekróza). Neurony jsou citlivější než gliové buňky, protože mají vyšší energetickou 

náročnost a vytvářejí glutamát. Některé nervové buňky jsou zranitelnější než jiné 

(selektivní zranitelnost). Z buněčných prvků CNS jsou nejzranitelnější neurony, po nich 

následují oligodendroglie, astroglie a nakonec endotelové buňky. V rámci skupiny 

neuronů jsou některé typy neuronálních buněk zranitelnější vůči hypoxicko-

ischemickému poškození než jiné. Hippokampálne pyramidální buňky CA1, 

pyramidální neurony neokortexu (vrstvy 3, 5 a 6), Purkyněho buňky a striatální neurony 

mají nejvyšší zranitelnost. V rámci těchto struktur existuje další pořadí citlivosti mezi 

různými typy buněk, jak je uvedeno v tabulce (Dirnagl, 1999, MacDonald, 2006, Siegel, 

1999, van der Knaap a Valk, 2005). 

Struktura Hierarchie selektivní vulnerability 

Hippokampus CA1 > CA4 > CA3 > granulové buňky 

Mozeček Purkyněho buňky > hvězdicovité buňky > granulové buňky > Golgi buňky 

Striatum  Malé až středně velké neurony > velké neurony 

Neokortex Vrstvy 3,5,6 > vrstvy 2,4 

Tabulka 2 – Hierarchie selektivní vulnerability hypoxicko-ischemických podmínek pro 

různé struktury CNS (van der Knaap a Valk, 2005) 
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2.1.7  Důsledky HIE 
 

HIE v důsledku perinatální asfyxie je hlavní příčinou smrti nebo těžkého 

poškození u kojenců, což vede k spektru neurologických deficitů. Ty zahrnují 

behaviorální a motorické postižení, celkové zpoždění vývoje, záchvaty nebo dokonce 

strukturální a ireverzibilní poškození mozku. Závažnost následků HIE závisí na tom, jak 

dlouho trvá hypoxie, na stavu novorozence v době hypoxie a na závažnosti poškození. 

Mezi nejčastější dlouhodobé následky HIE patří mozková obrna, epilepsie a záchvaty, 

vážné poruchy učení a mentální postižení, slepota nebo vážné zhoršení zraku, kognitivní 

vývojové problémy a motorické a behaviorální problémy (Riljak et al., 2016). 

 

Ahearne et al. (2016) uvádí souhrn důsledků perinatální asfyxie: 

Krátkodobé důsledky Smrt 

HIE 

Záchvaty 

Dlouhodobé důsledky Motorické Mozková obrna 

Senzorické Ztráta sluchu 

Poruchy zraku 

Kognitivní  Epizodická a pracovní paměť 

Pozornost 

Edukace Zvýšené požadavky na pomoc  

Nižší testovací skóre 

Behaviorální Pozornost 

Výbušnost 

Podrážděnost  

Neuropsychiatrické Psychické příznaky 

Neurovývojové Autistické spektrum 

Tabulka 3 – Důsledky perinatální asfyxie (Ahearne et al., 2016) 

 

  



 23 

2.1.8  Léčba HIE 
 

Intervence hypoxicko-ischemické encefalopatie zahrnuje zajištění ventilace a 

perfuze včasnou resuscitací, podpůrnou péči včetně prevence hypertermie a 

hypoglykémie a léčbu křečí či záchvatů (Glass a Ferriero, 2007). 

V současné době je hypotermie jediným léčebným prostředkem proti HIE 

klinicky používaným na lidech. Studie ukazují, že hypotermie snižuje úmrtnost bez 

zvýšení míry invalidity u asfyxických novorozenců. Snížení teploty dítěte zpomaluje 

rychlost metabolismu a umožňuje buňkám zotavovat se po delší dobu. Tím se zabrání 

dalšímu poškození, které se může vyskytnout v případě velmi rychlého obnovení 

průtoku krve a normálního okysličení (Davidson et al., 2015). Tento výsledek byl 

naznačen poklesem závažné invalidity a zvýšením míry přežití s normální 

neurologickou funkcí. Kromě hypotermie se ukázalo, že i jiné léčebné postupy 

(například erytropoetin, melatonin, allopurinol, xenon, růstové faktory, inhibitory 

syntázy oxidu dusnatého) mají příznivý účinek na zvířecí modely. Erytropoetin (EPO) 

má komplexní účinek. Moduluje NMDA excitotoxicitu, účinně snižuje toxicitu a záněty 

ve volných radikálech. Klinická studie s EPO byla zahájena se slibnými výsledky 

(Riljak et al., 2016). 
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2.2  Vývoj CNS  
 

Generativní kapacita nezralého mozku se liší podle oblasti mozku a buněčného 

typu. Obecně jsou procesy buněčné proliferace mezi hlodavci a lidmi pozoruhodně 

paralelní, i když časové úseky jsou podstatně odlišné (Bayer et al., 1993). Neonatální 

mozek savců obsahuje dočasnou „subplate zónu“, která působí jako zdroj nových 

neuronů během vývoje. Přestože „subplate zóna“ lidí a hlodavců sdílí společné vzory 

genové exprese, existují druhové rozdíly v strukturální organizaci a složitosti (Semple, 

2013). 

 

2.2.1  Člověk vs. potkan  
 

První hlavní událostí vývoje centrálního nervového systému (CNS) u všech 

obratlovců je vytvoření specializovaného záhybu ektodermální tkáně nazývané nervová 

trubice, ze které se následně diferencuje mícha a mozek. U lidí se tato událost vyskytuje 

během prenatálního vývoje, mezi 24. a 28. gestačním dnem (3-4 týdny) z období 

březosti 266-280 dní, tedy 40 týdnů (Rice a Barone, 2000, Semple, 2013). 

Tvorba nervových trubic se vyskytuje přibližně v polovině těhotenství u 

hlodavců. Představuje to 10,5-11 gestační den u potkanů, přičemž porod se typicky 

vyskytuje 20.-21. gestační den (Rice a Barone, 2000, Semple, 2013). 

Diencefalon, který zahrnuje hypotalamická a talamická jádra, se rozvíjí během 

pozdních embryonálních a časných fetálních období u potkanů i u lidí. Kortikální 

struktury předního mozku - neokortex a hippokampální formace se vyvíjejí primárně 

během fetálního období potkanů i člověka, přičemž některé proliferace glie a 

mikroneuronů pokračují v postnatálním období. Diferenciace a synaptogeneze v rámci a 

mezi těmito kortikálními a subkortikálními strukturami pokračují v postnatálním období 

u potkanů i u lidí. Významný rozdíl mezi mozky hlodavců a člověka je možné 

pozorovat ve velikosti a kontuře neokortexu. Hlodavci mají hladkou mozkovou kůru s 

relativně malým množstvím neokortexu. Na druhé straně, lidé mají mozky s vysoce 

komplikovaným povrchem, což vyplývá z obrovské fylogenetické expanze neokortexu 

(Rice a Barone, 2000). 
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Buňková proliferace 

U lidí se kortikální neurogeneze (tvorba nových neuronů) vyskytuje převážně 

během těhotenství, ale může pokračovat až do věku 2,5 roku (Semple, 2013). U potkanů 

začíná neurogeneze ve většině kortikálních a subkortikálnych oblastí v 9,5. gestační den 

a je ukončena 15. postnatální den (Rice a Barone, 2000). 

Tvorba hippokampu vzniká z morfogenetického procesu složení mediální 

proliferační zóny kortikální destičky, čímž se následně vytvoří subikulum, oblast 

pyramidálních buněk a následně gyrus dentatus. Gyrus dentatus, který se tvoří 

prenatálně, vykazuje pokračující postnatální proliferaci granulových buněk v 

hippokampu jak hlodavců, tak lidí (Bayer, 1980). Zatímco většina hippokampálních 

vlastních pyramidových buněk je generována prenatálně, pouze přibližně 15 % 

granulárních buněk je přítomno v gyrus dentatus potkana při narození, přičemž 

neurogeneze v této oblasti vrcholí mezi gestačním dnem 14-17. Pro srovnání, 

hippokampální neurogeneze vrcholí kolem 60. gestačního dne u lidí, přičemž 80 % 

granulárních buněk v gyrus dentatus se vytváří před narozením (Bayer, 1980, Rice a 

Barone, 2000, Semple, 2013). 

