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Abstrakt

Nazev:

Cile:

Metody:

Vysledky:

Morfologické korelaty u modelu hypoxicko-ischemické encefalopatie u

potkana

Cilem vyzkumu je vytvofit model hypoxicko-ischemické encefalopatie u
potkana, ktery by piedstavoval poSkozeni v perinatdlnim obdobi u ¢lovéka a
nasledné histologickym zobrazenim odliSit nejcastéji poskozené mozkové

struktury.

Jedna se o experimentalni studii. U péti laboratornich potkanich mlédd’at jsme
vyvolali hypoxicko-ischemickou encefalopatii podle Rice-Vannucci modelu.
Kontrolni skupina ptedstavujici dalSich pét potkanich mlad’at podstoupila
hypoxii po dobu 1,5 hodiny. Nésledné byla zvitata vracena k matce. Po 48
hodinach nasledovala mozkova perfuze, parafinizace, krajeni mozki na fezy
a naneseni fezl na podlozni sklicka. Rezy k znidzornéni morfologickych
zmén a degenerace neuronil byly nabarvené Hematoxylin-Eosinem, Fluoro
Jade B a imunohistochemicky. Rezy jsme nasledn& pozorovali a hodnotili

pod svételnym mikroskopem.

Po navozeni hypoxicko-ischemické encefalopatie u 7-dennich potkanich
mlad’at doSlo k posSkozeni v oblasti zkoumanych struktur u dvou zvifat.
Ostatni zvifata experimentalni skupiny projevily jen mirné morfologické
zmény nervovych bunék pozorovatelné na barveni H&E. Mozky mlad’at

kontrolni skupiny byly intaktni.

Klicova slova: nekroza, apoptdza, zvifeci model, poskozeni mozku



Abstract

Title:

Objectives:

Methods:

Results:

Keywords:

Structural changes in model of hypoxic-ischemic encephalopathy in rat

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.

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.

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.

necrosis, apoptosis, animal model, brain injury
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Seznam pouzitych zkratek

AIF apoptozu indikujici faktor

AMPA amino-3-hydroxy-5-metyl-4-izoxazol propionat
CA Cornu Ammonis

CT pocitacova tomografie

CNS centralni nervova soustava

EAA excitacni aminokyseliny

EPO erytropoetin

FJB Fluoro Jade B

H&E Hematoxylin-Eozin

HIE hypoxicko-ischemicka encefalopatie
IHC imunohistochémie

MBP myelin basic protein

MRI magneticka rezonance

MRS magnetickd rezonan¢ni spektrometrie
NMDA N-metyl-D-aspartat

NO oxid dusnaty

OL oligodendrocyty

PBS fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok
PND postnatalni den

pre-OL preoligodendrocyty
PVL periventrikularni leukomalacie

SVZ subventrikularni zéna



1 UVOD

V soucasné dob¢ predstavuje hypoxicko-ischemicka encefalopatie (HIE) jednu z
nejcastéjSich pfi¢in smrti novorozencii, ¢i nasledn¢ vznikajiciho neurologického deficitu
v détském véku. Statistiky Svétové zdravotnické organizace ukazuji, ze v Ceské
republice v roce 2017 zemfelo 0,3 z 1000 narozenych déti v novorozeneckém obdobi v
dasledku perinatalni asfyxie. U ostatnich déti pravdépodobné doslo k poruse vyvoje s
riznymi neurologickymi nasledky. V soucasnosti se odborné studie a vyzkumy zabyvaji
diagnostikou, prevenci a terapii, ktera by limitovala nésledky tohoto stavu. Navzdory
vSem dosud ziskanym informacim, stale neni k dispozici efektivni druh 1é¢by, ktery by

zarucoval minimalni funkéni deficit po pfekonani hypoxicko-ischemického inzultu.

Vyzkum v oblasti mozku tykajici se perinatdlniho poskozeni je velmi aktualni a
neustale postupuje vpted. Prvni a zatim jedinou dostupnou 1é¢bou tohoto onemocnéni je
fizena terapeutickd hypotermie. Je dokazéno, ze procesem snizovani celkové télesné
teploty organismu se snizuje riziko Umrti, pfipadné riziko zé&vazné poruchy
neurodevelopmentu, piesto zlstava hrozba neurologické morbidity po hypoxii-ischemii
vyznamna. DalS§i mozZnosti terapie jsou stale v preklinickych fazich vyzkumu. To
znamena, ze zatim neni mozné fici, zda nékteré z téchto doplikovych opatfeni budou
pfijata za standardni péci u déti trpicich timto onemocnénim (Davidson et al., 2015,

Muller a Marks, 2014).

Na piiblizeni klinické patologie hypoxicko-ischemické encefalopatie se
vyuZivaji rizné zvifeci modely. Klicovym cilem je jejich standardizace, protoZze model,
ktery adekvatné napodobuje lidsky stav, by umoznil lep§i vyhodnoceni moznych
1éCebnych postuplt u Cloveka (Gonzalles-Portilla et al., 2014). V naSem pftipade
predstavuje zvifeci model 7-denni potkan, jelikoz se morfologicky velmi pfiblizuje

lidskému mozku a tento veék nejlépe napodobuje perinatilni obdobi ¢loveka.

Zakladni vyzkum HIE byl schopen urcit bunééné mechanismy vedouci k smrti
neurontll a nasledné k poskozeni mozku (Muller a Marks, 2014). Tato prace vznikla za
ucelem piiblizeni problematiky této kombinované poruchy vyskytujici se v perinatalnim
obdobi ditéte. Jednotlivé piiblizuje zdkladni parametry a podrobné popisuje
patofyziologické aspekty HIE. V ramci lepsiho pochopeni mozného neurologického

deficitu se vénuje procesu vyvoje centralni nervové soustavy (CNS) ve srovnani s



potkanim mozkem a také diagnostice histologickym zobrazenim. Nasledné se zamétuje
na studium konkrétnich oblasti mozku a miru jejich poskozeni u Rice-Vannucci
modelu. Tim by bylo mozné piispet k rozvoji preklinickych studii zaméfenych na 1€cbu

HIE a podpoftit tak neuroprotektivni funkci CNS.
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2 TEORETICKA VYCHODISKA PRACE

2.1 Hypoxicko-ischemicka encefalopatie

Hypoxicko-ischemickd encefalopatie je poskozeni mozku vyskytujici se u
novorozencl zpusobené ¢aste¢nou nebo celkovou hypoxii a snizenim cerebralni krevni
perfuze v dusledku perinatalni asfyxie. (Zanello, 2018, Zhang et al., 2013). Tyto
udalosti vyskytujici se béhem porodu jsou stale CastéjSim problémem v modernim
porodnictvi i v rozvinutych zemich. Perinatalni hypoxicko-ischemické poskozeni
mozku je hlavni pfi¢inou akutni mortality a chronické neurologické nemocnosti u
kojenci a déti. Statistiky naznacuji miru vyskytu systémové asfyxie u 1-4/1000
donosenych novorozenct. Asfyxie pii narozeni zptusobuje celosvétové 840 000 nebo 23
% vSech umrti novorozencii. V novorozeneckém obdobi zemie 20-50 % asfyxickych
novorozencu s hypoxicko-ischemickou encefalopatii a 25-30 % piezivajicich déti ma
trvaly neurologicky deficit véetné mentalni retardace, mozkové obrny, epilepsie nebo
poruchy uceni. V soucasné dob¢ je dobfe znamo, Ze mozkové hypoxicko-ischemické
poskozeni dostate¢né zadvaznosti zpisobuje vycerpani zasob tkanové energie, akumulaci
intracelularniho véapniku, neurotoxicitu glutamatu a oxidu dusnatého, peroxidaci lipidd,
tvorbu volnych radikdlii a zanét. Navic hypoxické nebo hypoxicko-ischemické
poskozeni vii¢i vyvijejicimu se mozku bude mit vliv na nésledné dozravéani s
dlouhodobymi disledky pro dospély mozek (Lai et al., 2011, Sameshima a Ikenoue,
2013, Vannucci, 2000, Vannucci a Hagberg, 2004, Volpe, 1992 , Zanelli, 2018, Zhang
etal., 2013).

2.1.1 Etiologie

Pti¢iny vedouci k rozvoji fetdlniho hypoxicko-ischemického poskozeni mozku a
nasledné HIE se mohou vyskytnout jednim nebo vice z nésledujicich mechanisml

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

e Matetské pficiny: prostfednictvim sniZzeného okysli€eni (napf. astma, plicni
embolie, pneumonie) nebo nedostatecné perfuze mateiské placenty (napf.
kardiorespiracni zastava, hypotenze matky, preeklampsie, chronické cévni

onemocnént)
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e Placentarni priciny: abrupce placenty, t€sna pupecni $ndra, pferuSeni/zauzleni
pupecni Sitiry nebo prasknuti délohy
e Fetalni pficiny: prostfednictvim snizeného okysliceni/perfuze plodu (napi. feto-

maternalni krvaceni, fetalni tromboza)

2.1.2 Epidemiologie

Podle Svétové zdravotnické organizace se jedna o jednu z 20 hlavnich pficin
chorob vedoucich k ur¢itému postizeni u déti a je patou nejcastéjsi pri¢inou tmrti déti
mladsich 5 let (8 %). Ackoli jsou udaje omezené, odhaduje se, Ze asfyxie zptisobi kazdy
rok 920 000 neonatalnich amrti a je spojena s dal§im 1,1 milionem mrtvé narozenych
déti. Vice nez milion déti, které piezily asfyxii pfi narozeni, maji problémy, jako jsou
mozkova obrna, mentalni retardace, problémy s uc¢enim a jiné postizeni (Zanelli, 2018).
Perinatalni hypoxicko-ischemicka encefalopatie piedstavuje 25 % vyvojovych poruch u
déti, vyskytujicich se u 1 % vSech pfedcasnych porodi. Poranéni mozku vyvolané
perinatalni asfyxii je jednou z nejcast&jsich pficin morbidity a mortality u donosenych a
nedonosenych novorozenct, coz predstavuje 23 % neonatalnich umrti na celém svéteé

(Semple et al., 2013).

2.1.3 Klinicky obraz

Razné klinické ptriznaky HIE vcetné nizkého Apgar skore, nizkého pH
pupecnikové krve a neonatdlnich zachvatl, jsou nespecifické a mohou se vyskytnout i
pfi absenci globélniho hypoxicko-ischemického poskozeni mozku nebo dlouhodobych
neurologickych nasledcich. Ptiznaky spojené s akutni intrapartdlni hypoxicko-

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

e Apgar skore <5 za 5 minut a 10 minut,

e pupecnikova krev s pH <7,0 nebo base deficit > 12 mmol / 1,

e akutni zranéni mozku pozorované na MRI mozku nebo magnetické
rezonan¢ni spektroskopii (MRS) v souladu s hypoxii-ischemii,

e pfitomnost selhdni vnitinich organi v souladu s hypoxicko-ischemickou

encefalopatii.

12



Dalsi ptiznaky zahrnuji (Zanelli, 2018):

e Stupor nebo kéma jsou typické, dit€ nemusi reagovat na jakékoli fyzické
podnéty s vyjimkou téch, které jsou nejvice skodlivé.

e Dychani miize byt nepravidelné a dité casto vyzaduje ventilaéni podporu.

e Generalizovand hypotonie a snizené hluboké slachové reflexy jsou bézné.

e Nepfitomné jsou neonatalni reflexy (napft. saci, polykaci, ichopovy, Moro).

e Poruchy spojené s pohyby o¢i, jako je deviace o¢nich bulbli, nystagmus, a
dalsi se mohou odhalit vySetienim kranialniho nervu.

e Zornice mohou byt dilatované, fixované nebo slabé reagujici na svétlo.

e Nepravidelnosti srdecni frekvence a krevniho tlaku.

2.1.4 Klasifikace

Mirna hypoxicko-ischemicka encefalopatie

Svalovy tonus miiZze byt mirn¢ zvysSeny a hluboké Slachové reflexy mohou byt
béhem prvnich dnil zvySené. Je mozné pozorovat prechodné abnormality v chovani,
jako je omezené krmeni, zvySena podrazdénost nebo nadmérny plac, pripadné ospalost

(obvykle ve sttidavém vzoru). Pfiznaky typicky odezni do 24 hodin (Zanelli, 2018).

Mirné zavazna hypoxicko-ischemicka encefalopatie

Dité je letargické, se zna¢nou hypotonii a snizenymi hlubokymi S§lachovymi
reflexy. Uchopovy, Moro a saci reflex mohou byt snizeny nebo chybéjici. Dité miize
mit pfileZitostné obdobi apnoe. Zachvaty se obvykle vyskytuji béhem prvnich 24 hodin
po narozeni. V priubchu 1-2 tydnii je mozné Uplné zotaveni a je spojeno s lepSim

dlouhodobym vysledkem (Zanelli, 2018).

Zavazna hypoxicko-ischemicka encefalopatie

Zachvaty byvaji opozdéné a zavazné, na zacatku mohou byt rezistentni vici

béznym postupem 1éCby. Zachvaty jsou obvykle zobecnéné a jejich frekvence se miize
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zvysit béhem 24 az 48 hodin po nastupu, coz souvisi s fazi reperfuzniho poskozeni

(Zanelli, 2018).

