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ABSTRAKT

Nézev prace: PoSkozeni neurdn hematoencefalické bariéry a nasledné imunitni

reakce Bhem ischemické cévni mozkovéhmody po aplikaci endotelinu-1

Cil prace: Cilem diplomové prace bylo sezndmeni se s metodaikioskopické
identifikace jednotlivych buwinych typi CNS, metodami detekce propustnosti
hematoencefalické bariéry a detekce ,umirajiciceurori. Zajima nas, jak ovlivni
ischémie v mozku dité burgéné elementy - neurony a astrocyty - a zda dojde

k naruSeni hematoencefalické bariéry.

Metoda: Jedna se o experimentalni studii. U 17ti labordtdr zvfat (potkar rodu
Wistar, postnatalnihoéku 12 a 25 dni) jsme injéké aplikovali vazokonstri&ni
endotelin-1 do levé mozkové hemisféry k navozekélioi ischémie. Zvata se nechala
24 hodin pezZivat a poté byla anestezovana uretanem v letiinie. Mozky byly
narezany na koronalnfezy silné 50um. #éhajici sérierezl byly barveny pomoci
Fluoro-Jade B pro detekci degenerativnich neurpomoci Evans Blue pro znazém
propustnosti hematoencefalické bariéry, imunohlsoticky na znazowsmi 1gG

a GFAP. Byla provedena ¢bna observace mozku pod upride mikroskopem

s fluorescenci.

Vysledky: Vysledky naSeho experimentu ukazuji, Zze mozkohémie navozena
pomoci aplikace endotelinu-1, vede k poSkozeni mezkkar. Dochazi k degeneraci
neurori v zasazené oblasti. Déle je poruSena hematoeit&fabariéra, v rozsahu,
ktery odpovida oblasti poSkozeni neurol ischemické oblasti jsme také pozorovali
aktivni buiky astrocyty, které pomahaji odstowat nekrotickou tkié a dale syntetizuji
prozartlivé cytokiny. Znakem zaitlivé odpowdi je infiltrace leukocyi (neutrofiki)
do ischemického regionu mozku, a zvysi se propsstmematoencefalické bariéry diky
které dojde k infiltraci IgG do oblasti poSkozekart.

Kli¢ova slova: CNS, neuron, astrocyt, hematoencefalicka bariééwni mozkova
piihoda



SUMMARY

Work title: Damage of neurons, blood-brain barrier and folgmmmune reaction

during ischemic stroke after endotelin-1 applicatio

Work objectives: The aim of this diploma work was taking up with noiscopic

identification metods of particular cell types oNS, detection of blood-brain-barrier
permeability and "dying" neurons. We are intereshtedv the cellulate elements -
neurons and astrocyte - are affected by cerelmhémia and if the permeability of the

blood—brain barrier is disrupted.

Methodology: Experiments were performed in Wistar rats on pdatr@day 12 or 25
(17 together). Cannula for vasoconstrictor Endath&linfusion was inserted into left
hemisphere to induce focal cerebral ischemia. Alimere let to live for 24 hours and
then all rats were deeply anesthetized with urethajection. The brains were sectioned
in the coronal plane 50um thick. Adjacent seriesatftions were processed for Fluoro-
Jade B to detect degenerating neurons, blood—beaimer disruption was investigated
using Evans Blue dye. Immunohistochemical labelwgs used for IgG and
visualization of hypertrofic astrocytes by GFAP.n@uoon observation of brain was
preformed under upride microscope with fluorescence

Results: Our findings demonstrate that focal cerebral isdaegenerates induced by
ET-1 into cerebral tissue damage. Degeneratingomsuwere observed in affected
areas. Blood-brain barrier is disturbed in the sawea as degenerating neurons. We
also observed aktive astrocyte in ischemic areatlwhelp to eliminate necrotic tissue
and also synthesize proinflamantory cytokines. Sigrthe inflammatory response is
infiltration of leukocytes (neurophile) into ischentrain region. Permeability of blood-

brain barrier increases due to infiltration of Ig damage tissue.

Key words: CNS, neuron, astrocyte, blood-brain barrier, stroke
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

a. - arteria

AMPA - a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionatovéaptory
ATP - adenosintrifosfat

BBB - Blood Brain Barrier - hematoencefalicka bariéra
CA1-3 - region 1-3 Cornu Amonnis

CBF - cerebral blood flow - mozkovy krevnitpok

CNS - centralni nervova soustava

CT - pxitatova tomografie

EB - Evans Blue

EBA - Evans Blue vazany na albuminovou proteinovoldira
ECP - extracelularni prostor

ET-1 - Endotelin-1

FJ-B - Fluoro Jade B

GFAP - kysely glialni fibrilarni protein

GABA -y-aminomaselna kyselina

IgG - Imunoglobulin G

IL-1 - Interleukin-1

NMDA - N-methyl-D-aspartatoveé receptory

MRI - magneticka rezonance

P12 / P25 postnatalni &k 12 / 25 dni

PBS - fosfatovy pufr

TNF-a - tumor necrosis faktor



|. UVODNI SLOVO

Cévni mozkova fihoda je dvodem zn&ného pdétu hospitalizaci a bohuzZeléastou
piicinou umrti. [3] Je to n&hle vznikla mozkova poruckizra je zpsobena poruchou
cerebrélni cirkulace ischémii nebo hemoragii. [1§é%6 diplomové praci se zabyvame

ischemickou CMP.

MIv

CMP je velmicasté onemocmi. Je druhou (evidti) pficinou smrti ve s¥té, vedouci
piicinou invalidity, jednou z népsgjSich (icin demence a vede k depresi jak
u pacient, tak u jejich opatrovatél [20] Vysledny zdravotni stav paci@énzavisi
na zavaznosti, lokalizaci, velikosti ischemickélodiska a intenzit zaretlivé reakce,
ktera nasleduje. [3] Z&tliva reakce v mozku fZe zw¥tSit neuronovou drézdivost,

narusit Zivotnost hiky a zvysit propustnost BBB pro krevniitky. [60]

Mozek ma pro svoji biologickou p@bu a realizaci inforngai funkce neuroi znané
metabolické naroky. Jeho metabolismus jeéiémcela zavisly na dodavkach kysliku
a glukézy. [20] Energetickd sgeba mozku je vysoka. V dodpsti ma uclovéka

2 procenta hmotnostiéla (a to je destkrat vice nez bychom u savamasi velikosti
ocekavali) a spdebovava ptinu energie z potravy, 15% kysliku a 40% krevuikgizy.
Jeho bazélni metabolizmus je 2@%Si neZ u kosterni svaloviny v klidu. [62]

Patofyziologickym podkladem vzniku mozkové ischerjeelokéini porucha perfuze
mozkové tkal s naslednym poSkozenim neukoa mozkové glie. [20] Ischemické
poSkozeni CNSiedstavuje komplexni dynamicky se&mici proces sestavajici z mnoha
slozit# provazanych ¢ua. [27] K udrZzeni dynamické stability vlastnosti t¢niho
prostedi nervové tkan prispiva reakce vaskularniho systému cpajici ve znénach
perflze afizeni permeability hematoencefalické bariéry. Tatphrani mezi vninhim
prostedim nervové tkan a jinymi kompartmenty éesnych tekutin spoluvytyéa

a aktivre udrZuje specifické sloZeni vhifho prostedi nervového systému. [38] Mnoho
signah uvoliovanych hemcasné excitotoxické faze jsodiinymi induktory zastu.
[60] Mozkové buiky, jako neurony, astrocyty a mikroglie, jsou sché@psyntetizovat
mediatory, jako jsou cytokiny a chemokiny. [48] Zdivé mediatory a indukce zétu
dale poskozuje ischemickou tk§20]
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Hematoencefalickd bariéraiqustavuje multicelularni membranové rozhrani, které
vyznammiE omezuje pestup ¥tSiny latek z krve do intersticialni tekutiny mozK&4]
Anatomicky definovana struktura BBB a niZze uvedeméchanismy maximéaén
selektivni pasdze latek mezi krvi a mozkem, #ajiSza fyziologickych podminek
optimalré kontrolovanou homeostazu vimtho prostedi mozku. [25] Za patologickych
podminek probihaji na BBB strukturalni a fankzmeny. V piipadech jako je ischémie

nebo zast mozku dochazi k otégni bariéry. [25]

Astrocyty hraji centrélni tlohu v regulaci extragétniho prosedi neurofi CNS. [20]
VybeéZzky astrocyt jsou giloZzeny k €lum i vybéZkam nervovych bugk, pro které
udrzuji homeostatickymi mechanismy vhodné peait zejména zaji§ji iontovou
rovnovahu okoli neuran izoluji od okoli neurony a synapse na nervovyahkich,
prijimaji a uvohuji nekteré latky s funkci mediatd{GABA, glutamét). [8]