Při narození u lidí se gliové buňky začínají diferencovat na astrocyty. 

Subventrikulární zóna (SVZ) laterálních komor je dalším zdrojem nových astrocytů a 

oligodendrocytů během raných postnatálních týdnů. Nejrozsáhlejší fáze proliferace v 

zónách ventrikulárních a subventrikulárních se u potkanů vyskytuje zhruba mezi 13.-18. 

gestačním dnem, i když některé buňky neokortexu mohou u hlodavců zůstat mitotické 

až do období blízkému porodnosti, což představuje gestační den 21-22 (Rice, Barone, 

2000). Spolu se subgranulárnou zónou (SGZ) hippokampálního gyrus dentatus se 

tradičně předpokládá, že SVZ je odpovědná za probíhající neurogenezi v dospělém 

mozku savců (Semple, 2013). 

U potkanů se astrocyty podrobí rychlému dozrávání v prvních několika týdnech 

po narození, což zahrnuje změny v morfologii, konektivitě a elektrofyziologických 

vlastnostech. Největší nárůst počtu buněk v hippokampu byl zaznamenán v 

postnatálních dnech (PND) 11-16, další nárůst je ukončen do jednoho měsíce věku 

(Semple, 2013). 

 



 26 

Synaptogeneze 

Synaptogeneze ve vyvíjejícím se lidském mozku byla poprvé zkoumána v roce 

1979 Huttenlocherem, který prokázal, že hustota synapsí se odlišuje na základě věku a 

mozkové oblasti. Zatímco rozmnožování synapsí začíná kolem 20. týdne těhotenství, 

hustota po narození rychle roste, zejména v prvních postnatálních měsících. Synapse 

dozrávají u člověka v dospělosti. U hlodavců se kritické období synaptogeneze 

vyskytuje během prvních tří postnatálních týdnů života, přičemž vrchol se dosahuje 

během 2. týdne. V molekulové vrstvě gyrus dentatus je počet synapsí před 4. 

postnatálním dnem nižší než 1 % ve srovnání s počtem v dospělosti, avšak následný 

růstový spurt vede k úplnému počtu synapsí v 25. postnatálním dni (Rice a Barone, 

2000, Semple, 2013). 

 

Myelinizace 

Tvorba myelinových obalů, generovaných oligodendrocyty v CNS, je nezbytná 

pro šíření a rychlost neurotransmise v mozku savců. Je všeobecně akceptované, že 

myelinizace je prodloužený proces, který pokračuje v období dětství a dospívání ve 

specifických oblastech mozku (Semple, 2013). 

Vývoj oligodendrocytů začíná u lidí v děloze. Preoligodendrocyty (definovány 

jako nemyelinizující, mitoticky aktivní prekurzory oligodendrocytů) jsou dominantním 

buněčným typem mezi 18. a 28. týdnem po početí, zatímco „nezralé oligodendrocyty“, 

které jsou postmitotické a myelinizující dominují nejvíce v 28.-40. gestačním týdnu. 

Myelinizace probíhá u hlodavců v 10.-14. PND a vrcholí přibližně v 20. PND, kdy jsou 

markery zralých oligodendrocytů včetně myelinového bazického proteinu dobře 

detekovatelné (Semple, 2013). 
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Člověk Potkan 

(postnatální 
den) 

Vývojový milník 

Gestační týden 23-32 

(předčasně narozené 

dítě) 

1-3 Změny stavu zraní oligodendrocytů - převaha 

mitoticky aktívních pre-OL. 

Vývoj imunitního systému. 

Vytvoření hematoencefalické bariéry. 

Gestační týden 36-40 

(donesené dítě) 

7-10 Vrchol v růstu mozku. 

Vrchol v gliogeneze. 

Zvyšovaní axonální a dendritické hustoty. 

Změna stavu zrání oligodendrocytů - přechod na 

dominanci nezralých OL. 

Konsolidace imunitního systému. 

Rok 2-3 20-21 Mozek dosahuje 90-95 % hmotnosti dospělého 

mozku. 

Vrchol v synaptické hustotě na úrovni 50 %> 

dospělých. 

Vrchol v rychlosti myelinizace. 

Změny neurotransmiterů a receptorů. 

Rok 4-11 25-35 Specializaci neuronových sítí prefrontální kůry 

(strukturální dozrávaní). 

Maximální objem šedé hmoty a tloušťky kůry. 

Rok 12-18 35-49 Snižovaní hustoty synapsí a dosáhnutí úrovně 

dospělých jedinců. 

Zlepšeni kognitivně závislých obvodů.  

Probíhající myelinizace, zvýšení objemu bílé hmoty. 

Rok 20+ 60 + Úrovně neurotransmiterů dospělých. 

Úrovně synaptické hustoty dospělých. 

Probíhající myelinizace a klesající šedá hmota. 

Tabulka 4 – Přehled klíčových vývojových procesů ve srovnatelném věku u lidí a hlodavců 

(Semple, 2013) 
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2.2.2  Morfologické korelace  
 

Mozky lidí a potkanů jsou anatomicky podobné, což dělá potkany dobrými 

modely ke studiu vývoje a onemocnění lidského mozku (Ellenbroeck a Youn, 2016). 

Ačkoli existují důležité rozdíly mezi potkaním a lidským mozkem, je možné 

identifikovat podobné struktury. Navíc, ontogenezi specifického chování lze použít k 

vyvození závěrů ohledně zrání specifických struktur mozku nebo neuronových obvodů 

u hlodavců a primátů, včetně lidí. Jednotlivé vývojové paralely uvádíme výše (Rice a 

Barone, 2000). 

Je dobře známo, že potkaní mozek strukturálně koreluje s mozkem lidským, 

přesto pozorujeme dva zásadní rozdíly. Zaprvé, organizace mozku potkanů není totožná 

s organizací lidského mozku (Swanson, 1998). Druhým velmi pozoruhodným rozdílem 

mezi vyvíjejícím se lidským a potkaním mozkem je gyrifikace, která chybí v mozku 

potkanů. Značné množství kortikálního ohýbání začíná přibližně v 15. týdnu těhotenství 

u člověka, přičemž hlavní zářezy jsou rozeznatelné v 28. týdnu a většina gyrů je plně 

tvořena narozením. Sulcusové a gyrusové vzory se nadále formují postnatálně, což je 

pravděpodobně způsobeno změnami hustoty buněk a dozráváním subkortikálních 

vláknitých útvarů (Semple, 2013). 

 

2.2.3  Zvířecí modely  
 

Potkaní modely ischemického a traumatického poškození mozku se často 

používají ve výzkumných laboratořích, a to k prozkoumání základních mechanismů 

zranění, také na hodnocení potenciálních terapeutických přístupů (Semple, 2013). 

Doposud nejčastěji používaným modelem ke studiu hypoxicko-ischemického 

poškození u novorozenců je model Rice-Vannucci u potkanů starých 7 dní (P7, 12-20 

g), uzpůsobený podle Levine postupu (Levine, 1960). Levine publikoval model 

chirurgické dvojité ligace pravé karotidy, po níž následovala anoxie (kyslík v nádobě 

byl nahrazen dusíkem nebo oxidem dusíku). Úprava této techniky byla později 

pozorována v modelu Rice-Vannucci, a to ligací společné krční tepny u nedospělých 

potkanů (7. postnatální den) s následnou normobarickou hypoxií s 8% kyslíkem v 

kontrolované atmosféře a při stabilních teplotách. (Conn, 2006, Riljak et al., 2016). 



 29 

 

 

 

 

 

Obrázek 3 – Model Rice-Vannucci (Conn, 2006) 

 

Hypoxicko-ischemické poškození mozku, od selektivní smrti neuronů až po 

infarkt, nebo kombinace obou, je téměř univerzálním následkem u potkaních mláďat 

vystavených přiškrcení arterie, které prožívají 2-3 hodiny v hypoxických podmínkách. 