Klasifikace jednotlivych stupni poskozeni na zékladé¢ miry zdvaznosti podle

Sarnat a Sarnat (1976):

Hodnoceni Stupei 1 Stupeni 2 Stupen 3
Mirna HIE Mirné zavazna HIE Zavazna HIE
Mentalni stav bdély letargicky stupordzni
Saci reflex slaby nebo neptitomny slaby nebo neptitomny nepfitomny
Moro reflex zvyseny snizeny nepfitomny
Svalovy tonus normotonus hypotonus ochably
Autonomni funkce | generalizované generalizované nepfitomné
sympatické parasympatické
Zornice mydriaza midza variabilni
Zachvaty zadné bézné variabilni
Trvani <24 hodin 2-14 dni hodiny az tydny

Tabulka 1 — Sarnat klasifikace (Allen a Brandon, 2011 — prevzato ze Sarnat a Sarnat, 1976)

2.1.5 Rizikové faktory

Navzdory pokroku v perinatalni péci za posledni tfi desetileti se incidence HIE
pfipisovana tézké asfyxii pfi narozeni velmi nezménila. Futrakul et al. (2006) ve své
studii odhalil, Ze rizné rizikové faktory mohou potencidln€ ovlivnit HIE u asfyxickych
novorozencl. VSechny vyznamné rizikové faktory zahrnuji nevhodnou prenatalni péci v
obdobi té¢hotenstvi, prolaps pupecni $iiry, pienaSeni t€hotenstvi a muzské pohlavi, jako

1 nizké Apgar skore.

Mezi dodate¢né faktory, které¢ ovliviiuji vysledek poskozeni mozku, patii stav
vyzivy mozku, zdvazné omezeni nitrodélozniho rlstu, pre-existujici mozkova patologie
nebo vyvojové defekty mozku a frekvence ¢i zadvaznost zachvatl, které se projevuji v

raném postnatalnim véku (Zanelli, 2018).
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2.1.6 Patofyziologie HIE

Mozek tvoii asi 2 % z celkové télesné hmotnosti, ale spotiebuje 15 % energie
vyrobené v téle, coz je vice nez jakykoli jiny organ vcetné svalu. Mozek reguluje
pridélovani energie svalim a jinym organim, ale davd pfednost svym vlastnim
energetickym pottebam. Mozek je zavisly na dodavce kysliku a glukézy krvi. Pokles
cerebralni perfuze, hypoxie, hypoglykémie a t€zka anémie mohou zpusobit kriticky
nedostatek energie (energeticka krize). Nejcastéjsi pricinou energetické krize je snizeni
cerebralni perfuze (globalni ischemie), ktera je obvykle vysledkem zastaveni srdce nebo
tézké hypotenze (Sok). Je ziejmé, Ze nedostatek energie zplsobuje pocatecni elektrické
selhani, a pokud trva dostatecné dlouho, vede ke sniZzeni bunéénych funkci a smrti
bun¢k. Avsak pokusy na zvifatech a klinické studie ukazuji, ze kromé& energetickych
ztrat existuji 1 dal$i faktory, které predstavuji poSkozeni neuront. Série toxickych
reakci, které poskozuji neurony mohou zplsobit opozdénou smrt dalSich bunék. Proto
po globalni ischemii neurony nezemiou nahle nebo najednou. V nékterych z nich se
poskozeni vyviji hodiny nebo i dny od nastupu poskozeni. VétSina neuronii se podrobi
nekroze. V nekterych neuronech HIE spousti apoptdézu. (Dirnagl et al.,, 1999,
MacDonald et al., 2006).

Mechanismus poSkozeni bunék

Mozkova hypoxie a ischemie zplsobené systémovou hypoxemii, snizenym
mozkovym pritokem krve, ptipadn€ obéma, jsou procesy, které¢ vedou k encefalopatii.
V pocateni fazi nastdva kompenzacni proces naristu mozkového pritoku krve v
dasledku hypoxie a hyperkapnie. Ten je doprovazen pierozdélovanim srde¢niho vydeje
krve do zékladnich organii v€etné mozku, srdce a nadledvin. ZvySeni krevniho tlaku v
disledku zvySeného uvolnovani epinefrinu dale podporuje tuto kompenzacni odpovéd'.
Tento jev je zndmy jako autoregulace mozku, kterd pomaha udrzovat cerebralni perfuzi.
Po selhdni kompenza¢nich mechanismii u novorozencii trpicich akutni asfyxii klesne
krevni tlak, nasledné klesd mozkovy krevni pritok pod kritické hodnoty a dochazi k
poskozeni mozku sekundarné¢ v disledku sniZzeného ptivodu krve a nedostatecného
mnozstvi kysliku. Mozkova ischemie vede k posunu metabolismu z oxidativni
fosforylace na anaerobni oxidaci, kterd je vysoce neefektivni. To vede k poruse

intracelularni energie. Béhem Casnych fazi poskozeni mozku klesa teplota mozku a
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lokédlni uvolovani excitaénich neurotransmiteri se zvySuje, nastdva acidoza,
uvolnovani zanétlivych mediatorti, tvorba volnych radikalt ¢i akumulace véapniku

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

Primarni faze posSkozeni — nekréza

Nekrotickd smrt je Casto dusledkem téZkého inzultu a je charakterizovana
narusenim integrity membrany, Unikem cytoplazmatického obsahu do extracelularniho

prostoru a sekunddrni zédnétlivou odpovédi (Vannucci a Hagberg, 2004).

Prvnim vysledkem vy&erpani energie je selhani sodno-draselné pumpy (Na' a
K"), coz vede k depolarizaci neuronové membrany a k uvolnéni excitacnich
aminokyselin (EAA) do extraceluldrniho prostoru. V tomto bodé€ prestava fungovat
synaptické funkce a vodivost. Depolarizace zptsobuje, Ze neurony uvolnuji glutamat do
synaptické Stérbiny. Glutamat je nejbéznéjSim excitatnich neurotransmiterem. V
malych mnoZstvich je nezbytny pro funkci neuronti. V nadmérném mnozstvi jde o
neuronalni jed, toxin, a byl nazvan excitotoxin. Béhem vyvoje mozku hraje glutamat
dilezitou roli pfi dozravani a myelinizaci oligodendrocyti, ale mize vést ke Skodlivym
nasledkim z nadmérného uvolnéni po HIE (Lai et al., 2011). Jeho sniZena absorpce
vede k vysokym synaptickym twrovnim nadmérné aktivace glutamatu a receptoru
excitanich aminokyselin vcéetné N-methyl-D-aspartatu (NMDA), amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-izoxazol-propionatu (AMPA) a kainatovych receptorli. Receptory
NMDA jsou propustné pro Ca’" a Na*, zatimco AMPA a kainatové receptory jsou
propustné pro Na'. Akumulace Na" spolu se selhanim energeticky zavislych enzymd,
jako je Na'/ K'-ATPaza, vede k rychlému cytostatickému edému a k nekrotické
bun&éné smrti. Aktivace receptoru NMDA vede k akumulaci intracelularniho Ca®" a k
dalsi aktivaci patologickych kaskad (Zanelli, 2018). Disledky zvySeni intracelularni
koncentrace Ca*" zahrnuji aktivaci fosfolipazy, endonukleazy, proteaz a ve vybranych
neuronech syntazu oxidu dusnatého, coz vede k tvorbé volného radikdlu NO. Spojeni
mezi aktivaci NMDA receptort a smrti excitotoxickych bunék zahrnuje ptimou aktivaci
neurondlni syntdzy oxidu dusnatého a tvorbu oxidu dusnatého, coZz vede k
mitochondrialni dysfunkci a zvySené tvorbé reaktivnich druhd kysliku, oxida¢nimu
poskozeni a bunétné smrti (Vannucci a Hagberg, 2004). Dalsi volné radikaly jsou

vysledkem zhorSeni oxidativni fosforylace. Volné radikaly a aktivované katabolické
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enzymy zni¢i strukturdlni proteiny, membranové lipidy, nukleové kyseliny a jiné
bunécné obsahy, coz zptusobuje neurondlni nekroézu. Poskozeni volnymi radikély se u
novorozencu dale zhorSuje z diivodu nezralych antioxidacnich obrannych prostfedk a
vysoké koncentrace volného Zeleza. Poskozeni DNA endonukledzy a mitochondridlni
poskozeni volnych radikéalti vyvolava apoptézu. Nakonec se mohou volné radikaly
kombinovat s oxidem dusnatym (NO), ¢imZ se vytvofi peroxynitrit, vysoce toxicky
oxidant (Dirnagl et al., 1999, MacDonald et al., 2006, Vannucii a Hagberg, 2004,
Zanelli, 2018).

Zanétlivé mediatory (cytokiny a chemokiny) se také podileji na patogenezi
hypoxicko-ischemické encefalopatie a mohou piredstavovat konecnou drahu poSkozeni
mozku. Studie na zvifatech naznacuji, Ze cytokiny, zejména interleukin (IL) -1b
ptispivaji k hypoxicko-ischemickému poskozeni. Pfesné mechanismy a jaké zanétlivé

mediatory se podileji na tomto procesu zustavaji nejasné (Zanelli, 2018).

Sekundarni faze poskozeni — apoptoza

Apoptdza je vysoce regulovdna a jde o energeticky narocny proces, pii kterém
burika spacha sebevrazdu. Jaderna kondenzace a kontrakce je v€asnou udalosti, zatimco
membrany a organely zlstavaji neporusené az do konecnych fazi. Bunétné poziistatky,

apopticka téla, jsou zachyceny sousednimi buiikami (Vannuci a Hagberg, 2004).

Po pocatecni fazi energetického selhdni pii asfyxickém poSkozeni se muze
mozkovy metabolismus po reperfuzi zotavit, ale casto nastava zhorSeni v druhé fazi
energetického selhani. Tato nova faze poSkozeni neuronti, kterd za¢ind pfiblizné 6-24
hodin po pocate¢nim poranéni, se vyznacuje mitochondridlni dysfunkci a iniciaci
apoptotické kaskady. Tato faze se nazyva ,,opozdéna faze poSkozeni neurond*. Trvani
opozdéné faze neni presn¢ znamo u lidského plodu a novorozence, ale zda se, Ze se
zvySuje béhem prvnich 24-48 hodin a pak zac¢ina odeznivat. Trvani této faze u lidského
ditéte koreluje s nepiiznivymi vysledky neurovyvoje po 1-4 letech od inzultu

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

VeétSina udajii vSak naznacuje, Ze apoptoza jako dlsledek hypoxie-ischémie je
morfologicky odlisna od vyvojové apoptdzy. Biochemicky naopak vétSina studii

souhlasi s tim, ze apoptotické procesy se podileji na hypoxii-ischémii. Klicovy prvek
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apoptdzy, kaspaza-3, je v nedospélém stavu ve srovnani s dospélym mozkem zvyseny a
1ze oc¢ekavat, ze bude hrat hlavni ulohu i1 v patologickych situacich. Aktivace kaspazy-3
v CNS vede ke Stépeni stovek substrat v buiice, které jsou Zivotné dilezité pro pieziti
bun¢k. Nedavné udaje naznacuji, ze jiny protein, faktor indukujici apoptézu (AIF),
muze byt za uréitych podminek uvolnén z mitochondrii. AIF je oxidoreduktiza se
schopnosti indukovat kondenzaci chromatinu a fragmentaci DNA zplisobem, ktery neni

zavisly od kaspazy (Vannucii a Hagberg, 2004).

[INZULT

v

Primarni energetické selhani (minuty) Okamzita
Ndriist Na+ ¢ R . nekl:,q,tlc,ka
Excitotoxicita eperfiize bunécna

smrt

Cerebralni metabolismus se piechodné obnovuje

Ndriist Ca2+
Druhy reaktivniho

kysliku
NO
Sekundarni faze (hodiny az dny) Opozdéna
6-72 hodin po inzultu apoptoticka
bunéc¢na
Mitochondridlni dysfunkce
Aktivace kaspdaz smrt

Hypoxicko-ischemické poSkozeni mozku

Obrazek 1 - Patofyziologie hypoxicko-ischemického poskozeni mozku (Zanelli, 2018)

Periventrikularni leukomalacie

Periventrikulédrni leukomalacie (PVL), kterd se také oznacuje jako poranéni bilé
hmoty vyskytujici se u pied¢asné¢ narozenych décti, predstavuje hlavni prekurzor
neurologického a intelektudlniho poskozeni a mozkové obrny v pozdéjsim Zivote.
Porucha je charakterizovana multifokalnimi oblastmi nekrozy nachazejicimi se hluboko
v kortikdlni bilé hmot¢ (Rezaie a Dean, 2002). Zda se, Ze prevalence posSkozeni je
nepfimo spojena s gestatnim vékem pii narozeni. Piedpokladalo se, ze bilda hmota v

nezralém mozku je zasobovana ventrikulopetdlnimi tepnami, které pronikaji smérem
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dovnitf z povrchu mozku, coz zpiisobuje, ze hluboké bild hmota je nejvice nachylna ke
snizeni perfuze. Ve tfetim trimestru béhem obdobi zrani mozku se zacinaji rozvijet
ventrikulofugalni tepny, ¢imz se posouva zasobeni smérem k mozkové kure. Existence
ventrikulofugalnich artérii je zpochybnovédna, ale neddvnd anatomicka studie
vykazovala zvySenou vaskularizaci mozkové hmoty po 32. tydnu gesta¢niho véku. Tato
zjiSténi naznacCuji, ze relativni hypovaskularita periventrikularni bilé hmoty ve

skutecnosti hraje roli ve vyvoji PVL (Huang et al., 2008).