Imunitni systém ochraije organismus fied vrejSimi patogeny (baktérie, viry atd.)
a pomaha regeneraci tkani. Astrocyty maji téz fenkeunobiologické tim, Ze mohou
produkovat faktor, ktery ma podobné funkce jako flgkimy pomahajicich T-butk.
Samy pak reaguji na dité lymfokiny zmnoZenim a stidpvanim proteosyntézy. [8]
V CNS jsou nositelem imunity killy mikroglie. Tyto buiky se aktivujitadou podata,
nag. pii masivnim vyplaveni glutamatu, které j&hé u mozkové ischémie, traumatu,
epilepsie atd., kontaktem s patogeny, kontaktemzgray cytosolu nervovych bk,
kolem mozkovych nadératd. Po aktivaci dochazi k silné aktivaci genox@rese
mikroglie, kterd vede ke zn¢ morfologie a vlastnostéthto burk. Cilem je vyisteni
tkarg od znEenych ¢asti fagocytézou a jvolani* dalSich imunitnich pomocnik
z krevniho obhu. Proto latky, které v mikroglii vznikaji (oxidudnaty), reguluji pitok
krve danym mistem, oteviraji hematoencefalickouébara vytvdeji fadu modulatar
zaretlivé reakce (interleukiny a cytokiny). Oxid duspatpisobuje vaZzné problémy
mitochondrialnimu metabolismu nervovych Bkin protoZze blokuje dychadietizec.
[36]

Lécebné postupy zavisi na stupni zavaznosti. [3Zjtenostéasné faze iktu odpovida
sowasnym znalostem molekularni patofyziologie cévnizkeoé gihody a zawram

fady klinickych i experimentalnich studii. Farmakafge je v sotiasnosti mozna léky

obnovujicimi  makrocirkulaci a mikrocirkulaci v olskh loZiskové ischemie,
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neuroprotektivnimi Iéky a snizovanim nitrolebnidakti. Oblast penumbry - oblast
mozku, kde jsou hiky ohroZeny progredujici ischémii - kde 95% &tnych elemerit
ma nadji na strukturalni i funkni Upravu, je hlavni cilovou oblasti proc¢dédné
ovlivnéni ischemického iktu. Indukce z&#no poSkozuje ischemickou tka
Je prokazano, Ze protizéliva Iétba u experimentalniho iktutapobi protektiva.
Na druhé strah musi byt protizagtliva lécba vybirana uvazly, protoze za#t je

i pfirozenym ochrannym procesem. [20]
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2. TEORETICKA CAST

2.1 BUNKY CENTRALNIHO NERVOVEHO SYSTEMU

Buiiky centralniho nervového systému jsou neurony aaugtie. Gliové buky CNS
se @li na makroglie a mikroglie. Makroglie tio tii typy burgk - astrocyty,
ependimalni biky a oligodendrocyty. Spaie¢ s neurony jsou to hlavni elementy
tvorici strukturu CNS. [55]

V diivejSi dok® se na gliové hiky pohlizelo jako na typ pojivové tkarcentralniho
nervového systému, jehoz hlavni funkci je poskytopadporu pravym funkim
buinkam mozku, neuramm. [4] V posledni dobroste zajem neurobiolég porozunsni
vyznamu vzajemného oviovani neurofr a gliovych busk v CNS. Zejména co se
ty¢e patologickych procés které maji velky dopad na spofest, jako je mozkové
trauma, CMP a neurodegenerativni onenta€n[12] Nyni jsou gliové biiky uznané
za blizké partnery neurénv souvislosti s kazdou funkci mozku i jak@astnici
patofysiologické dysfunkce nebo onem&ehmozku. [4] Bylo zji&no, Ze neurony jsou
zavislé na gliovych hikach kvli jejich metabolické a strukturaini podfgo Diky
gliovym buikam jsou neurony chrény pred degeneraci po Urazu a onemdmErCNS.
[12]

2.1.1 Neurony

Neurony jsou hlavni strukturdlni a fufid jednotkou nervového systému. Lidsky
nervovy systém sestava z vice ne? Hurori. Neurony vytvéeji st, ktera zodpovida
za pangtoveé procesy, emocionalni prozZivani i abstraktni leni$ stejg jako

za zakladni fyziologické reflexy.

Na své funkce jsou nervove iiky tak vysoce specializované, Ze jiné nutné funkce
v nervové tkani, tj. vyzivu, oporné funkce, tvormervovych obal a odstra#éni

produkti rozpadu, zajiduje dalSi buiéna sloZka nervové soustavy, zvana neuroglie. [8]
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Neuron m& butné €lo a dva druhy vy&ka, dendrity a axon (neurit). [52,57]
Aferentnich vykZzka - dendrifi - je rekolik, eferentni vybzek je jen jeden a ozdtaje
se jako neurit nebo axon. Bumé €lo neuronu méa prosmlivou velikost. Nejmensi

neurony jsou v rozmezi 6-10n, nej\tSi dosahuji okolo 100m. [62]

2.1.1.1 EBlo neuronu

Bunécné €lo je zwtSenacast neuronu. Tatdast se nejvice podoba ostatnimikam.
Na povrchu bu&ného tla a vylEzka je burg¢nd membrana, ktera se podsdljako
u jinych burk sklada z dvojvrstvy fosfolipid odclenych vrstvou proteiin Burg¢na
membrana je dynamicka struktura, ktera jedbphu Zivota neuronu stale olsffovana.

[62] Membrana obsahuje receptory a &itné kandly. [57]

Zpravidla uprosed buréného Ela je jadro, které je obklopené zdvojenou jadernou
membranou. Jadro obsahuje geneticky material, DNWmo jadra obsahujeélo
neuronuiadu dalSich organel, které koordinuji metabolickdétivitu (Golgiho aparat,
lyzozomy, endoplazmatické retikulum, ribozomy, mfondrie). Endoplazmatické
retikulum je systém cisteren a tubuktery komunikuje s extracelularnim prostorem.
Na wvrgjSi povrch endoplazmatického retikula jsou navazamipozomy.
Endoplazmatické retikulum s navazanymi ribozomy pevazuje za "hrubé
endoplazmatické retikulum" a je hlavnim proteostick§m aparatem neuronu.
Mitochondrie jsou ovalné udtvary uloZzené v bemém ¢€le i v jeho vykZcich.
Na vnitnich membranach mitochondrii jsou lokalizovany emyyajiStujici energii pro
metabolismus neuronu. Tyto enzymy se také &zhajako respirani enzymy.
V mitochondriich vznika ATP, kterou bka nasled& maze vyuZzivat ke svym Zivotnim
pochodim. [57,62]

2.1.1.2 Dendrit

Prostednictvim dendrit prijimé neuron aferentni signaly od jinych neuipkteré se na
bunt¢né membra® somatu &itaji. Dendrift m& neuron zpravidlagtsi paet; jsou kratSi
a bohat se ¥tvi. Na povrchu dendiitjsou gitomny dendritické trny. Jejich pet je
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u jednotlivych ty@ nervovych busk variabilni a liSi se i s ohledem na vzdélenost
od somatu a sily dendritickétvé. Zakladni funkci dendritickych ténje modulace

postsynaptického potencialii peho pechodu ze synapse na dendrit. [52,57]

2.1.1.3 Axon

Jako neurit (axon) oztajeme vylgZek vedouci vzruch strem od &a neuronu. Axon,
ktery vychazi z axonalniho hrbolku somatievadi eferentni nervovy signal gasto
velmi vzdalené efektory a na navdzmapojené neurony. Z futtkiho hlediska neni
v8ak axon pouze strukturou vedouci vzruch. Jehdi dalmi dilezitou funkci je
transport Bkterych latek z butného €la do distalnich¢asti axonu. Bhem svého

prabéhu axoncasto vysila kolaterdly, které se na koncigekile \&tvi.