Poškození se obvykle omezuje na hemisféru ipsilaterálně k ligaci a primárně se 

pozoruje v mozkové kůře, subkortikální a periventrikulární bílé hmotě, striatu, talamu a 

hippokampu. Takové neuropatologické poškození se zřídka pozoruje na kontralaterální 

hemisféře a nikdy ne u hypoxických mláďat bez ligace karotické artérie (Conn, 2006, 

Vannucci a Vannucci, 1997). Použití tohoto modelu se využívá při studiu účinků 

perinatální hypoxie-ischémie na energetický metabolismus, glutamátovou 

excitotoxicitu, tvorbu reaktivních druhů kyslíku a apoptotickou buněčnou smrt 

(Vannucii a Hagberg, 2004). Tento model je jedním z nejvyužívanějších modelů 

perinatálního poškození mozku, které byly popsány (Rumajogee et al., 2016). 

 

2.2.4  Funkce nejčastěji poškozených struktur mozku při HIE 
 

Mozková kůra (neokortex)  

Mozková kůra je část mozku, která je tradičně spojována s „vyšší nervovou 

aktivitou“ včetně vnímání a interpretace senzorických informací, vědomých rozhodnutí 

a kontroly dobrovolných pohybových aktivit. Mozková kůra obsahuje dva základní typy 

nervových buněk - pyramidové a hvězdicovité/granulární. Kůra má charakteristickou 

vrstvovou strukturu, která je viditelná ve vertikálních úsecích a spolu ji tvoří šest vrstev. 

Nejvyšší vrstva se nazývá molekulární vrstva. Sestává většinou z axonů a apikálních 

dendritů a obsahuje jen několik buněčných těl. Následuje vnější granulární vrstva, 



 30 

obsahující velké množství malých pyramidových a hvězdicovitých buněk. Potom 

následuje vnější pyramidová vrstva, obsahující převážně pyramidové buňky. Další 

vrstva, vnitřní granulární vrstva, sestává z hvězdicovitých a pyramidálních buněk. Pátá 

vrstva, gangliová vrstva, obsahuje velké pyramidální buňky. Poslední šestá vrstva, 

multiformní vrstva, sestává z různých neuronů, z nichž mnohé axony opouštějí kůru. 

(Latash, 1998). Jak jsme již zmínili, vyšší citlivost k poškození mají vrstvy 3, 5 a 6. 

Deficit plynoucí z poškození závisí na oblasti mozkové kůry. 

 

Bíla mozková hmota (subkortikální a periventrikulární oblast) 

 Bílá hmota je oblast centrálního nervového systému, která je tvořena zejména 

myelinizovanými axony. Pojmenování dostala díky svému vzhledu vyplývajícímu z 

obsahu lipidů v myelinu. Bílá hmota ovlivňuje učení a funkci mozku, moduluje 

rozložení akčních potenciálů, koordinuje komunikaci mezi různými oblastmi mozku 

(Douglas Fields, 2008). Důsledkem poškození nejcitlivějších oblastí (subkortikální a 

periventrikulární oblast) vzniká periventrikulární leukomalacie, o které jsme se zmínili 

v předchozí kapitole. 

 

Striatum  

Striatum je největší strukturou z bazálních ganglií. Dělí se na ventrální a dorzální 

část v závislosti na funkcích a spojení s dalšími strukturami. Ventrální striatum se 

skládá z nucleus accumbens a tuberculum olfactorium. Dorzální striatum se skládá z 

nucleus caudatus a putamenu. Funkčně se striatum účastní zejména kontroly pohybu, 

koordinuje různé aspekty poznání, včetně motorického plánování, rozhodování či 

motivace (Choi et al., 2012, Herrero et al., 2002). 

 

Talamus 

Talamus je jaderný komplex nacházející se v diencefale. Tvoří spojovací 

centrum podporující senzorické a motorické mechanismy, také se účastní regulace 

vědomí, pozornosti, spánku a bdělosti či jiných neurokognitivních procesech, jako je 
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paměť a jazyk. Příznaky lézí umístěných v talamu jsou úzce spojeny s funkcí 

příslušných oblastí (Herrero et al., 2002). 

 

Hippokampus 

Hippokampus patří do limbického systému a hraje důležitou roli v paměti či 

prostorové orientaci. Pomáhá lidem zpracovávat a ukládat deklarativní vzpomínky 

(fakta a události) a prostorové vztahy. Je to také místo, kde se krátkodobé vzpomínky 

promění na dlouhodobé, které se pak ukládají jinde v mozku. Hippokampus obsahuje 

dvě hlavní spojující části: vlastní hippokampus (nazývaný také Ammon's horn) a gyrus 

dentatus. Hippokampus, včetně gyrus dentatus, má tvar zakřivené trubice, která byla 

srovnávána s tvarem mořského koníka (odtud název hippokampus). Vlastní 

hippokampus se skládá ze čtyř částí CA1, CA2, CA3 a CA4 (CA - Cornu Ammon, 

původní název hippokampu), které jsou tvořeny pyramidovými buňkami. Tyto buňky 

obsazují jednu vrstvu, na rozdíl od neokortexu, kde jsou pyramidové buňky rozloženy 

na několik vrstev. Gyrus dentatus neobsahuje pyramidové buňky, jeho hlavním 

buněčným typem jsou buňky granulární. Gyrus dentatus přispívá k tvorbě nových 

epizodických vzpomínek, spontánního zkoumání nových prostředí a dalších funkcí. Je 

jednou z mála mozkových struktur, o kterých je v současnosti známo, že se významnou 

měrou podílejí na neurogenezi (Amaral et al., 2007, Anderson et al., 2007). 
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2.3  Diagnostika HIE 
 

2.3.1  Zobrazovací metody 
 

 V diagnostice hypoxicko-ischemické encefalopatie se využívají různé 

zobrazovací metody. Důkazy poškození mozku způsobené HIE mohou být zobrazeny 

pomocí MRI mozku, CT, magnetickou rezonanční spektroskopií (MRS) nebo 

ultrazvukem. Magnetická rezonance je nejcitlivější technikou na zobrazování 

vyvíjejícího se mozku. Může poskytnout velmi podrobné obrazy mozkových struktur 

bez vystavení kojenců ionizujícímu záření a souvisejícím zdravotním rizikům. Je stále 

více používána v klinické praxi jako hlavní zobrazovací metoda pro zjištění 

neonatálního poškození mozku (Shroff et al., 2010). 

Dalším diagnostickým nástrojem je testování pupečníkové krve po porodu 

dítěte. Aby se zjistilo, zda dítě překonalo hypoxicko-ischemickou událost analyzuje se 

pH krve spolu s dalšími faktory jako jsou, hladiny parciálního tlaku CO2, HCO3, O2 a 

nadbytek báze, které vyjadřují podíl rozpuštěných plynů v krvi. V případě výsledku, 

který prokáže pH < 7,0 nebo nadbytek báze  12 mmol/l lze předpokládat zvýšené 

riziko HIE (Armstrong a Stenson, 2007). 

 

2.3.2  Histologické zobrazení  
 

 Naše práce se zabývá histologickým rozborem mozků vystavených hypoxicko-

ischemickým událostem proto vybíráme následující histologické barvení aplikovány v 

experimentu. 

 

Hematoxylin-Eosin 

Jde o nejrozšířenější barvící metodu využívanou v histologii. Je vhodná ke 

studiu buněčných struktur neuronů a gliových buněk, ale nezobrazuje nervové výběžky. 

Hematoxylin je látka extrahovaná ze dřeva, která se ve vodě disociuje na pozitivní a 

negativní ionty. Jeho pozitivní iont (alkalický) se snadno spojuje s negativně nabitými 

oblastmi buněčných makromolekul, zejména fosfátovými skupinami nukleových 
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kyselin, barvicí buňky modrými až fialovými odstíny. Každá buňka nebo tkáň, které 

mají tendenci se takto barvit hematoxylinem, se považuje za bazofilní. Kvůli vysokému 

obsahu nukleové kyseliny (DNA a RNA) jsou jádra buněk, ribozomy a drsné 

endoplazmatické retikulum obvykle bazofilní (Anderson, 2018, Fischer et al., 2008). 

Eosin je látka tvořena reakcí mezi bromem a fluoresceinem rozpouštějící se ve 

vodě na ionty. Jeho negativní iont, který je kyselý, se snadno spojuje s pozitivně 

nabitými oblastmi buněčných makromolekul, zejména pozitivně nabitými oblastmi 

cytoplazmatických proteinů, barvicí buňky odstíny růžové až červené. Látky, které mají 

tendenci se takto barvit eosinem, jsou považovány za acidofilní nebo eozinofilní, např. 

cytoplazma, buněčné stěny či extracelulární vlákna (Anderson, 2018, Fischer et al., 

2008). 