V soucasné dob¢ se predpoklada, ze PVL pravdépodobné souvisi se selektivni
zranitelnosti bunék oligodendrocytové linie v souvislosti se zménami hypoxie-ischémie.
Pted zacatkem myelinizace a béhem obdobi s nejvyssim rizikem PVL je mozkova bila
hmota  obsazend  pfevdzné¢  prekurzory  oligodendrocyti  znamych  jako
preoligodendrocyty (pre-OL). U potkanich model jsou preoligodendrocyty citliveéjsi
nez zralé oligodendrocyty (OL) a vykazuji specifickou zranitelnost na oxidacni a
excitotoxické poranéni vyskytujici se v disledku hypoxie-ischémie v pocate¢nim vyvoji
(McQuillen a Ferriero, 2004). Tato teorie je podpoiena zjisténim, Ze klesajici
prevalence PVL po pfiblizn¢ 32 tydnech gestace se shoduje s dozravanim

oligodendrocytt v periventrikularni bilé hmoté (Huang et al., 2008).

Neuropatologie PVL sestdva ze dvou hlavnich slozek, fokdlnich a diftznich.
Fokalni sloZka, nachazejici se hluboko v mozku bilé¢ hmoty, se vyznacuje lokalizovanou
nekrozou vSech bunécénych prvkl s néslednou tvorbou cyst - jde o cystickou formu,
ktera je makroskopickd. Mikroskopickd necystatickda nekrdza se méni na gliové jizvy
(Rumajogee et al., 2016). Diftizni sloZka je méné zadvazné poSkozeni, zjevné specifické
pro buiky oligodendrogliovych prekurzort. Tyto buiiky jsou samoziejmé urceny k
tomu, aby se pozdéji vyvinuly do zralych OL, které tvofi myelin cerebralni bilé hmoty.
Hlavnim neuropatologickym nésledkem PVL je sniZzeni objemu bilé hmoty a

ventrikulomegalie v disledku nedostatku myelinu (Volpe, 2001).
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Kritké Difﬁzm‘
penetrujici PVL
tepny

penetrujici
tepny

Bazilni tepny

Obrazek 2 - Schématicke zobrazeni koronalni casti mozku s fokalni a difiizni slozkou PVL

(Volpe, 2001)

PVL se nejcastéji pozoruje v blizkosti bo¢nich komor a foramen Monro.
Dlouhodobym neurologickym nasledkem poSkozeni bilé hmoty u pfedcasné€ narozenych
déti je motoricky a zrakovy deficit v dusledku toho, Ze motorické a vizudlni cesty
prochazeji nejcastéji poranénymi oblastmi bilé hmoty. BéZnym neurologickym

nasledkem PVL je spastickd diplegie (Huang et al., 2008).

Pii histologické analyze se léze PVL wvyvijeji v charakteristickém vzoru.
Zpocatku dochazi k nekroze, kterd Casto prechdzi na kavitaci a rozvoj porencefalickych
cyst. Casem se tyto cysty shromazd'uji, coz nakonec vede ke glidze a vyznamnému

sniZeni objemu bilé hmoty v periventrikularnich oblastech (Huang et al., 2008).

Nejcastéji poSkozené struktury pri HIE — selektivni vulnerabilita

Je dobfe zndmo, Ze hypoxicko-ischemické ataky neposkozuji vSechny
struktury mozku ve stejné mitfe. Nékteré mozkové struktury maji vétsi predispozici ke
vzniku poruchy a jsou poruseny diiv nez jiné struktury - mluvime o selektivni citlivosti

(Huang et al., 2008).
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Pro selektivni vulnerabilitu v souvislosti s mechanismem nervového poskozeni

plati (Huang et al., 2008):

a) oblasti mozku s nejvySsi koncentraci glutamatu nebo jinych receptort
excitanich aminokyselin (primarné umisténé v Sedé hmot¢) jsou vice nachylné
na excitotoxické poskozeni, které se vyskytuje jako nasledek hypoxické
ischémie;

b) oblasti mozku s nejveétsimi naroky na energii pifi hypoxické-ischémii rychleji
vycerpaji energii, a proto jsou zranéné diive;

¢) z divodu opozdéné smrti bunék z apoptdzy, nékteré zranéni nemusi byt ziejmé

az do né€kolika dnl po poc¢atecnim ataku.

Tyto faktory pomahaji vysvétlit relativné specifické vzorce poranéni, které lze

pozorovat u pacienti s HIE.

Z toho vyplyva, Ze nékteré piipady HIE, obvykle po kratkych inzultech,
zpusobuji pouze smrt neuronll, bez poskozeni gliovych bunck (selektivni neurondlni
nekroza). Neurony jsou citlivéj$i nez gliové buiky, protoze maji vyssi energetickou
naroc¢nost a vytvareji glutamat. Nékteré nervové builky jsou zranitelnéjSi nez jiné
(selektivni zranitelnost). Z buné¢nych prvki CNS jsou nejzranitelnéj$i neurony, po nich
nasleduji oligodendroglie, astroglie a nakonec endotelové buiiky. V ramci skupiny
neuroni jsou n¢které typy neuronalnich bunék zranitelngj§i vi¢i hypoxicko-
ischemickému poSkozeni neZ jiné. Hippokampéalne pyramidalni buinky CAI,
pyramidalni neurony neokortexu (vrstvy 3, 5 a 6), Purkyn&ho buiiky a striatalni neurony
maji nejvyssi zranitelnost. V ramci téchto struktur existuje dalsi potadi citlivosti mezi
riznymi typy bunék, jak je uvedeno v tabulce (Dirnagl, 1999, MacDonald, 2006, Siegel,
1999, van der Knaap a Valk, 2005).

Struktura Hierarchie selektivni vulnerability

Hippokampus | CAl > CA4 > CA3 > granulové bunky

Mozecek Purkyného buiiky > hvézdicovité buiiky > granulové bunky > Golgi bunky
Striatum Malé az stiedné velké neurony > velké neurony
Neokortex Vrstvy 3,5,6 > vrstvy 2,4

Tabulka 2 — Hierarchie selektivni vulnerability hypoxicko-ischemickych podminek pro
riizne struktury CNS (van der Knaap a Valk, 2005)
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2.1.7 Diisledky HIE

HIE v dasledku perinatalni asfyxie je hlavni pfi¢inou smrti nebo té¢zkého
poskozeni u kojencl, coz vede k spektru neurologickych deficiti. Ty zahrnuji
behaviordlni a motorické postizeni, celkové zpozdéni vyvoje, zachvaty nebo dokonce
strukturalni a ireverzibilni poSkozeni mozku. Zavaznost nasledki HIE zavisi na tom, jak
dlouho trva hypoxie, na stavu novorozence v dobé hypoxie a na zdvaznosti poskozeni.
Mezi nejcastéjsi dlouhodobé nasledky HIE patii mozkova obrna, epilepsie a zachvaty,
vazné poruchy uceni a mentalni postizeni, slepota nebo vazné zhorsSeni zraku, kognitivni

vyvojoveé problémy a motorické a behavioralni problémy (Riljak et al., 2016).

Ahearne et al. (2016) uvadi souhrn diisledkti perinatalni asfyxie:

Kratkodobé dusledky Smrt
HIE
Zachvaty
Dlouhodobé disledky Motorické Mozkova obrna
Senzorické Ztrata sluchu
Poruchy zraku
Kognitivni Epizodicka a pracovni pamét’
Pozornost
Edukace Zvysené pozadavky na pomoc
Nizsi testovaci skore
Behavioralni Pozornost
Vybusnost
Podrazdénost
Neuropsychiatrické Psychické ptiznaky
Neurovyvojové Autistické spektrum

Tabulka 3 — Dusledky perinatalni asfyxie (Ahearne et al., 2016)
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2.1.8 Lécba HIE

Intervence hypoxicko-ischemické encefalopatie zahrnuje zajiSténi ventilace a
perfuze vcasnou resuscitaci, podplirnou péci vcetné prevence hypertermie a

hypoglykémie a 1écbu kieci ¢i zdchvati (Glass a Ferriero, 2007).

V soucasné dob¢ je hypotermie jedinym léCebnym prostiedkem proti HIE
klinicky pouzivanym na lidech. Studie ukazuji, ze hypotermie snizuje Umrtnost bez
zvyseni miry invalidity u asfyxickych novorozenct. Snizeni teploty ditéte zpomaluje
rychlost metabolismu a umoziuje bunikam zotavovat se po del§i dobu. Tim se zabrani
dalSimu poskozeni, které se mize vyskytnout v pifipadé velmi rychlého obnoveni
pritoku krve a normalniho okysli¢eni (Davidson et al., 2015). Tento vysledek byl
naznacen poklesem zavazné invalidity a zvySenim miry pfeziti s normalni
neurologickou funkci. Kromé hypotermie se ukdzalo, Zze i jiné léebné postupy
(naptiklad erytropoetin, melatonin, allopurinol, xenon, ristové faktory, inhibitory
syntazy oxidu dusnatého) maji piiznivy ucinek na zvifeci modely. Erytropoetin (EPO)
ma komplexni u¢inek. Moduluje NMDA excitotoxicitu, u¢inn€ snizuje toxicitu a zanéty
ve volnych radikalech. Klinickd studie s EPO byla zahdjena se slibnymi vysledky
(Riljak et al., 2016).
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2.2 Vyvoj CNS

Generativni kapacita nezralého mozku se 1isi podle oblasti mozku a bunécéného
typu. Obecné jsou procesy bunécné proliferace mezi hlodavci a lidmi pozoruhodné
paralelni, i kdyz ¢asové iseky jsou podstatné odlisné (Bayer et al., 1993). Neonatalni
mozek savci obsahuje doCasnou ,subplate zonu“, kterd pusobi jako zdroj novych
neuront béhem vyvoje. Piestoze ,,subplate zona“ lidi a hlodavch sdili spole¢né vzory
genoveé exprese, existuji druhové rozdily v strukturalni organizaci a slozitosti (Semple,

2013).

2.2.1 Clovék vs. potkan

Prvni hlavni udalosti vyvoje centralniho nervového systému (CNS) u vSech
obratlovct je vytvofeni specializovaného zahybu ektodermalni tkan€ nazyvané nervova
trubice, ze které se nasledn¢ diferencuje micha a mozek. U lidi se tato udalost vyskytuje
béhem prenatdlniho vyvoje, mezi 24. a 28. gestatnim dnem (3-4 tydny) z obdobi
btezosti 266-280 dni, tedy 40 tydnti (Rice a Barone, 2000, Semple, 2013).

Tvorba nervovych trubic se vyskytuje ptiblizné v poloviné téhotenstvi u
hlodavci. Pfedstavuje to 10,5-11 gestacni den u potkand, pficemZ porod se typicky

vyskytuje 20.-21. gesta¢ni den (Rice a Barone, 2000, Semple, 2013).

Diencefalon, ktery zahrnuje hypotalamicka a talamicka jadra, se rozviji béhem
pozdnich embryonélnich a ¢asnych fetdlnich obdobi u potkanii i u lidi. Kortikalni
struktury pfedniho mozku - neokortex a hippokampalni formace se vyvijeji primarné
béhem fetdlniho obdobi potkanti 1 cloveéka, pficemz nékteré proliferace glie a
mikroneuronil pokracuji v postnatalnim obdobi. Diferenciace a synaptogeneze v ramci a
mezi t€émito kortikalnimi a subkortikalnimi strukturami pokracuji v postnatalnim obdobi
u potkanti i u lidi. Vyznamny rozdil mezi mozky hlodavcii a Clovéka je mozné
pozorovat ve velikosti a kontufe neokortexu. Hlodavci maji hladkou mozkovou kiiru s
relativné malym mnozstvim neokortexu. Na druhé strané, lidé maji mozky s vysoce
komplikovanym povrchem, coz vyplyva z obrovské fylogenetické expanze neokortexu

(Rice a Barone, 2000).
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Buiikova proliferace

U lidi se kortikalni neurogeneze (tvorba novych neuront) vyskytuje prevazné
behem téhotenstvi, ale mize pokracovat az do véku 2,5 roku (Semple, 2013). U potkant
zacina neurogeneze ve veétsing kortikalnich a subkortikalnych oblasti v 9,5. gestacni den

a je ukoncena 15. postnatalni den (Rice a Barone, 2000).

Tvorba hippokampu vznikd z morfogenetického procesu slozeni medidlni
proliferacni zony kortikdlni desticky, ¢imz se ndsledné¢ vytvoii subikulum, oblast
pyramidalnich bun¢k a nasledné¢ gyrus dentatus. Gyrus dentatus, ktery se tvofi
prenatalné, vykazuje pokracujici postnatdlni proliferaci granulovych bunék v
hippokampu jak hlodavci, tak lidi (Bayer, 1980). Zatimco vétSina hippokampalnich
vlastnich pyramidovych bunék je generovana prenatdlné, pouze pfiiblizné 15 %
granularnich bun¢k je pfitomno v gyrus dentatus potkana pii narozeni, pfiemz
neurogeneze v této oblasti vrcholi mezi gestaénim dnem 14-17. Pro srovnani,
hippokampdlni neurogeneze vrcholi kolem 60. gestacniho dne u lidi, pficemz 80 %
granularnich bunék v gyrus dentatus se vytvaii pred narozenim (Bayer, 1980, Rice a

Barone, 2000, Semple, 2013).

Pfi narozeni u lidi se gliové bunky zacinaji diferencovat na astrocyty.
Subventrikularni zéona (SVZ) laterdlnich komor je dalSim zdrojem novych astrocytli a
oligodendrocytli béhem ranych postnatalnich tydnti. Nejrozsahlejsi faze proliferace v
z6nach ventrikuldrnich a subventrikularnich se u potkanii vyskytuje zhruba mezi 13.-18.
gestacnim dnem, i kdyz n¢které buiikky neokortexu mohou u hlodavci ztstat mitotické
az do obdobi blizkému porodnosti, coz predstavuje gestacni den 21-22 (Rice, Barone,
2000). Spolu se subgranularnou zoénou (SGZ) hippokampalniho gyrus dentatus se
tradi¢né predpokladd, ze SVZ je odpovédna za probihajici neurogenezi v dospélém

mozku savct (Semple, 2013).