Misto odstupu axonu, tzv. axonovy hrbolek, ma spolnicialnim segmentem neuritu
rozhodujici vyznam pro vznik vzruchu v neuronu. V#ESiné piipadi jsou axony
v celém rozsahu obaleny myelinovou pochvou. Vyjinikaii pouze z#atek axonu
a tenké ¥tve terminalniho &tveni. Myelinova pochva se vyznapodili na penosu
vzruchu.Cim je nervové vlakno a myelinova pochva &, tim rychleji vede vzruchy.
Myelinovd pochva nepokryva axon zcela souvisle. pderuSovana Ranvierovymi

z&ezy. [52,57] Mezi Ranvierovymi ¥ézy se nervovy vzruchi$i,skoky" (saltatorni

vedeni), coz vede k jeho zrychleni. [61]

2.1.1.4 Synapse

Synapse je funinim kontaktem neurdn Synapse jsou na &itku dendrii a na konci
neuriti. [9,38] Toto spojeni se uskitalje mezi déma neurony, z nichZ jeden vyia
presynaptickou a druhy postsynaptickédést synapse. [41] Synapse obeqienasi
signaly jen jednim s#mem: termindlnicdst axonu presynaptické itky posila signaly
do synaptické 8tbiny, a ty jsou vyzvednuty postsynaptickounkou. [30] Redavani
vzruchi v synapsi je jednostmé, zatimco fedavani trofickych signal maze byt

obousnérné, postsynapticky neuron posila signaly k pregtiiokému. Mezi &mito
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retrogradnimi signaly mohou byt plyny, jako oxidsdaty a kystinik uhelnaty, nebo

nékteré hormony. [8,30]

Synapse je podle mechanismuispbeni dvoji. Chemickd synapseegstavuje
prevaZujici typ synapsi a funguje ptesinictvim uvohovani mediatatr. Elektricka
synapse fedstavuje &sny kontakt presynaptické a postsynaptické membrétery

umo#iuje grimy elektricky genos nervového vzruch na dalSi neuron. [8]

Chemické synapse

Prichod akniho potencidlu na presynaptickou membranisapi jeji depolarizaci a tim
umozni vstup iorit C&" do cytoplasmy presynaptického konce axonu, odkud
je uvolrén mediator do synaptické égbiny. Mediator vyvola zminy iontove
permeability a tim zeny polarizace membrany, coZz vyvola tzv. exgiia
postsynapticky potencial. Je-li tento potenciéltdt@ne velky, vyvola na membrén
ovlivnéné buiky akéni potencial, ktery se pakiSiaz na dalSi synapsi. [8] Jestlize je

postsynaptickou hikou sval, znminy mebranového potencialu vedou ke kontrakci. [4]

Po prokthnuti polarizénich zmén na membr&h je mediator inaktivovan enzymem
a cely @ se miZze opakovat. Doba, kterd uplyne od émtuti akniho potencialu
na presynaptickou membranu do vzniku execitho postsynaptického potencialu,

se nazyva synaptické zpa@rnd ac¢ini 0,5 ms. Je Aisobeno dobou dike mediatoru. [8]

Krom¢ excita&nich synapsi nachdzime v CNS i inbibii synapse. Jejich projevem je
hyperpolarizace a vznik inhilniho postsynaptického potencidlu. Inkiti
postsynapticky potencial je zpréstikovan hlavé interneurony fi recipra:ni inervaci

na motoneuronech antagonistickych gvid1]

Elektrické synapse

Jejich podstatou je batné spojeni typu nexus, tjgsné piblizeni presynaptické
a postsynaptické membrany. Elektrické synapse {gwmrakterizovany oblasti velmi
blizkého spojeni mezi membranami pre- a postsyclaptibuiky. Uvnité téchto

membran jsou gap junction. [8,28]
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Gap junction jsou vodni kanaly velkéhaipwru, které sahaji od jedné iy nagic
extracelularnim prostorem dofilghajici buiky. Je zde moZny volny pohyb

anorganickych iorit a malych organickych molekul z jednéiky do druhé. [4,28]

Z tohoto zgisobu penosu vyplyvaji d¥ dalezité funkni vliastnosti. Prvni, Zetenos
informaci miZze byt obousrrny. Druhd, Ze elektrické synapse jsou velmi rychiéni

zde zadné zpo#di jako je tomu u chemické synapse. [4]

2.1.2. Gliové biiky

Bunééné populace CNS je tiona kromd neurorii bunkami neuroglialnimi. [57] Jsou to
drobné, bohat vétvené buky razného tvaru vyplujici prostory mezi nervovymi
buikami centralni nervové soustavy. Fvokostru" nervové tkaha nevedou vzruchy.

Zahrnuji mikroglie a makroglie. [21]

Gliové buiky maji fiznou formu aadu funkci. Maji vyznamnou roli v transportu latek
pro nervové biky z krevnich kapilar a 2p do kapilar, maji funkci podpnou,

vytvéreji obaly nervovych vlidken a maji funkci obrandagocytarni. [7,53]

2.1.2.1. Mikroglie

Mikroglie jsou gliové biiky vyskytujici se ve vSecltastech nervového systému.
Zahrnuji buiky podobné astrocgin a oligodendrocyim. Jsou vSak podsta&mensi,

s dlouhymi, eventuetvinovitymi vybezky. [21] Jako ostatni gliové kky podporuji
funkce neurof, ale zarové jsou jedinené tim, Ze tvli endogenni imunitni systém
CNS. Hraji kltovou roli za patologickych podminek. Role mikrogkepodobnd roli
burgk imunitniho systému, jako makroféga lymfocyti, ve zbytku &la. Mikroglie
vyrovnava rozdil mezi néftomnosti leukocyt v mozku a schopnosti mozku branit se
proti infekci, zragni a onemoa¥ni. Diky mikroglii nasla evoluce #gob jak dosahnout
kompatibility mezi destruktivni silou imunitniho ft¢mu a relativni bezbrannosti CNS

vici zraréni a nemoci. [12]
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Mikroglie vznikaji v kostni ¢eni a do CNS se dostavaji podél cév. Od cévnighmk
vstupuji do nervové tk&na tam se dale mnozi. & ¢ini asi 10% vSech bk glie.
Jsou hojg pritomny v celé tkani CNS,¢etré nervu optiku a retiny. Ve zdravém mozku
jsou mikroglie charakterizovany rostvenou morfologii a jsou ozgavany
za "odp@aivajici" mikroglie. Ri kazdé poruSe v oblasti mozku se mikroglie rychle
transformuji do aktivovaného stadia charakterizéban ameboidni morfologii.
Aktivované mikroglie mohou migrovat do mista pafiaiy proliferovat a uvalovat

razné druhy faktar jako jsou cytokiny a oxid dusnaty. [12,21]

2.1.2.2. Makroglie

Makroglie zahrnuji oligodendrocyty, astrocyty a eggmoglialni buky. Mohou byt
klasifikovany podle tvaru a kontakjejich €l a vybsZki. Na rozdil od oligodendroayi
astroglie a ependymoglialni tky jsou charakteristické zak®éenimi, kterd jsou
v kontaktu s bazalni membranou krevnich Wdage a/nebo pii mater. Ependymalni
bunky maji bipolarni tvar a navic kontaktuji ventri&urhi povrch. Astrocyty v kontaktu

s ventrikularnim povrchem nejsou. [21]

2.1.2.2.1. Astrocyty

Astrocyty se vyskytuji v celém CNS. Jsou to riwené makroglie hszdicovitého
tvaru. VykEzky astrocyt hwézdicovit vyzauji na vSechny strany z p@mé malého
buni¢ného €la obsahujiciho jadro. €lo astrocyl je pongérné chudé na organely
ve srovnani s neurony. Vybky se mohou daleéwit. Az k periferii p‘'echazeji tenka
ploch& roz&eni. [8,53] Jednotlivé oblasti Sedé hmoty se od 38 denzitou vylzki
astrocyti. V kafe mozkove je vyErka astrocyt pomerné malo, zatimco v hipokampu
je jejich denzita a#tyrikrat vétsi. [55]

Jest relativie nedavno se ipdpokladalo, Ze astrocyty spéte s dalSimi gliovymi
bunkami jsou pevéazr strukturdini biiky a jejich hlavni funkci je udrZzovat neurony
pohromad. Nyni vime, Ze astrocyty maji mnoho funkcicetr® udrzovani

extracelularniho prostdi v rdmci CNS. [32]
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2.1.2.2.1.1 Funkce astroayt

Astrocyty jsou ¥tSinou orientovany tak, Ze jednim \##xem naléhaji na &u kapilary
a druhym se dotykaji povrchu neuronu. Existencevgtih nozek na povrchu kapilar
a tsné vztahy ostatnich wybka astrocylt k neuromim swdci o tom, Ze astrocyty maji
nutritivni funkci. Obstaravaji Ziviny pro nervovekan. [56] Na kapilarach pokryvaji az
85% jejich zevni plochy jakoZzto membrana limitatie gerivaskularis. Astrocyty hraji
klicovou roli v mozkovém metabolismu. Jsou riggditéjSi v katabolismu witych
aminokyselin v mozku, stejnjako v syntéze novych aminokyselin. ObsahufiSwnu
glykogenu v mozkové tkani.i®meni glukézu na kyselinu mé@ou, kterd je nasledn

vzata do neuraha pevedena na pyruvat pro energeticky metabolismuson&u32]

