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1 Souhrn

Neurazové subarachnoidalni krvaceni (SAK) zpulsobené rupturou
aneurysmatu je cévni mozkova pfihoda s vysokou mortalitou. Dusledky SAK
jsou akutni i dlouhodobé. Na rozvoji neurologického poskozeni pfi SAK se
podili nitrolebni hypertenze, ¢asna i pozdni vazokonstrikce mozkovych tepen
i zanétliva odpovéd. Vyznamnou roli bezprostfedné i dlouhodobé po SAK
hraje oxid dusnaty (NO) a jim zprostfedkovana vazodilatace.

Prvotnim inzultem pfi ruptufe aneurysmatu je prudky vzestup nitroleb-
niho tlaku (intracranial pressure, ICP) a pokles mozkoveého perfuzniho tlaku
(cerebral perfusion pressure, CPP). Inicialni pokles mozkoveé perfuze (ce-
rebral blood flow, CBF) vSak souvisi nejen s nitrolebni hypertenzi, ale i
s €asnou vazokonstrikci mozkovych tepen. Za pficiny této vazokonstrikce se
povazuje snizena koncentrace oxidu dusnatého zplsobena jeho vychytava-
nim (scavengingem) a dysfunkce endotelu, kvuli které cévy ztraci schopnost
NO-zprostfedkované vazodilatace. Vyliti krve do subarachnoidalniho prosto-
ru vede rovnéz k aktivaci zanétlivé odpovédi: dochazi k aktivaci mikroglie,
k naruSeni integrity bazalni membrany endotelu, k praniku imunitnich bunék
do subarachnoidalniho prostoru a ke zvySené syntéze prozanétlivych media-
tord. DalSim mechanismem je poSkozeni volnymi radikaly: inicialni ischemie
vede k nadprodukci superoxidovych aniontd, které slou¢enim s oxidem dus-
natym tvofi prudce reaktivni peroxynitrit.

Uvedené mechanismy se podileji i na rozvoji pozdniho ischemického
neurologického deficitu. Volny hemoglobin penetrujici do cévni stény zde
muZze slouzit jako vychytavac NO a negativné ovliviiovat funkci endotelialni
NO-syntazy, spontanni oxidace oxyhemoglobinu vede ke vzniku volnych kys-
likovych radikald.

Cilem prace bylo na zvifecim modelu otestovat nasledujici hypotézy:
1. Subarachnoidalni krvaceni zpusobi pokles perfuze mozku mechanismem
nitrolebni hypertenze i asnou vazokonstrikci, 2. Casné perfuzni zmény mo-
hou byt ovlivnény podavanim vazodilatancia — donoru NO, i eliminaci nitro-

lebni hypertenze, 3. V disledku SAK dochazi ke vzniku volnych radikald, 4.



Dusledky poskozeni volnymi radikaly I1ze zmirnit podanim antioxidantu (mela-
tonin).

Metodika: Experimenty byly provedeny na samcich laboratornich
potkand kmene Wistar. K navozeni SAK byl pouzit model injekce arterialni
krve do prechiasamatické cisterny. Perfuze mozkové kiry byla méfena me-
todou Laser Speckle Contrast Analysis (LASCA).

V prvnim experimentu bylo navozeno SAK a podle vyvoje zmén perfu-
ze mozkové kiry byl do postranni mozkové komory podavan nitroprussid
sodny (SNP; 10 pg / 5 ul) ve 2 fazich: (1) v8em zvifatim 3 minuty po navo-
zeni SAK, (2) po dosazeni vyrovnaného stavu, pokud doslo k poklesu perfu-
ze po pifedchozim vzestupu (prubéh ,vrchol — plateau®). Kontrolnim zvifatim
bylo stejnym zplsobem podavano rozpoustédlo (vehikulum, V) nitroprussidu
sodného.

K odliseni vlivu nitrolebni hypertenze a vazokonstrikce na hypoperfuzi
byl dale testovan vliv dekompresni kraniektomie (DK) na perfuzni poruchy
v Casné fazi SAK. Pokusnym zvifatiim byla provedena rozsahla oboustranna
fronto-temporo-parietalni kraniektomie a durotomie, k méfeni ICP bylo zave-
deno intraparenchymové cidlo. Z hodnot arterialniho krevniho tlaku a ICP
byla vypocCtena hodnota CPP a jakozto vyraz miry vazokonstrikce byla sta-
novena mozkova cévni rezistence jako podil CPP a zmény mozkové perfuze
v procentech vychozich hodnot (R = CPP / A perfuze).

Ve tfeti Casti experimentu byla nejprve metodou EPR/ESR méfena
hladina volnych radikall po navozeni SAK a u kontrolni skupiny. Nasledné
bylo hodnoceno podani melatoninu, ktery se uplatfiuje jako antioxidant i jako
scavenger volnych radikald, na dlouhodoby neurologicky deficit. Melatonin
(100 mg / kg i.p.) byl podan 1 hod. pfed navozenim SAK. Neurologické zmé-
ny byly sledovany pomoci behavioralnich testd (rotarod, beam balance a
uceni v Morrisové vodnim bludisti). Na zavér probéhlo morfologické hodno-
ceni po¢tu odumfelych neuront v hilu hippokampu zaslepenym hodnotitelem.

Vysledky: U necelé poloviny zvifat |éCenych SNP doslo k zavazné

systémové hypotenzi a signifikantnimu poklesu mozkoveé perfuze, u zbylych



zvifat se zmény perfuze neliSily od kontrolnich skupin. Podani druhé davky
SNP vedlo k mirnému vzestupu perfuze mozkové kary ve srovnani
s hodnotami pfed podanim SNP, nicméné v porovnani se skupinou bez far-
makointervence nebyl zaznamenan signifikantni rozdil.

Dekompresni kraniektomie sice vedla k signifikantnimu snizeni ICP a
snizeni okamzité mortality, nicméné ¢asnou hypoperfuzi po SAK nezlepsila —
samotna dekompresni kraniektomie vedla ke sniZeni perfuze ve srovnani se
zvifaty bez DK a ke vzestupu rezistence mozkovych cév.

Metodou EPR/ESR bylo prokazano zvySeni hydroxylovych i nitro-
xylovych radikalu jak u zvifat s navozenym SAK, tak u faleSné operovanych
zvifat. Podani melatoninu signifikantné snizilo pocCet odumfelych bunék
v hippokampu, nicméné mezi jednotlivymi skupinami nebyl pozorovan statis-
ticky vyznamny rozdil v senzorimotorickych testech (rotarod ani beam balan-
ce). | pfes vyraznou vizualni rozdilnost vysledkl jsme neprokazali statisticky
signifikantni rozdil mezi skupinami v u¢eni v Morrisové vodnim bludisti.

Zaver: V rozvoji perfuznich poruch se pfevazné uplatiiuje mechanis-
mus nitrolebni hypertenze a poklesu mozkového perfuzniho tlaku. Eliminace
nitrolebni hypertenze dekompresni kraniektomii snizila bezprostfedni mortali-
tu pokusnych zvifat, nicméné nezlepSila perfuzi mozku, naopak vedla ke
zvySeni mozkové cévni rezistence. Intracerebroventrikularni podani nitro-
prussidu sodného po subarachnoidalnim krvaceni zlepSuje v pouzité davce
mozkovou perfuzi jen minimalné, kromé toho ma zavazné systémové neza-
douci ucinky (hypotenze), které mohou perfuzi naopak zhorsit. Z hlediska
dlouhodobého neurologického deficitu preemptivni podani melatoninu sniZilo
mnozstvi odumfelych neuronl v hippokampu, nicméné nevedlo K sig-

nifikantnimu zlep$eni vysledkd v neurobehavioralnich testech.

Klicova slova: subarachnoidalni krvaceni; oxid dusnaty; NO-syntaza, Casné

poskozeni mozku, vazospasmus, kortikalni perfuze



2 Summary

Aneurismal subarachnoid hemorrhage (SAK) is a cerebrovascular ac-
cident with high mortality. It carries both short and long term consequences.
Mechanisms of neurologic damage after SAK include intracranial hyperten-
sion, early and delayed brain vasoconstriction, as well as inflammatory re-
sponse. Vasoconstriction is a crucial phenomenon in both phases and nitric
oxide (NO) plays the key role.

Rapid increase of intracranial pressure (ICP) and decrease of cerebral
perfusion pressure (CPP) are the initial insults in aneurysm rupture. Subse-
quent drop of cerebral blood flow (CBF) is related not only to the intracranial
hypertension, but also to the early brain vasoconstriction. Possible mecha-
nisms of the early vasoconstriction are decreased amount of nitric oxide
caused by scavenging of NO and endothelial dysfunction leading to loss of
NO-mediated vasodilation in cerebral vessels. Extravasation of blood into
subarachnoidal space also triggers inflammatory response: it leads to activa-
tion of microglia, disruption of endothelial basal membrane, infiltration of im-
mune cells into the subarachnoidal space and increased synthesis of
proinflammatory mediators. Another mechanism of neurologic damage in-
volves free radicals. Initial ischemia leads to overproduction of superoxide
anion which reacts with NO creating highly reactive peroxynitrite.

These mechanisms promote the development of delayed ischemic
neurologic deficit as well. Free hemoglobin penetrating vascular wall can
scavenge NO as well as impair function of endothelial NO-synthase. Sponta-
neous oxidation of oxyhemoglobin leads to free radicals generation.

Aim of the study was to test following hypotheses in animal model:

1. Subarachnoid hemorrhage causes decrease of brain perfusion by
mechanism of intracranial hypertension and early vasoconstriction, 2. Both
administration of vasodilator — NO donor, and elimination of intracranial hy-
pertension can reverse the early hypoperfusion, 3. SAH leads to generation
of free radicals, 4. Administration of antioxidant (melatonin) can attenuate the
free radical damage.
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Methods: Adult male Wistar rats were used for all the experiments.
SAH was induced by injection of arterial blood into prechiasmatic cistern.
Perfusion of brain cortex was measured by Laser Speckle Contrast Analysis
(LASCA).

In the first experiment, SAH was induced and sodium nitroprusside
(SNP, 10 pg / 5 ul) was administered into the lateral ventricle in 2 phases
according to the dynamics of perfusion changes: (1) all animals received
SNP 3 mins after SAH induction, (2) after reaching plateau of perfusion, in
occurrence of “peak — plateau” pattern. Control animals received only vehicle
(V) of SNP.

In the second experiment, we tested the effect of decompressive
craniectomy (DC) on perfusion, in order to distinguish between the influence
of intracranial hypertension and vasoconstriction on the early hypoperfusion
after SAH. The animals underwent extensive bilateral fronto-temporo-parietal
craniectomy and durotomy and the intracranial pressure (ICP) probe was
inserted. We counted cerebral perfusion pressure (CPP) as a difference be-
tween mean arterial pressure and ICP (CPP = MAP — ICP) and cerebral vas-
cular resistance (CPP divided by change of brain perfusion in per cent of
baseline values, R = CPP / A perfusion) as a measure of cerebral vasocon-
striction.

In the third experiment, we measured levels of free radicals in both
SAH and sham groups using the EPR/ESR method. Then we evaluated the
effect of melatonin, as antioxidant and free radicals scavenger, on long-time
neurologic deficit. Melatonin (100 mg / kg i.p.) was administered 1 hour be-
fore SAH induction or sham procedure. Neurologic deficit was evaluated by
behavioral tests (rotarod, beam balance and place navigation in Morris Water
Maze). At the end, a blinded evaluator counted the number of dead neurons
in slices of hippocampal hilus.

Results: Approximately one half of SNP-treated animals developed
serious systemic hypotension and significant decrease of brain perfusion;
perfusion in the other animals did not differ from control group. Second dose

11



of SNP slightly increased the brain perfusion; nevertheless, this increase was
insignificant compared to animals without pharmacointervention.

Despite DC significantly decreased ICP and reduced immediate mor-
tality, it did not improve the early hypoperfusion after SAH. DC itself in-
creased cerebral vascular resistance and decreased brain perfusion, com-
pared to non-DC groups.

EPR/ESR method showed increase of hydroxyl and nitroxyl radicals in
both, SAH and sham-operated, groups. The administration of melatonin sig-
nificantly decreased the amount of dead neurons in hippocampus; neverthe-
less, we observed no significant difference between groups in either sen-
sorimotor tests (rotarod and beam balance) or in test of learning and memory
in Morris Water Maze.

Conclusions: Perfusion impairment after SAH is caused mainly by in-
tracranial hypertension and decrease of cerebral perfusion pressure.
Decompressive craniectomy eliminated the intracranial hypertension and de-
creased the immediate mortality of experimental animals; on the other hand,
it did not improve the cortical perfusion and increased cerebral vascular re-
sistance. Intracerebroventricular administration of sodium nitroprusside im-
proved the brain perfusion only minimally, besides, it had serious side effects
(hypotension) that worsened the perfusion.

Preemptive administration of melatonin decreased the amount of dead
neurons in hippocampus; nevertheless no beneficial effect in neurobehavioral

tests was detected.

Key words: subarachnoid hemorrhage, nitric oxide, NO-synthase, early

brain injury, vasospasm, cortical perfusion
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3 Seznam zkratek

CBF .. cerebral blood flow

CPP ., cerebral perfusion pressure
DCl .. delayed cerebral ischemia
DIND ........cceen. delayed ischemic neurologic deficit
DK .o dekompresni kraniektomie
EBI ..o early brain injury

eNOS ............... endotelialni NO-syntaza
EPM .................. endovascular puncture model
GSH-Px .............. glutathion-peroxidaza

Hb oo, hemoglobin

ICP intracranial pressure

ICV . intracerebroventrikularni
Il interleukin

iINOS ...l inducibilni NO-syntaza

IR o izotonicky roztok

LASCA ............... laser speckle contrast analysis
MWM ... Morris water maze

nNOS ................. neuronalni NO-syntaza

NO ..o oxid dusnaty

NOS ...t NO-syntaza

PU perfusion unit

ROI ... region of interest

SAK ... subarachnoidalni krvaceni
SOD ... superoxid-dismutaza

TNF .. tumor-nekrotizujici faktor
Vo vehikulum
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4 Uvod

Subarachnoidalni krvaceni (SAK) predstavuje pouhych 5% vSech cév-
nich mozkovych pfihod; protoze vSak postihuje mladsi pacienty a ma zavaz-
né neurologické nasledky, ma zaroven znacny socioekonomicky dopad (de
Rooij et al. 2007). Z tohoto duvodu je subarachnoidalni krvaceni v centru
zajmu jak kliniku, tak i experimentalni mediciny, coz dosvédCuje i pocet pub-
likaci na toto téma — do soucasnosti (kvéten 2019) bylo publikovano vice nez
29 850 ¢lankl a pocet publikaci na toto téma ma setrvale rostouci trend
(zdroj: PubMed, 26. 5. 2019).

4.1 Historie

Prvni zminka o klinickém obrazu subarachnoidalniho krvaceni je pfipi-
sovana Hippokratovi (460 pf. n. |. — cca 377 pf. n. I.): ,Lidé, ktefi jsou zdravi,
nahle vSak pociti bolesti v hlavé, okamzité ztrati fec, i lezi chroptice, hynou
v sedmi dnech” (Hippokrates, podle (Schrutz 1899)).

Pfestoze arterialni aneurysmata byla znama uz od starovéku (prvni
zminka pravdépodobné v Ebersové papyru, kolem r. 1550 pf. n. I.) (Milinis et
al. 2017), existence aneurysmat intrakranialnich tepen unikala pozornosti az
do 18. stoleti - prvni popis aneurysmat karotid pfinesl roku 1761 Giovanni
Battista Morgagni (Milinis et al. 2017). ZaCatkem 19. stoleti John Blackall po-
psal u 20-leté pacientky klinické pfiznaky SAK a nasledné na sekCnim nalezu
rupturu aneurysmatu a. basilaris jako pficinu jeji smrti (Blackall 1814). Zaro-
ven identifikoval rupturu intrakranialnihno aneurysmatu jako pficinu smrti
Sveédskeho korunniho prince Karla Augusta roku 1810 (udalost, ktera pfivedla
na Svédsky trin sou€asnou vladnouci dynastii Bernadotte) (Milinis et al.
2017).

Prvnim chirurgickym pfistupem k IéCbé intrakranialnich aneurysmat byl
podvaz a. carotis — poprvé provedeny britskym chirurgem Victorem
Horsleyem r. 1885 (Milinis et al. 2017; Tan a Black 2002). Vzhledem
k vysokeé Cetnosti zavaznych pooperacnich komplikaci byla tato metoda po-

vazovana od pocatku za nevyhovuijici. DalSi krok v chirurgické 1écbé ucinil
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Harvey Cushing, ktery poprvé roku 1925 pouZil pfekryti vaku aneurysmatu
svalem k zastavé krvaceni a kusnadnéni trombotizace aneurysmatu.
Cushing rovnéz navrhl cévni svorku, plvodné urCenou ke clippingu cév pfi
operacich mozkovych nadort (Cohen-Gadol a Spencer 2004). Modifikova-
nou Cushingovu svorku pak pouzil roku 1937 Walter Dandy k uzavieni (clip-
pingu) aneurysmatu (Dandy 1938).

Prvni pokusy o katetrizaCni feSeni mozkovych aneurysmat proved! v 70.
letech 20. stoleti sovétsky neurochirurg F. A. Serbinenko, ktery podaval do
vaku aneurysmatu trombotizujici latky nebo lumen aneurysmatu obturoval
balénkem (Serbinenko 1974). Tato metoda byla pak roku 1990 nahrazena
vyplni aneurysmatu kovovou spiralkou — tzv. coiling (Guglielmi et al. 1991a;
Guglielmi et al. 1991b).

4.2 Epidemiologie SAK

V klinické praxi se objevuje SAK pfi urazech mozku nebo netraumatické
etiologie. NejCastéjSi pfiCinou netraumatického SAK je krvaceni
z aneurysmatu mozkovych tepen (85%), v 10 % se jedna o tzv. perimesence-
falické krvaceni neznamé etiologie, zbylych 5 % je zplsobeno vrozenym ne-
bo ziskanym poskozenim mozkovych arterii nebo systémovymi poruchami
(napf. srpkovita anémie) (Sehba et al. 2012). Netraumatickym SAK je posti-
Zeno kazdoro&né primérné 9 ze 100 000 osob, s urcitymi regionalnimi rozdi-
ly (Finsko — 19,7, Japonsko 22,7, Stfedni a Jizni Amerika — 4,2 / 100 000)
(de Rooij et al. 2007). Incidence SAK stoupa s vékem, nejcastéji je postizena
vékova kategorie 40 — 60 let, asi 1,6-krat Castéji jsou postizeny Zeny
(Bederson et al. 2009). Z téchto postizenych cca 65 % zemfe do 1 roku od
krvaceni (Steiner et al. 2013), 12% pacientl umira pfed dosazenim Iékaiské
pomoci (Huang a van Gelder 2002). Asi 50 % pfezivSich trpi dlouhodobym
kognitivnim deficitem a 30 % prezivSich zUstava odkazano na pomoc okoli
(Ciurea et al. 2013). | u pacientu, u nichz byla kvalita pfeziti hodnocena jako
dobra (4 — 5 bodl na stupnici Glasgow Outcome Scale, tedy mirné nebo
stfedni postizeni) byly pozorovany poruchy verbalni a vizualni paméti, poru-
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chy exekutivnich funkci, fedi, trpi deficitem v aktivitach denniho Zivota (sebe-
obsluha, hygiena, ...), Casto nejsou schopni navratu do prace, trpi uzkosti a
depresi, zvySenou unavou a poruchami spanku (Al-Khindi et al. 2010). Neu-
rologicky deficit koreloval s NMR nalezem ubytku Sedé i bilé hmoty a vyraz-

né&jsi byl u starSich pacientt (Bendel et al. 2010).