U potkanti se astrocyty podrobi rychlému dozravani v prvnich n€kolika tydnech
po narozeni, coZz zahrnuje zmény v morfologii, konektivit¢ a elektrofyziologickych
vlastnostech. Nejvétsi ndrGst poctu bunék v hippokampu byl zaznamendn v
postnatalnich dnech (PND) 11-16, dalsi nartst je ukoncen do jednoho mésice veku

(Semple, 2013).
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Synaptogeneze

Synaptogeneze ve vyvijejicim se lidském mozku byla poprvé zkoumana v roce
1979 Huttenlocherem, ktery prokdzal, Ze hustota synapsi se odliSuje na zéklad¢ véku a
mozkové oblasti. Zatimco rozmnozovani synapsi zacinad kolem 20. tydne te¢hotenstvi,
hustota po narozeni rychle roste, zejména v prvnich postnatalnich mésicich. Synapse
dozravaji u Clovéka v dospélosti. U hlodavci se kritické obdobi synaptogeneze
vyskytuje béhem prvnich tfi postnatalnich tydnt Zzivota, pficemz vrchol se dosahuje
béhem 2. tydne. V molekulové vrstvé gyrus dentatus je pocet synapsi pied 4.
postnatalnim dnem niz8i nez 1 % ve srovnani s poctem v dospélosti, avSak nasledny
rustovy spurt vede k uplnému poctu synapsi v 25. postnatadlnim dni (Rice a Barone,

2000, Semple, 2013).

Myelinizace

Tvorba myelinovych obalil, generovanych oligodendrocyty v CNS, je nezbytna
pro Sifeni a rychlost neurotransmise v mozku savcl. Je vSeobecné akceptované, Ze
myelinizace je prodlouzeny proces, ktery pokracuje v obdobi détstvi a dospivani ve

specifickych oblastech mozku (Semple, 2013).

Vyvoj oligodendrocytli zaciné u lidi v déloze. Preoligodendrocyty (definovany
jako nemyelinizujici, mitoticky aktivni prekurzory oligodendrocytil) jsou dominantnim
bunéénym typem mezi 18. a 28. tydnem po poceti, zatimco ,,nezralé oligodendrocyty*,
které jsou postmitotické a myelinizujici dominuji nejvice v 28.-40. gestacnim tydnu.
Myelinizace probihd u hlodavcii v 10.-14. PND a vrcholi pfiblizné v 20. PND, kdy jsou
markery zralych oligodendrocytii véetné myelinového bazického proteinu dobie

detekovatelné (Semple, 2013).
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Clovék

Potkan
(postnatalni

den)

Vyvojovy milnik

Gestacni tyden 23-32
(pfedCasné¢ narozené

ditg)

1-3

Zmény stavu zrani oligodendrocyti - pfevaha
mitoticky aktivnich pre-OL.
Vyvoj imunitniho systému.

Vytvoreni hematoencefalické bariéry.

Gestacni tyden 36-40

(donesené dit¢)

7-10

Vrchol v rlistu mozku.

Vrchol v gliogeneze.

ZvySovani axondlni a dendritické hustoty.

Zména stavu zrani oligodendrocyti - prechod na
dominanci nezralych OL.

Konsolidace imunitniho systému.

Rok 2-3

20-21

Mozek dosahuje 90-95 % hmotnosti dospélého
mozku.

Vrchol v synaptické hustot¢ na Urovni 50 %>
dospélych.

Vrchol v rychlosti myelinizace.

Zmény neurotransmiterl a receptord.

Rok 4-11

25-35

Specializaci neuronovych siti prefrontalni kiry
(strukturalni dozravani).

Maximalni objem Sedé hmoty a tloustky kry.

Rok 12-18

35-49

Snizovani hustoty synapsi a dosadhnuti Urovné
dospélych jedinci.
ZlepSeni kognitivné zavislych obvodd.

Probihajici myelinizace, zvySeni objemu bilé hmoty.

Rok 20+

60 +

Urovné neurotransmitert dospélych.
Urovné synaptické hustoty dospélych.

Probihajici myelinizace a klesajici Seda hmota.

Tabulka 4 — Prehled klicovych vyvojovych procesii ve srovnatelném véku u lidi a hlodavcii

(Semple, 2013)
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2.2.2 Morfologické korelace

Mozky lidi a potkant jsou anatomicky podobné, coz déla potkany dobrymi
modely ke studiu vyvoje a onemocnéni lidského mozku (Ellenbroeck a Youn, 2016).
Ackoli existuji dilezit¢ rozdily mezi potkanim a lidskym mozkem, je mozné
identifikovat podobné struktury. Navic, ontogenezi specifického chovani lze pouzit k
vyvozeni zaveéri ohledné zrani specifickych struktur mozku nebo neuronovych obvodii
u hlodavct a primati, véetné lidi. Jednotlivé vyvojové paralely uvadime vyse (Rice a

Barone, 2000).

Je dobie zndmo, ze potkani mozek strukturalné koreluje s mozkem lidskym,
presto pozorujeme dva zasadni rozdily. Zaprvé, organizace mozku potkand neni totozna
s organizaci lidského mozku (Swanson, 1998). Druhym velmi pozoruhodnym rozdilem
mezi vyvijejicim se lidskym a potkanim mozkem je gyrifikace, kterd chybi v mozku
potkanil. Zna¢né mnozstvi kortikdlniho ohybani za¢ina ptiblizn€ v 15. tydnu t€hotenstvi
u Clovéka, pficemz hlavni zafezy jsou rozeznatelné v 28. tydnu a vétSina gyru je plné
tvofena narozenim. Sulcusové a gyrusové vzory se nadale formuji postnatalné, coz je
pravdépodobné zplsobeno zmeénami hustoty bunék a dozravanim subkortikalnich

vlaknitych ttvart (Semple, 2013).

2.2.3 Zvireci modely

Potkani modely ischemického a traumatického poskozeni mozku se casto
pouzivaji ve vyzkumnych laboratotich, a to k prozkoumani zdkladnich mechanismu

zranéni, také na hodnoceni potencialnich terapeutickych ptistupt (Semple, 2013).

Doposud nejcastéji pouzivanym modelem ke studiu hypoxicko-ischemického
poskozeni u novorozencii je model Rice-Vannucci u potkanti starych 7 dni (P7, 12-20
g), uzpusobeny podle Levine postupu (Levine, 1960). Levine publikoval model
chirurgické dvojité ligace pravé karotidy, po niz nasledovala anoxie (kyslik v nadobé
byl nahrazen dusikem nebo oxidem dusiku). Uprava této techniky byla pozdgji
pozorovana v modelu Rice-Vannucci, a to ligaci spole¢né kréni tepny u nedospélych
potkand (7. postnatdlni den) s naslednou normobarickou hypoxii s 8% kyslikem v

kontrolovan¢ atmosféte a pfi stabilnich teplotach. (Conn, 2006, Riljak et al., 2016).
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Chirurgicka procedura Zotaveni <. Hypoxie

Obrazek 3 — Model Rice-Vannucci (Conn, 2006)

Hypoxicko-ischemické poSkozeni mozku, od selektivni smrti neuronli az po
infarkt, nebo kombinace obou, je téméf univerzalnim nasledkem u potkanich mlad’at
vystavenych priskrceni arterie, které¢ prozivaji 2-3 hodiny v hypoxickych podminkach.
PoSkozeni se obvykle omezuje na hemisféru ipsilaterdlné k ligaci a primarné se
pozoruje v mozkové kiife, subkortikéalni a periventrikularni bilé hmot¢, striatu, talamu a
hippokampu. Takové neuropatologické poskozeni se ziidka pozoruje na kontralateralni
hemisféte a nikdy ne u hypoxickych mlad’at bez ligace karotické artérie (Conn, 2006,
Vannucci a Vannucci, 1997). Pouziti tohoto modelu se vyuziva pii studiu G€inki
perinatdlni  hypoxie-ischémie na  energeticky metabolismus, glutamatovou
excitotoxicitu, tvorbu reaktivnich druht kysliku a apoptotickou bunécnou smrt
(Vannucii a Hagberg, 2004). Tento model je jednim z nejvyuzivanéjSich modelt

perinatalniho poskozeni mozku, které byly popsany (Rumajogee et al., 2016).

2.2.4 Funkce nejcastéji poSkozenych struktur mozku pri HIE

Mozkova kiira (neokortex)

Mozkova kura je ¢ast mozku, ktera je tradi¢né spojovédna s ,,vyS§i nervovou
aktivitou* v€etné vnimani a interpretace senzorickych informaci, védomych rozhodnuti
a kontroly dobrovolnych pohybovych aktivit. Mozkovéa klira obsahuje dva zakladni typy
nervovych bunék - pyramidové a hvézdicovité/granularni. Klira méa charakteristickou
vrstvovou strukturu, kterd je viditelnd ve vertikalnich tsecich a spolu ji tvofi Sest vrstev.
Nejvyssi vrstva se nazyva molekuladrni vrstva. Sestdva vétSinou z axond a apikalnich

dendrith a obsahuje jen né¢kolik bunécénych tél. Nasleduje vnéjsi granularni vrstva,
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obsahujici velké mnozstvi malych pyramidovych a hvézdicovitych bunék. Potom
nasleduje vnéj$i pyramidova vrstva, obsahujici pfevazné pyramidové bunky. Dalsi
vrstva, vnitini granuldrni vrstva, sestava z hvézdicovitych a pyramidalnich bunck. Pata
vrstva, gangliova vrstva, obsahuje velké pyramidalni buiiky. Posledni Sesta vrstva,
multiformni vrstva, sestdva z riznych neurontl, z nichz mnohé axony opoustéji kiru.
(Latash, 1998). Jak jsme jiz zminili, vyssi citlivost k poskozeni maji vrstvy 3, 5 a 6.

Deficit plynouci z poskozeni zavisi na oblasti mozkové kiiry.

Bila mozkova hmota (subkortikalni a periventrikularni oblast)

Bila hmota je oblast centralniho nervového systému, ktera je tvofena zejména
myelinizovanymi axony. Pojmenovani dostala diky svému vzhledu vyplyvajicimu z
obsahu lipidit v myelinu. Bild hmota ovliviiuje uceni a funkci mozku, moduluje
rozlozeni akénich potenciald, koordinuje komunikaci mezi riznymi oblastmi mozku
(Douglas Fields, 2008). Dusledkem poskozeni nejcitlivéjSich oblasti (subkortikalni a
periventrikularni oblast) vznikd periventrikuldrni leukomalacie, o které jsme se zminili

v ptedchozi kapitole.

Striatum

Striatum je nejvétsi strukturou z bazalnich ganglii. Déli se na ventralni a dorzalni
¢ast v zavislosti na funkcich a spojeni s dalSimi strukturami. Ventralni striatum se
skladd z nucleus accumbens a tuberculum olfactorium. Dorzalni striatum se sklada z
nucleus caudatus a putamenu. Funkéné se striatum ucastni zejména kontroly pohybu,
koordinuje rizné aspekty poznani, vcetné¢ motorického planovani, rozhodovani ci

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

Talamus

Talamus je jaderny komplex nachazejici se v diencefale. Tvofi spojovaci
centrum podporujici senzorické a motorické mechanismy, také se ucastni regulace

védomi, pozornosti, spanku a bdélosti ¢i jinych neurokognitivnich procesech, jako je
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pamét a jazyk. Pfiznaky [ézi umisténych v talamu jsou uzce spojeny s funkci

pfislusnych oblasti (Herrero et al., 2002).

Hippokampus

Hippokampus patii do limbického systému a hraje dilezitou roli v paméti ¢i
prostorové orientaci. Pomaha lidem zpracovavat a ukladat deklarativni vzpominky
(fakta a udalosti) a prostorové vztahy. Je to také misto, kde se kratkodobé vzpominky
proméni na dlouhodobé, které se pak ukladaji jinde v mozku. Hippokampus obsahuje
dvé hlavni spojujici ¢asti: vlastni hippokampus (nazyvany také Ammon's horn) a gyrus
dentatus. Hippokampus, vcetné gyrus dentatus, ma tvar zakiivené trubice, kterd byla
srovnavana s tvarem moiského konika (odtud nazev hippokampus). Vlastni
hippokampus se sklada ze ctyt casti CA1, CA2, CA3 a CA4 (CA - Cornu Ammon,
puvodni nazev hippokampu), které jsou tvoreny pyramidovymi buitkami. Tyto buiky
obsazuji jednu vrstvu, na rozdil od neokortexu, kde jsou pyramidové buiiky rozlozeny
na n€kolik vrstev. Gyrus dentatus neobsahuje pyramidové buiky, jeho hlavnim
bunéénym typem jsou bunky granuldrni. Gyrus dentatus pfispiva k tvorbé novych
epizodickych vzpominek, spontdnniho zkoumani novych prostfedi a dalSich funkci. Je
jednou z mala mozkovych struktur, o kterych je v soucasnosti zndmo, Ze se vyznamnou

mérou podileji na neurogenezi (Amaral et al., 2007, Anderson et al., 2007).
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2.3 Diagnostika HIE

2.3.1 Zobrazovaci metody

V diagnostice hypoxicko-ischemické encefalopatie se vyuzivaji razné
zobrazovaci metody. Dlikazy poSkozeni mozku zpisobené HIE mohou byt zobrazeny
pomoci MRI mozku, CT, magnetickou rezonancni spektroskopii (MRS) nebo
ultrazvukem. Magnetickd rezonance je nejcitlivéjsi technikou na zobrazovéni
vyvijejicitho se mozku. Miize poskytnout velmi podrobné obrazy mozkovych struktur
bez vystaveni kojenct ionizujicimu zafeni a souvisejicim zdravotnim rizikiim. Je stale
vice pouzivana v klinické praxi jako hlavni zobrazovaci metoda pro zjiSténi

neonatalniho poskozeni mozku (Shroff et al., 2010).