Maiji dilezitou roli v regulaci iontové koncentrace v imgdularnim a extracelularnim
prostedi mozkové tk&h Homeostatickymi mechanismy udrzuji vhodné [remtt
neurori, zaji¥uji iontovou rovnovahuiidi acidobazickou rovnovahu. Izoluji od okoli
neurony a synapse na nervovychikach, gijimaji a uvohuji nékteré latky s funkci
mediatofi (GABA, glutamat). [8]

Astrocyty jsou relativiy rezistentni u¢i porucham jako je ischemie a jiné poSkozeni.
Mohou pechodrt zaji¥ovat anaerobni metabolismus a podporovat tak imbegr

neurori v oblasti ischemického polostinu. [21,32]

Astrocyty zajiguji téZz imunobiologické funkce tim, Ze produkujiktiar, ktery ma
podobné funkce jako lymfokiny pomahajicich T-BknSamy pak reaguji na dité
lymfokiny zmnoZenim a stupvanim proteosyntézy. Astrocyty jsou hlavniikyjizvy,
ktera se formuje kolem léz¢iplizné tyden po traumatické udélosti. Astrocyt§tahuji
mikroglie / monocyty na presténi a remodelaci poSkozené tkaa podileji se na
angiogenezi. (viz. nize) Ochranna funkce astfoggtpatrnd i na povrchu CNS, kde
vybéZky a €la astrocyt tvori tzv. membrana limitans glie superficialis, kteddtluje

neurony na v&Sim povrchu mozku od pia mater. [8,57]

Astrocyty maiji funkci vodie pro migrujici neuroblasty a navigujist axorii béhem
vyvoje CNS. Ve vyvijecim se mozku byl popséan sgacifyp neuroglie, nazvany

.radialni glie*. Rozprostirhd se odést komor az k povrchu mozkovéity. Zda se,
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Ze neurony tviici se v blizkosti komor migruji podél radialniegldo své definitivni

pozice v kortexu. [56]

Obr.1 Astrocyt, ktergasti svych vybzka obsazuje ghy cév, jinymi vyzky
obklapi nervovou hiku a gispivé jeji latkové vyrné (schematicky pohled)

(upraveno podle [13])

2.1.2.2.1.2 Spojeni astrogyt

Astrocyty jsou navzajem spojeny pri@stnictvim gap junctions a vytkg§i tak
intercelularni gi. Jsou to navzajem propojené kanaly uingizi difazi ionta a prostup
relativré velkych molekul z jednoho astrocytu do druhéh@p @nctions jsou otégné
béhem stavu ischemie aifou spojit ischemické astrocyty s okolim, coz matgltivni
Gcinky pii cerebralni ischemii. Gap junctions byly r@énpopsany mezi astrocyty

a oligodendrocyty. Oproti tomu nebyly popsany gapciion mezi glii a neurony. [57]
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2.1.2.2.1.3 Z&kladni typy astroayt

Morfologie astrocytarnich bk je velmi riznoroda. U savic byly pomoci seételné
mikroskopie identifikovany it zékladni typy astrocut radialni glie a fibrilarni

astrocyty v bilé hmeta protoplazmatické astrocyty v hmadedé. [55]

Radialni astrocytyrochazeji celou tlotikou bilé hmoty, perikaryon je lokalizovandu

v tésné blizkosti pia mater, nebo ité vzdalenosti od ni. Nejvice se Zhaa GFAP.
Radialni glie vysila vy#Zky k axolend Ranvierovych zéezi, vybéZzky obsahujicetné
bunséné organely a podileji se na udrzovani fimko stavu membrany axonu a jejiho

nejblizSiho okoli.

Fibrilarni astrocytyjsou v bilé hmat a v optickém nervu. Jejickéla jsou ¢asto

uspdadana wadach mezi svazky axbénJejich vylizky jsou pondrné hladké acasto
orientované paraletn s axony. Vybzky fibrilarnich astrocyt se roz&uji

do perinodélniho prostoruifehlych axori.

Protoplazmatické astrocyfgou to kéickovité buiky v Sedé hmetscetnymi kratkymi

vybézky vyzaujicimi vSemi smiry. VybéZzky jsou vysoce roztvené a iiznych
tlou&’ek. [55]

2.1.2.2.2. Oligodendrocyty

Oligodendrocyty jsou hiky menSi neZz astrocyty a maji relativeelké jadro. Elo

téchto burk vysila mensi piet vybszka vétvicich se tiznymi snéry.

Oligodendrocyty se vyskytuji jako satelitnitiy kolem €l neurori a jsou s nimi
v tésném kontaktu. RozZ&né vykZzky téchto bukk se na axony ifikladaji a za
spirdiniho obt&eni nervovych vlaken vytvéji jejich myelinové pochvy.
Oligodendrocyty se podileji na trofice axonu a rhelitly mohou pechézet z axonu
do myelinové pochvy a naopak. Tim oligodendrocyyvéieji a udrZuji prosedi,

ve kterém se axony nachazeji. [8] Moderni studiazul, Ze #st axori je spojen

s myelinovou pochvou. [21]
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Rio Hortega v roce 1928 popsal 4 druhy oligodenglfockteré podle tvaru vyzka
ozn&il jako typ | az typ IV, ale ktomuto morfologickémelenéni nebyl nalezen
funkeni korelat. [55]

Mori a Leblond v roce 1970 popsali tfidy oligodendrocyt na zéklad vzhledu,
a to s¢tlé, stedni a tmavé oligodendrocyty. & oligodendrocyty jsou nejtsSi a
tmavé oligodendrocyty jsou nejmenSi. Toto wdedi odrazi ptadi zrani
oligodendrocyi, kde s¥tlé oligodendrocyty reprezentuji nejméémralé buiky, které
se vyvinou v tmavéigs stedni-stinovy typ. [21]

Funkce oligodendrocytje zrychlit elektrické potencialy. Hraji tak poduadu roli jako
Schwannovy biiky v perifernim nervovém systému. Zatimco vSak g&chwannova
bunka tvai myelin pouze pro jeden periferni axon, jednalauoligodendroglie vytva
myelin az pro 35 centralnich axonBez oligodendrocyit by byl akini potencial

tricetkrat pomalejsi. [21,57]

2.1.2.2.3. Ependymalni hky

Ependymalni biky vystylaji dutiny CNS a spoteé¢ s cévami tvéi plexus choroideus,
v némz vznika mozkomisni mok. [43] Mnohéchto epiteloidnich buik ma vrgjsi
membranu vzajentnspojenou pomoci zonulae adherentes a tight jumdtomujici
hematoencefalickou bariéru. [9] V posledni &diylo prokazalo, Ze tato vrstva je

rezervoarem kmenovych bély které mohou vznikat i v dosigm mozku. [55]

2.1.3 Extracelularni prostor

Bunéeéné elementy a cévy vyilji priblizné 80 % celkového objemu CNS a zbyvajici
¢ast, tedy fiblizn¢ 20 % celkového objemu tk&nzaujimé extracelularni prostor. ECP
predstavuje mikroprogtdi burtk a dilezity komunik&ni kanal. Obsahuje nejen ionty,
neurogenasée, metabolity, hormony af@devSim vodu, ale i molekuly extracelularni
matrix. [55]
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Velikost extracelularniho prostoru s&hiem neuronalni aktivity smi. lontové pesuny
jsou doprovazeny pohybem vody z ECP dodun tak nervové a zejména gliové
burky zwetSuji swij objem. Velikost ECP seéhem normalni neuronalni aktivity snizuje
piiblizné na 10 % celkového objemu tkarBe¢hem patologickych stdy jako je anoxie,
dochazi k poklesu velikosti ECP aZ na 4 - 5 % oadko objemu tk&h [55]

2.2 MOZKOVA K URA

Mozkova kira tvai nejwtsi cast mozku. Pokryva mozkovou hemisféru vrstvou &itok
2 - 5 mm. Je slozend z 15 - 25 miliard nervovycim¢ku Toto ¢islo vychazi
z aproximativniho odhadu, protoZe se vi, Ze 1°mmzkové Kry obsahuje pblizng
150 000 nervovych buwk. [41] Mozkova kra se skladd z mnoZstvi nervovych
(gangliovych) busk, z gliovych bugk, z nesmirt bohaté sé& nervovych vidken, ktera

se mezi bitkami wtvi. Je zde velmi bohaté cévni zasobeni. [55]