 

Fluoro Jade B 

Fluoro-Jade B je fluorescenční barvivo a od jeho uvedení v roce 1999 se široce 

používá ve výzkumu neurovědy na selektivní barvení degenerujících neuronů v sekcích 

mozkové tkáně (Xu et al., 2004). Podobně jako jeho předchůdce Fluoro-Jade, jde o 

polyaniónový fluorescenční derivát, který má ještě větší specifickou afinitu k 

degeneraci neuronů. Tento fakt je podpořen viditelným zbarvením degenerujících 

neuronových prvků s minimálním barvením pozadí (Damjanac et al., 2007, Schmued a 

Hopkins, 2000). Tato technika je jednoduchá a dostatečně citlivá k označení distálních 

dendritů, axonů, a neuronových těl. Fluoro-Jade má excitační a emisní vrchol 480 a 525 

nanometrů. Může se vizualizovat pomocí filtru fluoresceinu/FITC (Laflamme et al., 

2016). 

 

Imunohistochemie 

Imunohistochemie (IHC) je užitečný výzkumný nástroj využívající aplikaci 

imunobarvení. Zahrnuje proces selektivní identifikace antigenů v buňkách tkáňových 

řezů na základě interakce mezi antigenem a protilátkou. Imunitní reaktivní produkty 

mohou být vizualizovány markerem obsahujícím fluorescenční barvivo, enzym, 

radioaktivní prvek nebo koloidní zlato. Ty jsou přímo spojeny s primární protilátkou 

nebo s příslušnou sekundární protilátkou (Chen et al., 2010, Duraiyan et al., 2012). 
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V naší práci jsme použili nepřímou imunohistochemii využívající primární i 

sekundární protilátku v kombinaci s avidin-biotinovým komplexem. Avidin je základní 

glykoprotein, který má vysokou afinitu k malé, ve vodě rozpustné molekule vitamínu  

H-biotinu. Biotin se může konjugovat s různými biologickými molekulami včetně 

protilátek a také enzymů, které se používají pro detekci cílových antigenů. 

Biotinylovaný enzym se může vázat na více než jednu molekulu avidinu. Výsledkem je 

větší koncentrace enzymu (tři molekuly enzymu na jednu molekulu avidinu) v 

antigenním místě, a tedy zvýšení intenzity signálu (Duraaiyan et al., 2012). 

   

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 4 – Schéma AB Komplex barvící metody imunohistochemie (ThermoFisher Scientific, 

2019) 
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3  CÍLE A HYPOTÉZY PRÁCE 
 

3.1  Cíl výzkumu 

Cílem výzkumu je vytvořit model hypoxicko-ischemické encefalopatie u 

potkana, který by představoval poškození v perinatálním období u člověka a následně 

histologickým zobrazením odlišit nejčastěji poškozené mozkové struktury. 

 

3.2  Hypotézy 

1. Předpokládáme, že poškození mozku bude postihovat hemisféru ipsilaterálně k 

místu chirurgického zákroku. 

 

2. Předpokládáme, že nejčastěji porušené struktury budou v souladu se selektivní 

vulnerabilitou, a to hlavně v mozkové kůře, subkortikální a periventrikulární bílé 

hmotě, striatu, talamu a hippokampu. 

 

3. Předpokládáme, že mozky zvířat experimentální skupiny budou postiženy 

určitým poškozením, zatímco mozky zvířat kontrolní skupiny budou intaktní. 



 36 

4  METODIKA PRÁCE 
 

4.1  Legislativa 

Experimenty a péče o zvířata probíhaly v souladu se zákonem č. 246/92 Sb. na 

ochranu zvířat proti týrání a předpisem číslo 311/97 Sb. o chovu a využití pokusných 

zvířat. Experimentální protokol byl schválen Etickou komisí Fyziologického ústavu 

Akademie věd České republiky (příloha č. 1). 

 

4.2  Výzkumný soubor 

V experimentu bylo použito 10 laboratorních potkanů kmene Wistar z chovu 

Fyziologického ústavu AV ČR. Zvířata byla narozena 24.01.2018, následně byla 

umístěna v klecích s matkou s volným přístupem k vodě a potravě. V místnosti, kde 

byla chována byl nastaven režim 12 hodin světlo a 12 hodin tma. Teplota v místnosti 

byla konstantě nastavena na 22  1 ° C a konstantně udržována vlhkost v zákonných 

normách. 

Ve věku 7 dnů (31.01.2018) byli potkani rozděleni do dvou skupin po 5 

zvířatech náhodným výběrem: hypoxická skupina (kontrolní skupina) a ischemická + 

hypoxická skupina (experimentální skupina). 

Potkani z kontrolní hypoxické skupiny byli umístěni do uzavřené nádoby. 

Kontejner byl následně inkubován ve vodní lázni s teplotou 37 °C a provzdušněný 

vzduchem obsahujícím 8 % O2 a 92 % N2 během 1,5 hodiny. 

 

4.3  Operační protokol 

Ischemická + hypoxická skupina podstoupila jednostrannou ligaci pravé 

karotické tepny po celkové anestezii. Před operací byla zvířata anestezována inhalačně 

1,5-3% isofluranem. Na přední straně krku byl učiněn řez 0,5 cm, přes který byla pravá 

arteria carotis communis uzavřena pomocí bipolární elektrokoagulace. Řez byl pak 

uzavřen stehy. Následně se zvířata umístili do inkubační komory (37 °C) po dobu 10 

minut, dokud se jejich tělesná teplota a chování nevrátili do normálu. Další hodinu byla 
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ponechána k odpočinku předtím, než byla umístěna do nádoby provzdušněné s 8% O2 a 

92% N2  během 1,5 hodiny při 37 °C. Po vystavení hypoxické reakci se mláďata vrátila 

ke své biologické matce k normálnímu vývoji. 

Všichni potkani byli usmrceni po 48 hodinách (02.02.2018). Mozky byly 

odstraněny a ihned fixované v neutrálním pufrovaném formalínu několik dnů. Fixované 

mozky byly zality do parafínových bločků podle protokolu parafinizace. 

 

4.3.1  Protokol parafinizace 

Mozky byly extrahovány a fixované v čerstvě připraveném fosfát pufrovaném 

4% paraformaldehydu (PFA - phosphate-buffered 4% paraformaldehyde) přes noc. 

Fixovaný mozek jsme krájely žiletkou v matrici na bločky o tloušťce do 5 mm. 

Následující den se mozky umístili do 0,01M fosfátového pufrovaného fyziologického 

roztoku (PBS - phosphate buffered saline solution). Mozky byly uloženy v PBS až do 

parafinizace. Na parafinizaci P7 potkaních mozků jsme použili tkáňový procesor (Leica 

ASP200S) podle protokolu v tabulce. 

Chemikálie Trvání (h) Teplota (°C) 

50% Ethanol 3 20 

70% Ethanol 3 20 

70% Ethanol 1 37 

100% Ethanol 1 37 

100% Ethanol 1 37 

100% Ethanol 1 37 

50% Ethanol/50% Isopropanol 1 37 

50% Ethanol/50% Isopropanol 1 37 

Xylene 1 37 

Xylene 1 37 

Xylene 1 37 

Histowax 1 62 

Histowax 1 62 

Histowax 1 62 

Tabulka 5 – Parafinizační protokol na mláďata potkanů 
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Po parafinizaci byly zalité bločky řezané na mikrotomu (Leica). Řezy mozku         

(o tloušťce 10 m) byly naneseny na želatinová sklíčka. Na odstraňování parafínu a 

rehydrataci sekcí mozku jsme použili protokol v tabulce, po kterém následovalo 

standardní barvení Hematoxylin-Eosinem s použitím Meyerová hematoxylinu, a barvení 

Fluoro-Jade B. 