Obr. 1 Geograficka distribuce SAK podle incidence (pocet pfipadu / 100 000
obyvatel / rok; podle de Rooij et al. 2007)

4.3 Patofyziologie poSkozeni mozku po SAK

Duisledky subarachnoidalniho krvaceni jsou akutni i dlouhodobé.
V soucCasné dobé se pouziva déleni na Casné poSkozeni mozku (early brain
injury, EBI) a pozdni ischemicky neurologicky deficit (delayed ischemic neu-
rologic deficit, DIND) nebo pozdni mozkovou ischemii (delayed cerebral
ischemia, DCI). Casnym poskozenim mozku se rozumi pos$kozeni mozku
vzniklé v prvnich 72 hodinach po zakrvaceni a povazuje se za hlavni pficinu
mortality a morbidity po SAK (Cahill et al. 2006). Pozdni dusledky SAK vzni-
kaji vramci DCI po vice nez 3 dnech od primarniho inzultu. Zatimco dfive

byla vétSina pozornosti soustfedéna na pozdni komplikace (pfedevSim va-
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zospasmy), v poslednich nékolika letech narusta pocet publikaci vénuijicich

se dulezitosti a mechanismum poSkozeni mozku ¢asné po SAK.

4.3.1 Role oxidu dusnatého a NO-syntazy

Ovlivnéni perfuze mozku je multifaktorialni a odehrava se na urovni
jak arterii a arteriol, tak kapilar. CBF je vyznamné ovlivnén parcialnim tlakem
CO; a O3 v arterialni krvi, lokalnim metabolismem mozku a neuronalni aktivi-
tou (Attwell et al. 2010; ladecola a Nedergaard 2007; ltoh a Suzuki 2012;
Willie et al. 2014). Na regulaci CBF se podili nejen hladka svalovina
v cévnich sténach, ale i pericyty ve sténé kapilar (Hall et al. 2014). Zasadni
vyznam v regulaci mozkové perfuze ma funkce neurovaskularni jednotky
(Attwell et al. 2010; ladecola a Nedergaard 2007). Neurotransmiter glutamat
vede v bunkach neurovaskularni jednotky (neuronech, astrocytech a hladké
svaloviné arteriol) k syntéze celé fady vazoaktivnich latek — prostaglandinu
E2 a daldich derivatd kyseliny arachidonové (kys. 20-hydroxy-
eicosatetraenova — 20-HETE, epoxyeicosatrienové kyseliny — EETs) a oxidu
dusnatého (NO). Dosavadni vyzkumy ukazuji, ze pravé oxid dusnaty a jim
zprostfedkovana vazodilatace hraji vyznamnou roli v patofyziologickych
zménach nasledujicich bezprostfedné i dlouhodobé po SAK (Sehba et al.
2012).

Vazodilatacni u€inky NO byly poprvé zcela nahodné pozorovany v 19.
stoleti u zaméstnancu Nobelovych tovaren na vyrobu dynamitu, jehoz hlavni
slozkou je nitroglycerin, ze kterého se v organismu odstépuje NO. Zatimco
zdravi zaméstnanci si stézovali zejména zaCatkem pracovniho tydne na bo-
lesti hlavy, které zmizely o vikendu (tzv. ,pondélni nemoc®), zaméstnanci
s ischemickou chorobou srdec¢ni pocitovali béhem pracovnich dni ulevu od
potiZi a jejich zhorSeni o vikendech (,nedélni srde¢ni zachvat®) (Ferreira a
Mochly-Rosen 2012; Ignarro 2002a). Jiz koncem 19. stoleti zacCal byt nitro-
glycerin pozivan k lécbé anginy pectoris (Ferreira a Mochly-Rosen 2012).
Teprve v 70. letech 20 stoleti byl vazodilataéni efekt pfipsan oxidu dusnaté-
mu (Ferreira a Mochly-Rosen 2012), a v roce 1987 byl endotelialni relaxacni
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faktor (endotelium-derived relaxing factor, EDRF) identifikovan jako NO
(Ignarro et al. 1987). V nasledujicich letech byl NO popsan nejen jako po-
tentni vazodilatator v riznych tkanich, ale i jako jeden z efektord zanétliveé
odpovédi (Ignarro 2002b; Wink et al. 2011).

NO je za normalnich podminek plynna sloucenina, v organismu ma
kratky biologicky poloCas (6 — 30 sec) a uplatfiuje se jako signalni molekula;
vzhledem k jednomu neparovému elektronu ma i vlastnosti volného radikalu
(Kroncke et al. 1997; Tousoulis et al. 2012). NO je syntetizovan z L-argininu
ucinkem enzymu NO-syntazy (NOS) (Andrew a Mayer 1999). Byly popsany 3
izoformy NO-syntazy — 2 konstitutivné exprimované Ca?*-dependentni (en-
doteliaini — eNOS a neuronalni - nNOS) a Ca**-independentni inducibilni
NOS (iNOS). Endotelialni NOS je aktivovana stfiznymi silami pusobicimi na
cévni sténu a jejim ucCinkem dochazi ke kontinualni syntéze NO v bazalni
davce (Dormanns et al. 2016; Toda et al. 2009; Tousoulis et al. 2012). Neu-
ronalni NOS je aktivovana neuronalni stimulaci a podili se na spravném fun-
govani neurovaskularni jednotky (Attwell et al. 2010; Dormanns et al. 2016;
Munoz et al. 2015). Inducibilni NOS je exprimovana v endotelu (i v dalSich
burikach - hladka svalovina cév, makrofagy, glie, fibroblasty, neurony)
(Suzuki et al. 1995) pouze po stimulaci zanétlivymi mediatory (Andrew a
Mayer 1999; Tousoulis et al. 2012). Uginek NO je za fyziologickych podmi-
nek ukoncen reakci s oxyhemoglobinem za vzniku methemoglobinu a dusic-
nanového aniontu (Helms a Kim-Shapiro 2013).

V mozku hraje NO roli v regulaci krevniho pratoku - puUsobi vazodila-
taci, zvySuje krevni pratok, inhibuje adhezi a agregaci trombocytl, adhezi
leukocytll a apoptdzu endotelialnich bunék, snizuje proliferaci hladkého sval-
stva cévni stény a je ucinny jako zametal (scavenger) volnych radikald
(Andrew a Mayer 1999; Toda et al. 2009; Tousoulis et al. 2012). Mimo jiné se
podili i na kognitivnich funkcich nebo neuronalni plasticité (Calabrese et al.
2007).

NO se uplathuje i v dalSich organech: v myokardu urychluje relaxaci

kardiomyocytu, ovliviiuje uvolfiovani a reuptake kalcia ze sarkoplazmatické-
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ho retikula a ma antiaterogenni efekt (Umar a van der Laarse 2010). V plicich
se za fyziologickych podminek NO podili na postnatalnich zménach plicni
vaskularni rezistence fetalnich plic (Hampl a Herget 2000). V dospélosti je
produkce NO zvySena pfi zvySené plicni rezistenci (chronicka plicni hyper-
tenze, akutni plicni vazokonstrikce). Podle Hampla a Hergeta (2000) se
pravdépodobné jedna o obranny mechanismus chranici cévni sténu pred
dalSim mechanickym posSkozenim, ovSem za cenu toxického ucinku vyso-
kych hladin NO na cévni sténu. V ledvinach NO ovliviiuje cévni tonus a tim i
glomerularni filtraci, prostfednictvim bunék macula densa reguluje natriurézu
(Palm et al. 2009). Relaxaci cév v corpus cavernosum umoziuje NO erekci
(Ignarro 2002b).

Uginek NO v organismu je zavisly na jeho hladiné. Zatimco pfi nizkych
hladinach je NO ucinny ve vySe zminénych fyziologickych funkcich, pfi vys-
Sich hladinach byly pozorovany Skodlivé uC€inky souvisejici s radikalovou
podstatou molekuly NO. V prooxida¢nim prostfedi mize dochazet ke vzniku
dusikovych radikalt (reactive nitrogen species, RNS) a k poSkozeni bunék
tzv. ,nitrosativnim stresem®; tento jev je davan do souvislosti s patogenezi
napriklad neurodegenerativnich onemocnéni (Calabrese et al. 2007;
ladecola 1997).

V experimentech na zvifatech s navozenym subarachnoidalnim krva-
cenim byl pozorovan trifazicky pribéh hladin NO v mozku. V prvnich 10 mi-
nutach dochazi k poklesu hladiny NO, béhem dalSich 3 hodin nasleduje vze-
stup na bazalni hodnoty a po 24 hodinach elevace nad normalni hodnoty
(Sabri et al. 2013; Sehba et al. 2011). Trifazicky prabéh hladin NO po SAK
muize mit dvoji efekt — nedostatek NO v inicialni fazi zpusobi vazokonstrikci a
pokles CBF, nadbytek NO v pozdé;jSi fazi pfispiva k posSkozeni tkani volnymi
radikaly (Sehba et al. 2011; Suzuki et al. 1995).

Z hlediska vyznamu NO po SAK se v sou€asnosti uvazuje o dvou me-
chanismech poskozeni mozku — nedostatek NO zpUsobeny jeho vychytava-
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nim (scavenging), a dysfunkce endotelu vedouci ke snizené produkci NO.
V experimentu na laboratornim potkanovi byl bezprostfedné po SAK pozoro-
van pokles hladiny metabolitd NO v mozku (Sehba et al. 2004; Sehba et al.
2000). Je vsak zachovana schopnost mozkové cirkulace reagovat na externi
pfivod NO vazodilataci (Sehba et al. 1999). Tento jev je vysvétlitelny vychy-
tavanim oxidu dusnatého (Sehba et al. 2012; Schwartz et al. 2000b). Za sca-
venger NO je povazovan zejména hemoglobin (Hb), ktery se za fyziologic-
kych podminek podili na metabolismu NO (Beckman a Koppenol 1996) a
ktery je po SAK pfitomen v subarachnoidalnim prostoru (Clark a Sharp 2006;
Sehba et al. 2000). Dalsim znamym scavengerem NO, ktery mUze hrat roli
v rozvoji EBI, je superoxidovy aniont (O2’), volny kyslikovy radikal, k jehoz
tvorbé dochazi po SAK (Kaijita et al. 1994; Shishido et al. 1994; Schwartz et
al. 2000b) a jehoz pfitomnost byla v experimentu na zvifecim modelu v moz-
ku pozorovana 1 hodinu po navozeni SAK (Endo et al. 2007). Za podminek
ischemie béhem vzestupu nitrolebniho tlaku (intracranial pressure, ICP) a
poklesu mozkového perfuzniho tlaku (cerebral perfusion pressure, CPP) do-
chazi k poruse elektronového transportniho fetézce v mitochondriich, ktera
vede k nadprodukci superoxidovych aniontu (Marzatico et al. 1988). Oxid
dusnaty se sluCuje se superoxidovym aniontem za vzniku prudce reaktivniho
a toxického peroxynitritu (ONOQ"), ktery dale reaguje s nenasycenymi mast-
nymi Kyselinami, tyrosylovymi skupinami proteini nebo DNA (Beckman a
Koppenol 1996; Kalyanaraman 2013). Popsanym mechanismem dojde za
pfitomnosti Oz jednak k poklesu hladiny NO a jednak k dalSimu poskozeni
bunék toxickym efektem peroxynitritu.

Druhym uvazovanym mechanismem je endotelialni dysfunkce, ktera je
charakterizovana morfologickymi i funkCnimi zménami endotelu a vede
k poruSe NO-zprostfedkované vazodilatace (Friedrich et al. 2011; Sehba et
al. 2012). Spoustécim mechanismem tohoto procesu je pravdépodobné
ischemie pfi inicialnim vzestupu ICP a poklesu pratoku krve mozkem (ce-
rebral blood flow, CBF) (Sehba et al. 2005). Uz 10 minut po SAK Ize pozoro-

vat agregaci trombocytl v luminu cév, adhezi neutrofill k cévni sténé, aktiva-
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ci kolagenaz a degradaci kolagenu IV — zakladni komponenty bazalni mem-
brany endotelu (Friedrich et al. 2011; Sehba et al. 2007; Sehba et al. 2005).
Destrukce bazalni membrany vede k odlou€eni endotelu od lamina media
(Friedrich et al. 2010). Dysfunkce poSkozeného endotelu v cerebro-
vaskularnim Fecisti nasledné zpUsobi poruchu vazodilatace zprostfedkované
endotelem (Park et al. 2001), zniCeni bazalni membrany vede k poruse he-
matoencefalické bariéry (Scholler et al. 2007).

4.3.2 Role zanétlivé reakce

Zanétliva odpovéd se podili na patofyziologii ¢asného i pozdniho po-
Skozeni mozku po SAK (Lucke-Wold et al. 2016). Vyliti krve do subarachnoi-
dalniho prostoru vede k aktivaci mikroglie. Aktivace téchto bunék spousti
syntézu adheznich molekul v endoteliich, coz vede k zvySenému pruniku
imunitnich bunék do subarachnoidalniho prostoru. Neutrofily a makrofagy
fagocytuji rozpadajici se erytrocyty; z erytrocytl uvolnény hem, hemin a me-
themoglobin mohou interagovat s toll-like receptory mikroglii, jejichz aktivace
vede k sekreci prozanétlivych cytokind (Lucke-Wold et al. 2016). Samotné
fagocytujici bunky pak dale pfispivaji k rozvoji poSkozeni mozku uvolfova-
nim volnych kyslikovych radikald nebo enzymu myeloperoxidazy, schopného
vazat NO (Provencio et al. 2010).

U pacientl po SAK byly zaznamenany zvySené hladiny interleukinu
(IL)-1B, IL-6 a TNF-a; elevace jejich hladin ¢asové korelovaly s vyskytem
pozdnich vazospasmu, vySsi hladiny téchto cytokinud byly pozorovany u paci-
entld s horSi kvalitou preziti (Fassbender et al. 2001). Dalsi skupina studova-
nych latek byly proteinazy, zejména pak matrix-metalloproteinaza 9 (MMP-9;
alt. gelatinaza B) — enzym rozkladajici jednu ze zakladnich slozek bazalni
membrany kolagen |IV. NaruSeni integrity bazalni membrany endotelu umoz-
fiuje prunik neutrofild skrze cévni sténu, naruSeni hematoencefalické bariéry

pfispiva k rozvoji edému mozku (Delclaux et al. 1996; Feiler et al. 2011).
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4.3.3 Role volnych radikalu

Dalsi mechanismus, ktery se podili na ¢asném i pozdnim poskozeni
mozku po SAK, je poskozeni volnymi kyslikovymi radikaly — superoxidovy
aniont, hydroxylovy radikal, peroxid vodiku, NO, peroxynitrit (Ayer a Zhang
2008; Sehba a Bederson 2006; Sehba et al. 2012). Vysoky obsah polynena-
sycenych mastnych kyselin, které mohou byt snadno oxidovany volnymi radi-
kaly, €ini mozek vysoce citlivym na plasobeni volnych radikalt (Facchinetti et
al. 1998; Sehba a Bederson 2006)

Jednim ze zdroju volnych kyslikovych radikalt jsou mitochondrie. PFi
ischemii zpusobené nitrolebni hypertenzi dochazi k poruse elektronového
transportniho fetézce v mitochondriich, ktera vede k nadprodukci superoxi-
dovych aniontl (Marzatico et al. 1988). Ke vzniku superoxidovych aniont
dochazi i za normalnich podminek, ale vznikly superoxid je rychle eliminovan
enzymem superoxid-dismutazou (SOD). V podminkach ischemie je vSak
rychle pfekroCena kapacita tohoto mechanismu a nadbytkem superoxidu do-
chazi k poskozeni lipidl, proteind i DNA (Ayer a Zhang 2008; Shishido et al.
1994). Uginkem SOD dochazi ke vzniku peroxidu vodiku, ktery je dale elimi-
novan ucinkem glutathion peroxidazy (GSH-Px) a katalazy (Facchinetti et al.
1998; Ighodaro a Akinloye 2017). Po SAK dochazi ovSem k nepoméru mezi
hladinami SOD a GPX a vznikly H2O, neni dostate¢né odbouravan, coz vede
ke vzniku reaktivniho hydroxylového radikalu (Ayer a Zhang 2008; Gaetani et
al. 1998). DalSimi zdroji volnych radikall je napfiklad jiZ zminéné slu¢ovani
NO se superoxidovym aniontem za vzniku peroxynitritu (4.3.1), autooxidace
hemoglobinu (viz 4.4.1) nebo degranulace neutrofilt (4.3.2).

Uginkem hydroxylového radikélu na polynenasycené mastné kyseliny
dochazi k lipoperoxidaci (Ayer a Zhang 2008; Facchinetti et al. 1998). P¥i
kazdé reakci volného radikalu s mastnou kyselinou dochazi ke vzniku nove-
ho radikalu mastné kyseliny a fetézovou reakci takto mize vzniknout znacné
mnozstvi lipoperoxidu. Velké mnozstvi lipoperoxidd v bunééné membrané
maze zhor$it jeji fluiditu i integritu. Retézovéa reakce mize byt ukonéena na-

priklad reakci radikalu s antioxidantem (Facchinetti et al. 1998). Volné radika-
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ly mohou reagovat i s aminokyselinami a tim ovliviiovat funkci enzyml a

membranovych receptort (Facchinetti et al. 1998).

4.3.4 Casné poskozeni mozku

Vzhledem k akutni povaze onemocnéni pochazi informace o dé&jich
bezprostfedné nasledujicich krvaceni pfedevsim ze studii na zvifatech. Cas-
né poskozeni mozku je komplexni proces; po prvotnim inzultu se rozviji cela
kaskada mechanismu podilejicich se na EBI — porucha permeability hemato-
encefalické bariéry, vazogenni a cytotoxicky mozkovy edém, apopt6za a ne-
kr6za neuronu, endotelii i gliovych bunék, Ledova Sifici se deprese (cortical
spreading depression), porucha homeostazy kalcia a magnézia (Sehba et al.
2012), kontrakce pericytd v podminkach ischemie nebo za pfitomnosti he-
moglobinu (Hall et al. 2014; Li et al. 2016).