Mozkova Kkira se sklada zefit druhi neurori - pyramidovych, h&zdicovych
a wetenovitych neurahn Fylogeneticky sedi na archicortex (allokortex), mesocortex
(juxtallocortex), a neokortex (isocortex). [15] Aicortex, fylogeneticky nejstarsi,
je sloZen zpravidla zé&itvrstev a je lokalizovan v oblasti limbického ®su. OB tyto
vyvojove starsi slozky &ry se spoléné ozna&uji jako allocortex. Fylogeneticky mladsi
mesocortex je sloZzen z#yi aZ Sesti vrstev a je lokalizovan v oblasti insalgyrus

cinguli. VétSina kiry povrchu hemisfér je vyvoj@&nova - neocortex. [8,15]

Pro lokalizaci funkci mozkové tky se pouZivA Brodmannovy cytoarchitektonické
mapy. [8]

2.2.1. NEOCORTEX

Neocortex ¢lovéka zaujima asi 95,6% plochy mozkovdirk Ma Sestivrstevnou
zakladni stavbu, v podstavSude stejnou (s mistnimi modifikacemi Upravy asedhu

zastoupeni jednotlivych vrstev) a oZope se proto isocortex. [8]

Je substratem, doeimoz klademe &domi a v #mZ se odehravaédi duSevni. To je

umozréno aktivitou vzajemé& propojenych neuran vytvarejicich polygonalni si
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v neocortexu. Zahrnuje celou vy3Si urbvemyslového vnimani a psychofyzickych
funkci; probiha zde prezentacgegnéti a udalosti; je to centrum planovani a procesu
rozhodovéni. [37,64]

Glie a nonneurogliové elementy tvaémet 70% objemu neocortexu. Zbytek je z 22%

tvoren axony a dendrity&ka neuroti tvoii pouze 8%. [40]

| kdyZ zakladni stavba neocortexu je v podst&de stejna, existuji vyznamné lokalni
rozdily v tlou§ce celé kry, dale v tlousce jednotlivych vrstev, v zastoupeni
buns¢nych typi v jednotlivych vrstvach, v uspadani vidken jednotlivych vrstev,
v mnoZstvi a Upray aferentnich a eferentnich vidken, v mediatorovénaymové
vybaw a ve funknich vlastnostech neurdn Dale se vyskytuji lokalni rozdily
v uspdadani glii, cév, mnozstvi pigmentu aj. [8] Vrstwal8 hmoty fi vnejSim okraji
mozku vytv&i zahyby (sulci). Tatoidst mozku se &lovéka vyvinula v takovém
rozsahu, Ze jen jejim poskladanim v mnohehgbech pes sebe, je mozné jeji
piizpasobeni tvaru a velikosti lebky. Bez slozeni do bihlyy pokryla mozkova a
plochu 30krat #tSi. Krone vétSiny meléich zahylh jsou ucité ryhy tak hluboké,
aby rozalily kazdou z obou hemisfér mozkovérl na 4 laloky, z nichz kazdy slouZzi

jedné nebo vice specifickym funkcim. [69]

2.2.1.1. Stavba neocortexu

Jednotlivé vrstvy neokortexu maji své cytoarchivektké usptadani. Jsou
charakterizovany Sesti vrstvami, které obsahujikguliSici se tvarem, hustotou

a vzajemnymi vztahy. [9]

Lamina | - lamina molekularis - je nejpovrchdi vrstva s malym mnoZstvim
horizontalnich bugk (nékdy se pouziva pakud klamny nazev - bezb&na vrstva).

Cel&d vrstva je chuda na ithy, bohatd na vlakna a glii. By jsou zde drobné,
rovnokEzné s povrchem #ry uloZené a roztvené, stetnymi dendrity a axonem, které

jdou rovnokzreé s povrchem #ry do zn&né vzdalenosti. [8,40]

Lamina Il - lamina granularis externa - je charakt®/ana cetnymi perikaryi

hwvézdicovitych (granularnich) bék a malych pyramidovych bgh. Tato vrstva je
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na buiky bohaté. Jsou zd&etné svaz&ky nervovych vidken, které probihajétinou
paralel& s povrchem &ry. A jsou tu dendrity pyramidovych bék jejichZz bur¢né
télo lezi v V. a VI. vrst¥. [8,40]

Lamina lll - lamina pyramidalis externa - je teoa pevazre tély menSich

pyramidovych neuraih(s apikalnimi neurony dosahujicimi az do lamingd)

Lamina IV - lamina granularis interna - je vrstap&gvahou granularnich bék
a s menSi &asti bugk jinych typi. V této vrst¢ konci bohatym rozetvenim ¥tSina
vlaken grichazejici do ry z thalamu, zejména z jeho specifickych jadeotdje také
tlou&’ka této vrstvy velmi variabilni. Vrstva t&inchybi v motorickych okrscichuky

a je naopak silnd v mistech senzitivnich okrsk

Lamina V - lamina pyramidalis interna - obsahujavint velké pyramidové hiky,
které se oznalji jako Betzovy biiky. Jejich apikalni dendrity dosahuji az do I. vyst
Tato vrstva je hlavnim zdrojem axagrkteré jdou z #ry do podkorovych Sedych hmot.
Axony Betzovych bugk z motorické korové oblasti tvbasi 3,5% vlaken pyramidové
drahy. [7] Pyramidové neurony V. vrstvy jsou dlouhéurony, jejichz axony twd
kortikospinalni, pyramidové, kortikobulbarni, kdéxtpontinni a kortikorubréini
mozkové drahy, a jsou spojeny s hlavovymi nervynzedckymi a motorickymi

neurony. [40]

Lamina VI - lamina multiformis - obsahuje neurongesikaryi fiznych tvat, prevazre
vietenovité, orientované dlouhou osou kolmo k povrkhry. Axony wetenovitych
bungk jdou do bilé hmoty. Touto vrstvouilky prochézeji vSechna daity vstupujici

a z kiry vystupuijici vlakna. [64]

2.3 HEMATOENCEFALICKA BARIERA

Na paétku 20. stoleti byly provedeny prvni studie podici pravédpodobnost
existence hematoencefalické bariéry. Bylo &jit Ze intravendznaplikované barvivo

obarvi prakticky vSechny tkérv téle krome mozku. [25]

Hematoencefalicka bariéra (blood brain bariggdstavuje multicelularni membranové

rozhrani, které vyznamtromezuje pestup ¥tSiny latek z krve do intersticialni tekutiny
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mozku. [54] Zamezuje prostup v krvi rozptr$fch substanci (elektrolyt proteiri)

nebo bugk. Extracelularni progedi mozku je timto Zjsobem od&eno od krve,
coZ mé zabranit vystaveni nervovych 8kikolisani elektroly, transmite#i, hormori,

rastovych faktoh a imunitnich reakci v krvi. ke se otefit za patologickych
podminek. [52]

Hematoencefalickd bariéra omezuje Wm latek mezi krvi a mozkemigvazrg na
kyslik, oxid uhlgity a vodu. Nkteré jiné latky (nap aminokyseliny a glukosa)
prochézeji touto bariérou pomoci zvlaStnich trartsch mechanisin zatimco

makromolekulérni latky (n&pbilkoviny) neprojdou bec. [8]

Bunéény zéklad BBB je na mikrovaskularni Grovni CNS atdea z endotelialnich
burgk spojenych pomoci tight junctions mezi endoteli@inbuikami (tight junctions je
velmi tsné spojeni pomoci zonulae occludetifi, dvojic plazmatickych membran
se spojenou jSi membranou). [60] Tyto membrany t¥@ésy kolem endotelovych
burgk a zabr#éuji difazni vymené molekul &tSich nez 20 nm. [26,55] Navic udrZzovani
funkce BBB je zavislé na optimalni funkci perivamich mikroglii, astrocyt

a bazélni membrany, které jsodippjeny ke kapilaram a postkapilarnim venulam
v CNS. [60]

Za normalnich fyziologickych podminek BBB poskytojehranu CNS fisnou regulaci
vstupu bugk plazmy a imunitnich butk do nervové tk&h [60] Centralni nervovy
systém je imunologicky odliSny, coZ je dano anatkoi a histochemickou odliSnosti
nervové tkas. Za normalnich okolnosti hematoencefalickd bariéepropousti
cirkulujici elementy imunitniho systému, a také ylabnalezena lymfatickd drenaz,
kterou by se antigeny z CNS dostévaly dznych imunitnich kompartmeit periferii.
[42] Raznoroda zragni CNS, zahrnujici epileptické zéchvaty, infekcegummatické
a ischemické zeny, zpisobuji fechodné zrmy ve fyziologii i struktie BBB. [60]
Jako hlavni struktura BBB zafi§je iontovou homeostdzu v centralnim nervovém
systému. Permeabilita pro jednotlivé molekuly jgulevana gkolika mechanismy a
cestami transportu [53]: 1) paracelukaskrze tight junctions pro védozpustné latky
s molekulovou vdhou menSi nez 180; 2) transceluldifazi lipofilnich substanci; 3)
transcelularni cestou na transportnich proteinetdyr. pro glukézu a &které

aminokyseliny; 4) fenos zprosedkovany endocytézou pomoci specifickych receéptor
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nag. pro inzulin a transferin; 5) Adsorptivni endoxdb a transcytéza pro

kationizované plazmatické proteiny pomoci tranggoht vezikuti. [26,55]

Vrstva endotelovych bwk je ze zevniho povrchu obalena kapilarnimi &&ky
astrocyti, které jsou propojeny pomoci gap junctions, atkyldnezi nimi prochazet
mohou, takZe i@stoZe se astrocyty na formovani hematoencefabieké&ry Eastni,

hlavni mechanickouipkézku tvei buiky endotelu. [55]

BBB velmi efektivié ochraiuje mozek ped EZnymi infekcemi, a tak jsou mozkoveé
infekce velmi vzacné. Nicmérprotilatky neprostupuji BBB a proto je mozkovaekée
velmi vazné a slozita nadiu.