Dal$im diagnostickym néstrojem je testovani pupecnikové krve po porodu
ditéte. Aby se zjistilo, zda dit¢ piekonalo hypoxicko-ischemickou udélost analyzuje se
pH krve spolu s dalSimi faktory jako jsou, hladiny parcialniho tlaku CO,, HCOs3, O, a
nadbytek baze, které vyjadiuji podil rozpusténych plynt v krvi. V ptipadé vysledku,
ktery prokdze pH < 7,0 nebo nadbytek baze < 12 mmol/l 1ze pfedpokladat zvysené
riziko HIE (Armstrong a Stenson, 2007).

2.3.2 Histologické zobrazeni

Nase prace se zabyva histologickym rozborem mozkl vystavenych hypoxicko-
ischemickym udalostem proto vybirame nasledujici histologické barveni aplikovany v

experimentu.

Hematoxylin-Eosin

Jde o nejrozsitengjsi barvici metodu vyuzivanou v histologii. Je vhodna ke
studiu buné¢nych struktur neuronti a gliovych bunék, ale nezobrazuje nervové vybézky.
Hematoxylin je latka extrahovana ze drfeva, kterd se ve vodé disociuje na pozitivni a
negativni ionty. Jeho pozitivni iont (alkalicky) se snadno spojuje s negativn¢ nabitymi

oblastmi bunécnych makromolekul, zejména fosfitovymi skupinami nukleovych
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kyselin, barvici builky modrymi az fialovymi odstiny. Kazda bunika nebo tkan, které
maji tendenci se takto barvit hematoxylinem, se povazuje za bazofilni. Kviili vysokému
obsahu nukleové kyseliny (DNA a RNA) jsou jadra bunck, ribozomy a drsné
endoplazmatické retikulum obvykle bazofilni (Anderson, 2018, Fischer et al., 2008).

Eosin je latka tvofena reakci mezi bromem a fluoresceinem rozpoustéjici se ve
vod¢ na ionty. Jeho negativni iont, ktery je kysely, se snadno spojuje s pozitivné
nabitymi oblastmi bunénych makromolekul, zejména pozitivné nabitymi oblastmi
cytoplazmatickych proteinti, barvici buniky odstiny rizové az ¢ervené. Latky, které¢ maji
tendenci se takto barvit eosinem, jsou povazovany za acidofilni nebo eozinofilni, napf.

cytoplazma, bunécné stény Ci extracelularni vlakna (Anderson, 2018, Fischer et al.,

2008).

Fluoro Jade B

Fluoro-Jade B je fluorescen¢ni barvivo a od jeho uvedeni v roce 1999 se Siroce
pouziva ve vyzkumu neurovédy na selektivni barveni degenerujicich neuronti v sekcich
mozkové tkané (Xu et al., 2004). Podobné jako jeho ptfedchidce Fluoro-Jade, jde o
polyanionovy fluorescencni derivat, ktery ma jest€¢ vétsi specifickou afinitu k
degeneraci neuront. Tento fakt je podpofen viditelnym zbarvenim degenerujicich
neuronovych prvkil s minimalnim barvenim pozadi (Damjanac et al., 2007, Schmued a
Hopkins, 2000). Tato technika je jednoduché a dostatecné citliva k oznaceni distalnich
dendritii, axoni, a neuronovych tél. Fluoro-Jade ma excitacni a emisni vrchol 480 a 525
nanometrii. MlZze se vizualizovat pomoci filtru fluoresceinu/FITC (Laflamme et al.,

2016).

Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC) je uzite¢ny vyzkumny néstroj vyuzivajici aplikaci
imunobarveni. Zahrnuje proces selektivni identifikace antigenti v bunkach tkanovych
fezli na zaklad¢ interakce mezi antigenem a protilatkou. Imunitni reaktivni produkty
mohou byt vizualizovdny markerem obsahujicim fluorescenéni barvivo, enzym,
radioaktivni prvek nebo koloidni zlato. Ty jsou pfimo spojeny s primdrni protilatkou

nebo s prislusnou sekundérni protilatkou (Chen et al., 2010, Duraiyan et al., 2012).
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V nasi praci jsme pouzili nepfimou imunohistochemii vyuzivajici primarni i
sekundarni protilatku v kombinaci s avidin-biotinovym komplexem. Avidin je zakladni
glykoprotein, ktery ma vysokou afinitu k malé, ve vodé rozpustné molekule vitaminu
H-biotinu. Biotin se muze konjugovat s raznymi biologickymi molekulami vcetné
protilatek a také enzymu, které se pouzivaji pro detekci cilovych antigeni.
Biotinylovany enzym se miize vazat na vice nez jednu molekulu avidinu. Vysledkem je
vetsi koncentrace enzymu (tfi molekuly enzymu na jednu molekulu avidinu) v

antigennim misté, a tedy zvyseni intenzity signalu (Duraaiyan et al., 2012).
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Obrdzek 4 — Schéma AB Komplex barvici metody imunohistochemie (ThermoFisher Scientific,
2019)
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3 CILE A HYPOTEZY PRACE

3.1 Cil vyzkumu

Cilem vyzkumu je vytvorit model hypoxicko-ischemické encefalopatie u
potkana, ktery by pfedstavoval poSkozeni v perinatdlnim obdobi u ¢lovéka a nasledné

histologickym zobrazenim odlisit nej¢astéji poSkozené mozkové struktury.

3.2 Hypotézy

1. Ptredpokladame, ze poskozeni mozku bude postihovat hemisféru ipsilateraln¢ k

mistu chirurgického zékroku.

2. Ptedpokladédme, Ze nejcastéji poruSené struktury budou v souladu se selektivni
vulnerabilitou, a to hlavné v mozkové kiife, subkortikalni a periventrikularni bilé

hmot¢, striatu, talamu a hippokampu.

3. Predpokladame, Ze mozky zvifat experimentdlni skupiny budou postiZzeny

ur¢itym poskozenim, zatimco mozky zvifat kontrolni skupiny budou intaktni.
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4 METODIKA PRACE

4.1 Legislativa

Experimenty a péce o zvifata probihaly v souladu se zdkonem ¢. 246/92 Sb. na
ochranu zvifat proti tyrani a predpisem ¢islo 311/97 Sb. o chovu a vyuziti pokusnych
zvitat. Experimentalni protokol byl schvalen Etickou komisi Fyziologického tustavu

Akademie véd Ceské republiky (piiloha ¢&. 1).

4.2 Vyzkumny soubor

V experimentu bylo pouzito 10 laboratornich potkant kmene Wistar z chovu
Fyziologického ustavu AV CR. Zvifata byla narozena 24.01.2018, nasledné byla
umisténa v klecich s matkou s volnym pfistupem k vod¢ a potravé. V mistnosti, kde
byla chovana byl nastaven rezim 12 hodin svétlo a 12 hodin tma. Teplota v mistnosti
byla konstanté nastavena na 22 + 1 ° C a konstantné udrZzovana vlhkost v zdkonnych

normach.

Ve v&ku 7 dnt (31.01.2018) byli potkani rozdéleni do dvou skupin po 5
zvitatech ndhodnym vybérem: hypoxicka skupina (kontrolni skupina) a ischemicka +

hypoxicka skupina (experimentalni skupina).

Potkani z kontrolni hypoxické skupiny byli umisténi do uzaviené nadoby.
Kontejner byl nasledn¢ inkubovén ve vodni 1dzni s teplotou 37 °C a provzduSnény

vzduchem obsahujicim 8 % O, a 92 % N, béhem 1,5 hodiny.

4.3 Operacni protokol

Ischemicka + hypoxickd skupina podstoupila jednostrannou ligaci pravé
karotické tepny po celkové anestezii. Pfed operaci byla zvifata anestezovana inhalacné
1,5-3% isofluranem. Na ptedni stran¢ krku byl u¢inén tez 0,5 cm, ptes ktery byla prava
arteria carotis communis uzaviena pomoci bipolarni elektrokoagulace. Rez byl pak
uzavien stehy. Nasledné se zvifata umistili do inkubaéni komory (37 °C) po dobu 10

minut, dokud se jejich télesna teplota a chovani nevratili do norméalu. Dalsi hodinu byla
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ponechéana k odpocinku predtim, nez byla umisténa do nddoby provzdusnéné s 8% O, a
92% N, béhem 1,5 hodiny pii 37 °C. Po vystaveni hypoxické reakci se mlad’ata vratila

ke své biologické matce k normalnimu vyvoji.

Vsichni potkani byli usmrceni po 48 hodinach (02.02.2018). Mozky byly
odstranény a ihned fixované v neutradlnim pufrovaném formalinu nékolik dnd. Fixované

mozky byly zality do parafinovych blockii podle protokolu parafinizace.

4.3.1 Protokol parafinizace

Mozky byly extrahovany a fixované v Cerstvé pfipraveném fosfat pufrovaném
4% paraformaldehydu (PFA - phosphate-buffered 4% paraformaldehyde) pies noc.
Fixovany mozek jsme krajely ziletkou v matrici na blocky o tloustce do 5 mm.
Naésledujici den se mozky umistili do 0,01M fosfatového pufrovaného fyziologického
roztoku (PBS - phosphate buffered saline solution). Mozky byly uloZeny v PBS az do
parafinizace. Na parafinizaci P7 potkanich mozki jsme pouZili tkanovy procesor (Leica

ASP200S) podle protokolu v tabulce.

Chemikalie Trvani (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 — Parafinizacni protokol na mladata potkanii
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Po parafinizaci byly zalité blo¢ky fezané na mikrotomu (Leica). Rezy mozku
(o tloustce 10 um) byly naneseny na Zelatinova sklicka. Na odstranovani parafinu a
rehydrataci sekci mozku jsme pouzili protokol v tabulce, po kterém nasledovalo
standardni barveni Hematoxylin-Eosinem s pouzitim Meyerova hematoxylinu, a barveni

Fluoro-Jade B.

Chemikalie Trvani (min) | Teplota (°C)
Xylene 10 20
Xylene 10 20
100% Ethanol 5 20
95% Ethanol 5 20
50% Ethanol 5 20
Destilovana H,O | 1 20

Tabulka 6 — Protokol deparafinizace a rehydratace mozkii

4.4 Protokoly histologického barveni

4.4.1 Protokol barveni Hematoxylin-Eosin

Pouzité roztoky
A. Mayeruv roztok hematoxylinu (Sigma MHS16 — 500 ml)
B. Eosin Y (Sigma E4382 — 100 g) 2,5¢g
a. dH,O 495 ml
b. kyselina octové ledova 0,5 ml

C. Kysely alkohol = 95% alkohol 500 ml + HC1 5 ml

Postup barveni:

1. Odparafinizované a rehydratované fezy natazené na sklickach
2. Aplikace Mayerova hematoxylinu 1-15 minut

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

- pokud se nebarvi, je potieba alkalizovat vodu pomoci hydroxidu amonného
- kontrolujeme pod mikroskopem, zda jsou nabarvena pouze buiikova jadra
Aplikace Eosinu 30s

Proplach a diferenciace vodou z kohoutku

Dehydratace 70%, 95%, 2x100% alkohol

Cisténi xylenem

Zadeklovani kanadskym balzadmem

4.4.2 Protokol barveni Fluoro-Jade B

Pouzité chemikalie:

Fluoro-Jade B (Chemikon AG310)

. Kalium permanganét (Riedel -de Haén 31404)

Ob¢ chemikalie nutno uschovavat na vysousedle za pokojové teploty.

. Kyselina octova — CH3;COOH 100% Merck m. 60,05g/mol

Postup barveni:

1.
2.

A

Natahnout fezy na Zelatinova skla, pies noc susit pii 37 °C
Inkubace:

3 min v absolutnim ethanolu

3 min v 70% ethanolu

2 min v H,O

15 min v 0,06% kalium permanganatu

2 min v H,O

30 min v 0,001% Fluoro-Jade B v 0,1% kyselin¢ octové
Cernou krabi¢kou zakryt a dat na tfepacku na mirné kyvani 4-5
Opléchnut 3 x 1 min v H,O

Susit pies noc pii 37 °C

Odvodnit 3 x 2 min v xylenu

Prekryt krycimi skly
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4.4.3

Protokol imunohistochemického barveni MYELIN
PROTEIN (MBP-382) 1:1000 zakonc¢ené GDN

Pouzité chemikalie:

l.
2.

Primarni protilatka — MBP (129-138) MAB 382
Sekundarni protilatka — Biotinylated Anti-Mouse IgG (H+L) BA-2001

Postup barveni:

10.
11.
12.

13.
14.