Inicialnim inzultem je prudky vzestup nitrolebniho tlaku (Voldby a
Enevoldsen 1982). V okamziku ruptury aneurysmatu dochazi k vniknuti krve
do subarachnoidalniho prostoru pod tlakem rovnajicim se arterialnimu krev-
nimu tlaku. To zpUsobi nitrolebni hypertenzi, v jejimz dusledku dochazi
k poklesu CPP a CBF (Cai et al. 2012) a tim k rozvoji Casného ischemického
poskozeni (Bederson et al. 1995). Cast pacienti postizenych SAK v tomto
okamziku umira v disledku zastavy dechu a / nebo obé&hu (Hijdra a van Gijn
1982), prezivsi pacienti pak tuto zkuSenost popisuji jako ,nejhorSi bolest
hlavy v zZivoté®
intenzitou (tzv. ,thunderclap headache®) (Sehba et al. 2012; Schwedt 2007).
Béhem dalSich minut az desitek minut po SAK dochazi k poklesu ICP (ktery

— tedy nahle vzniklou bolest hlavy s extrémné vysokou

zustava nad fyziologickou hodnotou) a vzestupu CPP. Trva vSak pokles CBF,
ktery je do jisté miry nezavisly na hodnoté ICP nebo CPP a je pfipisovan
Casné vazokonstrikci (Bederson et al. 1995; Bederson et al. 1998; Schubert
et al. 2009; Tateyama et al. 2013). U pacientl postizenych SAK trva tento
pokles CBF az nékolik desitek hodin po zakrvaceni (Hayashi et al. 2000) a
koreluje s neurologickym stavem a kvalitou preziti (Schubert et al. 2009;

Tateyama et al. 2013). Casna hypoperfuze tak neni podminéna pouze vze-
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stupem ICP, ale i vazokonstriknim efektem arterialni krve na cévy Willisova
okruhu (Bederson et al. 1998).

VazokonstrikCni efekt arterialni krve je pfipisovan poruse vazodilatace
zprostfedkované oxidem dusnatym. Jednim z uvazovanych mechanismu je
vySe zminény scavenging NO hemoglobinem. NO volné prostupuje bunéc-
nymi membranami a muize tudiz vstupovat do erytrocytd a reagovat
s oxyhemoglobinem za vzniku methemoglobinu a dusi¢nhanového aniontu
(Beckman a Koppenol 1996). Vazokonstrik¢ni efekt hemoglobinu byl opako-
vané demonstrovan — v experimentu na izolované a. basilaris byla pozorova-
na inhibice vazodilatatnich mechanisml za pFitomnosti hemoglobinu a pri-
nik hemoglobinu do hladké svaloviny cévni stény béhem 10 minut po extra-
luminalni aplikaci hemoglobinu (Hongo et al. 1988), in vivo byla angiograficky
potvrzena vazokonstrikce 15 minut po intrathekalni aplikaci hemoglobinu
(Byrne et al. 1989). Zda je vSak pfitomnost hemoglobinu v sub-
arachnoidalnim prostoru zodpovédna za rozvoj ¢asného posSkozeni mozku
v prvnich minutach az desitkach minut po vzniku SAK, je sporné. V pfipadé
SAK je hemoglobin v subarachnoidalnim prostoru zprvu pfitomen
v erytrocytech, jejichz hemolyza zacina az za 16 — 32 hod. po SAK a vrcholi
7. den (Pluta et al. 1998). Bylo pozorovano, ze NO reaguje s hemoglobinem
obsazenym v erytrocytech 500 — 1000x pomaleji nez s volnym Hb (Liu et al.
1998; Vaughn et al. 2000), v experimentu byl vazokonstrikéni efekt na izolo-
vané mozkové tepny pozorovan pouze po podani hemolyzované krve a niko-
liv po podani plné krve s intaktnimi erytrocyty (Vecchione et al. 2009).

Dal8im scavengerem NO, ktery muze hrat roli pfi ¢asném postizeni
mozku, je superoxidovy anion, ktery byl v mozku po SAK pozorovan ve zvy-
Seném mnozstvi (Kajita et al. 1994; Shishido et al. 1994). Jiny mozny me-
chanismus, ktery je zodpovédny za €asné poskozeni mozku, je dysfunkce
endotelu, charakterizovana funkénimi a morfologickymi zménami endotelu
(Sehba et al. 2012), v jejichz dusledku dochazi k selhani endotelem zpro-
stfedkované vazodilatace (Park et al. 2001).
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4.4 Pozdni ischemie mozku

Castou komplikaci netraumatického SAK, ktera se vyskytuje v prvnich 2
tydnech po inzultu, je pozdni ischemie mozku (DCI). Tento termin byl zave-
den kvuli nejasnostem v patofyziologii pozdniho ischemického poSkozeni
mozku a vztahu DCI k pozdnim vazospasmum. Pozdni ischemii mozku se
rozumi zhorSeni fokalniho neurologického nalezu (napf. hemiparéza, afazie)
nebo zhorSeni Glasgow Coma Score o aspon 2 body, které se pomoci klinic-
kého vySetfeni nebo zobrazovacich metod neda vysvétlit jinou pfi€inou
(Vergouwen et al. 2010).

Dlouhou dobu byly za hlavni pfiinu zhorSeni neurologického stavu pa-
cientd po SAK povazovany pozdni vazospasmy. Kvzniku pozdnich va-
zospasmu dochazi od 3. dne po SAK, jejich zavaznost vrcholi 7. den a ode-
znivaji obvykle béhem 3. tydne (Pluta 2005). Zobrazovacimi metodami jsou
vazospasmy prokazatelné u cca 50 — 70 % pacientl (Kassell et al. 1985).
Kauzalni souvislost mezi vazospasmy a DCI neni zcela pfesvédcCiva (Sehba
et al. 2011; Vergouwen et al. 2010). Klinické pfiznaky jsou pozorovatelné jen
u zhruba poloviny pacientl postizenych vazospasmem (Bederson et al.
2009), terapeutické intervence zvySujici regionalni CBF nevedou k ovlivnéni
samotného vazospasmu (Pluta et al. 2000), naopak vazospasmus sam o
sobé nevede k rozvoji DCI a u nékterych pacientu se hypoperfundovana ob-
last mozku nenachazi v povodi spastické tepny (Dankbaar et al. 2009; Dhar
et al. 2012). Samotné zmirnéni vazospasmu neovliviiuje dalSi patologické
procesy probihajici v mozkové cirkulaci (Sabri et al. 2011b). To vyplyva i ze
studie CONSCIOUS-2, ve které clazosentan, antagonista endotelinového
receptoru, vedl ke zmirnéni vazospasmu a DCI, nicméné nesnizil mortalitu
pacientd po SAK ani nezlepsil jejich kvalitu pfeziti (Wang et al. 2012).

DCI — spasmus nebo trombdza na urovni mikrocirkulace, zanétliva reakce,
Ledova Sifici se deprese (Vergouwen et al. 2008). Ke zhorSeni neurologic-
kého stavu v této fazi mohou ovSem pfispivat i dalSi mechanismy — napfiklad

opozdéna neuronalni smrt (delayed neuronal death) (Kirino 2000).
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4.4.1 Mechanismy pozdniho ischemického poskozeni

Rozvoj pozdnich vazospasmu a pozdni mozkové ischémie je pravdé-
podobné rovnéz multifaktorialni proces. Za hlavni faktor v patogenezi
mozkovych vazospasmu a DCI je povazovan zejména hemoglobin a jeho
metabolity (Mayberg et al. 1990); jejich role v rozvoji pozdnich zmén perfuze
je zdokumentovana lépe nez v pfipadé ¢asného posSkozeni mozku a souvisi
s vazodilataci zprostfedkovanou NO i s radikalovym poSkozenim.

Po SAK dochazi k hemolyze erytrocytl v subarachnoidalnim prostoru
a tedy k uvolnéni hemoglobinu do likvoru (Pluta 2005; Pluta et al. 1998). Pro-
toze vazebny systém haptoglobin-hemoglobin v SA prostoru ma vyrazné
mensSi kapacitu nez vkrvi a je zahy vyCerpan, dosahuje hemoglobin
v mozkomisnim moku vysokych koncentraci (Galea et al. 2012). Za fagocy-
tézu erytrocytu a fibrinu jsou zodpovédné makrofagy a T-lymfocyty, které in-
filtruji subarachnoidalni prostor; maximum této infiltrace bylo u pokusnych
zvifat pozorovano 2. a 3. den po SAK (Jackowski et al. 1990), kdy byly pozo-
rovany i nejvétsi strukturalni zmény na mozkovych arteriich (ztlusténi medie
a adventicie, zvrasnéni intimy) (Kubota et al. 1993), i nejvyraznéjSi zmény
angiografické (Delgado et al. 1985).

Mechanismu, kterymi mize hemoglobin pusobit vazokonstrikci, je né-
kolik. Po hemolyze erytrocytl dochazi k penetraci hemoglobinu do cévni sté-
ny, jeho pfitomnost po experimentalnim SAK byla pozorovana v adventicii,
hladké svaloviné a endotelu a zavaznost vazoskonstrikce korelovala
s mnozstvim Hb v cévni sténé (Foley et al. 1993). Zde muze Hb vySe popsa-
nym mechanismem fungovat jako scavenger NO.

DalSim uvazovanym mechanismem je autooxidace hemoglobinu pe-
netrujiciho cévni sténu, ktera vede ke vzniku volnych kyslikovych radikald.
Oxyhemoglobin (obsahujici atom Zeleza ve formé& Fe®*) podléha spontanni
oxidaci na methemoglobin (obsahuijici Zelezo ve form& Fe®*") za vzniku su-
peroxidového aniontu O, a sekundarné dalSich kyslikovych radikalu, coz

v experimentu ex vivo vedlo ke kontrakci bunék hladké svaloviny cévni stény
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(Asano a Matsui 1999; Steele et al. 1991). VySe popsanym mechanismem
pak maze dochazet k dalSimu poskozeni u€inkem peroxynitritu.

Pfitomnost oxyhemoglobinu mize mit i vliv na funkci endotelialni NO-
syntazy. Za Cetnych patologickych okolnosti (napf. hypertenze, diabetes mel-
litus, hypercholesterolémie, koufeni) dochazi k dysfunkci eNOS a ke zvySené
tvorbé kyslikovych radikald na ukor tvorby NO (Forstermann a Munzel 2006).
Tento jev byl popsan i na zvifecim modelu SAK; snizena syntéza NO a zvy-
Sena produkce kyslikovych radikall pak mohou pfispét k pozdnimu neurolo-
gickému poskozeni (Sabri et al. 2011a). Statiny, inhibitory 3-hydroxy-3-
methylglutaryl koenzym A reduktazy bézné pouzivané jako hypolipidemika,
zlepSuji tuto dysfunkci endotelialni NOS a posouvaji rovnovahu zpét
k produkci NO - za experimentalnich podminek vedlo podavani simvastatinu
ke zvySeni produkce NO, zmirnéni vazospasml a agregace trombocytl
v mikrocirkulaci a snizeni produkce volnych kyslikovych radikalt (Sabri et al.
2011a).

4.5 Moznosti terapeutického ovlivnéni perfuznich poruch

V soucCasné dobé je mozné rozdélit intervence do tfi oblasti. Prvni sku-
pinou jsou intervence farmakologické. Sem spadaji intervence zaméfené na
oblast cévni, tedy ovlivnéni perfuznich poruch, pomoci vazodilataéné plso-
bicich latek a podavani antioxidantu s cilem ovlivnéni radikalového postize-
ni endotelu i cytotoxického edému. DalSi skupina zahrnuje chirurgické inter-
vence - dekompresni kraniektomie (DK) pfiznivé ovliviujici perfuzni poru-
chy snizenim nitrolebe¢niho tlaku s naslednym navy$enim prutoku a mozko-
vého perfuzniho tlaku. Na pomezi mezi farmakologickou a chirurgickou tera-
pii se pohybuji metody endovaskularni, které umoznuji nejen dilataci spas-
tické cévy, ale i cilené intraarterialni podavani vazodilataéné pulsobicich la-
tek.
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4.5.1 Farmakoterapie
4.5.2 Vazodilatancia

Zakladem [éCby pozdnich vazospasmu v klinické mediciné jsou
v souCasnosti kalciové blokatory, prfedevSim nimodipin (Bederson et al.,
2009), nicméné za experimentalnich podminek je testovana fada dalSich la-
tek. Z uvedeného vyplyva, Ze procesy probihajici po SAK mohou byt pfiznivé
ovlivnény podavanim latek odsStépujicich NO. Vazodilatacni efekt NO je

predmétem vyzkuma v situacich ¢asnych i pozdnich perfuznich zmén.

4.5.2.1.1 L-arginin

Jednou z ucinnych latek uspésné pouzitou v experimentech, byl L-
arginin, substrat NO-syntazy. Kromé chybéjiciho vazodilatacniho efektu NO
pfi nedostatku substratu NOS muaze deplece L-argininu vést ke zvySené pro-
dukci superoxidového aniontu neuronalni NO-syntazou a tim pfispivat
k oxidativnimu stresu (Costa et al. 2016).

Podavani L-argininu pokusnym zvifatim zlepSilo CBF v prvnich 24
hodinach po SAK (Sun et al. 2003), coz mize byt zpisobeno vysSi syntézou
NO inducibilni NO-syntazou, jejiz exprese je v prvnich 24 hodinach po SAK
rovnéz zvySena (Sehba et al. 2004). Aplikace L-argininu byla s uspéchem
pouzita i k ovlivnéni pozdniho vazospasmu, vazodilatacni efekt na spastické
tepny i zvySeni CBF bylo pozorovano jiz b€hem prvnich 10 minut od zahajeni
intracisternalni a intrakarotické aplikace (Goksel et al. 2001; Hirose et al.
1995; Ozum et al. 2007). Naproti tomu Pluta et al. (Pluta et al. 2000) pozoro-
vali po intraarterialni aplikaci L-argininu zvySeni regionalniho CBF, avSak bez

ovlivnéni samotného angiograficky prokazaného vazospasmu.

4.5.2.1.2 Donory NO
Donory NO, slouceniny odstépujici ze své molekuly oxid dusnaty, ne-
vyzaduji na rozdil od L-argininu enzymatickou reakci, jejich efekt je tudiz ne-

zavisly na aktivité NO-syntazy. Uginek NO na mozkovou cirkulaci je multifak-
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torialni — ma nejen vazodilatatni efekt, ale i brani agregaci trombocytl
(Sehba et al. 1999) a inhibuje degradaci kolagenu IV matrix-
metalloproteinazou 9 (Sehba et al. 2007). Pfi exogennim podavani NO jsou
tepny i v pfipadé vazospazmu schopny reagovat vazodilataci (Vatter et al.
2007).

Jednou z latek pouzitych v experimentu je S-nitrosoglutathion. Jeho in-
travenozni podavani zmirnilo u pokusnych zvifat vazokonstrikci mozkovych
tepen v ramci ¢asného poskozeni, zvySilo CBF a sniZilo rozsah degradace
kolagenu IV (Sehba et al. 1999; Sehba et al. 2007).
ny (pentakyano-nitrosylZelezitan sodny; sodium nitroprusside, SNP; obr. 2).
Jeho vazodilata¢ni efekt na pozdni vazospasmus po SAK byl prokazan v ex-
perimentech ex vivo, kdy byla pozorovana relaxace spastickych tepen
(Dizdarevic 2008; Vatter et al. 2007). Protoze je SNP potentni vazodilatator a
oCekavatelnym nezadoucim ucinkem jeho podani je systémova hypotenze, v
experimentech in vivo byla pouzivana intrathekalni cesta podani. Studie na
zvifecim modelu i studie klinické poskytuji nejednoznacné vysledky. Zatimco
v experimentu na primatech (Macdonald et al. 2002) nebyl pozorovan zadny
efekt na vazospasmus, podobny experiment na potkanech ukazal dobry uci-
nek SNP (Egemen et al. 1993). V Klinickych studiich bylo popsano zlepseni
parametru perfuze mozku nebo klinického stavu u vSech pacientl po boluso-
vém podani SNP (Agrawal et al. 2009) nebo pouze u ¢asti studovaného
vzorku (Pachl et al. 2005; Raabe et al. 2002; Thomas a McGinnis 2002).
LepSiho vysledku bylo dosazeno pfi kontinualnim podavani, vysledky vSak
nejsou reprezentativni pro nizky pocet studovanych pacientu (Raabe et al.
2002).

SNP byl testovan pouze v podminkach pozdniho vazospasmu, jak je
uvedeno vySe; vramci ¢asného poskozeni mozku nebyl jeho efekt dosud

studovan.
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Obr. 2 Strukturni vzorce S-nitrosoglutathionu (vlevo) a nitroprussidu sodné-
ho.

4.5.2.2 Antioxidanty

Po subarachnoidalnim krvaceni byla pozorovana vyssi tvorba volnych
radikalt (Ayer a Zhang 2008). Volné radikaly mohou dale pfispivat k rozvoiji
vazospazmu a mikrotromboz a tim k dalSimu funkénimu poskozeni mozku.

Podavani antioxidantl po SAK pfiznivé ovlivnilo vyskyt vazospazmu a
snizilo oxidacni stres. Jednim z pouZivanych antioxidantd je melatonin (N-
acetyl-5-methoxytryptamin; obr. 3), hormon produkovany pfevazné epifyzou
(corpus pineale), zodpovédny za regulaci cirkadiannich rytmd; zaroven se
ovSem jedna o potentni vychytava¢ (scavenger) volnych radikald a latku
s efektem antioxida¢nim, antiapoptotickym, neuroprotektivnim a protizanétli-
vym (Hardeland et al. 2006). Melatonin snadno prostupuje hematoencefalic-
kou bariérou a je netoxicky i ve vysokych davkach (Ayer et al. 2008; Cheung
et al. 2006). Antioxida¢ni efekt melatoninu je zpusoben vychytavanim vol-
nych radikalu (pfedevSim diky schopnosti odstépovat elektron), ale i downre-
gulaci prooxidacnich enzyma (napf. NO-syntazy, lipoxygenazy) a stimulaci
genové exprese enzymu antioxidacnich (napf. superoxid dismutaza, katala-
za, peroxidazy). Na rozdil od vychytavani volnych radikala, ke kterému do-
chazi pfi vysokych davkach melatoninu, je efekt na hladinu antioxidacnich
enzymu pozorovatelny uz pfi fyziologickych hladinach (Hardeland 2005). Me-

latonin rovnéz snizuje tvorbu volnych radikalt v mitochondriich svoji interakci
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s dychacim fetézcem (Hardeland 2005; Rodriguez et al. 2004; Wu et al.
2017).