Vyjimkou jsou oblasti tvéici tzv. cirkumventrikuldrni organ (lamina termiisal
subfornikalni a subkomisuralni organ, epifyza, emiria mediana, neurohypofyza
a chorioidalni plexy), kde neni hematoencefalickédra vytvdena. V &chto rekolika
oblastech mozku proto latky,cetns neuropeptid a bilkovin, gestupuji z krve

do intersticialni tekutiny mozku a mozkomiSniho ma&net bez omezeni. [54]

2.4 CEVNi MOZKOVA P RIHODA

2.4.1 Uvod

Cévni mozkova iihoda (iktus) je jeden z hlavnichivbdi invalidity a morbidity,
zvlase mezi starSi populaci a pémpoitu nemocnych k ptu obyvatel rychle roste

zejména v zapadnich zemich. [47]

Cévni mozkova fihoda je nahle vznikla mozkova porucha, kterd jésapena
poruchou cerebralni cirkulace ischémii nebo henibrdd] Béhem ischemické
mozkové pihody, kterd reprezentujeétéinu (88%) ikda, dojde ke sniZzeni nebo
zastaveni cirkulace krve, coZ zbavuje neurony nedfoi substrdt Neustaly pisun
kysliku a glukdzy je nezbytnou podminkou zachow&dch funkci mozkové tkédn

jelikoZ rezervni energetické kapacity centralnivogé soustavy jsou mizivé. [13] Efekt
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ischémie se dostavuje velmi rychle, protoZe v maz&dochézi ke skladovéani glukdzy,
hlavniho energetického substratu, a mozkové théni uzgisobend k anaerobnimu
metabolismu. [51] DalSi etiologii je hemoragie,rteznika z hlubokych penetrujicich
cév, a picinou poSkozeni mozkové tk&fe preruseni propojovacich cest aigpbuje
lokalizované tlakové poSkozeni. [51] Intracerebrdnvaceni pedstavuje okolo 9%

a subarachnoidalni krvaceni 3%. [45]

CMP je urgentni stav vyZadujici rychlou diagnostikuwasné zahgjeni terapie.
Nemocni s CMP jsou v prvnich 24 hodinach ohroZafarktem myokardu, arytmii,
akutnim petiZzenim srdce, poruchami vmitho prostedi. \éasna detekce adba &chto

komplikaci vyraza zlepSuje progn6zu a vysledny stav nemocnych. [36]

2.4.2 Ischemicka cévni mozkovéhmnda

Ischemick& cévni mozkovéipoda je dsledkem reverzibilniho nebo permanentniho
deficitu mozkové artérie v tité oblasti mozkové tk&ns naslednym poskozenim
neurorii a mozkové glie az jejich nekrézou. PoSkozeni kilewmpiitoku postihne bdi
cely mozek (globalni ischémie) nebo je lokalizovéloaukité ¢asti (fokalni ischémie).
Globalni cerebrélni ischemie je rdgad pi kardialnim selhani, coZ #pobi
nedostaténé dodani kysliku a gluk6zy mozku a vede k neurdrmal poskozeni.
Fokalni ischemie je Zgobena embolem nebo lokalni trombdzou, které torav
mozkové cévnfeciste nekteré hlavni tepny, n&stji arteria cerebri media. Symptomy
CMP zavisi na zasaZzené vaskularni oblasti (zahdneihiparézu, afézii a poruchy

zraku). [21]

Ke klinické manifestaci loZiskového poskozeni mozlaehémii dochézi az po
vycerpani autoregutmich mechanisikn které zajiguji konstantnost dodavky kysliku
a glukézy mozkovyniecistem. [36] Absolutni piitok krve mozkovou tkani jefiplizné

800ml/min. [54] Ri poklesu mozkového ptoku na's normy (tj. na 20ml/100g/min)
se manifestuje klinicky obraz CMP, protoze neurptmgiceji informani funkci, ale jsou
nadale Zivotaschopné. [37] Pro tento stav se vaioaeni ischemicky polostin
(penumbra) a d&asnym zvySenim ptoku Ize funkci neuroi obnovit. Ri dalSim

poklesu regionalni perfuze mozkové tkgpod 12ml/100g/min) dochazi k ischemické
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kolikvaéni nekrdze.Casovy interval, kdy je mozné obnovou cirkulace raoh
ischemii poSkozené neurony je asi 3-6 hodin (w@&48 hodin) od vzniku poruchy
perfuze. [38,34]

2.4.3 Statistické udaje

TR v

CMP u nas je 150-200/100 000 obyvatel, zaujima &tanv gicinach smrti po
chorobéach srdce a rakovin46] Celos¥tové se incidence odhaduje na 4 mil., z toho
vice jak 0,5 mil. v Evrog [1] To znamena kmi vyskyt CMP mezi 90-160 na 100 000
obyvatel. [20] Statistiky Spojenych Siatdavaji réni vyskyt CMP u 700 000 obyvatel
rotné. Kolem 500 000 prada prvni ataku a 200 000 opakovanou ataku. [43]
Ve Spojenych Statech se odhadujeégiqrezivsich lidi po iktu na 5 miliGhobyvatel

a cena p&e o lidi postizené iktem za rok 2007 se blizi 6RBardam dolad. [43]

Ackoliv po prodlani cévni mozkovéifhody (CMP) peziva v piiméru osm z deseti
pacienti, je velice pravéipodobné, Ze dobu delSi nez 10 I&eZyi jen étyti z nich.
Po prodlani CMP je totiz do deseti let zhruba 15 % nemaobnyostizeno dalsi
(tentokrat jiz smrtelnou) cévni mozkovotitpdou a 40% postizenych do 10 let umira
na infarkt myokardu. CMP je totiZ jen jednim z mgn projevi onemocgni cév. [56]

CMP v8ak s sebou nenese jen velké riziko umrti, téke velkou pravépodobnost
dlouhodobé invalidity. 50%ipZzivSich nemocnych madity stupei hemiparézy, 30%
neni schopna chodit bez pomoci/opory, 20% postidemptebuje pomoc iy béZnych

dennich ukonech. [43,56] Proto mé& velky vyznamvaktvyhledavani rizikovych osob

a preventivni ovliiovani vSech zjighych rizikovych faktoi. [1]

2.4.4 Patofyziologie cerebralni ischemie

vvvvvv

jednoduché biochemické a fyziologické amy, které vyplyvaly z feruSeni cirkulace.
Témito zmeEnami jsou ztrata vysokoenergetickych sdenin, acidéza vzhledem

k anaerobnimu vytiéni laktatu, nemoznost obnoveniijoku kwvili otoku astrocyi
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s kompresi mozkovych kapilar. Posledni vyzkumy v8k#izuji, Ze problém je daleko

vice komplex#jSi nez se fedpokladalo a zavisi na mnoha faktorech. [9]

Mozek se chova za normalnich okolnosti jako vysoltofxovy nizkoodporovy systém.
Nizkym cerebrovaskularnim odporem je umdim zachovani toku krve v {ds¢hu
diastolické faze pulzové viny. VySetpoku krve mozkem je dana peémnem perfuzniho
tlaku a cerebrovaskularniho odporu. DalSimi faktétgré ovliviuji mozkovou perfuzi,
jsou reologické vlastnosti krve,fgrevSim viskozita a @svit mozkovych cév.
Autoregulaci mozek zachovava konstantni perfuzhem vykywi systémového
krevniho tlaku a srd@iho vydeje fiblizné v rozmezich $edniho arterialniho tlaku 60—
150 mm Hg. Autoregutmimi mechanizmy jsou komplexni 2my neurogenni,
myogenni a metabolické povahy. fahezi r& kontrakce a relaxace hladké svaloviny
v arteriolach, uvalovani vazoaktivnich latek — GOO,, H', K*, C&*, adenosinu

a endotelialnich faktdr predevsim oxid dusiku. [54]

Vyzkum se dale posunul mem k biochemickym a celularnim mechanism
molekularnim a genetickym aspékt. Je evidentni, Ze musi byt zvaZzovanyhuivé,
metabolické, celularni a molekularni mechanismtlige chceme porozust) I&cit
a predchézet nasledin fokalni cerebralni ischemie. Je stale vice uzndvé&ast

nonneuronélnich bék, zvlase gliovych burk. [21]

Hlavnimi patogennimi mechanismy ischemické kaskédy excitotixicita (s rozvojem
od desitek minut do 1-2 hodin od vzniktifdy), zagt (rozvoj po hodinach az dnech)

a nekrdza a apopt6za (s maximem rozvoje po dnfzj).