Chemikálie Trvání (min) Teplota (°C) 

Xylene 10 20 

Xylene 10 20 

100% Ethanol 5 20 

95% Ethanol 5 20 

50% Ethanol 5 20 

Destilovaná H2O 1 20 

Tabulka 6 – Protokol deparafinizace a rehydratace mozků 

 

4.4  Protokoly histologického barvení 
 

4.4.1  Protokol barvení Hematoxylin-Eosin  
 

Použité roztoky 

A. Mayerův roztok hematoxylinu (Sigma MHS16 – 500 ml) 

B. Eosin Y (Sigma E4382 – 100 g) 2,5g 

a. dH2O  495 ml 

b. kyselina octová ledová  0,5 ml 

C. Kyselý alkohol = 95% alkohol 500 ml + HCl 5 ml 

 

Postup barvení: 

1. Odparafinizované a rehydratované řezy natažené na sklíčkách 

2. Aplikace Mayerova hematoxylinu 1-15 minut 

- diferencovat krátkým proplachem v kyselém alkoholu + proplach vodou 
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3. Proplach vodou pod kohoutkem 2-3 minuty dokud řezy nejsou modré 

- pokud se nebarví, je potřeba alkalizovat vodu pomocí hydroxidu amonného 

- kontrolujeme pod mikroskopem, zda jsou nabarvena pouze buňková jádra 

4. Aplikace Eosinu 30s 

5. Proplach a diferenciace vodou z kohoutku 

6. Dehydratace 70%, 95%, 2x100% alkohol 

7. Čistění xylenem  

8. Zadeklování kanadským balzámem 

 

4.4.2  Protokol barvení Fluoro-Jade B 
 

Použité chemikálie: 

A. Fluoro-Jade B (Chemikon AG310) 

B. Kalium permanganát (Riedel -de Haën 31404) 

Obě chemikálie nutno uschovávat na vysoušedle za pokojové teploty. 

C. Kyselina octová – CH3COOH 100% Merck m. 60,05g/mol 

 

Postup barvení: 

1. Natáhnout řezy na želatinová skla, přes noc sušit při 37 °C 

2. Inkubace:  

3 min v absolutním ethanolu 

3 min v 70% ethanolu 

2 min v H2O 

15 min v 0,06% kalium permanganátu 

2 min v H2O 

30 min v 0,001% Fluoro-Jade B v 0,1% kyselině octové 

Černou krabičkou zakrýt a dát na třepačku na mírné kývaní 4-5 

3. Opláchnut 3 x 1 min v H2O 

4. Sušit přes noc při 37 °C 

5. Odvodnit 3 x 2 min v xylenu 

6. Překrýt krycími skly 
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4.4.3  Protokol imunohistochemického barvení MYELIN BASIC 

 PROTEIN (MBP-382)  1:1000 zakončené GDN 

Použité chemikálie: 

1. Primární protilátka – MBP (129-138) MAB 382 

2. Sekundární protilátka – Biotinylated Anti-Mouse IgG (H+L) BA-2001 

Postup barvení: 

1. Přenést řezy do čistých misek 

2. 5x5 min proplach v 0,01M PBS 

3. 1x10 min v roztoku 0,1M glycinu a 0,1M lysinu 

tzn. 40ml 0,01M PBS a 300mg glycinu a 732mg lysinu 

4. 2x5 min proplach v 0,01M PBS 

5. 1x5 min proplach v 0,01M PBS + 0,3% Triton- 100 

6. Blokovaní 60 min: tzn. na 30ml roztoku:  30ml diluantu 

 7,5mg Biotinu H 

 600l koňské sérum 

7. Inkubace s primární protilátkou:  30ml diluantu 

 30l primární protilátky 

(na 1misku/625l) 6mg azidu sodného 

 450l koňské sérum  

Inkubace 3 dny (přes noc) v chladové komoře 

8. Řezy přenést z chladové komory a 1 hod temperovat 

9. Řezy přenést do čistých misek 

10.  5x5 min proplach v 0,01M PBS 

11.  1x5 min proplach v diluantu 

12. Inkubace 60 min se sekundární protilátkou: 30ml diluantu 

   150l sekundární protilátky 

   450l koňské sérum 

13. 5x5 min proplach v 0,01M PBS 

14. Inkubace 60 min AB Komplex:  30 ml 0,01M PBS 

 6 kapek substance A  
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 6 kapek substance B  

15. 5x5 min proplach v 0,01M PBS 

16. Inkubace v roztoku GDN 1  10 min 

17. Inkubace v roztoku GDN 2  10 min 

18. Zastavení reakce a proplach v PBS 

19. Montovaní na podložní sklíčka 

Imunohistochemické barvení – zakončené GDN (pracoval za tmy!) 

Rozpočet na 2 krabičky  

1. 50mg DAB/50ml 0,2M PBS 

2. 1ml amonium chloride 

3. 1ml -D-glucose 

4. 44ml H2O destil. 

5. 4ml Nickel amonium sulfate 

Přefiltrovat! 

Celkový objem 100ml roztok GDN 1 

Z toho 50ml + 25l glukose oxidase = GDN 2 

 

4.5  Analýza dat 

Pro zjištění strukturálních následků hypoxicko-ischemické encefalopatie bylo 

nutné analyzovat jednotlivé řezy barvené dvěma typy histologického barvení. Vlastní 

analýza proběhla na optickém mikroskopu Olympus BX53 s digitální kamerou DP73 

pomocí programu Olympus cellSens Dimensions. Na pozorování jsme využili objektiv 

se zvětšením 1,25x - 100x. Pro spočítání poškozených nervových buněk byly použity 

snímky reprezentující jednotlivé struktury, následně byl počet buněk vypočítán 

manuálně. Výsledky jsme zpracovali v tabulkách a následně formou sloupcových grafů. 
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5  VÝSLEDKY 

 

Hodnocení experimentální a kontrolní skupiny na základě histologického barvení 

pomocí Hematoxylin-Eosinu a Fluoro Jade B. 

Segmenty mozku byly hodnoceny následovně: 

0 = žádná zjistitelná léze 

1 = malá ohnisková oblast ztráty neuronů (do 10 buněk) 

2 = středně velká ohnisková oblast ztráty neuronů (10-50 buněk) 

3 = velká ohnisková oblast ztráty neuronů (nad 50 buněk) 

Hodnotili jsme osm oblastí mozku (hippokampus: CA1, CA2, CA3, gyrus dentatus, 

přední a střední oblast mozkové kůry, striatum a talamus). Zaznamenané výsledky byly 

sumarizovány, aby se získalo konečné skóre v rozmezí od 0 do 24 pro každé zvíře. 

 

Experimentální skupina - zvířata vystavena hypoxicko-ischemickým podmínkám 

- histologické zpracování u zvířat 1-5 

 

Mozek 1  

Mozek 1 Hematoxylin & Eosin Flouro Jade B 

CA1 3 3 

CA2 2 3 

CA3 3 2 

Gyrus dentatus 3 2 

Přední oblast kůry 3 3 

Střední oblast kůry 3 3 

Striatum  3 3 

Talamus  3 3 

Skóre: 23 22 

Tabulka 7 – Hodnocení výsledků poškození Mozek 1 
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Obrázek 5 – Srovnání poškození jednotlivých struktur pomocí barvení H&E a Fluoro Jade B v 

mozku 1 (zvětšení 10x). V oblasti hippokampu nacházíme anoxické neurony na barvení H&E 

(šipky A, B) a výrazně bazofilní granulární buňky DG (A). Mozková kůra, striatum a talamus 

rovněž obsahují velké ohniskové léze nekrotických buněk s viditelnými pyknotickými jádry a 

eozinofilní cytoplazmou (šipky C-F). Na barvení Fluoro Jade B sledujeme rozsáhlé léze 

degenerujících nervových buněk (šipky G-L). 
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Mozek 2  

Mozek 2 Hematoxylin & Eosin Flouro Jade B 

CA1 1 0 

CA2 0 0 

CA3 0 0 

Gyrus dentatus 0 0 

Přední oblast kůry 1 0 

Střední oblast kůry 1 0 

Striatum  0 0 

Talamus  0 0 

Skóre: 3 0 

Tabulka 8 – Hodnocení výsledků poškození Mozek 2 

 

Mozek 3 

Mozek 3 Hematoxylin & Eosin Flouro Jade B 

CA1 0 0 

CA2 0 0 

CA3 0 2 

Gyrus dentatus 0 0 

Přední oblast kůry 3 3 

Střední oblast kůry 3 3 

Striatum  2 3 

Talamus  0 0 

Skóre: 8 11 

Tabulka 9 – Hodnocení výsledků poškození Mozek 3 
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Obrázek 6 – Srovnání poškození jednotlivých struktur pomocí barvení H&E a Fluoro Jade B v 

mozku 3 (zvětšení 10x). Na barvení H&E ve strukturách hippokampu a talamu nenacházíme 