Melatonin byl s uspéchem pouzit ve zvifecich modelech rliznych intra-
kranialnich patologii — napf. urazy mozku, ischemické CMP, Alzheimerova
demence (Wu et al. 2017). Podani melatoninu v davce 10 mg/kg/den vedlo
ke snizeni permeability hematoencefalické bariéry a ke zmirnéni rozvoje
mozkového edému a zanétlivé odpovédi v mozkové tkani (Ersahin et al.
2009; Fang et al. 2009). Pét dni podavani melatoninu v davce 20 mg/kg/den
vedlo ke zmirnéni pozdnich vazospasmu mechanismem zvyseni hladiny NO
a superoxid-dismutazy — jednoho z antioxidaCnich enzym( (Aladag et al.
2009). Ve vysSich davkach (150 mg/kg) doslo ke zmirnéni edému mozku a
snizeni mortality (Ayer et al. 2008), dale melatonin snizil expresi zanétlivych
mediatord (TNF-alfa, IL-1beta, IL-6) a iINOS a zabranil nekréze a apoptdze
neuronu (Wang et al. 2013).
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Obr. 3: Strukturni vzorec melatoninu (N-acetyl-5-methoxytryptamin).

4.5.3 Chirurgicka terapie

Clipping (zasvorkovani) aneurysmatu nebo jeho endovaskularni alter-
nativa coiling (vyplnéni lumina aneurysmatu kovovou spiralkou) slouzi
k vyfazeni vaku aneurysmatu z cirkulace. Nejedna se tedy o techniky, které
by ovliviiovaly vyskyt perfuznich poruch, brani vSak recidivé krvaceni, ktera
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vyznamné zvySuje mortalitu a zhorSuje neurologické poskozeni u prezivsich

(Larsen a Astrup 2013; van Donkelaar et al. 2015).

4.5.3.1 Dekompresni kraniektomie

Dekompresni kraniektomie (DK) je béznou soucasti neurointenzivi pé-
Ce. Pouziva se ke snizeni ICP u jinak neovlivnitelné nitrolebni hypertenze,
jejim cilem je zabranit mozkovym herniacim a zlepSit perfuzi mozku. Dekom-
presni kraniektomie vede ke snizeni ICP, zvySeni CBF a zlepSeni oxygenace
mozkové tkané (Lazaridis a Czosnyka 2012). Vyznam DK v klinické mediciné
je nicméné stale kontroverzni. Pozitivni efekt byl pozorovan v pfipadech in-
farktu a. cerebri media (Vahedi et al. 2007) nebo netraumatického intrace-
rebralniho krvaceni (Fung et al. 2012). Naproti tomu nedavno publikované
studie DECRA (Cooper et al. 2011) a RESCUEicp (Hutchinson et al. 2016)
zpochybnily pfinos DK pro pacienty po urazu mozku. Role DK po SAK je sta-
le nejasna — prestoze bylo popsano promptni snizeni ICP a vzestup parcial-
niho tlaku O, v mozkové tkani (Jaeger et al. 2003), korelace téchto efektl
s prognozou pacientl je pouze slaba (Uozumi et al. 2014). Indikace, nacaso-
vani a rozsah DK u pacientt se SAK nejsou dosud plné stanoveny
(Buschmann et al. 2007; Dorfer et al. 2010; Mak et al. 2013; Otani et al.
2008) a v literature je v sou€asnosti popsano pouze minimum vysledkl expe-

rimentd na zvifecim modelu (Buhler et al. 2015).

4.5.4 Endovaskularni techniky
Coiling vaku aneurysmatu je endovaskularni zpusob vyfazeni
aneurysmatu z cirkulace a pfedstavuje alternativu ke clippingu. Z hlediska
mortality i dalSi kvality Zivota dosahuje coiling lepSich vysledkd nez clipping
aneurysmatu (Molyneux et al. 2002; van der Schaaf et al. 2005).
Endovaskularni metody jsou pouzivany i v situaci pozdnich komplikaci. U
pozdnich vazospasmu refrakternich ke konzervativni terapii lze provést ba-

I6bnkovou angioplastiku. DalSi moznosti je intraarterialni podavani vazodila-

Vv s
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lepSi efekt v periferni cirkulaci, nevyhodou je ovSem kratSi trvani ucinku zpu-
sobené kratkym biologickym poloCasem vétSiny pouzivanych farmak.
V soucasnosti je za timto u€elem pouzivan nejCastéji nicardipin a verapamil

(Francoeur a Mayer 2016).

4.6 Soucasné kontroverze v patofyziologii a terapii SAK

Pfes velké mnozstvi praci na téma patofyziologie subarachnoidalniho
krvaceni nemame stale odpovédi na nékteré otazky.

Ackoliv je dobfe zdokumentovan rozvoj zanétlivé odpovédi v mozku po
SAK, klinické studie na pouZiti imunosuprese nepfinesly zadné vysledky a v
praxi se zadna lé€ba ovliviaujici zanétlivou odpovéd nepouziva (de Oliveira
Manoel a Macdonald 2018; van Lieshout et al. 2018). Je zjevné, Ze imuno-
supresni |éCba s sebou nese znacné riziko infekCnich komplikaci, nicméné
protizanétlivy a imunomodulacni ucinek byl popsan i u melatoninu (Favero et
al. 2017). V laboratornich pokusech byl protizanétlivy efekt melatoninu po
SAK skute¢né pozorovan v ramci EBI (Ayer et al. 2008; Ersahin et al. 2009),
bylo pozorovano i zlepSeni vysledkd v neurobehavioralnich testech (Wang et
al. 2013), do klinické praxe ovSem melatonin nepronikl. Otazkou rovnéz je
optimalni nacasovani podani melatoninu k dosazeni maximalniho efektu.

Neni jisté, zda existuje kauzalita mezi ¢asnym a pozdnim poskozenim
mozku, nicméné zda se, Ze zavaznost EBI a nasledného DCI spolu souvisi
(van der Schaaf et al. 2006; van Lieshout et al. 2018). Tato souvislost mezi
Casnymi a pozdnimi patofyziologickymi procesy by znamenala, Zze zacileni
léCby — napfiklad podavani vazodilatancii nebo melatoninu - na EBI muze

pfinést zlepSeni i ve fazi pozdni ischemie.
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5 Hypotézy

Cilem studie bylo na experimentalnim modelu Casnych perfuznich po-

ruch po subarachnoidalnim krvaceni testovat nasledujici hypotézy:

1. Prudké zvySeni objemu subarachnoidalniho prostoru zpUsobi akutni po-
kles kortikalni perfuze

2. Subarachnoidalni krvaceni zpUsobi pokles mozkové perfuze jak mecha-
nismem nitrolebni hypertenze, tak mechanismem ¢asné vazokonstrikce.

3. Eliminace nitrolebni hypertenze dekompresni kraniektomii zlepsi perfuzi
mozku bezprostfedné po navozeni subarachnoidalniho krvaceni.

4. V dusledku SAK dochazi k vzniku signifikantniho mnozstvi hydroxylovych
a nitroxylovych radikald.

5. Casné perfuzni zmény mohou byt ovlivnény podavanim vazodilatancia
(nitroprussid sodny).

6. Podani vazodilatancia do komorového systému mozku snizi vyskyt sys-
témovych nezadoucich u&inka.

7. Dlouhodobé nasledky subarachnoidalniho krvaceni mohou byt zmirnény

podanim antioxidantu (melatonin).
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6 Metodika

Prvnim krokem bylo vytvoreni spolehlivého modelu subarachnoidalniho
krvaceni a monitoring mozkoveé perfuze, dale aplikace terapeutickych inter-
venci (vazodilatans, antioxidant). Efekt vazodilatancii mize byt limitovan nit-
rolebni hypertenzi, ktera je vzdy soucasti patofyziologickych déji pfi vzniku
SAK. Proto byly provedeny i experimenty k posouzeni vyznamu nitrolebni
hypertenze pro vznik ¢asné hypoperfuze a ke zhodnoceni efektu dekom-

presni kraniektomie na mozkovou perfuzi.

6.1 Pokusna zvirata

S ohledem na zkuSenosti experimentalniho pracovisté a technické vy-
baveni projektu byly pokusy provadény na mladych samcich laboratorniho
potkana kmene Wistar (AnLab, Ceska republika; 220 — 240 g). Zvitata byla
ustajena v klecich s volnym pfistupem k potravé a vodé, s 12-hodinovym
cyklem svétlo/tma.

VSechny zakroky byly provadény v souladu s etickymi doporucenimi 3.
lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze a v souladu s doporucenimi Za-
kona na ochranu zvitat Ceské republiky, ktera odpovidaji legislativé Evrop-
ské unie. Experimentalni protokol byl schvalen Etickou komisi 3. Iékafské
fakulty Univerzity Karlovy v Praze. ZvySena péce byla vénovana minimalizaci

utrpeni pokusnych zvirat.

6.2 Anestezie

VSechny zakroky byly provadény v celkové anestezii ketaminem (100
mg/kg) a midazolamem (1,2 mg/kg) i.p. doplnéné infiltraci mékkych tkani hla-
vy lokalnim anestetikem (trimekain 1% 0,3 ml).

Inhalacni anestezie isofluranem 1% za spontanni ventilace neintubova-
ného zvifete byla v pfedbé&znych experimentech zatizena vyssSi mortalitou.
Kromé toho isofluranova anestezie zvySuje CBF a ovlivhuje i rozvoj hypoxic-

ko-ischemického poskozeni (Sosunov et al. 2015; Villa et al. 2012); oba tyto
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efekty by mohly zkreslit vysledky provadénych experimentu, proto byla zvo-

lena anestezie ketamin — midazolam.

6.3 Navozeni subarachnoidalniho krvaceni

K navozeni SAK byl pouzit model injekce do prechiasmatické cisterny
(Prunell et al. 2002). Pokusnym zvifatim v celkové anestezii byla nejprve
kanylovana a. femoralis k ziskani arterialni krve. Po doplnéni celkové
anestezie infiltraCni anestezii mékkych tkani hlavy byla odhalena lebka,
zbrouSena kalva nad pravou hemisférou a ve stfedni ¢are 7,5 mm rostralné
od bregmatu byl vyvrtan otvor pro zavedeni kanyly. Pro kanylaci byla pouzita
intravenozni kanyla 26G, jejiz jehla byla sklonéna o 30° a zavedena do
prechiasmatické cisterny, dokud se hrot jehly nedotknul lebecCni baze (obr. 4).
Kanyla byla poté fixovana ke kosti a jehla byla odstranéna. Nasledné bylo
aplikovano 250 ul Cerstvé autologni neheparinizované arterialni krve béhem
15 sekund, kontrolni skupiné (sham-operated) byl podan stejnym zplsobem
bolus izotonického roztoku (IR; 0,9% roztok NaCl) o télesné teploté.

poloha kanyly

\; +5 ] +5  mm od bregmatu

Obr. 4 Schéma navozeni subarachnoidalniho krvaceni aplikaci krve do
prechiasmatické cisterny. Sipka znazorfiuje polohu a sklon kanyly. (Modifika-
ce podle Prunell et al. 2002.)
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6.4 Meéreni mozkové perfuze

Perfuze mozkové kury byla snimana 1 minutu pfed intracisternalni in-
jekci, béhem aplikace krve nebo IR a 30 minut po aplikaci.

Kortikalni perfuze byla méfena metodou Laser Speckle Contrast Analy-
sis (LASCA; ptistroj PeriCam PSI| HR, Perimed Instruments, Svédsko). Tato
metoda je odvozena od laserdopplerovského méfeni pratoku a umoznuje v
realném Case méreni mikrocirkulace ve tkanich s vysokym prostorovym i Ca-
sovym rozliSenim. Metoda vyuziva techniky osvitu tkani laserovym svétlem o
vinové délce 785 nm, ktera v disledku interference vinéni poskytuje obrazce
granularniho vzhledu se stfidajicimi se svétlymi a tmavymi plochami. Pokud
je objekt staticky, zUstavaji i tyto obrazce neménné. V pfitomnosti pohybuiji-
cich se elementd (napf. erytrocytd v cévach) dochazi k fluktuaci obrazu.
Rychlost fluktuace zavisi na rychlosti pohybu erytrocytd ve tkanich. Tato fluk-
tuace je snimana CCD kamerou a nasledné pocitacové zpracovana do po-
doby dvoudimenzionalnich map mozkové perfuze (Ayata et al. 2004; Briers
2001; Dunn et al. 2001; Shin et al. 2007).

Obr. 5 Osvitem tkané laserovym paprskem vznika v dusledku interference

vinéni zrnity obrazec. Barevna mapa znazoriuje rychlost fluktuace tohoto
obrazu v pfitomnosti pohybujicich se elementl — v pfipadé prokrvenych tkani
erytrocytl (modifikace podle Briers 2011).

Tkanova perfuze byla méfena v arbitrarnich perfuznich jednotkach

(PU). Protoze PU nelze konvertovat na ml/min/100 g, byly zmény v perfuzi
mozku popsany v procentech zmény perfuze oproti vychozim hodnotam. Vy-

37



chozi hodnoty byly ziskany méfenim z kazdého zvifete 1 minutu pfed navo-
zenim SAK. Pro transkalvarni sledovani perfuze mozkoveé kuiry je zapotrebi
provést mechanickou abrazi kalvy pokusného zvifete, z divodu nizké pene-
trace laserového paprsku do tkané — cca 500 um (Shin et al. 2007). Pristroj
umoznuje mérfeni v preddefinovanych zajmovych oblastech (region of inte-
rest, ROIl). U zvifat bez dekompresni kraniektomie byl ROl umistén v oblasti
pravé hemisféry, kde byla pfedtimm ztencena kost, u zvifat s DK byla perfu-

ze mérena v oblasti kraniektomii.

6.5 Farmakoterapie
Intracerebroventrikularni aplikace farmak

Pro aplikaci farmak do postranni mozkové komory byla leva postranni
komora kanylovana 2 mm kaudalné a 2 mm lateralné od bregmatu, katetr
(Brain Infusion Kit 2, Alzet, USA) byl zaveden do hloubky 3 mm (Paxinos a
Watson 2006). V pfedbéznych pokusech byla poloha katetru v komofe ové-
fena aplikaci Evansovy modfi, distribuce modfi v subarachnoidalnim prostoru

byla zjiStovana po 30 minutach od aplikace (obr. 6).
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Obr. 6 Pfi kanylaci lateralni komory a aplikaci isotonického roztoku zbarve-
ného kontrastni latkou (Evansova modf) je kontrastni latka patrna
v komorovém systému mozku (A). Po 30 minutach dochazi k distribuci rozto-
ku na mozkovou bazi a tedy do oblasti Willisova okruhu, mista, kde oCeka-
vame vazokonstrikéni efekt arterialni krve pfi modelu SAK (B).

Intracerebroventrikularni podani nitroprussidu sodného

Vzhledem k omezenym zkuSenostem s experimenty na potkanech ne-
ni z dosud publikovanych praci na toto téma nejvhodnéjsi davka SNP pro
intrathekalni podani patrna. Davka v tomto experimentu byla vypoctena na
zakladé predchozich laboratornich i klinickych pokust a adjustovana na
hmotnost potkana a jeho objem likvoru. V pfedbéznych pokusech se jako
nejefektivnéjSi davka pfi bolusovém podani ukazalo 10 ug SNP. Podavan byl
bolus 10 ug nitroprussidu sodného (Sigma — Aldrich® Inc., Czech Repubilic)
rozpustény v 5 ul 5% roztoku glukézy (vehikulum, V) do postranni komory
mozkové (intracerebroventrikularné, ICV). Béhem pfipravy a po celou dobu
experimentu byl roztok SNP dusledné chranén pred svétlem.
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Zvirata byla rozdélena do téchto skupin:

e zvifata s navozenym SAK a podavanim nitroprussidu sodného intra-
cerebroventrikularné (skupina SAK-SNP; n = 18)

e zvifata s navozenym SAK a ICV podavanim vehikula (SAK-V; n = 10)

e zvifata pouze s navozenim SAK (SAK, n = 12)

a 3 kontrolni skupiny:
o faleSné operovana zvifata bez SAK, bolus izotonického roztoku do
prechiasmatické cisterny + ICV podani SNP (sham-SNP; n = 8)
o faleSné operovana zvifata + ICV podani vehikula (sham-V; n = 8)
o faleSné operovana zvifata bez farmakologické intervence (sham; n =
8)

Zvitatim se SAK IéEenym SNP bylo podano 10 ug SNP. Prvni davka byla
podana 3 minuty po navozeni SAK, pokud u pokusného zvifete doslo
k sekundarnimu poklesu perfuze po dosazeni vrcholu, byla podana dalSi
davka. Sekundarni pokles byl pro ucely této studie definovan jako snizeni
perfuze o 10% oproti vrcholové hodnoté. Kontrolni skupiny se SAK dostaly
pouze bolus 5 pl vehikula podle stejného schématu.

Protoze SNP je potentni vazodilatator a pfi jeho podani Ize oCekavat i
zmény systémového krevniho tlaku, byla pokusnym zvifatdm kanylovana a.
femoralis k méfeni arterialniho krevniho tlaku. Arterialni pfistup byl rovnéz
pouzit k ziskani krve, pomoci které bylo navozeno SAK.

V této Casti experimentu nebyl méfen nitrolebni tlak, aby nebylo ovliv-
néno Sifeni farmaka v subarachnoidalnim prostoru pfitomnosti intraparen-

chymového cidla.
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6.6 Dekompresni kraniektomie

Vzhledem k tomu, Ze na Casné hypoperfuzi se maze podilet i vzestup
ICP zplUsobeny expanzi subarachnoidalniho prostoru, byla v dalSim experi-
mentu testovana ucinnost DK na perfuzni poruchy v ¢asné fazi SAK.

Zvirata byla rozdélena do nasledujicich skupin:
e zvifata s navozenym subarachnoidalnim krvacenim (SAK; n = 12)
e zvifata s dekompresni kraniektomii a nasledné subarachnoidalnim kr-
vacenim (DK-SAK; n = 8);
a dvé kontrolni skupiny:
o faleSné operovana (sham-operated) zvifata, kterym byl podan izoto-
nicky roztok misto arterialni krve (sham; n = 8);

e sham-operated s dekompresni kraniektomii (DK-sham; n = 8).

Zvitfatim v obou skupinach s DK byla provedena rozsahla oboustranna
fronto-temporo-parietalni kraniektomie a durotomie. Kraniektomie byla ohra-
ni¢ena rhomboidnim Svem v zadni ¢asti, v pfedni Casti pfesahovala koronar-
ni Sev. Medialni hranici tvofil sagitalni Sev a na lateralni hranici dosahovala
kraniektomie baze stfedni jamy lebni (obr. 7). Durotomie byla provedena roz-
sahlou kfizovou incizi. Ve skupinach bez DK byla kost nad levou hemisférou
mechanicky zten€ena tak, aby bylo mozno provést méfeni perfuze mozku.