Odpowd mozkové tka#s na ischémii je uniformni. Pokud dojde ke snizesrfyze pod
kritickou hodnotu, odumiraji nejprve neurony, padtracyty, poté oligodendroglie

a jako posledni mikroglie. [54]

2.4.4.1 Biochemické zény

Beéhem 20 vtéin po grerudeni krevniho toku mozkem, za podminek normaégmmizi
EEG, pravdpodobré ndsledkem nedostatku latkové wmg. Bechem g@ti minut dojde

k vy¢erpani ATP, kterd je pibna k udrZzovani iontové homeostazy. [9,21]
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Po okluzi givodné tepny se zvySuje extracelularni koncentraoeitainich
neurotransmitér, zejména glutamatu, a jim zpredkovana toxicita je kibvym
procesem vedoucim ke smrti neukopo ischémii. [20] Vyerpani energie Kili
nedostatku energetického substratu (kysliku, glykéede k depolarizaci neurdn[21]
Extrémni excitabilita neuronu s depolarizovanou temou, vede k frekventnim
vybojaim s prohlubujicim se energetickym kolapsemnkyy k excitotoxickému
posSkozeni, na jehozZ konci je apopt6za nebo nekf@2h.Dochazi také k depolarizaci
astroglie, vedouci k uvodmi glutamatu do extracelularniho prostoru. V temygaas je
energeticky zavisla reabsorpce glutamatu pomoadio@gérnich buek zastavena,
coz vede k jeho déle rostouci koncentraci v exitudé@eim prostoru. [21] Dochazi
k masivni aktivaci glutamatovych receptprcoZ je jeden ze zakladnich sp@ust
biochemické kaskady. [19] Extracelularni glutamétdepolarizaci membran aktivuje
postsynaptické N-methyl-D-aspartatové receptory MMreceptory) ao-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionatové receptorAMPA receptory). Dochéazi
k masivnimu vstupu Gaa Na do burgk a zvySeni koncentrace'K Zvysenim hladiny
intracelularniho natria se prohloubi depolarizagenika otok busk a otevou
se naptowv tizené kalciové kanaly. ZvySeny obsah kalcia videulEhem rékolika
minut aktivuje cytotoxické kaskady. [20,52] Hladieatracelularniho kalcia méa zasadni
adheze i dsné junkce endotelu kapilar, porusi se také cytetMai integrita,
a to zpisobi poruchu integrity a funkce BBB. [20]

NejcasrgjSimi zmegnami vznikajicimi jiz kolem 20. minuty od vznikuctsemie je
zhrouceni sodiko-draslikové pumpy zavislé na ATBnikem jeji funkce dochéazi
k intracelularnimu hromadi vody. Intracelularni hroma&di vody dale stufuje
zvySujici se koncentraci glutamatu, ktera zablokkigdciové kanaly. Intracelularni
cytotoxicky edém je prvni znamkou zobrazitelnoumarfologickych obrazech MRI
a CT. [54]

2.4.4.2 Histologické zamy

Ischemické zreny v architektie buiky zatnou téndi tak rychle jako biochemické

ischemické zrény. Behem rekolika sekund od pgatku ischemie tégk aplné vymizi
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mozkovy intersticidlni prostor. Ztrata intersticidlo prostoru je nasledkem otoku
burgk, ktery vznika v dsledku nadrrného ptiniku sodiku a selhanim iontové

regulace bu&né membrany.

Hemodynamické, iontové a metabolické&ny neovliviuji ischemickou oblast stejn
V centru ischemické oblasti je krevnigpsk mensi nez 10% normy aitky této oblasti
rychle zaniknou dsledkem nekrdzy. Tato oblast je nazyvana jadreméisie (core).
Mezi centrem ischemické oblasti a normalni mozkotkani lezi tké, kterd dosud
nepropadd nekréze a je nazyvana polostinem ischépgeumbra). Je to misto
s redukovanym krevnim fiokem (20-60% normy), obsahujici fumé oslabené,
ale zivé biiky s udrZovanou iontovou homeostazou. Jestlizer¢eri patok v této
oblasti sniZzen na dlouhou dobu a energetické zagahy vy¢erpany, pak se rozsah
infarktového lozZiska roz8i i na tuto oblast. Ischemickd penumbra je potén&ia
zachrany schopnéa farmakologickym zasahem. [13,2M22i oblasti normalni perfuze
a oblasti penumbry jeizr¢ Sirok& oblast oligémie, kde perfuze dosudistejen na
zachovani integrity tkan ale i na zachovani neuronalni aktivity. [13] téo oblasti se
v prvnich rkolika hodinach po okluzi intermitertrnaléza pechodna depolarizace,
kterd negativé ovliviiuje mikrocirkulaci v penumie, protoZe depolarizace zvySuje
krevni proud pouze v tkani, kde je perfuze miniddposSkozena, tj. na periferii

ischemické penumbry. [20]

Asi po 4 a7 6 hodinach je ischémie dokema, pdina se svra®vani neurofi a dochézi
k rozruSeni synaptickych spojeni. Do 24 hodin jerfologicko-funkéni dezintegrace
mozkové tkawn zcela dokotena a z periferie do centraca@é Uklidova faze vyvoje
ischémie. Sotasré s Uklidovou reakci se vyviji porucha hematoenaal bariéry,
kterd umo#uje pronikani latek z intravaskularniho prostofimm do mozkové tkan

K restituci hematoencefalické bariéry dochazi az pad 14 dnech. [54]

Obnoveni pittoku se niZe v postiZzené oblasti objevit spontdrnzvySenim perfuzniho
tlaku nebo samovolnou trombolyzou \nimi mechanizmy. Druhou moZnosti je
podani trombolytika @& jiz systémow intravendéznim fistupem, nebo lokan
intraarteridlnim endovaskularnintigtupem. Pokud nedojde k obnoveni perfuze, pak se
vlivem selhani autoregulaich mechaniziin postupg Siii ischemick& nekréza do celé

oblasti s kritickou perfuzi a jadro ischémie sétzuje na Ukor polostinu. [13]

32



Reperfuze po rekanalizaci uzamé cévy je jednak korelatem nejefekdjan l&by,
ale nmuze byt spojena s reperfUznim pafaim s poSkozenim BBB. Ischemie
a reperfuze spousti rozdilné intracelularni poch@them reperfuze nejsou poskozené
mitochondrie schopny vyuZzit kyslik, pokrge pokles nitrobu&tné ATP, produkce
volnych kyslikovych radikdil, aktivace proapoptotickych sigii& rozviji se zatt. [20]

| zanik burgk je piicinou zartu, ktery také poSkozuje bky v ischemické oblasti. [53]

Uprava krevniho toku po ischémii igmbi paradoxh reperfizni podkozeni. [20]
Pfi plné reperfuzi do &ce poSkozené tk&dnmasivié imigruji leukocyty, spusti se
zaretliva kaskdda za masivni produkce volnych radikfl9] Volné kyslikové radikély
jsou gic¢inou nadmdrné destrukce buinych membrén, proteina DNA a vedou
k smrti burgk. Dochazi ke stavu ozdavanému jako oxidai stres. Reperfuze iniciuje
postischemickou z&tlivou reakci, kterd je hlavnim spolégstnikem sekundarniho

poSkozeni ischemické tk&n20]

2.4.4.3 Zaxt

Zaret je obranna reakce organismu a jeho tkani praddbkym podrétim. Cilem
je poskozeni odstranit nebo jrejmensim lokalé ohrantit a krome toho jeho picinu
eliminovat. Zastlivé reakce se objevuji v mozkuipiznych postizeni CNS, ¢etns

autoimunitnich, neurodegenerativnich a epilep5ie,q0]