žádné morfologické změny (A, B, F). V mozkové kůře a striatu pozorujeme mnoho anoxických 

nervových buněk (šipky C-E). Barvení Fluoro Jade B ukázalo masivní degeneraci neuronů v 

mozkové kůře a striatu (šipky I-K). CA3 oblast hippokampu představuje malou ohniskovou lézi 

(šipka H) a zbylé oblasti hippokampu a talamu jsou intaktní (G, H, L). 
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Mozek 4 

Mozek 4 Hematoxylin & Eosin Flouro Jade B 

CA1 0 0 

CA2 0 0 

CA3 1 0 

Gyrus dentatus 0 0 

Přední oblast kůry 1 0 

Střední oblast kůry 1 0 

Striatum  1 0 

Talamus  0 0 

Skóre: 4 0 

Tabulka 10 – Hodnocení výsledků poškození Mozek 4 

Mozek 5 

Mozek 5 Hematoxylin & Eosin Flouro Jade B 

CA1 0 0 

CA2 1 0 

CA3 1 0 

Gyrus dentatus 0 0 

Přední oblast kůry 1 0 

Střední oblast kůry 1 0 

Striatum  0 0 

Talamus  0 0 

Skóre: 4 0 

Tabulka 11 – Hodnocení výsledků poškození Mozek 5 

 

Morfologický popis: H&E 

Značné morfologické změny jsou viditelné u dvou zvířat (1 a 3) v 

experimentální skupině. U prvního zvířete pozorujeme nekrotické změny pyramidových 

buněk hippokampu, primárně v oblasti CA1, v menší míře také oblasti CA2 a CA3. 

Pozorujeme jaderné smrštění tzv. pyknotická jádra a tmavé zbarvení neuronů s 

eozinofilní cytoplazmou, tzv. anoxické neurony (obrázek 7). Gyrus dentatus 

hippokampu představuje scvrklé a výrazně bazofilní granulární buňky (obrázek 8). V 

oblastech mozkové kůry nacházíme velké množství anoxických neuronů primárního a 
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sekundárního somatosenzorického kortexu vrstev III-V, což představuje především 

poškození pyramidových buněk. Na barvení H&E také nacházíme dobře viditelné 

ohniskové léze anoxických neuronů v oblasti striata a talamu (obrázek 7).  

 

Obrázek 7 – Anoxické neurony s eozinofilní cytoplazmou a pyknotickými jádry (mozek 1 - 

talamus, zvětšení 20x) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 8 – Bazofilní granulární buňky gyrus dentatus (mozek 1, zvětšení 20x) 

U zvířete č. 3 pozorujeme úbytek nervových buněk oblastí mozkové kůry ve 

změně sytosti zabarvení. Vidíme výrazné prosvětlení této oblasti. Dále pozorujeme 

velké ohniskové léze anoxických neuronů zasahující do oblasti primární a sekundární 
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somatosenzorické kůry, jako i sekundární sluchový kortex a primární zrakový kortex 

zasahující střední oblast kůry. Poškozené vrstvy neokortexu jsou srovnatelné s mozkem 

č. 1. Menší lézi s výrazně pyknotickými jádry sledujeme ve striatu. Ostatní struktury 

nejeví výrazné morfologické změny. 

 

Morfologický popis: Fluoro Jade B  

Výsledky ukazují masivní degeneraci nervových buněk ve zkoumaných 

oblastech zvířat 1 a 3 experimentální skupiny. Zobrazení hippokampu mozku č. 1 

ukazuje na velkou ohniskovou lézi v oblastech CA1 a CA2, zatímco CA3 oblast a 

granulární buňky gyrus dentatus jeví jen malé nekrotické změny. Výsledky potvrzují 

přítomnost degenerujících buněk a nervových výběžků v oblasti přední a střední kůry, 

kde nacházíme pozitivitu v asociačních oblastech primární somatosenzorické kůry 

předních končetin a sekundární somatosenzorické kůry, zatímco oblasti motorické kůry 

jsou negativní. Výraznou degeneraci buněk pozorujeme i v oblasti striata a talamu. 

Na barvení Fluoro Jade B mozku č. 3 nacházíme ve struktuře hippokampální 

formace jen malou ohniskovou lézi degenerujících buněk v oblasti CA3. Zbývající 

oblasti hippokampu, a taktéž talamus jsou intaktní. Masivní degenerace je dobře 

viditelná v mozkové kůře (obrázek 9), zasahuje většinu vrstev a táhne se oblastmi 

primární a sekundární senzomotorické kůry, primární zrakovou kůrou a sekundární 

sluchovou kůrou. Rozsáhlá nekrotická léze zasahuje i striatum.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 9 – Degenerace pyramidových buněk v mozkové kůře (mozek 3, zvětšení 20x) 
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Shrnutí výsledků experimentální skupiny grafickou formou 
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Kontrolní skupina - zvířata vystavena hypoxickým podmínkám 

- histologické zpracování u zvířat 6-9 (Mozek 10 byl poškozen při parafinizaci a 

vytváření bločků) 

Mozek 6-9 

Mozek 6-9 Hematoxylin & Eosin Flouro Jade B 

CA1 0 0 

CA2 0 0 

CA3 0 0 

Gyrus dentatus 0 0 

Přední oblast kůry 0 0 

Střední oblast kůry 0 0 

Striatum  0 0 

Talamus  0 0 

Skóre: 0 0 

Tabulka 12 – Hodnocení výsledků poškození Mozek 6-9 

 

V kontrolní skupině nejsou žádné zřejmé patologické abnormality pozorovatelné 

ve zkoumaných oblastech mozku na barvení H&E ani na barvení Fluoro Jade B. 
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Obrázek 10 - Srovnání poškození jednotlivých struktur pomocí barvení H&E a Fluoro Jade B v 

mozku 8 (zvětšení 10x). Na barvení H&E nepozorujme žádné morfologické změny zkoumaných 

struktur (A-F). Barvení Fluoro Jade B také bez známek degenerace jednotlivých oblastí mozku 

(G-L).  
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Výsledky imunohistochemie  

 

Imunohistochemické barvení za účelem zobrazení morfologických změn bílé 

hmoty pomocí Myelin Basic Protein bylo v našem experimentu neúspěšné. Jelikož se 

jedná o nákladnou a časově náročnou metodu, na barvení byly použity reprezentativní 

sklíčka 3 mozků z experimentální skupiny a 2 sklíčka ze skupiny kontrolní. Při barvení 

jsme postupovali podle protokolu uvedeného výše. V experimentu jsme použili 

nepřímou imunohistochemii využívající primární i sekundární protilátku v kombinaci s 

avidin-biotinovým komplexem. V našem případě primární i sekundární protilátka 

obsahovaly koňské sérum. Po prvním neúspěšném pokusu jsme barvení zopakovali, 

výsledek byl opět negativní. 

Imunohistochemickým barvením jsme neodhalily žádnou expresi Myelin Basic 

Protein u 7-denního potkana vystaveného hypoxicko-ischemickým podmínkám a 

usmrceného po 48 hodinách. K těmto výsledkům se blíže vyjadřujeme v diskusní části 

práce. 
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6  DISKUZE 
 

 Účelem tohoto experimentu bylo zachytit morfologické změny nervových buněk 

způsobené uměle indukovanou hypoxicko-ischemickou poruchou mozku u 7-denního 

potkana kmene Wistar. Více studii zkoumalo patofyziologické procesy neuronového 

poškození na zvířecích modelech. Cílem je co nejvíce přiblížit laboratorní podmínky 

klinickému stavu asfyxického dítěte v období náchylnému na jeho vznik. Takové 

experimenty pomáhají lépe porozumět samotnému průběhu rizikového děje a také jeho 

následkům (Edwards et al., 2017). 

 V posledních letech výzkum nabírá terapeutický charakter z důvodu stále 

neobjeveného efektivního prostředku omezujícího dlouhodobé neurologické následky. 

Jak jsme již zmínili, dosud jedinou účinnou metodou je terapeutická hypotermie. 