Pro méfeni nitrolebniho tlaku bylo zavedeno ICP cCidlo (Codman Micro-
sensor ICP transducer, Johnson & Johnson Health Care Systems, USA) do
levé mozecCkové hemisféry (Rooker et al. 2002). Arteria femoralis byla kany-
lovana k méreni invazivniho krevniho tlaku a k ziskani krve k navozeni SAK.
Nitrolebni a arterialni krevni tlak byly monitorovany kontinualné (ICP Ex-
press, Johnson & Johnson Health Care Systems, USA and Spacelabs Heal-
thcare, USA) po celou dobu méfeni (30 minut). CPP byl vypocCitan pomoci
rovnice: CPP = MAP — ICP.
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Obr. 7 Rozsah dekompresni kraniektomie (vlevo znazornén Zlutou barvou,

vpravo snimek ziskany pfistrojem PeriCam PSI HR)

V tomto experimentu byl ICP méfen pomoci intraparenchymového €idla
zavedeného do mozeckové hemisféry. Prestoze ICP Cidlo je obvykle zava-
déno do mozkového parenchymu, v experimentech, které zahrnuji méfeni
CBF, mize byt vhodné&jsi se tomuto postupu vyhnout, nebot samotné zave-
deni intraparenchymoveého ¢idla maze vést k vzniku Sifici se deprese a zmé-
nam CBF (Verhaegen et al. 1992). Tlaky v mozku a v mozeCku byly jak za

normalnich, tak patologickych podminek srovnatelné (Rooker et al. 2002).

6.7 Preemptivni podani melatoninu a volné radikaly v modelu SAK
V prabéhu rozvoje SAK se vyrazné méni intrakranialni tlak a tim i per-
fuze mozkové klry. Prvotni hypoperfuze je nasledovana reperfuzi. Tyto déje
jsou ve vsech tkanich provazeny oxida¢nim stresem, ktery obecné vede
ke zvySené tvorbé kyslikovych radikalt (Pandya et al. 2013).
Jednou znaSich pracovnich hypotéz je to, Ze vyznamnou roli
v patogenezi rozvoje pozdnich zmén po SAK hraji kyslikovych radikaly, vzni-
kajici dusledkem oxidacniho stresu v €asnych fazich SAK. Pro testovani této
hypotézy byl preventivné (1 hodinu pfed navozenim SAK) podan melatonin
(N-acetyl-5-methoxytryptamin; Sigma — Aldrich® Inc., Czech Republic) jako
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antioxidant a scavenger volnych kyslikovych radikali v davce 100 mg/kg i.p.
ve 2 ml 2% roztoku Tween 80 (polyoxyethylenesorbitan monooleat).

Pfedpokladané zmény jsme sledovali pomoci behavioralnich testu (viz
dale) a morfologicky.

Zvirata byla rozdélena do nasledujicich skupin:
e zvifata s navozenym subarachnoidalnim krvacenim (SAK, n = 10);
o faleSné operovana (sham-operated) zvifata, kterym byl podan izoto-
nicky roztok misto arterialni krve (Sham, n = 8);
e zvifata se SAK s preventivné podanym melatoninem (M-SAK, n = 8);
o faleSné operovana zvifata s preventivné podanym melatoninem (M-
Sham, n = 8);

e naivni kontroly bez jakéhokoliv experimentalniho zasahu (n = 8).

Vzhledem k dlouhodobému designu pokusu a sledovani neurologického
deficitu nebyla kanylovana a. femoralis a k navozeni SAK byla pouzita alo-
genni krev misto autologni.

Ve vSech skupinach mimo naivnich kontrol byla méfena mozkova perfuze

vyse uvedenym zpusobem.

Pfed behavioralnimi a morfologickymi testy byl méfen narast volnych ra-
dikald v pouZittm modelu SAK. Hladiny kyslikovych radikald (hydroxylovych
a nitroxidovych) byly méfeny v tkani mozku odebrané 2 hodiny po SAK. Pou-
Zita byla metoda Electron Paramagnetic (Spin) Resonance (EPR/ESR), ktera
umoziiuje pfimé méfeni hladin volnych radikald v homogenizované tkani.
Tato metoda je zaloZzena na schopnosti nékterych chemickych slou€enin ab-
sorbovat mikrovinnou energii v silném magnetickém poli. K zaznamu vino-
vych spekter byl pouZit pfistroj Elexsys E-540 Bruker-Biospin (Rheinstetten,
Germany) EPR spektrometr na Ustavu jaderné fyziky AV CR v Rezi. Vysled-
ky byly znazornény v arbitrarnich jednotkach (Mares et al. 2013; Rokyta et al.
2004).
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Ke stanoveni hladin volnych radikalu byla zvifata rozdélena do téchto skupin:
e zvifata s navozenym subarachnoidalnim krvacenim (SAK, n = 9);
o faleSné operovana (sham-operated) zvifata (sham, n = 7);

e naivni kontroly bez jakéhokoliv experimentalniho zasahu (n = 9).

6.7.1 Behavioralni testy

Testy byly zaméfeny na zmény senzorimotoriky a prostorového uceni
a paméti u zvifat uvedenych v pfedchozim bodé. VSechny byly zahajeny 24
hodin po SAK nebo ,sham® zasazich. Senzorimotorické funkce pokusnych
zvirat byly sledovany dvéma testy za 24 hodin po inicialnim inzultu: pohyb na
rotujicim valci (rotarod) a vydrz na horizontalni hrazdé (beam balance). Rota-
rod hodnoti motoricky deficit a vestibulomotorické a taktilni funkce. Zvirata
byla umisténa na otacejici se valec (115 mm v praméru, rychlost otacek 6 /
min) proti sméru rotace valce, hodnocena byla schopnost zvifete vyhnout se
padu a udrzet se na rotujicim valci 120 sec, zaznamenavan byl pocet padu
do spInéni cile (max. 3 pokusy) (Deykun et al. 2011). Beam balance testuje
vestibularni a motorické schopnosti zvifat, hodnoti se schopnost zvifete udr-
Zet se na uzké horizontalni hrazdé. Zvifata byla umisténa na dfevénou
hrazdu (délka 400 mm, pramér 10 mm, ve vySce 800 mm nad povrchem),
cilem bylo udrzet rovnovahu na hrazdé po dobu 120 sec. (maximalné 3 po-
kusy), zaznamenavalo se trvani prvniho pokusu (Deykun et al. 2011).

Nasledovalo uceni v Morrisové vodnim bludisti (Morris Water Maze,
MWM), coz je kognitivni test méfici schopnost prostorové orientace potkanu
a jejich schopnosti naucit se polohu ostrivku umisténého pod hladinou vody
(Terry 2009). Zvifata byla umisténa do nadrze s vodou (prumér 1,98 m, tep-
lota vody 19 — 20°C), ve které byl v hloubce 20 mm pod vodni hladinou pono-
fen prahledny ostrivek. Méfila se doba do dosazeni ostravku, celkova upla-
vana vzdalenost, primérna rychlost plavani a vzdalenost drahy plavani od

ostrivku béhem pokusu — ,search error®. Byla provedena série 8 opakova-
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nych pokusu bé&éhem Sesti dnl. Posledni den u€eni byla na zavér testovana
retence paméti pomoci ,probe testu“ (memory retrieval test). V tomto testu se
hned po ukonceni uceni vyjme ostrivek z bludisté a zvifata jej pak marné
hledaji béhem 60 sec. Nasledujici den byl probe test zopakovan. Sledovana
byla doba, po niz se zdrzuji v oblasti, kde ostrivek byl a ¢etnost navrati do
ni. Pouziti programu EthoVision XT10 (Noldus, Nizozemi) umozruje tuto ak-
tivitu znazornit v podobé zaznamu trajektorie pohybl zvifete. Seskupenim
trajektorii jednotlivych skupin zvifat je mozné vytvorit tzv. ,heat maps®, které
charakterizuji zpusoby hledani ztraceného ostravku celymi jednotlivymi sku-
pinami zvifat (strategie hledani).

Parametry byly vyhodnocené v oblastech vodniho bludisté definova-
nych pomoci programu EthoVision XT10. Pro hodnoceni faze uceni byla po-
uzita cela oblast plavani bez ostravku, pro hodnoceni strategii byly pouzity
oblasti thigmotaxe — plocha 20 cm od okraje bludisté, a scan — rozSifena ob-
last kolem ostravku, tj. trojnasobek jeho velikosti (primér ostrivku — 15 cm,
scan — 45 cm). Pro hodnoceni paméti pomoci probe testu byly pouZzity para-
metry Time a Frequency Platform 1 — Cas straveny v oblasti a pocet vstupu
do oblasti plvodniho ostravku a Time a Frequency in Zone — €as a pocet
vstupu do definovanych oblasti — 3 mezikruzi kolem ostrivku o Sifce 2 — 4
poloméry ostravku (Platform 2 — 4) (obr. 8)
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6.7.2 Morfologické hodnoceni

Z kazdé skupiny byli nahodné vybrani 3 jedinci, u kterych bylo 7. den po
navozeni SAK provedeno histologické vySetfeni mozku. Po transkardialni
perfuzi formalinem byl odebran mozek a fixovan ve formalinu po dobu jedno-
ho tydne. Mozkoveé fezy pak byly obarveny metodou podle Nissla (Pilati et al.
2008). U kazdého fezu byly pfi stejném zvétSeni spocCitany zaniklé neurony
v oblasti hilu hippocampu. Pro kazdou skupinu byl stanoven jejich primérny
pocet v jednom fezu. Hodnotitel byl zaslepen vuci skuping, kterou hodnotil.

6.8 Statistické vyhodnoceni

Mozkovy perfuzni tlak byl vypocéten podle vzorce CPP = MAP — ICP.
Mozkova cévni rezistence jakozto vyraz miry vazokonstrikce byla stanovena
v analogii s Ohmovym zakonem jako podil CPP a zmény mozkové perfuze
v procentech vychozich hodnot (R = CPP / A perfuze).

Pro statistickou analyzu byl pouzit program Graph Pad Prism 6 (Graph
Pad Software, Inc., USA). Rozdily ICP, CPP, zmény mozkové perfuze a
mozkové cévni rezistence mezi skupinami byly porovnany pomoci dvouvybé-
rové ANOVA s Bonferroniho post-hoc testem.

Zmény perfuze ve skupinach se SAK, maximum perfuze dosazené po
pocateCnim poklesu zpusobeném aplikaci krve do prechiasmatické cisterny,
hodnoty perfuze pfi sekundarnim poklesu po dosazeni maximalni hodnoty, a
zmény krevniho tlaku ve skupinach IéCenych nitroprussidem sodnym byly
porovnany pomoci ANOVA pro opakovana mérfeni.

U hladin volnych radikalt a senzorimotorickych testd byla data nejprve
testovana na normalitu a poté byl proveden bud Kruskal — Wallis test
s Dunnovym post-hoc testem, nebo jednofaktorova ANOVA.

Pro hodnoceni prostorového uceni a paméti byly pouzity nasledujici
parametry: latence plavani, celkova uplavana vzdalenost, primérna rychlost
plavani a ,search error®.

Data byla hodnocena pomoci dvoufaktorové ANOVA (Treatment vs.
Den plavani) pro opakovana méfeni s naslednym Tukeyho post-hoc testem.
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PFi hodnoceni korelace mezi CPP a perfuzi byl vypo&ten Spearmanuv
korelacni koeficient.
Data jsou znazornéna jako pramér + SEM. Za signifikantni je povazova-
no p < 0,05.
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7 Vysledky

7.1 Dusledky subarachnoidalniho podani krve / IR
7.1.1 Zmény mozkové perfuze

Podani krve i izotonického roztoku do prechiasmatické cisterny bylo
spojeno s vyznamnym poklesem mozkové perfuze.

Subarachnoidalni aplikace IR zpUsobila vyznamny pokles perfuze na
31,9 % £ 5,9 % vychozich hodnot (primér £ SEM, p < 0,0001 oproti vycho-
zim hodnotam). PoCate¢ni hypoperfuze byla nasledovana kratkou (cca 1 mi-
nuta) fazi hyperperfuze a poté navratem k vychozim hodnotam (obr. 9A).

Béhem podani krve doslo k poklesu perfuze mozku na 28,4 % + 4,7 %
(p < 0,0001) vychozich hodnot. U 7 z 24 zvifat vedla hluboka hypoperfuze
mozku ke smrti béhem prvnich 5 minut po aplikaci krve (mortalita 29 %), u
zbyvajicich 17 zvifat doslo k pomalému vzestupu perfuze. Ve srovnani
s kontrolni skupinou (sham) byl navrat perfuze k vychozim hodnotam vyraz-
né zpomaleny a perfuze byla signifikantné snizena prvnich 9 minut po navo-
zeni SAK (obr. 10).

U 14 ze 17 zvifat byl pozorovan bifazicky prubéh zmén mozkové per-
fuze (prabéh ,vrchol — plateau®, obr. 9B). Po navozeni SAK a inicialni hypo-
perfuzi doslo k vzestupu perfuze az do dosazeni vrcholu za 10 min 25 sec +
1 min 26 sec na urovni 108,0 % £ 5,4 % vychozich hodnot. Nasledoval dalSi
signifikantni pokles (p < 0,001 a p < 0,01, ve srovnani s vrcholovymi a vy-
chozimi hodnotami) a za 18 min 14 sec = 2 min 09 sec bylo dosazeno pla-
teau hodnoty 84,4 % £ 1,7 % vychozich hodnot; poté doslo opét k vzestupu
perfuze, ktery pokracoval do konce monitorovaného obdobi (30 min po navo-
zeni SAK).
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Obr. 9 Charakteristicky tvar kfivky zmén perfuze mozku u faleSné operova-
nych zvifat (A) a po navozeni SAK (B). Zmény mozkové perfuze po SAK maji
typicky tvar vrchol - plateau. Osa x: €as (min), osa y: perfuze (PU), Sipka:

aplikace IR nebo krve.
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Obr. 10 Zmény perfuze u zvifat po subarachnoidalni injekci arterialni krve
(SAK) a IR (sham). Navrat perfuze k vychozim hodnotam byl u zvifat se SAK
zpomaleny, perfuze byla oproti vychozim hodnotam signifikantné nizsi
v okamziku navozeni SAK a v prvnich 7 minutach po navozeni SAK (++ p <
0,01, ++++ p < 0,001). Ve srovnani s kontrolni skupinou byla perfuze signifi-
kantné nizsi prvnich 5 minut po navozeni SAK (* p < 0,05, ** p <0,01, ** p <
0,001). Po podani IR doslo k vyraznému poklesu perfuze oproti vychozi hod-
noté a nasledné k rychlému navratu k normé (#### p < 0,0001).
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7.1.2 Zmény nitrolebniho tlaku a mozkového perfuzniho tlaku

Pfed aplikaci krve nebo IR do prechiasmatické cisterny byl ICP 8,4 +
1,3 mmHg (SAK) a 11,2 + 1,0 mmHg (sham); CPP pfed aplikaci byl 85,0 +
7,6 mmHg (SAK) a 58,6 + 7,9 mmHg (sham).

Béhem podani arterialni krve do prechiasmatické cisterny doslo k vy-
znamnému vzestupu ICP (74,8 £ 12,8 mmHg, p < 0,001, obr. 11A) a poklesu
CPP oproti vychozim hodnotam (32,6 £ 17,1 mmHg, p < 0,001; obr. 11B). Po
podani IR doslo k zvySeni ICP na 76,2 £ 7,8 mmHg (p < 0,001, obr. 11A),
CPP klesl na 18,8 £+ 6,2 mmHg (p < 0,001, obr. 11B). S vzestupem ICP a
poklesem CPP korespondoval i pokles mozkové perfuze. K navratu ICP k
fyziologickym hodnotam doslo béhem 4 minut po aplikaci arterialni krve a za
2 minuty po aplikaci IR. U zvifat se SAK doslo mezi 13. a 14. minutou
k vzestupu CPP na 105 + 6,9 mmHg (p < 0,05, obr. 11B), v druhé poloviné
monitorovaného obdobi doslo k vzestupu CPP i ve skupiné sham az na 110
+ 9,6 mmHg (p < 0,001, obr. 11B); vzhledem ke konstantnimu nitrolebnimu

tlaku tento vzestup CPP odpovidal vzestupu tlaku arterialniho.
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Obr. 11 Intracisternalni injekce krve i IR zpUsobila signifikantni vzestup ICP
(A) a pokles CPP (B). Vzestup arterialniho krevniho tlaku nasledné ved|
k vzestupu CPP (B) (*, # p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001, *™**, ###H## p <

0,0001 oproti vychozim hodnotam).
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Na zakladé zjisténych hodnot CPP a zmény perfuze byla vypocitana korela-

ce mezi témito veliCinami: pro SAK p = 0,460 (p < 0,01) a pro sham p = 0,697

(p < 0,0001). V pripadé skupiny SAK byla vSak korelace mezi perfuzi a CPP

vyraznéjSi do dosazeni vrcholové hodnoty perfuze (cca 10. minuta) - p =

0,888 (p < 0,0001), poté byla perfuze mozku na CPP nezavisla (o = -0,0098).
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Obr. 12 Korelace mezi CPP a zménou mozkové perfuze u SAK (A) a sham

(B) skupin. Perfuze nejvic korelovala s CPP bezprostfedné po navozeni SAK

(do dosazeni vrcholu perfuze, C), poté se jiz zavislost perfuze na CPP vytraci

(D).
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7.1.3 Hladiny volnych radikalt

PFfimym méfenim metodou EPR/EPS jsme po navozeni SAK prokazali
zvySeni hladin obou méfenych radikall. V porovnani s kontrolami (bez jaké-
koliv chirurgické intervence) byly ve skupinach operovanych zvifat oba radi-
kaly zvySeny bez ohledu na pfitomnost SAK. Vyraznéjsi vzestup hladin byl

pozorovan u nitroxylovych radikald.

Hydroxylové radikaly Nitroxylové radikaly
300 . 600 [
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Obr. 13 Subarachnoidalni injekce krve i IR zpusobila vzestup hladin volnych
radikalt oproti naivnim kontrolam (* p < 0,05, ** p < 0,001, *** p < 0,0001),
mezi skupinami SAK a Sham vSak nebyl zaznamenan signifikantni rozdil.
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7.2 Terapeutické intervence
7.2.1 Efekt intrathekalniho podani nitroprussidu sodného

Nitroprussid sodny byl pokusnym zvifatim podavan po navozeni SAK
ve dvou fazich: prvni davka po 3 minutach od navozeni SAK, druha davka
podle aktualniho pribéhu zmén perfuze mezi 11. a 25. minutou, v okamziku
dosazeni ,plateau” stavu. Jedno z 18 zvifat uhynulo pfed podanim SNP, dvé
uhynula po podani prvni davky SNP.