. Pfenést fezy do Cistych misek

5x5 min proplach v 0,01M PBS
1x10 min v roztoku 0,1M glycinu a 0,1M lysinu
tzn. 40ml 0,01M PBS a 300mg glycinu a 732mg lysinu
2x5 min proplach v 0,01M PBS
1x5 min proplach v 0,01M PBS + 0,3% Triton- 100
Blokovani 60 min: tzn. na 30ml roztoku: 30ml diluantu
7,5mg Biotinu H
600ul koniské sérum
Inkubace s primarni protilatkou:  30ml diluantu
30ul primarni protilatky
(na 1misku/625pul) 6mg azidu sodného
450pul konské sérum
Inkubace 3 dny (pFes noc) v chladové komofie
Rezy pienést z chladové komory a 1 hod temperovat
Rezy pienést do &istych misek
5x5 min proplach v 0,01M PBS
1x5 min proplach v diluantu

Inkubace 60 min se sekundarni protilatkou: ~ 30ml diluantu

BASIC

150ul sekundérni protilatky

450l konské sérum
5x5 min proplach v 0,01M PBS
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. Zastaveni reakce a proplach v PBS

19. Montovani na podlozni sklicka

Imunohistochemické barveni — zakonc¢ené GDN (pracoval za tmy!)

Rozpocet na 2 krabicky

1. 50mg DAB/S0ml 0,2M PBS

2. 1ml amonium chloride

3. 1ml B-D-glucose

4. 44ml H,O destil.

5. 4ml Nickel amonium sulfate
Prefiltrovat!

Celkovy objem 100ml roztok GDN 1
Z toho 50ml + 25pl glukose oxidase = GDN 2

4.5 Analyza dat

Pro zjisténi strukturalnich nasledkd hypoxicko-ischemické encefalopatie bylo
nutné analyzovat jednotlivé fezy barvené dvéma typy histologického barveni. Vlastni
analyza probéhla na optickém mikroskopu Olympus BX53 s digitalni kamerou DP73
pomoci programu Olympus cellSens Dimensions. Na pozorovani jsme vyuzili objektiv
se zvétSenim 1,25x - 100x. Pro spoc€itani poskozenych nervovych bunék byly pouZity
snimky reprezentujici jednotlivé struktury, nasledné byl pocet bunék vypocitan

manualné. Vysledky jsme zpracovali v tabulkich a nasledné formou sloupcovych grafii.
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5 VYSLEDKY

Hodnoceni experimentalni a kontrolni skupiny na zaklad¢ histologického barveni

pomoci Hematoxylin-Eosinu a Fluoro Jade B.
Segmenty mozku byly hodnoceny nésledovné:
0 = zadna zjistitelna 1éze
1 = mala ohniskova oblast ztraty neuront (do 10 bungk)
2 = stfedn¢ velka ohniskova oblast ztraty neuront (10-50 bungk)
3 = velké ohniskova oblast ztraty neuront (nad 50 bungk)

Hodnotili jsme osm oblasti mozku (hippokampus: CA1, CA2, CA3, gyrus dentatus,
predni a stfedni oblast mozkové kiry, striatum a talamus). Zaznamenané vysledky byly

sumarizovany, aby se ziskalo kone¢né skore v rozmezi od 0 do 24 pro kazd¢ zvite.

Experimentalni skupina - zvifata vystavena hypoxicko-ischemickym podminkam

- histologické zpracovani u zvifat 1-5

Mozek 1
Mozek 1 Hematoxylin & Eosin Flouro Jade B
CAl 3 3
CA2 2 3
CA3 3 2
Gyrus dentatus 3 2
Ptedni oblast kiry 3 3
Stfedni oblast kiry 3 3
Striatum 3 3
Talamus 3 3
Skore: 23 22

Tabulka 7 — Hodnoceni vysledkii poskozeni Mozek 1

42



CAl

Gyrus
dentatus

Predni
oblast
kiry

Stredni
oblast
kury

Striatum

Obrazek 5 — Srovnani poskozent jednotlivych struktur pomoci barveni H&E a Fluoro Jade B v
mozku 1 (zvétSeni 10x). V oblasti hippokampu nachdzime anoxické neurony na barveni H&E
(Sipky A, B) a vyrazné bazofilni granularni bunky DG (4). Mozkova kiira, striatum a talamus
rovnez obsahuji velké ohniskové léze nekrotickych bunék s viditelnymi pyknotickymi jadry a

eozinofilni cytoplazmou (Sipky C-F). Na barveni Fluoro Jade B sledujeme rozsahlé léze

degenerujicich nervovych bunek (Sipky G-L).
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Mozek 2

Mozek 2 Hematoxylin & Eosin Flouro Jade B
CAl 1 0
CA2 0 0
CA3 0 0
Gyrus dentatus 0 0
Pfedni oblast kiiry 1 0
Stiedni oblast klry 1 0
Striatum 0 0
Talamus 0 0
Skore: 3 0
Tabulka 8 — Hodnoceni vysledkii poskozeni Mozek 2
Mozek 3
Mozek 3 Hematoxylin & Eosin Flouro Jade B
CAl 0 0
CA2 0 0
CA3 0 2
Gyrus dentatus 0 0
Ptedni oblast kiiry 3 3
Sttedni oblast kiry 3 3
Striatum 2 3
Talamus 0 0
Skére: 8 11

Tabulka 9 — Hodnoceni vysledkii poskozeni Mozek 3
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Obrazek 6 — Srovnani poskozent jednotlivych struktur pomoci barveni H&E a Fluoro Jade B v
mozku 3 (zvétseni 10x). Na barveni H&E ve strukturach hippokampu a talamu nenachdzime
zadné morfologické zmény (A, B, F). V mozkové kiire a striatu pozorujeme mnoho anoxickych
nervovych bunek (Sipky C-E). Barveni Fluoro Jade B ukazalo masivni degeneraci neuronit v
mozkové kiire a striatu (Sipky I-K). CA3 oblast hippokampu predstavuje malou ohniskovou lézi
(Sipka H) a zbylé oblasti hippokampu a talamu jsou intaktni (G, H, L).
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Mozek 4

Mozek 4

Hematoxylin & Eosin

Flouro Jade B

CAl

0

=]

CA2

0

CA3

1

Gyrus dentatus

Pfedni oblast kiiry

Stfedni oblast kiry

Striatum

Talamus

0

Mozek 5

Skore:

4

S|l O O O O o o o

Tabulka 10 — Hodnoceni vysledkii poskozeni Mozek 4

Mozek 5

Hematoxylin & Eosin

Flouro Jade B

CAl

0

CA2

1

CA3

1

Gyrus dentatus

0

Pfedni oblast kiry

1

Stfedni oblast kiry

1

Striatum

Talamus

Skore:

0
0
4

S| O O O O O o o <o

Tabulka 11 — Hodnoceni vysledkii poskozeni Mozek 5

Morfologicky popis: H&E

Zna¢né morfologické zmény jsou viditelné u dvou zvifat (1 a 3) v
experimentalni skupiné. U prvniho zvifete pozorujeme nekrotické zmény pyramidovych
bunck hippokampu, primarné v oblasti CAl, v mensi mife také oblasti CA2 a CA3.
Pozorujeme jaderné smrSténi tzv. pyknotickd jadra a tmavé zbarveni neurond s
eozinofilni cytoplazmou, tzv.
hippokampu piedstavuje scvrklé a vyrazné bazofilni granularni bunky (obrazek 8). V

oblastech mozkové klry nachazime velké mnozstvi anoxickych neuront primarniho a
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sekundarniho somatosenzorického kortexu vrstev III-V, coz pfedstavuje piedevSim

poskozeni pyramidovych bunék. Na barveni H&E také nachdzime dobie viditelné

ohniskové 1éze anoxickych neurontl v oblasti striata a talamu (obrazek 7).

Obrazek 7 — Anoxické neurony s eozinofilni cytoplazmou a pyknotickymi jadry (mozek 1 -

talamus, zveétseni 20x)

wETE W

Obrazek 8 — Bazofilni granuldarni buniky gyrus dentatus (mozek 1, zvétseni 20x)

U zvifete ¢. 3 pozorujeme ubytek nervovych bunck oblasti mozkové kiry ve
zmeéné sytosti zabarveni. Vidime vyrazné prosvétleni této oblasti. Dale pozorujeme

velké ohniskové 1éze anoxickych neuront zasahujici do oblasti primarni a sekundéarni
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somatosenzorické kury, jako i sekundarni sluchovy kortex a priméarni zrakovy kortex
zasahujici stfedni oblast kiiry. PoSkozené vrstvy neokortexu jsou srovnatelné s mozkem
¢. 1. Mensi 1ézi s vyrazné pyknotickymi jadry sledujeme ve striatu. Ostatni struktury

nejevi vyrazné morfologické zmény.

Morfologicky popis: Fluoro Jade B

Vysledky ukazuji masivni degeneraci nervovych bunék ve zkoumanych
oblastech zvifat 1 a 3 experimentalni skupiny. Zobrazeni hippokampu mozku ¢. 1
ukazuje na velkou ohniskovou 1ézi v oblastech CA1 a CA2, zatimco CA3 oblast a
granularni bunky gyrus dentatus jevi jen malé nekrotické zmény. Vysledky potvrzuji
pfitomnost degenerujicich bun€k a nervovych vybézkl v oblasti pfedni a stfedni kiry,
kde nachazime pozitivitu v asociac¢nich oblastech primarni somatosenzorické kulry
prednich koncetin a sekundarni somatosenzorické kury, zatimco oblasti motorické ktiry

jsou negativni. Vyraznou degeneraci bunék pozorujeme i v oblasti striata a talamu.

Na barveni Fluoro Jade B mozku ¢. 3 nachazime ve struktuie hippokampalni
formace jen malou ohniskovou lézi degenerujicich bunék v oblasti CA3. Zbyvajici
oblasti hippokampu, a taktéz talamus jsou intaktni. Masivni degenerace je dobie
viditelnd v mozkové klite (obrazek 9), zasahuje vétSinu vrstev a tahne se oblastmi
primarni a sekundarni senzomotorické kiiry, primarni zrakovou kiirou a sekundéarni

sluchovou ktirou. Rozsahla nekroticka 1éze zasahuje i striatum.

Obrazek 9 — Degenerace pyramidovych bunék v mozkové kiire (mozek 3, zvétseni 20x)
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Shrnuti vysledkii experimentalni skupiny grafickou formou

Graf 1 - Mozek 1

3,5

3
2,5
1,5
0,5

0

Gyrus  Predni oblast  Stfedni Striatum Talamus
Dentatus kary oblast kury

[\

—_—

mH&E ®Fluoro Jade B

Graf 2 - Mozek 3
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Graf 3 - Srovnani mozku 1 a 3
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Graf 4 - Experimentalni skupina mozek 1-5
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Kontrolni skupina - zvirata vystavena hypoxickym podminkam

- histologické zpracovani u zvifat 6-9 (Mozek 10 byl poSkozen pfi parafinizaci a

vytvareni blockl)

Mozek 6-9

Mozek 6-9 Hematoxylin & Eosin Flouro Jade B

CAl

CA2

CA3

Gyrus dentatus

Piedni oblast kiry

Stiedni oblast klry

Striatum

S| O O O o o o ©

Talamus

S| O O O O O o o o

Skore: 0
Tabulka 12 — Hodnoceni vysledkii poskozeni Mozek 6-9

V kontrolni skupin€ nejsou Zadné ziejmé patologické abnormality pozorovatelné

ve zkoumanych oblastech mozku na barveni H&E ani na barveni Fluoro Jade B.

51



H&E Fluoro Jade B
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Gyrus
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Talamus

Obrazek 10 - Srovnani poskozeni jednotlivych struktur pomoci barveni H&E a Fluoro Jade B v
mozku 8 (zvétseni 10x). Na barveni H&E nepozorujme Zadné morfologicke zmeny zkoumanych
struktur (A-F). Barveni Fluoro Jade B také bez znamek degenerace jednotlivych oblasti mozku

(G-L).
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Vysledky imunohistochemie

Imunohistochemické barveni za ucelem zobrazeni morfologickych zmén bilé
hmoty pomoci Myelin Basic Protein bylo v nasem experimentu neuspésné. Jelikoz se
jedna o nakladnou a ¢asové naronou metodu, na barveni byly pouzity reprezentativni
sklicka 3 mozki z experimentalni skupiny a 2 sklicka ze skupiny kontrolni. Pti barveni
jsme postupovali podle protokolu uvedeného vysSe. V experimentu jsme pouzili
nepiimou imunohistochemii vyuZzivajici primarni i sekundarni protilatku v kombinaci s
avidin-biotinovym komplexem. V nasem pfipadé primarni i sekundarni protilatka
obsahovaly kofiské sérum. Po prvnim netspéSném pokusu jsme barveni zopakovali,

vysledek byl opét negativni.

Imunohistochemickym barvenim jsme neodhalily zadnou expresi Myelin Basic
Protein u 7-denniho potkana vystaveného hypoxicko-ischemickym podminkdm a
usmrcené¢ho po 48 hodindch. K témto vysledklim se blize vyjadiujeme v diskusni ¢asti

prace.
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6 DISKUZE

Ugelem tohoto experimentu bylo zachytit morfologické zmény nervovych bundk
zpusobené uméle indukovanou hypoxicko-ischemickou poruchou mozku u 7-denniho
potkana kmene Wistar. Vice studii zkoumalo patofyziologické procesy neuronového
poskozeni na zvifecich modelech. Cilem je co nejvice pfiblizit laboratorni podminky
klinickému stavu asfyxického ditéte v obdobi nachylnému na jeho vznik. Takové
experimenty pomahaji 1épe porozumét samotnému prubéhu rizikového déje a také jeho

nasledkim (Edwards et al., 2017).