Výzkum však neustále postupuje vpřed a preklinické studie ukazují na potenciální 

léčebné látky snižující následky hypoxicko-ischemického poškození, mezi které patří: 

erytropoetin, melatonin, allopurinol, xenon, terapie kmenovými buňkami, a další 

(Davidson et al., 2015, Gonzales-Portillo et al., 2014, Muller a Marks, 2014). Cílená 

terapie se však neobejde bez důkladné diagnostiky postižených mozkových struktur na 

mikroskopické úrovni. Naším úkolem bylo zkoumat tyto struktury po aplikací 

histologických barviv. Přinášíme srovnání pozorovaných morfologický změn se 

současným stavem bádání. 

 Na detekci degenerujících buněk jsme využili fluorescenční barvivo Fluoro Jade 

B, které spolehlivě znázorňuje buněčná těla a výběžky, ale také vaskulární prvky, které 

mohou být zbarvené pozitivně (Fink et al., 2004). Neexistuje mnoho studií 

využívajících tento druh barvení v podmínkách HIE, se kterými bychom mohli 

výsledky našeho experimentu porovnat. Z tohoto důvodu přinášíme případ zkoumající 

nervovou degeneraci v podobných podmínkách. 

Fink et al. (2004) ve své studií využil fluorescenční barvení Fluoro Jade B na 

detekci neuronálních změn po kardiopulmonální zástavě u potkana PND 16-18. 

Výsledkem bylo degenerace neuronů pozorována v motorickém a somatosenzorickém 

kortexu, především ve vrstvě III. V CA1 hippokampu bylo přibližně 50 až 70 % 

nekrotických neuronů. Pozitivita v kortikálních neuronech III. vrstvy byla méně hustá 

oproti hippokampu CA1 a byla pozorována u přibližně 20-50 % neuronů v této oblasti. 
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Selektivní neuronální degenerace v neuronech hippokampu CA1 a kortikálních neuronů 

vrstvy III, pozorovaná v tomto modelu, je konzistentní s jinými modely kompletní 

globální ischémie s reperfuzí. 

K zobrazení morfologických změn nervových buněk bylo použito známé a 

přehledné barvení Hematoxylin-Eosin. Jedná se o často používanou metodu, kterou 

jsme schopni odlišit patologické nervové buňky. Ve studiích zabývajících se HIE u 

zvířecích modelů se neurony zobrazují s typicky eozinofilní cytoplazmou a smrštěným 

tzv. pyknotickým jádrem (Ding et al., 2014, Pulera et al., 1998). 

 Imunohistochemické barvení provedeno v našem experimentu bylo neúspěšné. 

Navzdory faktu, že tento druh histologického barvení se běžně využívá většinou u 

starších potkanů na detekci Myelin Basic Protein v bílé hmotě mozku, existují studie, ve 

kterých bylo barvení aplikováno i u 7-denních potkaních mláďat (Biran et al., 2006, 

Downes a Mullis, 2013, Follet, et al. 2000, Liu et al., 2002, Sternberger et al., 1978, 

Wang et al., 2008). Výsledky těchto studií se však různí, pravděpodobně v závislosti na 

použité protilátce a věku zvířat, což souvisí s dozráváním myelinu. Specifická protilátka 

proti MBP se používá k lokalizaci proteinu při vývoji oligodendroglie a myelinu 

potkanů. Základní protein se nachází v oligodendrogliální cytoplazmě předních komisur 

potkanů starých 5 a 7 dní před začátkem myelinizace. Barvení MBP v oligodendroglii 

se zvyšuje a stává se nejintenzivnějším během ranní myelinizace, při rychlé myelinizaci 

klesá. Intenzita barvení oligodendroglie závisí na věku, oblasti mozku a nervového 

traktu (Sternberger et al., 1978). 

Výsledky jasně ukazují, že MBP je možné detekovat imunohistochemicky v 

oligodendroglii před tím, než se začne tvorba myelinového pláště. Odhady 

oligodendrogliálního barvení silně naznačují, že obsah MBP oligodendroglie stoupá 

rychle, protože buňky zvětšují a rozšiřují výběžky na obklopení a myelinizace axonů. 

Zjištění MBP v oligodendroglii před zahájením myelinové syntézy a při počátečním 

obalení axonů pomocí oligodendrogliálních pouzder poukazuje na fakt, že MBP je 

jednou z prvních složek inkorporovaných do vyvíjejícího se myelinového pouzdra 

(Sternberger et al., 1978). 

Je všeobecně akceptované, že proces myelinizace mozku potkanů začíná kolem 

10. postnatálního dne. Výzkum Downes a Mullise (2013) naznačuje, že ve skutečnosti 

existuje určitá depozice myelinu v některých oblastech mozku (pons a medulla 
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oblongata) mezi postnatální dnem 4 a 8. V sedmém postnatálním dni byly první 

indikace myelinizovaných vláken ve středním a předním mozku. V tomto stádiu byly 

stopy tvorby myelinu většinou v capsula externa corpus callosum, ale i v 

mesencephalonu. Barvení bylo poměrně řídké a žádná oblast nebyla zjevně 

myelinizovaná. 

Liu et al. (2002) ve své studií zaměřené na korelaci závažnosti hypoxicko-

ischemického izultu s velikostí ztráty imunofarbenia MBP u 7-denních potkanů hodnotí 

integritu bílé hmoty. Pozorovatelné změny hodnoceny denzitometrickou analýzou 

oblastí mozkové hemisféry vyvolaly výrazné snížení zabarvení na 12. a 21. postnatální 

den, zatímco ve výsledku při pozorování u P7 imunohistochemie je MBP sotva 

zjistitelná. 

 Follet et al. (2000) v rámci studie hodnotil změny myelinové exprese s věkem, 

aby se zhodnotil kritický věk vývoje OL u novorozeneckých potkanů. Jednotlivé oblasti 

mozku byly hodnotné po imunohistochemii na MBP u potkanů v postnatálních dnech 4, 

7, 9, 11 a 18. Imunohistochemie odhalila malou expresi MBP před P7. Progresivní 

nárůst mezi P7 a P18 naznačuje, že bílá hmota je převážně osídlena nezralými OL u 

potkana P7. Demyelinizace je způsobena dysfunkcí nezralých oligodendrocytů, které 

jsou vysoce citlivé na poškození hypoxií a ischemií (Wang et al., 2008). 

 Z toho vyplývá, že imunohistochemické barvení MBP u modelu P7 se zobrazuje 

jen velmi minimálně, často se však využívá tento model na zjištění následného procesu 

myelinizace ve starším věku potkanů. Jelikož v našem experimentu byly krysy 

usmrceny po 48 hodinách od hypoxicko-ischemického inzultu, předpokládali jsme, že 

na MBP budou pozitivní. 

 Northington et al. (2001) ve své studií využívá Rice-Vannucci model s 

následným zkoumáním morfologických změn mozku v různých časových úsecích (0, 

1.5, 3, 6, 24, 48, 72 hodin a 6 dní od hypoxicko-ischemického inzultu). Tímto způsobem 

chtěl autor odlišit primární fázi buněčné smrti – nekrózu od sekundární fáze – apoptózy. 

Zvířata však byla oproti našemu experimentu vystavena hypoxickým podmínkám po 

dobu 150 minut, čímž se mohla variabilita modelu a jeho výsledků snížit. Nervová 

degenerace se vyskytuje stejně jako v našem případě ipsilaterálně k místu ligace arterie. 

V časovém rozhraní 48 hodin od HI inzultu výsledky histologického zobrazení 

naznačují nekrotické změny v striatu a kortexu, zatímco degenerace buněk talamu je 
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primárně apoptotického charakteru. Postupný rozvoj sekundární buněčné smrti se 

objevuje v ipsilaterální mozkové kůře také po 48 hodinách. Tato studie dokonce poprvé 

ukazuje na fakt, že po hypoxii-ischémii může dojít ke koexistenci apoptózy a nekrózy v 

téže buňce. Výsledky ukazují, že hypoxie-ischémie ve vyvíjejícím se mozku způsobuje 

včasnou, jakož i opožděnou neurodegeneraci ve specifických strukturách. Neuronální 

smrt je závislá na čase, oblasti mozku a potenciálně na vzorech neuronální konektivity. 