U zbyvajicich 15 zvifat byly pozorovany 2 odliSné reakce na podani
SNP. U 8 zvifat nedoslo k zadné zméné arterialniho krevniho tlaku a Casovy
prubéh zmén mozkové perfuze se nijak nelisil od vyvoje mozkové perfuze
u zvifat ve skupinach SAK-SNP a SAK-V. U zbyvajicich 7 zvifat se vyvinula
zavazna systémova hypotenze (pokles MAP az o 50 % oproti vychozim hod-
notam) doprovazena poklesem mozkové perfuze (obr. 14). Ve srovnani
s normotenznimi zvifaty byla v této podskupiné mozkova perfuze signifikant-
né nizsi mezi 30. sec a 1 min 40 sec po podani SNP (obr. 14C a 15).

Za 3 minuty po podani SNP byl u normotenznich i hypotenznich zvirat
pozorovan vzestup perfuze, z porovnani se skupinou SAK-V i SAK bez far-
makointervence vSak vyplyva, Ze k vzestupu perfuze dochazi nezavisle na

podani SNP a jedna se o pfirozeny trend.

U 8 zvifat Ié€enych nitroprussidem doslo k sekundarnimu poklesu per-
fuze po pfedchozim dosazeni vrcholu (bifazicky prabéh tvaru ,vrchol — pla-
teau”, viz vyse). Témto zvifatim byla podana dalSi davka 10 ug SNP ICV. Po
podani této davky doslo k poklesu krevniho tlaku, s nesignifikantnim pokle-
sem perfuze. Po 2 minutach po podani 2. davky SNP doslo k navratu
mozkové perfuze k vychozim hodnotam a poté k nesignifikantnimu vzestupu
perfuze (obr. 17A). Tento vzestup perfuze nedosahl hodnot pozorovanych ve
skupiné sham-SNP.

Ve srovnani se skupinou SAK nebyl u zvifat IéCenych SNP pozorovan
signifikantni vzestup perfuze. Rovnéz nebyly pozorovany rozdily mezi zvifa-

ty, kterym byly podany 1 a 2 davky SNP.

56



Umrtnost ve skupingé SAK-SNP byla 3 zvifata z 18 (17 %). Dvé zvitata
uhynula po podani 1. davky SNP; vzhledem k oCekavané mortalité, ktera se
u tohoto modelu pohybuje kolem 25%, se vSak nelze validné vyjadfit
k souvislosti s nezadoucimi ucinky SNP.
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Obr. 15 TFi minuty po navozeni SAK byl zvifatdm podan ICV bolus SNP. Per-
fuze mozku byla signifikantné nizSi 1 minutu po podani SNP u zvifat, u kte-

rych doslo k rozvoji hypotenze, nez u zvifat bez hemodynamické odpovédi.

Korelace mezi MAP a perfuzi po aplikaci SNP

U normotentznich zvifat byla pozorovana korelace mezi zménou MAP
a zménou perfuze — p = 0,773 (p < 0,0001). U hypotenznich zvifat byla tato
korelace jesté vyraznéjsi — p = 0,844 (p < 0,0001) (obr. 16).
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Obr. 16 Perfuze mozku korelovala se zménou CPP (viz obr. 12). V této Casti
experimentu nebyl méfen ICP a tudiz ani pocCitan CPP, nicméné u zvifat, u
kterych se vyvinula arteridlni hypotenze v disledku podani SNP, koreloval

pokles MAP vyznamné s poklesem mozkové perfuze (p = 0,844, p < 0,0001).
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Efekt intracerebroventrikularniho podani vehikula (5% roztoku glukoézy)

Mortalita ve skupiné SAH-V byla 3 zvifata z 10 (1 zvife pfed podanim
bolusu vehikula, 2 zvifata po podani vehikula). U zbylych 7 zvifat nebyla ve
srovnani se skupinou SAK pozorovana zadna zména stfedniho arterialniho
tlaku ani mozkové perfuze po ICV podani vehikula 3 minuty po navozeni
SAK.

U v8ech 7 zvifat doSlo po dosaZeni vrcholu k dalSimu poklesu pefuze
a po dosazeni vyrovnaného (plateau) stavu jim byla podana 2. davka vehiku-
la. Po podani vehikula doslo k pfechodnému zvySeni perfuze mozku; tento
vzestup byl ve srovnani s hodnotami pfed podanim statisticky vyznamny 1,5
min po podani bolusu vehikula.

Na rozdil od zvifat, kterym byl podan SNP, doSlo k vzestupu perfuze
po podani vehikula uz v prvnich 2 minutach po podani (obr. 17). Ve srovnani
se skupinou SAK-SNP byla perfuze po podani vehikula signifikantné vyssi
mezi 40 sec a 1 min od podani vehikula.

Intracerebroventrikularni bolus vehikula nezplsobil zadné zmény

stfedniho arterialniho tlaku.
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FaleSné operovana (sham-operated) zvirata

FaleSné operovanym zvifatdm byl misto arteridlni krve podan do
prechiasmatické cisterny bolus IR. Po 3 minutach bylo do postranni komory
injikovano 5 ul roztoku bud SNP, nebo vehikula; jedné experimentalni skupi-
né byla pouze provedena kanylace postranni komory. U 7 z 8 zvifat zpusobi-
lo ICV podani SNP signifikantni vzestup mozkové perfuze nad uroven pred
podanim SNP (az dvojnasobek vychozich hodnot); tento efekt na perfuzi
mozku trval do konce monitorovaného obdobi (obr. 18). V pfipadé 1 zvifete
bylo vzestupu perfuze dosazeno podanim dalSi davky SNP.

Intracerebroventrikularni podani SNP soucasné se vzestupem perfuze
zpusobilo mirny pokles MAP (obr. 19). Po ICV podani samotného vehikula

nedoslo k zadnym zménam perfuze ani krevniho tlaku.
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Obr. 18 Zmény perfuze u faleSné operovanych (sham-operated) zvirat. ICV
podani SNP signifikantné zvysilo perfuzi mozku (*, + p < 0,05, **, ++ p<0,01,
*** +++ p<0.001; sham-SNP versus sham a sham-V). Podani samotného

vehikula nevedlo ke zméné mozkové perfuze.
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Obr. 19 U kontrolni skupiny sham-SNP doSlo po ICV podani SNP
k vzestupu mozkové perfuze i pfes pokles krevniho tlaku (*, # p < 0,05, **, ##

p < 0,01; porovnani vici vychozim hodnotam)

7.2.2 Dekompresni kraniektomie

Vlivem dekompresni kraniektomie doslo k signifikantnimu snizeni ICP
béhem intracisternalni aplikace arterialni krve nebo IR — 74,8 + 11,5 mmHg
versus 18,4 + 4,6 mmHg ve skupinach se SAK (p < 0,01) a 76,2 + 6,9 mmHg
versus 20,0 + 1,7 mmHg v sham skupinach (p < 0,0001; obr. 20A). Protoze
mezi skupinami nebyly signifikantni zmény v dynamice MAP, zmény CPP
odpovidaly zménam ICP (obr. 20B). Ve vSech skupinach doslo k navratu ICP
a CPP k fyziologickym hodnotam v prib&hu 4 minut po intracisternalni apli-
kaci (obr. 20A, B).
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Zvyseny ICP v okamziku intracisternalni injekce ved| k vyraznému po-
klesu perfuze ve skupinach SAK i sham (25,7 £ 5,0 % vychozich hodnot, p <
0,001, a 35,1 + 8,3 %, p < 0,001). Snizena perfuze byla v okamZzZiku suba-
rachnoidalni injekce pozorovana i u DK-SAK a DK-sham skupin (70,2 = 3,9
% vychozich hodnot, p < 0,001, a 80,9 £ 3 %, p < 0,001), nicméné tato hypo-
perfuze byla v porovnani s odpovidajicimi skupinami bez DK méné vyznam-
na (p < 0,001). Ve skupiné sham zvifat doslo k navratu mozkové perfuze k
vychozim hodnotam béhem 1 minuty, zatimco ve skupiné SAK byla perfuze
mozku signifikantné nizsi az do 6. minuty po intracisternalni injekci (p < 0,05,
porovnani s vychozimi hodnotami; obr. 20C). Pfekvapivé, u skupiny DK-SAK
zustala mozkova perfuze snizena do 28. minuty po navozeni SAK (p < 0,05,
porovnani s vychozimi hodnotami); tento pokles byl zpusoben zvySenou cév-
ni rezistenci (obr. 20C, D). Mirna, ale vyznamna (p < 0,05) hypoperfuze trva-
jici 6 minut po subarachnoidalni injekci byla pozorovana i u DK-sham zvifat
(obr. 20C).

| pfes redukci ICP vSak DK nezlepSila ¢asnou hypoperfuzi po SAK,
samotna dekompresni kraniektomie vedla ke sniZeni perfuze ve srovnani se
skupinami bez DK (obr. 20C). Ve skupiné DK-SAK doslo béhem navozeni
SAK k mirnému poklesu perfuze (70,2 + 3,6 % vychozich hodnot, signifikant-
né vyssSi ve srovnani se skupinou se SAK, p < 0,01); pokles perfuze pokra-
Coval i po ukoncCeni intracisternalni injekce krve, minimalnich hodnot (36,1 *
4,26 % vychozich hodnot) bylo dosazeno pfiblizné 1 minutu po navozeni
SAK a perfuze zustala snizena do konce monitorovaného obdobi. Navrat
k vychozim hodnotam byl pomalejSi nez u zvifat ve skupiné se SAK a perfu-
ze byla signifikantné nizSi v 6. — 16. minuté ve srovnani se zvifaty se SAK (p
<0,05).

V obou skupinach s dekompresni kraniektomii byl pozorovan vyrazny

mozkovy edém s protruzi mozkove tkane.
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Zmény mozkové cévni rezistence a efekt DK

Mozkova cévni rezistance se nezménila u skupiny SAK, sham ani DK-
sham, naproti tomu ve skupiné DK-SAK vzrostla kratce (20 sekund) po intra-
cisternalni aplikaci krve a zUstala zvySena az do 16. minuty (obr. 20D).

Mortalita
Ctyfi zvifata (25 %) ve skuping SAH uhynula v prab&hu 2 minut od na-
vozeni SAK. Ve skupiné SAK-DK a obou faleSné operovanych skupinach

prezila vSechna zvifata do konce experimentu.
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Ze zméfenych hodnot CPP a perfuze byla vypocitana korelace mezi témito

veliCinami: ve skupiné SAK p = 0,460 (p < 0,01), sham p = 0,697 (p <
0,0001), DK-SAK p=0,870 (p <0,0001) a DK-sham p = 0,965 (p < 0,0001).
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Obr. 21 Korelace mezi CPP a zménou mozkové perfuze u SAK (A), sham
(B), DK-SAK (C) a DK-sham (D) skupin. PfedevSim u skupin s dekompresni

kraniektomii zmény perfuze vyznamné korelovaly s mozkovym perfuznim

tlakem.
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7.2.3 Melatonin
Zmény mozkové perfuze po podani melatoninu

U vSech skupin mimo naivnich kontrol byla méfena mozkova perfuze.
Mezi navzajem si odpovidajicimi skupinami (SAK versus M-SAK a Sham
versus M-Sham) nebyly pozorovany rozdily, samotna porucha perfuze bez-
prostfedné po navozeni SAK tedy nebyla melatoninem ovlivnéna.

Ovlivnéni zmén v behavioralnich testech preventivhim podanim mela-
toninu

Senzorimotorika: zvifata byla podrobena testu udrzeni se na rotujicim
valci (rotarod) a na horizontalni hrazdé (beam balance). Kritériem byla vydrz
na valci po dobu 120 sekund, zaznamenaval se pocet padu do splnéni krité-
ria s maximem 3 pokusU a délka trvani prvniho pokusu. V testu vydrze na
horizontalni hrazdé ani na rotujicim valci nebyly nalezeny zadné rozdily mezi

skupinami (obr. 22).

Rotarod - pocet padu Beam balance, trvani 1. pokusu
2.0 150
1.54
- T 100 T T
] z |
B 1.0 §
g | L ’
T ”
0.57
0.0 0
Kontroly SAK M-SAK Sham M-Sham Kontroly SAK M-SAK Sham M-Sham

Obr. 22 Senzorimotorické testy: vlevo test na rotujicim valci (rotarod), vpravo
na horizontalni hrazdé (beam balance). Mezi jednotlivymi skupinami nebyly

zaznamenany statisticky signifikantni rozdily.
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Test prostorové orientace (place navigation)

V Morrisové vodnim bludisti (MWM) se vSechny skupiny zvifat naucily
najit skryty ostrivek v daném limitu, proces uceni tedy naruSen nebyl (obr.
23). V prvnich dnech uc€eni byly pozorovany rozdily v rychlosti plavani pfi
hledani ostravku (obr. 24).

V memory retrieval testu se (i pfes vizualni rozdily v ,heat maps®) ne-
podafrilo prokazat statisticky signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami,
ato aniv 6., ani v 7. dni po navozeni SAK (obr. 25 a 26).

Latence
[s] 401
—O— Control
—e— SAH
- O+ M-SAH
30- —e— Sham
-O-+ M-Sham
201
10+

Denl Den 2 Den 3 Den 4 Den5 Den 6

Den uéeni

Obr. 23 Kfivky u€eni v MWM vyjadfeny jako latence dosazeni ostravku.
V rychlosti u€eni nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily mezi skupi-

nami.
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Rychlost plavani

[em/s] 35- —e— Kontroly

—o— SAH
-0O-- M-SAH *
—— Sham #

301 =0 M-Sham *

251

20

15 T r T r r T

Den1l Den 2 Den 3 Den 4 Den 5 Den 6
Den uceni

Obr. 24 Rychlost plavani béhem faze uceni. Ve 2. dni byla pozorovana vyssi
rychlost plavani u skupin M-SAH, Sham a M-Sham, ve 3. dni pak pouze u
skupiny Sham (*, +, # p < 0,05, ** p < 0,01, v porovnani s kontrolni skupi-

nou).
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Obr. 26 V prvnim (A) ani druném (B) probe testu nebyl zaznamenan zadny
signifikantni rozdil mezi skupinami v poctu vstupt do zoén.
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Morfologické hodnoceni

V porovnani s kontrolami byl po navozeni SAK i aplikaci IR (sham) vy-
znamné vySSi prumérny pocet odumielych neuronu v hilu hippocampu — 3,86
+ 0,43 bunék (SAK) a 3,83 £+ 0,55 bunék (sham) oproti 0,97 + 0,17 bunék na
fez (kontroly). Preemptivni aplikace melatoninu snizila pocet odumrelych bu-
nék jak po SAK, tak po aplikaci IR (obr. 27).

Odumrelé buriky v hilu hippokampu

5.
*kkk *kkk
HitH #i#
4-
X 3+
(O]
>C
>
e
k2
(o]
[a W
i T
1 1
0 T r T
Kontroly SAK M-SAK Sham M-Sham

Obr. 27 Ve skupiné SAK i sham byl zaznamenan signifikantné vysSi pocet
odumfelych bunék v hilu hippokampu v porovnani s naivnimi kontrolami (*).
Podani melatoninu poc€et odumfelych bunék signifikantné snizilo (#). (### p <
0.001, ####, *** p < 0,0001)
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8 Diskuse

V této studii jsme pozorovali nasleduijici:

Subarachnoidalni aplikace arterialni krve i izotonického roztoku zpusobi-
la prudky pokles mozkové perfuze; hlavnim mechanismem uplatiujicim se
v Casné hypoperfuzi byla nitrolebni hypertenze a pokles mozkového perfuz-
niho tlaku. Pfestoze dekompresni kraniektome efektivné sniZzila nitrolebni tlak
a bezprostfedni mortalitu, vedla paradoxné ke zvySeni mozkové cévni re-
zistence.

Intracerebrovaskularni podani nitroprussidu sodného po subarachnoidal-
nim krvaceni zlepsilo mozkovou perfuzi jen minimalné, kromé toho mélo za-
vazné systémoveé nezadouci ucinky (hypotenze), které mohou perfuzi naopak
zhorsit. Tyto nezadouci ucinky souvisi se skutecCnosti, ze mozkova perfuze
v inicialni fazi vyrazné korelovala s mozkovym perfuznim tlakem.

Bylo pozorovano zvySené mnozstvi volnych radikalu vzniklych v dusled-
ku inicialni hypoperfuze mozku. Z hlediska dlouhodobého neurologického
deficitu preemptivni podani melatoninu — antioxidantu a scavengeru volnych
radikald — snizilo mnozstvi odumfelych neurond v hippokampu, nicméné ne-

vedlo k signifikantnimu zlepSeni vysledkd v neurobehavioralnich testech.

8.1 Modely navozeni SAK

V této praci byl pouzivan model navozeni SAK aplikaci krve do prechi-
asmatickeé cisterny. Tato metoda je bezpe€na, dostatecné spolehliva a na
rozdil od jinych metod nevyzaduje manipulaci s pokusnym zvifetem ani jeho
hlavou, coz minimalizuje vznik pohybovych artefaktl pfi pouziti metody
LASCA.

Nejcastéji pouzivané experimentalni techniky navozeni SAK na potka-
nech spocivaji bud pfimo v poranéni mozkovych tepen, a to jak mikrochirur-
gicky z adventicialniho povrchu tepny, tak transluminalné (endovascular
puncture model, EPM), nebo v aplikaci autologni arterialni krve do subarach-
noidalniho prostoru.
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Principem modelu endovaskularni punkce je perforace Willisova
okruhu vlaknem zavedenym cestou a. carotis interna do oblasti bifurkace
s naslednym krvacenim do subarachnoidalniho prostoru (Bederson et al.
1995; Veelken et al. 1995). Vyhodou tohoto modelu je vznik SAK mechanis-
mem bliZz8im vzniku aneurysmatického SAK u ¢lovéka — dochazi k poskozeni
cévni stény v oblasti Willisova okruhu, hematom se nachazi na bazi mozku,
krev do subarachnoidalniho prostoru pronika pod tlakem stejnym jako je arte-
rialni krevni tlak. Hlavni nevyhodou EPM je obtizné kvantifikovatelny rozsah
krvaceni. Tento model je rovnéz zatizen vysokou mortalitou pokusnych zvi-
fat, ktera se mize blizit az 50 % (Gules et al. 2002; Prunell et al. 2003). DalSi
omezeni tohoto modelu plyne z pouZzité metody pro monitoring mozkové per-
fuze. Metoda LASCA je vysoce citliva k pohybovym artefaktim a vzhledem
k nutnosti manipulace s hlavou pokusného zvifete nelze spolehlivé porovnat
uroven perfuze pfed a po navozeni SAK ani snimat perfuzi v okamziku vzni-
ku SAK. Vzhledem ke komplikovanosti provedeni a vySe zminénym omeze-
nim nebyl tento model pouzit.