V poslednich letech vyzkum nabira terapeuticky charakter z divodu stéle
neobjeveného efektivniho prosttedku omezujiciho dlouhodobé neurologické nasledky.
Jak jsme jiz zminili, dosud jedinou u¢innou metodou je terapeutickd hypotermie.
Vyzkum vSak neustale postupuje vpred a preklinické studie ukazuji na potencidlni
lécebné latky snizujici nasledky hypoxicko-ischemického poSkozeni, mezi které patii:
erytropoetin, melatonin, allopurinol, xenon, terapie kmenovymi bunkami, a dalsi
(Davidson et al., 2015, Gonzales-Portillo et al., 2014, Muller a Marks, 2014). Cilena
terapie se vSak neobejde bez dikladné diagnostiky postizenych mozkovych struktur na
mikroskopické twrovni. NaSim ukolem bylo zkoumat tyto struktury po aplikaci
histologickych barviv. Pfind§ime srovnani pozorovanych morfologicky zmén se

soucasnym stavem badani.

Na detekci degenerujicich bun€k jsme vyuzili fluorescenéni barvivo Fluoro Jade
B, které spolehlivé znazorfiuje bunécna téla a vybézky, ale také vaskularni prvky, které
mohou byt zbarvené pozitivné (Fink et al., 2004). Neexistuje mnoho studii
vyuzivajicich tento druh barveni v podminkach HIE, se kterymi bychom mohli
vysledky naseho experimentu porovnat. Z tohoto divodu pifindsime piipad zkoumajici

nervovou degeneraci v podobnych podminkach.

Fink et al. (2004) ve své studii vyuzil fluorescen¢ni barveni Fluoro Jade B na
detekci neurondlnich zmén po kardiopulmondlni zastavé u potkana PND 16-18.
Vysledkem bylo degenerace neuronil pozorovana v motorickém a somatosenzorickém
kortexu, predev§im ve vrstvé III. V CAl hippokampu bylo piiblizné 50 az 70 %
nekrotickych neuronti. Pozitivita v kortikalnich neuronech III. vrstvy byla méné husta

oproti hippokampu CA1 a byla pozorovana u pfiblizn¢ 20-50 % neuronil v této oblasti.
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Selektivni neurondlni degenerace v neuronech hippokampu CA1 a kortikalnich neuront
vrstvy III, pozorovand v tomto modelu, je konzistentni s jinymi modely kompletni

globalni ischémie s reperfuzi.

K zobrazeni morfologickych zmén nervovych bun¢k bylo pouzito znamé a
ptehledné barveni Hematoxylin-Eosin. Jedna se o €asto pouzivanou metodu, kterou
jsme schopni odlisit patologické nervové bunky. Ve studiich zabyvajicich se HIE u
zvifecich modelil se neurony zobrazuji s typicky eozinofilni cytoplazmou a smrsténym

tzv. pyknotickym jadrem (Ding et al., 2014, Pulera et al., 1998).

Imunohistochemické barveni provedeno v naSem experimentu bylo netispésné.
Navzdory faktu, ze tento druh histologického barveni se bézné vyuziva vétSinou u
starSich potkant na detekci Myelin Basic Protein v bilé hmot¢ mozku, existuji studie, ve
kterych bylo barveni aplikovano i u 7-dennich potkanich mlad’at (Biran et al., 2006,
Downes a Mullis, 2013, Follet, et al. 2000, Liu et al., 2002, Sternberger et al., 1978,
Wang et al., 2008). Vysledky téchto studii se vSak riizni, pravdépodobné v zavislosti na
pouzité protilatce a v€ku zvitat, coz souvisi s dozravanim myelinu. Specifickd protilatka
proti MBP se pouziva k lokalizaci proteinu pii1 vyvoji oligodendroglie a myelinu
potkant. Zakladni protein se nachazi v oligodendroglidlni cytoplazmé& ptednich komisur
potkant starych 5 a 7 dni pfed zaatkem myelinizace. Barveni MBP v oligodendroglii
se zvySuje a stava se nejintenzivnéj$im béhem ranni myelinizace, pii rychlé myelinizaci
klesa. Intenzita barveni oligodendroglie zavisi na vé€ku, oblasti mozku a nervového

traktu (Sternberger et al., 1978).

Vysledky jasné ukazuji, Ze MBP je mozné detekovat imunohistochemicky v
oligodendroglii pfed tim, neZ se zacne tvorba myelinového plaste. Odhady
oligodendroglidlniho barveni siln€ naznacuji, Ze obsah MBP oligodendroglie stoupa
rychle, protoze buniky zvétSuji a rozsifuji vyb&zky na obklopeni a myelinizace axont.
Zjisténi MBP v oligodendroglii pfed zah4jenim myelinové syntézy a pii pocatecnim
obaleni axonli pomoci oligodendroglidlnich pouzder poukazuje na fakt, ze MBP je
jednou z prvnich slozek inkorporovanych do vyvijejiciho se myelinového pouzdra

(Sternberger et al., 1978).

Je vSeobecné akceptované, Ze proces myelinizace mozku potkant zacina kolem
10. postnatalniho dne. Vyzkum Downes a Mullise (2013) naznacuje, Ze ve skutecnosti

existuje urcitd depozice myelinu v nékterych oblastech mozku (pons a medulla
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oblongata) mezi postnatdlni dnem 4 a 8. V sedmém postnatdlnim dni byly prvni
indikace myelinizovanych vlédken ve stfednim a pfednim mozku. V tomto stadiu byly
stopy tvorby myelinu vétSinou v capsula externa corpus callosum, ale 1 v
mesencephalonu. Barveni bylo pomérné¢ fidké a zadna oblast nebyla zjevné

myelinizovana.

Liu et al. (2002) ve své studii zaméfené na korelaci zavaznosti hypoxicko-
ischemického izultu s velikosti ztraty imunofarbenia MBP u 7-dennich potkanii hodnoti
integritu bilé hmoty. Pozorovatelné zmény hodnoceny denzitometrickou analyzou
oblasti mozkové hemisféry vyvolaly vyrazné snizeni zabarveni na 12. a 21. postnatalni
den, zatimco ve vysledku pfi pozorovani u P7 imunohistochemie je MBP sotva

zjistitelna.

Follet et al. (2000) v ramci studie hodnotil zmény myelinové exprese s vékem,
aby se zhodnotil kriticky v€k vyvoje OL u novorozeneckych potkanti. Jednotlivé oblasti
mozku byly hodnotné po imunohistochemii na MBP u potkanti v postnatalnich dnech 4,
7, 9, 11 a 18. Imunohistochemie odhalila malou expresi MBP ptfed P7. Progresivni
nariist mezi P7 a P18 naznacuje, Ze bild hmota je pfevazné osidlena nezralymi OL u
potkana P7. Demyelinizace je zplsobena dysfunkci nezralych oligodendrocytt, které

jsou vysoce citlivé na poskozeni hypoxii a ischemii (Wang et al., 2008).

Z toho vyplyva, Ze imunohistochemické barveni MBP u modelu P7 se zobrazuje
jen velmi minimalné, Casto se vSak vyuZziva tento model na zjisténi nasledného procesu
myelinizace ve starSim véku potkant. Jelikoz v nasem experimentu byly krysy
usmrceny po 48 hodinach od hypoxicko-ischemického inzultu, predpokladali jsme, ze

na MBP budou pozitivni.

Northington et al. (2001) ve své studii vyuziva Rice-Vannucci model s
naslednym zkoumanim morfologickych zmén mozku v riznych €asovych usecich (0,
1.5, 3, 6, 24, 48, 72 hodin a 6 dni od hypoxicko-ischemického inzultu). Timto zptisobem
chtél autor odlisit primarni fazi bunééné smrti — nekrézu od sekundarni faze — apoptozy.
Zvitata vSak byla oproti naSemu experimentu vystavena hypoxickym podminkdm po
dobu 150 minut, ¢imz se mohla variabilita modelu a jeho vysledkl snizit. Nervova
degenerace se vyskytuje stejné jako v naSem piipad¢ ipsilateraln€ k mistu ligace arterie.
V casovém rozhrani 48 hodin od HI inzultu vysledky histologického zobrazeni

naznacuji nekrotické zmény v striatu a kortexu, zatimco degenerace buné¢k talamu je
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primarné apoptotického charakteru. Postupny rozvoj sekunddrni bunécné smrti se
objevuje v ipsilateralni mozkové kiire také po 48 hodinach. Tato studie dokonce poprvé
ukazuje na fakt, ze po hypoxii-ischémii miize dojit ke koexistenci apoptdzy a nekrozy v
téze bunce. Vysledky ukazuji, Ze hypoxie-ischémie ve vyvijejicim se mozku zpiisobuje
v€asnou, jakoz i opozdénou neurodegeneraci ve specifickych strukturdch. Neuronalni

smrt je zavisla na Case, oblasti mozku a potencialné na vzorech neuronalni konektivity.

Zviteci hypoxicko-ischemicky model Rice-Vannucci u potkana P7 se podle
studie Charriaut-Marlangue a Bauda (2018) spojuje s poruchou v ipsilateralni hemisfére
mozku. Degenerujici nervové bunky predstavuji struktury kortexu, bilé hmoty,
hippokampu, talamu a bazalnich ganglii. Typicky se jednd o kombinaci nekrozy a
apoptdzy v zéavislosti na ¢asové posloupnosti. Zavéry naSeho experimentu také ukazuji
morfologické zmény struktur v rdmci selektivni vulnerability popsané pro tento model.

Ne vSak u vSech zvirat.

Dlouhodoby experimentalni proces miize zpusobit ur¢it¢ chyby ¢i odchylky,
proto vysledky experimentu nemusi byt zcela ptesné. Prvnim krokem je uspésné
navozeni hypoxicko-ischemickych podminek béhem operacniho protokolu bez letalnich
nasledkid zvifecich modeld. V nasem ptipad¢ vSechna zvifata operaci prezila. Dalsi
prostor na chyby se muze naskytnout béhem perfuze, fixace a néasledné parafinizace
mozki. Samotny proces parafinizace byl neuspé$ny v jednom ptipadé, konkrétné mozek
¢. 10 z kontrolni skupiny byl pfi tomto procesu posSkozen. Tento fakt limitoval moznost
vétsi vzorky, ale jelikoZ vysledky ukazaly, ze zadné z kontrolnich zvifat neprojevovalo
patologické nalezy, predpokladali bychom stejny nélez i v tomto mozku. Z toho divodu
st dovolime tvrdit, Ze mensi vzorek kontrolni skupiny zdsadnim zpiisobem neovlivnil
vysledky prace. V priubéhu fezdni a nandSeni fezi na podlozni sklicka jsme
nezaznamenali pfipadné nedostatky. Nasledné barveni H&E a Fluoro Jade B probéhlo
podle stanovenych protokold. Problematickym c¢lankem barviciho procesu bylo
zminované imunohistochemické barveni, které omezilo moznost hodnoceni
patologickych zmén bilé hmoty mozku. Navzdory dvojitému opakovani nebyly fezy
dostate¢n¢ nabarveny, pravdépodobné z divodu nizkého veéku zvifat, piipadné se na
tomto vysledku mohl podepsat nespravné¢ zvoleny druh protilatky. Pfi analyze
svételnym mikroskopem jsme v nékterych fezech zaznamenali asymetrii mozkovych
hemisfér ve smyslu velikosti jednotlivych struktur. Tyto odchylky byly pravdépodobné

zpiisobeny nerovnym ulozenim mozku v parafinovém blocku, ptipadné ulozenim
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bloc¢ku pti krajeni fezd. Takové odchylky nemély vliv na vysledky experimentu. Za
nejvetsi nedostatek prace povazujeme maly vzorek zvifat. Z diivodu ¢asové naro¢nosti

by vsak nebylo mozné zpracovat vétsi vyzkumny soubor.

V soucasné dobé byl vytvofen novy modifikovany Rice-Vannucci model
perinatadlni HIE u 7-denniho potkana. Pivodni model byl spojen s vysokym stupném
variability vzhledem k vyvoji mozkového infarktu a objemu léze infarktu. Tento
poznatek byl soucasti vysledka i nasi prace. Novy model zahrnuje ligace arteria carotis
communis a arteria carotis externa, ¢imz se podstatné snizuje variabilita vysledkl a
zlepsuje se reprodukovatelnost modelu, spolehlivost pii ptritomnosti infarktu, velikosti
infarktu a behavioralnich vysledcich (Edwards et al., 2017). Z tohoto divodu by bylo

vhodné v budoucnu vyuzivat praveé tento model pro vétsi exaktnost vysledkd.
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7 HODNOCENI HYPOTEZ

1. Poskozeni mozku bude postihovat hemisféru ipsilaterdalné k mistu chirurgického

zakroku.

Na zéaklad¢ pozorovani pod svételnym mikroskopem muizeme nas piedpoklad
potvrdit. V obou piipadech histologického barveni Hematoxylin-Eosin a Fluoro Jade B
se morfologické poskozeni vyskytovalo pouze v jedné mozkové hemisfére. S nejveétsi
pravdépodobnosti se jedna o hemisféru ipsilateralné k mistu chirurgického zakroku,

tedy pravou mozkovou hemisféru po ligaci pravé karotické tepny.

2. Nejcastéji porusené struktury budou v souladu se selektivni vulnerabilitou, a to
hlavne v mozkové kiire, subkortikalni a periventrikularni bilé hmote, striatu, talamu a

hippokampu.

Pti vyhodnoceni vysledkii experimentalni skupiny vyzkumu jsme zjistili, ze
morfologické zmény a degenerace nervovych bunck se pfiblizuje uvedené selektivni
zranitelnosti jednotlivych oblasti mozku. Neni to vSak vzdy pravidlem. Ve skupiné
tvofené z 5 zvifat se tato hypotéza potvrdila u zvifete ¢. 1 a ¢asteCné u zvifete ¢. 3.
Ostatni zvifata nevykazovala znamky neuronové degenerace v zobrazeni barvenim
Fluoro Jade B, a jen minimalni zmény v zobrazeni barvenim H&E. Subkortikalni a
periventrikularni  bild hmota nebyla hodnocena z divodu neuspéSného

imunohistochemického barveni. Tuto hypotézu proto nepokladame za potvrzenou.