Zvířecí hypoxicko-ischemický model Rice-Vannucci u potkana P7 se podle 

studie Charriaut-Marlangue a Bauda (2018) spojuje s poruchou v ipsilaterální hemisféře 

mozku. Degenerující nervové buňky představují struktury kortexu, bílé hmoty, 

hippokampu, talamu a bazálních ganglií. Typicky se jedná o kombinaci nekrózy a 

apoptózy v závislosti na časové posloupnosti. Závěry našeho experimentu také ukazují 

morfologické změny struktur v rámci selektivní vulnerability popsané pro tento model. 

Ne však u všech zvířat. 

Dlouhodobý experimentální proces může způsobit určité chyby či odchylky, 

proto výsledky experimentu nemusí být zcela přesné. Prvním krokem je úspěšné 

navození hypoxicko-ischemických podmínek během operačního protokolu bez letálních 

následků zvířecích modelů. V našem případě všechna zvířata operaci přežila. Další 

prostor na chyby se může naskytnout během perfuze, fixace a následné parafinizace 

mozků. Samotný proces parafinizace byl neúspěšný v jednom případě, konkrétně mozek 

č. 10 z kontrolní skupiny byl při tomto procesu poškozen. Tento fakt limitoval možnost 

větší vzorky, ale jelikož výsledky ukázaly, že žádné z kontrolních zvířat neprojevovalo 

patologické nálezy, předpokládali bychom stejný nález i v tomto mozku. Z toho důvodu 

si dovolíme tvrdit, že menší vzorek kontrolní skupiny zásadním způsobem neovlivnil 

výsledky práce. V průběhu řezání a nanášení řezů na podložní sklíčka jsme 

nezaznamenali případné nedostatky. Následné barvení H&E a Fluoro Jade B proběhlo 

podle stanovených protokolů. Problematickým článkem barvícího procesu bylo 

zmiňované imunohistochemické barvení, které omezilo možnost hodnocení 

patologických změn bílé hmoty mozku. Navzdory dvojitému opakování nebyly řezy 

dostatečně nabarveny, pravděpodobně z důvodu nízkého věku zvířat, případně se na 

tomto výsledku mohl podepsat nesprávně zvolený druh protilátky. Při analýze 

světelným mikroskopem jsme v některých řezech zaznamenali asymetrii mozkových 

hemisfér ve smyslu velikosti jednotlivých struktur. Tyto odchylky byly pravděpodobně 

způsobeny nerovným uložením mozku v parafínovém bločku, případně uložením 
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bločku při krájení řezů. Takové odchylky neměly vliv na výsledky experimentu. Za 

největší nedostatek práce považujeme malý vzorek zvířat. Z důvodu časové náročnosti 

by však nebylo možné zpracovat větší výzkumný soubor. 

V současné době byl vytvořen nový modifikovaný Rice-Vannucci model 

perinatální HIE u 7-denního potkana. Původní model byl spojen s vysokým stupněm 

variability vzhledem k vývoji mozkového infarktu a objemu léze infarktu. Tento 

poznatek byl součástí výsledků i naší práce. Nový model zahrnuje ligace arteria carotis 

communis a arteria carotis externa, čímž se podstatně snižuje variabilita výsledků a 

zlepšuje se reprodukovatelnost modelu, spolehlivost při přítomnosti infarktu, velikosti 

infarktu a behaviorálních výsledcích (Edwards et al., 2017). Z tohoto důvodu by bylo 

vhodné v budoucnu využívat právě tento model pro větší exaktnost výsledků. 
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7  HODNOCENÍ HYPOTÉZ 
 

1. Poškození mozku bude postihovat hemisféru ipsilaterálně k místu chirurgického 

zákroku. 

Na základě pozorování pod světelným mikroskopem můžeme náš předpoklad 

potvrdit. V obou případech histologického barvení Hematoxylin-Eosin a Fluoro Jade B 

se morfologické poškození vyskytovalo pouze v jedné mozkové hemisféře. S největší 

pravděpodobností se jedná o hemisféru ipsilaterálně k místu chirurgického zákroku, 

tedy pravou mozkovou hemisféru po ligaci pravé karotické tepny. 

 

2. Nejčastěji porušené struktury budou v souladu se selektivní vulnerabilitou, a to 

hlavně v mozkové kůře, subkortikální a periventrikulární bílé hmotě, striatu, talamu a 

hippokampu. 

 Při vyhodnocení výsledků experimentální skupiny výzkumu jsme zjistili, že 

morfologické změny a degenerace nervových buněk se přibližuje uvedené selektivní 

zranitelnosti jednotlivých oblastí mozku. Není to však vždy pravidlem. Ve skupině 

tvořené z 5 zvířat se tato hypotéza potvrdila u zvířete č. 1 a částečně u zvířete č. 3. 

Ostatní zvířata nevykazovala známky neuronové degenerace v zobrazení barvením 

Fluoro Jade B, a jen minimální změny v zobrazení barvením H&E. Subkortikální a 

periventrikulární bílá hmota nebyla hodnocena z důvodu neúspěšného 

imunohistochemického barvení. Tuto hypotézu proto nepokládáme za potvrzenou. 

 

3. Mozky zvířat experimentální skupiny budou postiženy určitým poškozením, zatímco 

mozky zvířat kontrolní skupiny budou intaktní. 

 Při porovnání výsledků obou skupin výzkumu můžeme tvrdit, že kontrolní 

skupina nejeví žádné známky poškození, a to při barvení H&E, ani při barvení Fluoro 

Jade B. Z tohoto pohledu by se dala pokládat hypotéza za pravdivou, avšak v 

experimentální skupině se vyskytují zvířata bez známek degenerace, konkrétně 

pozorované po barvení Fluoro Jade B. Morfologické změny jsou patrné u řezů 

barvených pomocí H&E ve všech experimentálních zvířatech, ať už se jedná o masivní 

nebo minimální poškození. Hypotézu pokládáme z větší části za potvrzenou. 
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8  ZÁVĚR 
 

Cílem této práce bylo vytvořit model hypoxicko-ischemické encefalopatie u 

potkana, který by koreloval s poškozením v perinatálním období u člověka. Tento cíl se 

podařilo splnit pomocí modelu Rice-Vannucci, provedeném na potkaních mláďatech ve 

věku 7 dní, čímž jsme dosáhli období perinatálního vývoje. Tento model využíván od 

roku 1981 přinesl mnohé důležité nálezy související s hypoxicko-ischemickým 

poškozením ve vyvíjejícím se mozku, což vedlo k významnému pokroku v chápání 

neonatální HIE. 

Dalším cílem bylo histologickým zobrazením odlišit nejčastěji poškozené 

mozkové struktury a tím zjistit, zda se patologické změny vyskytují v rámci selektivní 

zranitelnosti mozku. K dosažení tohoto cíle jsme využili zobrazení pomocí barvení 

Hematoxylin-Eosinu a Fluoro Jade B. Mikroskopickou analýzou jsme dospěli k 

závěrům, že selektivní zranitelnost nervových buněk se nevyskytuje striktně podle 

uvedených norem, ale dochází k určitým variabilitám v sledovaných vzorcích. 

Z výsledků experimentu vyplývá, že k dosažení úspěšného terapeutického efektu 

je zapotřebí přesnější přístup, kterým by se docílil homogenní výsledek.  
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Jade B v mozku 1 (zvětšení 10x) 

Obrázek 6 – Srovnání poškození jednotlivých struktur pomocí barvení H&E a Fluoro 

Jade B v mozku 3 (zvětšení 10x) 

Obrázek 7 – Anoxické neurony s eozinofilní cytoplazmou a pyknotickými jádry (mozek 

1 - talamus, zvětšení 20x) 

Obrázek 8 – Bazofilní granulární buňky gyrus dentatus (mozek 1, zvětšení 20x) 

Obrázek 9 – Degenerace pyramidových buněk v mozkové kůře (mozek 3, zvětšení 20x) 

Obrázek 10 – Srovnání poškození jednotlivých struktur pomocí barvení H&E a Fluoro 

Jade B v mozku 8 (zvětšení 10x) 
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Příloha č.4: Seznam grafů 
 

Graf 1 – Mozek 1 

Graf 2 – Mozek 3 

Graf 3 – Srovnání mozku 1 a 3 

Graf 4 – Experimentální skupina mozek 1-5 

 