Modely zalozené na injekéni aplikaci arterialni krve do SA prostoru
jsou pouzivané Castéji nez EPM — ve vice nez 80 % (Marbacher et al. 2010).
Oproti pfedchozimu modelu ma injekéni aplikace krve vyhodu v lepSi predi-
kovatelnosti objemu krve v subarachnoidalni prostoru i jeji lokalizace. DalSi
vyhodou oproti EPM je moznost pouZzit kontrolni skupinu s aplikaci fyziolo-
gického roztoku nebo umélého likvoru. Nevyhodou je absence poskozeni
cévni stény, ke kterému pfi ruptufe aneurysmatu dochazi vzdy.

Pro nacvik a ovéfeni metody jsme pouzili aplikaci FR 1/1 obarveného
Evansovou modfi. Porovnavali jsme metodu aplikace do cisterna magna
s aplikaci do prechiasmatické cisterny (obr. 28).

Aplikace do cisterna magna se provadi ze zadniho kraniocervikalniho
pfistupu. Pokusnému zvifeti je provedena incize subokcipitalné a tupou pre-
paraci ozfejména okcipitalni kost, atlas a atlantookcipitalni membrana, ktera

je punktovana. Po aspiraci likvoru je aplikovana Cerstva autologni arterialni
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krev. K dosazeni optimalni distribuce krve je pokusné zvife naklonéno hlavou
dold v uhlu 20° po dobu 30 minut (Gules et al. 2002).

Obr. 28 Pfi navozeni SAK aplikaci krve (zde znazornéno Evansovou modfi)
do prechiasmatické cisterny (A) se vétSi mnozstvi podané krve nachazi
v oblasti Willisova okruhu nez v oblasti bazilarniho fecisté, coz je blizsi
situaci u Clovéka pfi ruptufe aneurysmatu mozkovych cév. Pfi aplikaci do

cisterna magna (B) se krev nachazi z vétsi ¢asti v zadni jamé lebni.

V modelu aplikace do prechiasmatické cisterny (Prunell et al. 2002) je
krev aplikovana do subarachnoidalniho prostoru pfed chiasma opticum (obr.
4 a 28). Vyhodou tohoto modelu je, Ze distribuce krve v subarachnoidalnim
prostoru se vice bliZi distribuci krve pfi ruptufe aneurysmatu Willisova okru-
hu, zatimco pfi aplikaci do cisterna magna je krev lokalizovana pfevazné
v zadni jamé lebec¢ni (Prunell et al. 2003). Aplikace krve do prechiasmatické
cisterny zpusobuje vyraznéjSi vazospasmus na a. cerebri anterior, ve srov-
nani s aplikaci do cisterna magna (Cai et al. 2012). Pfi pouZiti této metody je
minimalni riziko poskozeni mozkové tkané (Prunell et al. 2003). U modelu
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pouzivajiciho aplikaci do cisterna magna byla popsana vétsi variabilita intra-
kranidlniho objemu podané krve, kterd muze Caste¢né unikat do patefniho
kanalu (Prunell et al. 2003).

8.2 Zmény mozkové perfuze po SAK

V této studii byl pozorovan pokles mozkové perfuze po navozeni SAK.
Ve srovnani s pfedchozimi studiemi byl pokles CBF ve skupinach SAK a DK-
SAK v nasem experimentu méné vyrazny (Bederson ef al. 1995; Prunell et
al. 2003; Prunell et al. 2004; Schubert et al. 2008). PFi¢inou mize byt techni-
ka navozeni SAK (Prunell et al. 2003) nebo metoda méfeni mozkové perfu-
ze. Zejména pfi navozeni SAK pomoci modelu endovaskularni punkce maze
byt méfeni perfuze zkresleno pfitomnosti krve nad mozkovymi konvexitami
(Prunell et al. 2003). Dale pfi pouziti EPM neni dosaZeno konstantniho obje-
mu krve v subarachnoidalnim prostoru, mize dochazet k rebleedingu a na
vzniku vazospasmu se muze podilet i mechanické posSkozeni cévni stény
punkci (Buhler et al. 2015; Prunell et al. 2003). Naproti tomu pouziti modelu
injekce do prechiasmatické cisterny umozriuje se témto nevyhodam vyhnout.

Pfi méfeni mozkové perfuze metodou LASCA dochazi ke snimani jak
mikrocirkulace, tak velkych cév na povrchu mozku. V pfedchozich studiich
(Bederson et al. 1995; Prunell et al. 2003; Schubert et al. 2008) byla mozko-
va perfuze méfena laser-dopplerovskou flowmetrii, ktera vyuziva sond
umoznujicich méfeni v zhruba 1 mm? tkané (Dirnagl et al. 1989). Tyto sondy
byly umistény mimo velké cévy pia mater, coz umoziuje vysSi citlivost k
zménam na urovni mikrocirkulace, ktera je funkéné dulezitéjsi (Herz et al.
1975; Park et al. 2001; Schubert et al. 2009).

U zvifat s navozenym SAK byl pozorovan bifazicky pribéh zmén per-
fuze. Vrchol perfuze byl pozorovan v ¢ase 10 min 25 sec (£ 1 min 26 sec),
poté nasledoval dal$i pokles. Dlvod tohoto ¢asového prub&hu neni zfejmy.
PFiCinou muze byt metoda méfeni mozkové perfuze, kdy pfi méfeni pomoci
LASCA jsou do méfeni zahrnuty jak velké cévy, tak mikrocirkulace. Efekt

SAH na vazokonstrikci se mi0ze liSit na urovni makro- a mikrocirkulace
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(Sehba et al. 2012). Pokles perfuze po pfedchozim dosazeni vrcholu mize
rovnéz odrazet zmény koncentrace NO v mozkové cirkulaci (Sehba et al.
2000). V predchozich experimentech byl po SAK pozorovan v prvnich 10
minutach pokles hladiny NO, béhem dalSich 3 hodin nasledoval vzestup na
bazalni hodnoty; vzhledem k tomu, Ze méfeni byla provadéna v intervalech
10 a 60 min po navozeni SAK, nemame o dynamice hladin NO presnégjsi in-
formace (Sehba et al. 2011; Sehba et al. 2000). Vzhledem k tomu, ze po do-
sazeni vrcholu perfuze prestava korelovat s CPP, pravdépodobné neni tento
druhotny pokles spojen se zménami v hemodynamickych parametrech.

8.3 Efekt dekompresni kraniektomie

Perfuze mozku (tedy objem krve za Cas) je zavisla na mozkovém per-
fuznim tlaku (vypocteném podle vzorce CPP = MAP — ICP) a globalni re-
zistenci mozkovych cév (analogicky k Ohmovu zakonu vypoctena jako CPP /
prutok). V Casné fazi po subarachnoidalnim krvaceni dochazi k prudkym
zménam obou t&chto veligin, coz vede k poruse mozkové perfuze. Uvodni
pokles perfuze je zplsoben zvySenim objemu subarachnoidalniho prostoru a
tudiz zvySeni ICP a snizeni CPP (Bederson et al. 1995; Prunell et al. 2003;
Sehba et al. 2012). Ve studiich provedenych na zvifecim modelu nicméné
tato hypoperfuze trvala i po vzestupu CPP (Bederson et al. 1995; Prunell et
al. 2003; Prunell et al. 2004; Schubert et al. 2008) a byla nezavisla na rozvoiji
mozkového edému i na mnozstvi vody obsazené v mozkové tkani
(Westermaier et al. 2012). V klinické studii bylo pozorovano signifikantni sni-
Zeni CBF v prvnich 12 hodinach po ruptufe aneurysmatu; tento pokles CBF
koreloval s neurologickym stavem pacientu (vyjadfenym pomoci Hunt — Hess
skore), ale nikoliv s ICP nebo CPP (Schubert et al. 2009). PfiCinou této hy-
poperfuze mize byt Casna vazokonstrikce (tedy zvySena rezistence mozko-
vého cévniho fecCisté) zpusobena vychytavanim (scavengingem) oxidu dus-
natého a porusenim endotelem zprostfedkované vazodilatace (Sehba et al.
2005). Cilem tohoto experimentu bylo oddélit od sebe tyto dva mechanismy,
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které se podileji na vzniku ¢asné hypoperfuze (tedy zmény CPP a mozkové
ceévni rezistence) a urcit jejich vliv na poruchy mozkové perfuze.

V dusledku provedeni dekompresni kraniektomie se pfestane uplatrio-
vat Monro — Kellieho doktrina. Navozeni SAK zvifatim bez DK vedlo k prud-
kému vzestupu ICP, ktery ved| k poklesu CPP az témér k nulovym hodno-
tam. Pokles CPP je hlavni faktor zhorSujici mozkovou perfuzi bezprostfedné
po subarachnoidalni injekci a v tomto experimentu byl provazen 25% mortali-
tou (4 zvifata z 12). Dekompresni kraniektomie umoznila dostateCnou ex-
panzi intrakranialniho objemu, takZe po indukci SAK doslo pouze k mirnému
vzestupu ICP a k poklesu bezprostfedni mortality z 25 % na 0 %.

Hlavnim zjiSténim je, Ze po navozeni SAK nedoslo k vyraznéjSi zméné
mozkové cévni rezistence, nebyla tedy pozorovana jinymi autory popisovana
Casna vazokonstrikce. Divodu muze byt nékolik. Roli mize hrat jizZ zminény
jiny zpisob méfeni mozkové perfuze (LASCA snimajici velky povrch hemi-
sféry versus bodové méfeni laser-dopplerovskou sondou). Vysledky muze
ovlivnit i pouzitd anestezie — v této studii byla pouzivana anestezie ketami-
nem + midazolamem za spontanni ventilace, v jinych studiich byla pouzivana
pfevazné isofluranova anestezie s fizenou ventilaci. Jak ketamin, tak halo-
genovana volatilni anestetika maji potencial ovlivnit CBF, pfi spontanni venti-
laci mize kromé toho dojit k hypoventilaci a ovlivnéni CBF zménou parcialni
tenze O, i CO, v arteridlni krvi. Rozdily mohou byt zpusobeny i pouzitym
modelem navozeni SAK — zejména pfi pouZziti modelu endovaskularni punk-
ce muze dojit ke zkresleni z divodu pfFitomnosti krve nad konvexitou (Prunell
et al. 2003). EPM rovnéZz umoznuje rebleeding a muzZe zpulsobit vazospas-
mus pfimym poranénim cévni stény (Buhler et al. 2015; Prunell et al. 2003).

DalSim ddlezitym zjisténim je, Ze ackoliv preemptivni DK snizila mortali-
tu po navozeni SAK, vedla k protrahovanému snizeni mozkové perfuze, kte-
ré bylo zplsobeno pfedevSim zvySenou rezistenci mozkovych cév. Pficina
tohoto jevu neni zcela zfejma. Snizena perfuze u zvifat s DK provedenou
pfed navozenim SAK uz byla pozorovana ve studii, kde bylo SAK navozeno
metodou endovaskularni punkce (Buhler et al. 2015). Protoze nitrolebni hy-
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pertenze se podili na zastavé krvaceni po ruptufe aneurysmatu (Nornes
1973), provedeni DK pfed navozenim SAK pomoci endovaskularni punkce
mize vést k vétSimu objemu hematomu a ztiZit tak interpretaci vysledku.
Tomuto zkresleni jsme se vyhnuli navozenim SAK injekci konstantniho ob-
jemu krve, nicméné vysledky v tomto modelu mohou byt ovlivnény pouZzitym
objemem krve (Bederson et al. 1998).

V nasi studii byl u obou skupin s DK po subarachnoidalni injekci pozo-
rovan edém mozku s protruzi mozkove tkané. Snizena perfuze ve skupiné
DK-SAK muze byt zplsobena herniaci mozkové tkané, ktera je ¢astou kom-
plikaci dekompresni kraniektomie u Clovéka (Yang et al. 2008). Protruze
edematozni tkané nad uroven lebky vede ke kompresi cév na okraji kraniek-
tomie a nasledné k Zilni kongesci a okluzi arterialniho zasobeni (Huang a
Wen 2010; Mitchell et al. 2004), k poruse mikrovaskularni regulace a k meta-
bolické deterioraci (Bor-Seng-Shu et al. 2013). Herniace mozkové tkané je
pozorovana zpravidla v pfipadé nepfiméfené malé dekompresni kraniekto-
mie; v tomto experimentu byla tedy provedena rozsahla fronto-temporo-
parietalni kraniektomie, ktera by méla této komplikaci predejit (Forsting et al.
1995; Yang et al. 2008).

Zvysena rezistence mozkovych cév spolu se snizenim perfuze ve
skupiné DK-Sham naznacuje, Zze DK sama o sob& muZze do jisté miry zvysit
mozkovou cévni rezistenci. Expanze edematdzni mozkové tkané a pfitom-
nost erytrocytl v subarachnoidalnim prostoru mize tyto mechanismy jesté
zhorsit a zpUsobit natazeni axond s naslednym neurologickym poskozenim
(Cooper et al. 2011).

PfestoZe je zapotfebi znacné opatrnosti pfi uvadéni experimentalnich
dat do klinického kontextu, I1ze pozorovat jisté analogie.

U pacientl se subarachnoidalnim krvacenim nejsou indikace, nacaso-
vani ani rozsah provedeni dekompresni kraniektomie jednoznacné stanove-
ny (Buschmann et al. 2007; Otani et al. 2008). | kdyz byl popsan promptni
pokles ICP a vzestup parcialniho tlaku Oz v mozkové tkani (Jaeger et al.
2003), korelace s kvalitou neurologického zotaveni pacientl je pouze slaba
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(Uozumi et al. 2014). Dekompresni kraniektomie muze byt prospésna u né-
kterych podskupin pacientl, napfiklad pfi SAK s intracerebralnim hemato-
mem nebo objemnym hematomem v Sylviové ryze, coz jsou podskupiny,
které model SAK pouzity v tomto experimentu nezahrnuje. Expanze edema-
tézni tkané nad uroven kraniektomie muze zpulsobit protazeni axonu a tim
prispét k poskozeni neuronu (Cooper et al. 2011). V naSem modelu snizila
DK mortalitu z 25 % na 0 %, nicméné zhorSila perfuzi mozku. Podobné ve
vysoce kvalitni randomizované kontrolované studii dekompresni kraniektomie
po urazu mozku snizila mortalitu, ale zvySila podil tézce neurologicky posti-
Zenych pacientd (Hutchinson et al. 2016); podobné vysledky byly pozorovany
i u pacientt se SAK (D'Ambrosio et al. 2005).

Zavérem lze fici, Ze pfi€inou zhorSeni mozkové perfuze bezprostredné
po navozeni SAK bylo v této studii pfedevsim zvySeni nitrolebniho tlaku. K
normalizaci ICP, CPP a perfuze mozku doslo béhem 6 minut po navozeni
SAK. Preemptivni DK uspésné zabranila ¢asnému poklesu CPP, nicméné
vedla k protrahovanému sniZzeni mozkové perfuze, témér vyhradné
mechanismem zvySené mozkové cévni rezistence. PFiCinou tohoto jevu je
pravdépodobné nepfizniva interakce mezi efektem samotné DK a

pfitomnosti krve v subarachnoidalnim prostoru.

8.4 Efekt intracerebroventrikularniho podani nitroprussidu sodného
Tato studie je prvni, ve které byl testovan efekt intracerebroventrikular-
niho podani SNP v podminkach €asné hypoperfuze po subarachnoidalnim
krvaceni. Vyrazné snizena kortikalni perfuze je jeden z dusledkd SAK. Pri-
marni pokles perfuze po intracisternalnim podani jak arterialni krve, tak IR je
dusledkem zvySeného ICP a snizeného CPP (Bederson et al. 1995; Sehba
et al. 2012). Pokusy na zvifecim modelu nicméné ukazuji, Ze perfuze zlsta-
va snizena i po normalizaci CPP (Bederson et al. 1995). V klinickych pod-
minkach je pokles CBF patrny v prvnich 12 hodinach po ruptufe aneurysma-
tu; toto snizeni CBF koreluje se zavaznosti neurologického stavu (kvantifiko-
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vano pomoci Hunt — Hess score), ale ne s ICP nebo CPP (Schubert et al.
2009). Pozorovana protrahovana hypoperfuze po SAK muaze byt zpusobena
Casnou vazokonstrikci vyskytujici se v pfitomnosti arterialni krve v subarach-
noidalnim prostoru (Bederson et al. 1995; Schubert et al. 2008).

Predpoklada se, Zze hypoperfuze po SAK je zpusobena jak nitrolebni
hypertenzi, tak poruchou makro- a mikrocirkulace (Buhler et al. 2015; Sehba
et al. 2007). Za pfiinu Casné vazokonstrikce se povazuje deficit NO v
mozkové cirkulaci (Sehba et al. 2012; Schwartz et al. 2000b). V Casné fazi po
SAK byly v mozkové cirkulaci nalezeny sniZzené hladiny NO a jeho metabolitd
(Sehba et al. 2000), mozkovym cévam po SAK zlstava schopnost reagovat
na exogenni podani NO (Sehba et al. 1999; Sehba et al. 2007). Mezi pred-
pokladané vychytavaCe NO patfi hemoglobin (Sehba et al. 2000), superoxi-
dovy anion (Kaijita et al. 1994) nebo myeloperoxidaza produkovana neutrofily
(Friedrich et al. 2011). Hemoglobin, potentni vychytava¢ NO, je schopen di-
fundovat do mozkového parenchymu, dostat se do kontaktu s pericyty a zpU-
sobit vazokonstrikci na urovni mikrovaskulatury (Li et al. 2016).

Podavani donord oxidu dusnatého bylo zkoumano v nékolika experi-
mentalnich (Egemen et al. 1993; Vatter et al. 2007) i klinickych (Pachl et al.
2005; Raabe et al. 2002) studiich v podminkach pozdniho vazospasmu. Role
donoru NO v prevenci nebo IéEbé EBI byla studovana pouze v experimentu:
podani S-nitrosoglutathionu (GSNO) zvySilo CBF kratce po navozeni SAK a
uchovalo integritu cévni stény (Sehba et al. 1999; Sehba et al. 2007). Dalsi,
ni podani v Casné fazi SAK vedlo ke zvySeni perfuze mozku a zmenseni neu-
ronalniho poskozeni (Lilla et al. 2016).

Davka SNP pouzita v tomto experimentu byla vypocCtena na zakladé
davek pouzitych v pfredchozich laboratornich a klinickych studiich a byla
upravena podle télesné hmotnosti a objemu mozkomisniho moku laborator-
niho potkana. V predbéznych experimentech se pfi bolusovém podani uka-

zala jako nejefektivnéjSi davka 10 ug SNP.