3. Mozky zvirat experimentdlni skupiny budou postizeny urcitym poskozenim, zatimco

mozky zvirat kontrolni skupiny budou intaktni.

Pfi porovnani vysledkii obou skupin vyzkumu muzeme tvrdit, Ze kontrolni
skupina nejevi zadné zndmky poskozeni, a to pfi barveni H&E, ani pii barveni Fluoro
Jade B. Z tohoto pohledu by se dala pokladat hypotéza za pravdivou, avSak v
experimentalni skupiné se vyskytuji zvifata bez znamek degenerace, konkrétné
pozorované po barveni Fluoro Jade B. Morfologické zmény jsou patrné u fezl
barvenych pomoci H&E ve vSech experimentalnich zvitatech, at’ uz se jedna o masivni

nebo minimalni poskozeni. Hypotézu pokladame z vEtsi ¢asti za potvrzenou.
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8 ZAVER

Cilem této prace bylo vytvorit model hypoxicko-ischemické encefalopatie u
potkana, ktery by koreloval s poSkozenim v perinatalnim obdobi u ¢lovéka. Tento cil se
podafilo splnit pomoci modelu Rice-Vannucci, provedeném na potkanich mlad’atech ve
véku 7 dni, ¢imz jsme dosahli obdobi perinatalniho vyvoje. Tento model vyuzivan od
roku 1981 pfinesl mnohé dulezité nalezy souvisejici s hypoxicko-ischemickym
poskozenim ve vyvijejicim se mozku, coz vedlo k vyznamnému pokroku v chapani

neonatalni HIE.

Dal$im cilem bylo histologickym zobrazenim odliSit nejcastéji poskozené
mozkové struktury a tim zjistit, zda se patologické zmény vyskytuji v rdmci selektivni
zranitelnosti mozku. K dosazeni tohoto cile jsme vyuzili zobrazeni pomoci barveni
Hematoxylin-Eosinu a Fluoro Jade B. Mikroskopickou analyzou jsme dospéli k
zavérim, Ze selektivni zranitelnost nervovych bunék se nevyskytuje striktné podle

uvedenych norem, ale dochézi k ur¢itym variabilitdm v sledovanych vzorcich.

Z vysledki experimentu vyplyva, ze k dosazeni uspésného terapeutického efektu

je zapotiebi presnéjsi piistup, kterym by se docilil homogenni vysledek.
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PRILOHY

Piiloha &.1: Projekt pokusu Akademie véd Ceské republiky

A

Akademie véd Ceské republiky
Videnska 1083, 142 20 Praha 4
tel.: 241063173

C.j.: 502017

Vyfizuje: MVDr. Jan Honetschliger, MBA
Telefon: 774798153

E-mail: honet@img.cas.cz

V Praze dne 13. 7. 2017

ROZHODNUTI

Akademie véd Ceské republiky (dale jen AV CR"), kterd je stdtnim orgdnem
piislusnym ke schvalovani projektu pokust k rozhodovini o schvileni nebo neschvaleni
projektu pokusi z hlediska jeho souladu se zdkonem &, 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti
tyrdni, ve znéni pozdejsich predpist (ddle jen ,zdkon na ochranu zvifat™), a provadécimi
pravnimi pfedpisy vydanymi k jeho provedeni, a o zméné, pozastaveni nebo odnéti rozhodnuti
o schvileni projektu pokust podle AV CR - § 23 odst. 2 pism. ¢) a § 23a odst. 1 pism, a)
zdkona na ochranu zvifat, v fizeni zahdjeném na zikladé Zidosti podané Fyziologickym
dstavem AV CR, v.v.i., zastoupenym ve spravnim fizeni MUDr, Janem Kopeckym, DrSc.,
feditelem, podle § 44 odst. | zikona & 500/2004 Sb., spravniho fadu, ve znéni pozdéjsich
pfedpisti, na zdkladé § 23a odst, 1 pism.a) zdkona na ochranu zvifat ve véci schvileni
projektu pokusii rozhodla takto:

Projekt pokusi: ,,Vyzkum etiopatogeneze zavaznych neurologickych a psychiatrickych
onemocnéni se zaméfenim na vyznam buné&nych subpopulaci CNS* (dale jen ,,projekt
pokusi),
podany Fyziologickym tistavem AV CR, v.v.i., se sidlem Videiisk# 1083, 142 20 Praha 4,
IC 67985823 (dile jen ,Zadatel"),

se z hlediska souladu se zakonem &. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat

schvaluje

a to do 30. 06. 2022 ode dne pravni moci tohoto rozhodnuti.
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Vedoucim projektu pokusi je Doc. MUDr., Jakub Otéhal, Ph.D., DrSc., evidenéni &islo
osvédeeni o odborné zpiisobilosti podle § 15d odst. 3 zikona na ochranu zvitat / evidenéni
¢slo osvédéeni o prodlouZeni doby platnosti osvédéeni podle § 15¢ odst. 1 zikona na ochranu
zvifat: CZ 01401.

Zastupcem vedouciho projektu pokusti Prof. RNDr. Ale$ Stuchlik, Ph.D., evidenéni
tislo osveédéeni o odborné zptisobilosti podle § 15d odst. 3 zdkona na ochranu zvifat /
evidentni Eislo osvédéeni o prodlouZeni doby plainosti osvédéeni podle § 15¢ odst. 1 zikona
na ochranu zvifat: CZ 01414,

Projekt pokust bude providén ve schvileném zafizeni uZivatele pokusnych zviiat
Fyziologicky tstav AV CR, v.v.i., Videiska 1083, 142 20 Praha 4, budova D, Experimenty
budou probihat v akreditovanych mistnostech Oddéleni neurofyziologie paméti (Suterén
budova D 13, 14, 15, 03; Pfizemi budova D 028, 029, 034, 037, 038, 038b, 040, 042a, 044) a
Oddéleni vyvojové epileptologie (Suterén budova D 01,02,11; Pfizemi budova D 004, 007,
050, 009, 010,011, 015, 021, 022, 023).

Na projekt pokusii se vztahuje povinnost zpétného posouzeni podle § 16c zikona na
ochranu zvifat. Projekt pokusti bude zpéiné posuzovin k 30. 06, 2022,

ODUVODNENI

Zidost o schvaleni projektu pokusti podle § 16a zikona na ochranu zvifat a podle § 5
vyhlasky & 419/2012 Sb., o ochrané pokusnych zvifat (dale jen ,.vyhlska™) byla AV CR
dorucena dne 14. 6, 2017, Timto dnem bylo zahéjeno spravni fizeni.

AV CR posoudila, zda predloZend Zidost o schvileni projektu pokusdi vyhovuje
kritériim podle § 16b odst. 1 zikona na ochranu zvifat, PredloZena Zadost kritériim
stanovenych zakonem vyhovéla,

Zadateli byla udélena akreditace osoby provozujici uZivatelské zafizeni rozhodnutim
Ministerstva zemédelstvi &.j. 1396/2014-MZE-17214, platné do 4.2.2019, spisova znacka
160Z26022/2013-17214, &,j. 56379/2015-MZE-17214, platné do 19.11.2020, spisova znatka
160Z14931/2015-17214. Toto rozhodnuti je plainé 5 let ode dne pravni moci tohoto
rozhodnuti, PiedloZeny projekt pokusi je v souladu s vySe uvedenym rozhodnutim.

Na zéklad¢ pfedloZené Zadosti, po provedeni hodnoceni projektu pokusi podle § 16b
zdkona na ochranu zvifat AV CR ve vyhodnoceni projektu pokusi dospéla k zdvéru, Ze
piedloZeny projekt pokusi obdrZel pfiznivé hodnoceni z hledisek uvedenych v § 16b zikona
na ochranu zvifat.

Podle § 23a odst. 2 zikona na ochranu zvifat statni orgdn pfislusny ke schvalovani
projektd pokusii neschvéli ty projekty pokust, které neobdrZely pfiznivé hodnoceni projektu
pokusti podle § 16b zdkona na ochranu zvifat.

Na zikladé pfiznivého hodnoceni projektu pokusii v rimei jeho hodnoceni dle kritérii
podle § 16b zdkona na ochranu zvifat AV CR rozhodla o schvileni projektu pokusi a to na
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dobu do 30, 06, 2022, a to vzhledem ke splnéni stanovenych podminek, které jsou v souladu
se zikonem na ochranu zvifat a vyhlaskou.

Podle § 16b odst. 5 zdkona na ochranu zvifat, obdrzel-li projekt pokust priznivé
hodnoceni projektu pokusi, uréi statni organ pfislusny ke schvalovani projektu pokusi, zda a
kdy by se mel projekt pokust zpétné posoudit. S ohledem na poZadavky ustanoveni § 16¢
zdkona na ochranu zvifat bylo ve vyroku rozhodnuti stanoveno, Ze tento projekt pokust bude
zpéiné posuzovin, nebot’ se na néj vztahuje zdkonnd povinnost posouzeni ve smyslu § 16¢
odst. 2 zakona na ochranu zvifat

Vsouladu s § 16d odst. 5 zdkona na ochranu zvifat bylo rozhodnuto v zakonem
stanovené [hineé,

Z vyde uvedenych divedd bylo rozhodnuto tak, jak je uvedeno ve vyroku tohoto
rozhodnuti,

POUCENI UCASTNIKU

Proti tomuto rozhodnuti lze podat podle § 152 odst. | zdkona & 500/2004 Sb.,
sprévniho fadu, ve znéni pozdejsich predpisa, ve 1hité 15 dnii ode dne jeho oznameni rozklad
k Rezortni komisi AV CR, a to podénim ucinénym u AV CR.

Podle § 16¢ odst. 4 zdkona na ochranu zvifat je uZivatel pokusnych zvifat povinen na
vyzadani poskytnout AV CR viechny doklady a informace nezbyiné k provedeni zpétného
posouzenti,

MVDr. Jan Honetschlager, MBA " 7 B
Piedseda Rezortni komise AV CR, 7" --_._.z-”f;'

Prilohy:
1. Schvilena Zzadost o schvileni projektu pokush — Vyzkum etiopatogeneze zivaZnych
neurologickych a psychiatrickych onemocnéni se zaméfenim na vyznam bunéénych
subpopulaci CNS, pocet stran 8.

Dorudi se:

Ukastnik fizeni (datovou schrénkou / do vlastnich rukou na dorugenku) - Fyziologicky tstav
AV CR, v.v.i., se sidlem Videfiska 1083, 142 20 Praha 4
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Priloha ¢.2: Seznam tabulek

Tabulka 1 — Sarnat klasifikace (Allen a Brandon, 2011 - pfevzato ze Sarnat a Sarnat,

1976)

Tabulka 2 — Hierarchie selektivni vulnerability hypoxicko-ischemickych podminek pro

ruzné struktury CNS (van der Knaap a Valk, 2005)
Tabulka 3 — Dusledky perinatalni asfyxie (Ahearne et al., 2016)

Tabulka 4 — Piehled kli¢ovych vyvojovych procesii ve srovnatelném véku u lidi a

hlodavci (Semple, 2013)

Tabulka 5 — Parafinizac¢ni protokol na mlad’ata potkanti
Tabulka 6 — Protokol deparafinizace a rehydratace mozki
Tabulka 7 — Hodnoceni vysledkt poskozeni Mozek 1
Tabulka 8 — Hodnoceni vysledkt poskozeni Mozek 2
Tabulka 9 — Hodnoceni vysledkt poskozeni Mozek 3
Tabulka 10 — Hodnoceni vysledki poSkozeni Mozek 4
Tabulka 11 — Hodnoceni vysledkt poSkozeni Mozek 5

Tabulka 12 — Hodnoceni vysledkti poskozeni Mozek 6-9
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Priloha ¢.3: Seznam obrazku

Obrazek 1 — Patofyziologie hypoxicko-ischemického poskozeni mozku (Zanelli, 2018)

Obrazek 2 — Schematické zobrazeni koronalni ¢asti mozku s fokalni a difuzni slozkou

PVL (Volpe, 2001)
Obrazek 3 — Model Rice-Vannucci (Conn, 2006)

Obrazek 4 — Schéma AB Komplex barvici metody imunohistochemie (ThermoFisher

Scientific, 2019)

Obrazek 5 — Srovnani poskozeni jednotlivych struktur pomoci barveni H&E a Fluoro

Jade B v mozku 1 (zvétSeni 10x)

Obrazek 6 — Srovnani poskozeni jednotlivych struktur pomoci barveni H&E a Fluoro

Jade B v mozku 3 (zvétSeni 10x)

Obrazek 7 — Anoxické neurony s eozinofilni cytoplazmou a pyknotickymi jadry (mozek

1 - talamus, zvétSeni 20x)
Obrazek 8 — Bazofilni granuldrni buiiky gyrus dentatus (mozek 1, zvétSeni 20x)
Obrazek 9 — Degenerace pyramidovych bun¢k v mozkové kiie (mozek 3, zvétseni 20x)

Obrazek 10 — Srovnani poSkozeni jednotlivych struktur pomoci barveni H&E a Fluoro

Jade B v mozku 8 (zvétSeni 10x)
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Priloha ¢.4: Seznam grafi

Graf 1 — Mozek 1
Graf 2 — Mozek 3
Graf 3 — Srovnani mozku 1 a 3

Graf 4 — Experimentalni skupina mozek 1-5
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