86



V tomto experimentu nebyl pozorovan zadny pfiznivy efekt podani
SNP 3 minuty po navozeni SAK. U poloviny zvifat [é€enych SNP doSlo do-
konce k poklesu mozové perfuze. Toto muze byt zplsobeno bud arterialni
hypotenzi, nebo nitrolebni hypertenzi. Porucha autoregulace mozkové perfu-
ze je Castym pruvodnim jevem nitrolebnich patologii. V podminkach poruSe-
né autoregulace je mozkova perfuze zavisla na CPP a MAP (Lang et al.
2003) a tudiz arterialni hypotenze po podani SNP muze vést k snizeni
mozkové perfuze. K hypoperfuzi mozku mize pfispét i nitrolebni hypertenze.
Rizné metody navozeni SAK mohou vést k odliSnému vyvoji ICP po navo-
zeni SAK (Schwartz et al. 2000a). Podle naSich pozorovani je v pouzitém
modelu nitrolebni tlak 3 minuty po navozeni SAK pfiblizné 15 — 20 mmHg;
podobné hodnoty byly pozorovany i v jinych studiich se shodnou metodikou
(Prunell et al. 2003). Podani daldiho objemu (napf. roztoku SNP) mize v
podminkach snizené nitrolebni compliance vyznamné zvysit ICP (Marmarou
et al. 1975). Na druhou stranu, bezprostfedné po ICV podani samotného
vehikula nebyl pozorovan zadny pokles mozkové perfuze.

Po druhé davce SNP, ktera byla podana po druhém poklesu perfuze,
byl pozorovan mirny vzestup perfuze mozku. Tento vzestup vSak nedosaho-
val urovné pozorovaneé ve skupiné sham-SNP a pfi porovnani skupiny SAK-
SNP se skupinami SAK nebo SAK-V nebyly pozorovany signifikantni rozdily
perfuze. Naproti tomu ICV podani SNP zvifatim ve skupiné sham-SNP vedlo
k promptnimu vzestupu perfuze mozku, ktery trval az do konce experimentu.
Tato diskrepance mezi efektem SNP u zvifat se SAK a faleSné operovanych
muze mit vice divodu. NedostateCny efekt ICV aplikace SNP mulze byt zpU-
soben zhorSenou distribuci 1éCiva v subarachnoidalnim prostoru. Po SAK
jsou arterie Willisova okruhu obaleny koagulem, které mize branit difuzi va-
zodilatancia a tim padem neni dosazeno dostateéné koncentrace NO v cévni
sténé (Pluta et al. 2009), v disledku SAK byla rovnéz pozorovana zpomale-
na cirkulace likvoru subarachnoidalnim prostorem a jeho zhorSeny pranik do

mozkového parenchymu (Goulay et al. 2017).
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Dalsi mozné vysvétleni je, ze davka vedouci ke vzestupu perfuze ve
skupiné sham-SNP mu0ze byt nedostate¢na v situaci, kdy hladina NO je po
SAK snizena v duasledku vychytavani. Tuto moznost podporuje skute¢nost,
Ze po druhé davce SNP doslo k mirnému zvySeni perfuze, které vSak nedo-
sahlo hodnot pozorovanych ve skupiné sham-SNP.

Po podani druhé davky SNP byl pozorovan pokles MAP, pfesto vSak
nedoslo k poklesu perfuze. Vzhledem k tomu, Ze v okamZiku dosazeni pla-
teau stavu je perfuze na CPP viceméné nezavisla (viz obr. 12), se Ize do-
mnivat, Ze v situaci zachované autoregulace mozkové perfuze by se mohl pfi
vysSi davce SNP uplatnit i vazodilataéni efekt SNP na mozkovou cirkulaci.

Rozdily v odpovédi na podani SNP, zejména po jeho prvni davce, jsou
v souladu s vyraznou interindividualni variabilitou, ktera byla pozorovana i v
klinickych studiich (Agrawal et al. 2009; Pachl et al. 2005).

Dosud byl SNP uspésné pouzit v experimentech provadénych v situaci
pozdniho vazospasmu — dilatace spastickych cév po podani SNP byla pozo-
rovana v experimentu na izolovanych arteriich (Vatter et al. 2007), u pokus-
nych zvirat (Egemen et al. 1993) i v klinické studii (Pachl et al. 2005; Raabe
et al. 2002). Pozorovany efekt intrathekalniho podani SNP v situaci pozdniho
vazospasmu muze byt vysvétlen degradaci krevni srazeniny a zlepSenim
priniku SNP do cilovych struktur. Rychlost rozpadu krevni srazeniny byla
stanovena jako 10,8 % objemu koagula za den (Naff et al. 2001), takze v
okamziku vzniku pozdniho vazospasmu je uz vyrazna Cast hematomu
rozpadla. K rozvoji pozdniho vazospasmu pfispivaji pravé rozpadové
produkty hemoglobinu (Clark a Sharp 2006). OdliSné mechanismy
vazokonstrikce v ¢asné a pozdni fazi po SAK mohou vysvétlit rozdilny efekt
podani SNP bezprostfedné po vzniku SAK a v okamzZiku pozdniho
vazospasmu.

U vyznamného poctu testovanych zvifat byla po ICV podani SNP po-
zorovana arterialni hypotenze. Tento vedlejSi u€inek byl pozorovan i v Klinic-
ké studii (Agrawal et al. 2009). Pfi¢inou muze byt — kromé vstfebani SNP do

systémové cirkulace — pfimy efekt nitroprussidu na struktury zodpovédné za
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regulaci arterialniho krevniho tlaku — napf. organum vasculosum laminae
terminalis, ulozené ve tfeti mozkové komore (Chang et al. 2001; Lin et al.
1999). Pfedchozi studie ukazaly pokles MAP po ICV podani nitroprussidu
(Chang et al. 2001), nicméné bylo zapotfebi vySSich davek nez v nasem ex-
perimentu.

Pfekvapivy je nalez pfechodného zvySeni mozkové perfuze po ICV
podani samotného vehikula — byl pouZit 5% roztok glukézy (podle doporuce-
ni SPC SUKL). Je pouze minimum praci vénujicich se vztahu mezi CBF a
glykémii nebo glykorrhachii, nicméné ve studii (Xu et al. 2015) nebyl po p.o.
podani glukézy pozorovan zadny vzestup CBF, i pfes zmény ostatnich meta-
bolickych parametri (napf. CMRO). Pozorovany jev se tedy da vysvétlit
pravdépodobné jako kompenzatorni reakce po podani bolusu objemu do

komorového systému.

8.5 Neurologicky deficit po experimentalnim SAK a efekt preemptiv-
né podaného melatoninu

Mezi navzajem si odpovidajicimi skupinami (SAK versus M-SAK a
Sham versus M-Sham) nebyly pozorovany rozdily v perfuzi v prvnich 30 mi-
nutach po navozeni SAK, samotna ¢asna porucha perfuze tedy nebyla mela-
toninem ovlivnéna. Vzhledem ke vzniku volnych radikalt v disledku SAK Ize
pFedpokladat, Ze melatonin muze ovlivnit zmény v pozdéjSim prabéhu.

Po navozeni SAK i u kontrolnich (sham-operated) zvifat jsme zazna-
menali zvySenou hladinu volnych radikald, a to jak hydroxylovych, tak nitroxy-
lovych. Za normalnich okolnosti jsou volné radikaly neutralizovany pomoci
télu vlastnich antioxidantd — zejména superoxid dismutazy. Tento systém
antioxidantl vSak mize byt po SAK pfesycen kvuili nadprodukci volnych radi-
kalu (Aladag et al. 2009); z tohoto duvodu se jevi podani melatoninu, ktery
ma i antioxidacni efekt, jako perspektivni terapie. Mechanismus antioxidac¢ni-
ho u€inku melatoninu je dvoji: ve fyziologickych hladinach se uplatiuje jeho
schopnost downregulace prooxida¢nich enzym( a stimulace exprese enzy-

muU antioxidacnich, pfi supranormalnich hladinach melatonin funguje jako
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scavenger, nebot se snadno uplatiuje jako donor elektronu (Hardeland
2005).

K hodnoceni efektu preemptivné podaného melatoninu jsme pouzili tes-
ty senzorimotorickych funkci, prostorového u€eni a paméti. Pfi hodnoceni
funkéniho stavu zvifat po experimentalnim SAK bylo v pfedchozich studiich
testovano nékolik rdznych neurologickych modalit: byla pozorovana snizena
motoricka aktivita (Boettinger et al. 2017), horSi vykon v testu beam balance
(Imperatore et al. 2000) i vySSi uzkostnost experimentalnich zvirat (Boyko et
al. 2013). P¥i testovani v Morrisové vodnim bludisti byly zaznamenany poru-
chy prostorového uceni (Jeon et al. 2010). Maximum neurologického deficitu
bylo pozorovano v prvnich 48 hodinach od navozeni SAK a zavaznost defici-
tu korelovala s objemem hematomu (Boettinger et al. 2017; Boyko et al.
2013). Histologické vySetfeni prokazalo u pokusnych zvifat nekrézu nebo
apoptézu neurond v hipokampu, ke i mozecku (Jeon et al. 2010; Takata et
al. 2008), ale i apoptdzu astrocytll a oligodendrocytt (Prunell et al. 2005).

V této studii jsme zjistili, Ze preemptivni podani melatoninu ve vysoké
davce (100 mg/kg) efektivné zabranilo odumirani bunék v hippokampu, coz
je vsouladu s pfedchozimi vysledky provadénymi na modelu SAK, tento
efekt melatoninu muzZe byt pfipsan jak jeho antioxidaénimu pusobeni, tak
downregulaci exprese zanétlivych mediatord (Wang et al. 2013).

Ve srovnani s pfedchozimi pracemi jsme vSak po SAK nepozorovali vy-
znamné zmény v senzorimotorickych testech a testech u€eni a paméti. Pou-
ze pfi u€eni v MWM byla 2. a 3. den pokusu zaznamenana u skupin M-SAK,
Sham a M-Sham vyS$Si rychlost plavani v porovnani s kontrolni skupinou.
Tyto vysledky jsou rovnéz v souladu s pfedchozimi zjiSténimi; rychlejSi pla-
vani bylo pozorovano i po fokalni ischemii (Deykun et al. 2011) i v modelu
ischemicko-reperfuzniho poskozeni (Cuzzocrea et al. 2000). Samotny proces
prostorového uceni v MWM neni naruSen, zvifata po SAK se uci stejnym
tempem jako ostatni skupiny. V druhém probe testu ma vSak skupina SAK
vetsi (byt nesignifikantné) oblast hledani ostrlivku, nez naivni kontroly nebo

melatoninem IéCena zvifata. Jako pfiCina tohoto nalezu se jevi ztrata neuro-
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na v hippokampu a z toho vyplyvajici porucha paméti, nicméné v podobné
studii nekoreloval kognitivni deficit s histologickymi zménami v hippokampu
(Jeon et al. 2010).

Nesignifikantni rozdily v senzorimotorickych testech mohou mit nékolik
vysvétleni:

| pfes to, Ze jsme zaznamenali pokles perfuze po navozeni SAK / apli-
kaci IR, byla v tomto pokusu nulova mortalita, SAK se tedy da hodnotit jako
svym rozsahem subletalni. Mortalita pokusnych zvifat muze byt ovlivnéna
nejen rozsahem SAK, ale i u€ebni kfivkou experimentatorli nebo rozsahem
operacnich zakrokl (v této ¢asti experimentu nebyla provadéna kanylace a.
femoralis — k navozeni SAK byla pouzita alogenni krev, nebyla provadéna
kanylace postranni komory ani dekompresni kraniektomie, nebylo zavadéno
ICP ¢idlo). Vzhledem k tomu, Ze nebyl pozorovan statisticky vyznamny neu-
rologicky deficit, nebyl pozorovan ani pfipadny efekt melatoninu.

Vysledky senzorimotorickych testd mohou byt ovlivnény i stresovou od-
povédi na operacni zakroky, nebot zmény chovani byly pozorovany i u zvi-
fat, ktera podstoupila faleSné experimentalni zakroky; tento efekt je zduvod-
novan aktivaci stresové odpovédi a osy hypotalamus — hypofyza — nadledvi-
ny (Slamberova et al. 2018). Roli mizZe hrat i opakovana expozice streso-
vym situacim (v tomto pfipadé plavani v MWM), ktera zlepSuje pfipravenost
Celit dalSim stresovym situacim (Gomez a Garcia-Garcia 2017).

Nelze vyloucit ani moznost, Ze pouzité testy nejsou pro testovani neuro-

logického deficitu po SAK dostate¢né senzitivni.

8.6 Limitace studie

PouZitd anestezie mulzZe u experimentalniho SAK ovlivnit nejen
mozkovou perfuzi, ale i hemodynamické parametry nebo mortalitu (Hockel et
al. 2012). V nasich experimentech byla pouzita anestezie ketaminem a mida-
zolamem — tento postup byl zvolen proto, Ze ackoliv pfi anestezii ketaminem

byl pozorovan vzestup CBF, tomuto efektu ketaminu je mozné predejit sou-
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gasnym podavanim midazolamu (Strebel et al. 1995). Casto pouzivana
anestezie inhalani muze ovlivnit vysledky experimentalniho SAK nékolika
riznymi zpusoby. Halogenovana inhala¢ni anestetika (tedy halotan, isoflu-
ran, sevofluran) vedou ke zvySeni aktivity NOS a koncentrace NO v mozkové
kife (Baumane et al. 2002), coz muze predstavovat zkresleni ve studiich
sledujicich hladiny NO nebo zahrnujicich podavani donort NO. Isofluran ve-
de u pokusnych zvifat k vzestupu CBF v dlsledku snizeni mozkové cévni
rezistence (Cucchiara et al. 1974; Maekawa et al. 1986), na druhou stranu
isofluranova anestezie vede k poklesu MAP (Hockel et al. 2012), coz mize
negativné ovlivnit mozkovou perfuzi v situaci porusené mozkové autoregula-
ce pfi nitrolebnim patologickém procesu.

Dalsi limitaci je fakt, Ze jsme v naSich experimentech neméfili koncent-
race krevnich plynd. U anestezovanych spontanné ventilujicich zvifat nelze
spolehlivé vyloucit kolisani parcialniho tlaku CO2 a Oz v arterialni krvi, které
mohou mozkovou perfuzi ovlivnit. Rozsah vazospasmu muZze byt ovlivnén i
koncentraci oxyhemoglobinu v arterialni krvi, nicméné v této studii nebyl mé-
fen ani hematokrit, ani saturace hemoglobinu kyslikem.

Abychom se vyhnuli pfipadnému ovlivnéni distribuce farmaka
v subarachnoidalnim prostoru pfitomnosti intraparenchymového Ccidla,
v pokusu s aplikaci SNP jsme neméfili ICP a tudiz ani CPP. Zmény perfuze
pfi ICV aplikaci farmak by vSak bylo vhodnéjSi korelovat se zménami CPP
nez MAP. Na druhou stranu k nejvétSim zménam ICP dochazelo pfed poda-
nim SNP a v dal§im pribé&hu zustava ICP konstantni.

Zpusob navozeni subarachnoidalniho krvaceni metodou aplikace do
prechiasamatické cisterny neodpovida mechanismu vzniku SAK u C¢lovéka,
umoziiuje ovSem snadno predikovat rozsah krvaceni i provadét méreni me-
todou LASCA, ktera je vysoce nachylna k pohybovym artefaktm.

Problematické muze byt i pouziti alogenni krve misto autologni
v jednom z dil€ich experimentl. Vzhledem k dlouhodobému designu pokusu
a hodnoceni neurologického deficitu nebyla provadéna kanylace ani jednora-
zova punkce a. femoralis ani jiné velké tepny (napf. ocasni arterie), abychom
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se vyhnuli zkresleni neurobehavioralnich pokusu. Protoze existence krevnich
skupin u potkand byla prokazana (Burhoe 1947), mize byt podani alogenni
krve spojeno s imunitni reakci. Vliv pfipadného podani nestejnoskupinové
krve jsme se pokusili snizit pouzitim zvifat od stejného dodavatele a ze stej-
né dodavky. Jak dale Burhoe (1947) uvadi, vétSina albinotickych kmenu
vCetné kmene Wistar ma krevni skupinu A, nemélo by tedy dojit k reakci

z podani inkompatibilni krve, i kdyz se jednalo o outbredni zvirata.

8.7 Presah do klinické mediciny

Prestoze tato studie je experimentalni, nikoliv klinicka, existuji zde jisté
souvislosti:

Intracerebroventrikularni podani nitroprussidu sodného zpusobilo u ¢asti
pokusnych zvifat vyznamnou hypotenzi, jejiz rozvoj koreloval s mozkovou
hypoperfuzi. V podminkach intenzivni péce by bylo na takovouto hypotenzi
nepochybné reagovano, napfiklad zahajenim infuze vazopresoru, a hypoten-
ze by byla promptné korigovana. Otazkou ovSem zlstava, zda by intrathe-
kalni podavani SNP i za podminek normotenze mohlo zlepsit perfuzi mozku
— jednim z moznych vysvétleni nedostateCného efektu SNP je pfitomnost
koagula kolem cév Willisova okruhu, které brani pfistupu farmaka k cilovym
strukturam; tuto mechanickou prekazku samoziejmé nelze podavanim vazo-
presorl odstranit.

Naproti tomu perspektivni by mohlo byt pouZziti melatoninu v humanni
mediciné. Jeho schopnost pfi preemptivnim podani snizit pocet odumielych
neuront by bylo mozné vyuzit pfed planovanymi vykony na incidentalnim
aneurysmatu (coiling i clipping) i pfed jinymi planovanymi neurochirurgickymi

vykony.
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9 Zaveéry

Subarachnoidalni aplikace arterialni krve i izotonického roztoku zpu-
sobila prudky pokles mozkové perfuze. V rozvoji perfuznich poruch se pfe-
vazné uplatiiuje mechanismus nitrolebni hypertenze a poklesu mozkového
perfuzniho tlaku, nebyla pozorovana zvySena mozkova cévni rezistence.
Eliminace nitrolebni hypertenze dekompresni kraniektomii snizila bezpro-
stfedni mortalitu pokusnych zvifat, nicméné nezlepsSila perfuzi mozku, nao-
pak vedla ke zvySeni mozkové cévni rezistence.

Intracerebrovaskularni podani nitroprussidu sodného po subarachnoidal-
nim krvaceni zlepSilo mozkovou perfuzi jen minimalné, kromé toho ma za-
vazné systémové nezadouci ucinky (hypotenze), které mohou perfuzi naopak
zhorsit. Tyto nezadouci ucinky souvisi se skuteCnosti, ze mozkova perfuze
v inicialni fazi vyrazné koreluje s mozkovym perfuznim tlakem.

V dusledku aplikace objemu (krve i izotonického roztoku) do sub-
arachnoidalniho prostoru doslo k vzniku volnych kyslikovych radikald.
Z hlediska dlouhodobého neurologického deficitu preemptivni podani mela-
toninu snizilo mnozstvi odumrelych neuront v hippokampu, nicméné nevedlo

k signifikantnimu zlepSeni vysledkd v neurobehavioralnich testech.
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