Zaret v mozku je stav, ktery je charakterizovéfitgmnostitrady molekul (cytokifn

a mediatolt zaretu), které nejsou nebo jsou jereAt zjistitelné za fyziologickych
podminek. Tyto molekuly jsou produkovany nkami imunitniho systému jako
odpovd’ na infekci nebo jiny druh patologie. Mnoho sighdivoliovanych Bhem
casné excitotoxické faze jsoucianymi induktory zamtu. [60] Mozkové biiky,
jako neurony, astrocyty a mikroglie, jsou schopmétetizovat mediatory jako jsou
cytokiny a chemokiny. [48] Zatlivd reakce je jednim z hlavnich mechanizm
reperfuzniho poSkozenitipnémz je definitivie naruSena hematoencefalicka bariéra.
[19] Hlavnimi rysy zé®tu jsou poSkozeni cévni ésly, tvorba edému, infiltrace
ischemické tkatimakrofagy.
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Zaretlivou odpowd vyrazré akcentuje nekroticky rozpad iky. [19] K burg¢né
nekréze dochazi ip ischémii, kdy dojde k ireverzibilnimu poSkozenun¢né
membrany s naslednou poruchou osmotické rovnovalikybs vyslednou vnihi
aktivaci proteaz, které hku dale rozruSuji. Na uvodni obsahu bitky reaguje okoli

zaretlivou reakci. [30]

Prozawrtlivé a protizagtlivé cytokiny a souvisejici molekuly byly popsamny CNS
a plazn¢, v experimentdlnich modelech epileptického zaahvat v klinickych

pripadech epilepsie. Z&nvyZaduje vrozeny i ziskany imunitni systém. [60]

Zaretliva odpowd na poSkozeni tk&nje zahdjena rychlou produkci mnaetnych
zaretlivych mediatott [53] Interleukin IL-1 a TNFe (tumor necrosis faktor alpha)
jsou dva kléové prozagtlivé cytokininy v nastaveni cerebralni ischemiouw primarg
tvoreny aktivovanymi mikrogliemi a makrofagy. Mikrogli@ makrofagy jsou
nepochybs klicovymi burkami postischemické zétivé odpowdi. [20] IL-1 a TNFe
zvySuji adhezivitu neutrofil pro leukocyty. Leukocyty se vyznagnpodileji
na destruknich zménach provézejicich reperfazni fazi ischémie. [20hRutni fazi
zargtu jsou to pedevSim monocyty, které pronikaji do mozkové &amhsledované

neutrofilnimi granulocyty a T-hikami. [54]

Je stéle vice jasné, Ze kong vysledek z&ktlivé reakce naiziti buiky a jeji funkce,
je vysoce zavisly na rozsahu, ve kterém jsou vypkodany cytokiny, ngasu, po ktery
je tkai vystavena zéfiu a na rovnovaze mezi neutrofickymi a &fimymi faktory

produkovanymi biikami. [60]

2.4.4.4 Role astrociytbchem ischémie

Astrocyty maji centralni tlohu v regulaci extradéiiho prostedi neurof CNS. [20]
Jsou porarné odolné vi¢i nedostatku Zivin a jsou zaktivovany velmi brzy isohémii
uvnitt loZziska a v okoli. [21] Odsti@ji za normalni situace glutamat, ktery
je neurotoxicky, protoZe je zodpslny za vzestup intracelularniho obsahd'CBshem
ischemie zvy3ujici se extracelularni koncentrace ihibuje absorpci glutamatu
na 10%. Nedostatek Zivin a kysliku vedou k navopealiferace a hypertrofie astrodyt

a mikroglie. [60] Astrocyty véasné fazi zdti, protoze nasavaji K CI' a vodu,
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a tak reguluji extracelularni prosti a podporuji extracelularni homeostazu. Podikeji
na odstréaovani volnych kyslikovych radikél [20] V aktivnim stadiu jsou astrocyty
metabolicky hyperaktivni se &genym poétem mitochondrii a ztSenim ribozor

a Golgiho komplexu. Reaktivni astrocytyéssuji produkci mnoha mediatorreceptoit

a kanab, které jsou zodpavdné za zrénény funkéni stav &chto buk béhem ischemie.
ZvIase dalezitd funkce astrocyt po CMP zahrnuje udrZzovani iontové a vodni

homeostazy. Zeslabuji excitotoxické podminky v pag&hém parenchymu. [21]

Astrocyty jsou schopny podporovat funkci nervovértkbéhem ischémie tim, Ze uji

po limitovanou dobu produkovat glykolyticky ATP.s#kocyty obsahuji glykogen,
jsou schopny jej vyuZivat anaerobni cestou k tvokBP. Tato podpora tvorby ATP
muze byt vyznamna pro oblast penumbry, protoZe setdotkark dopravi reziduélnim
CBF vice glukdzy nez extrahovatelného kysliku. DeorATP taky umoiuje
astrocyiim, aby byly schopny v obdobasné hypoxie absorbovat glutamat. Anaerobni
produkce ATP v astrocytech je ovligma Grovni pH tka# (lokalni acidézou) a jakmile
klesne pod 6,6, dochazi k jeji bloka& naslednému ireverzibilnimu poSkozeni
astrocyt a masivnimu vyplavené glutamatu. Ne vSechny funistrocyli béhem
ischemie jsou neuroprotektivni.éBem hypoxie mohou také trvale titoa uvohovat
glutaméat. [20] Reaktivni astrocyty jsou hypertr&Bica hyperplastické a ihou byt
identifikovany z¢tSenou expresi GFAP. [21] (viz. obr.11)

2.4.4.5 Aktivace mikroglie

Mikroglie jsou buiky monocytomakrofagovéhoupodu se schopnosti fagocytovat.
Vyskytujici se ve vSechc¢astech nervového systému. Hraji ¢klou roli

za patologickych podminek. [68]

Osidluji nervovy systém z krevnihiecisté pred uzavenim hematoencefalické bariéry
a jako jediné buftné elementy zaji¥iji imunitni reakce v CNS. Aktivace mikroglie
je charakteristickym znakem mozkové patologie. [Pd] poraréni CNS se aktivuji
a fagocytézou odstiaji burt¢cné zbytky z extracelularniho prostoru. V déspti

v piipact poruSeni hematoencefalické bariéry se¢ohtb procesech podileji makrofagy

vstupujici do extracelularniho préetli z cévnihdgeciste. [55]
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2.4.4.6 Zmény propustnosti hematoencefalické bariéry

Cévni patofyziologie v akutni fézi je charakteriaZom hemodynamickymi
a metabolickymi zrégnami, které vyusti v poSkozeni BBB a poSkozeni téavrionu.
[20]

Razné druhy poSkozeni CNS (ischemické a traumatiakény, infekce) zpsobuji
prechodné zrmy v BBB. Bchem zastu, zwtSena produkce cytokinendotelialnimi
bunkami BBB, cirkulujici imunitni biiky a mozkovy parenchym mikroglii a astrotyt
maji za néasledek aktivaci metaloproteindzy a kdisinos kyseliny arachidonové na
arovni mozkové mikrocirkulace. Tofigpeje ke zvySeni propustnosti BBB. [60]
V regulaci cévniho tonu a cévni struktury jsou dlenamné kyslikové radikaly, oxid
dusnaty, endotelin-1. Zygobuji vazodilataci po reperfazi, zvySuji agregaibidiesttek,
poSkozuje endotelie se zvySenim permeability BBBch#zi k extravazaci albuminu a
ostatnich vysokomolekularnich slozek plasmy, rézdjvazogenni edém a zvySuje se

intrakranialni tlak. [20]

Hladina extracelularniho kalcia ma zasadni vyznam itegritu mezibu&nych
junkci. Pokles extracelularniho kalcia porufne junkce endotelu kapilér, porusi se

cytoskeletalni integrita a to é#pobi poruchu integrity a funkce BBB. [20]

Signély z nienych busk nebo pochazejici z molekul vstupujicich do mozkuz
znicenou BBB mohou zahajit zéttivou reakci. CNS ukazuje silnou z#fivou reakci
nejen na infeéni agens, ale také na Siroké spektrum poskozeaijgaischémie, trauma

nebo toxické poSkozeni mozku, nebo na epileptidéchzat. [60]

2.4.5 Kilinicky obraz cévni mozkovéihody

Klinicka symptomatologie ischemickychipod je velmi variabilni. Od velmi lehkych
az po ¢zké smrtelné stavy. ZaleZi na rozsahu, tiZi a frisohemie. Vlastni ischemické
loZisko nmuze byt cast&éné zasobeno kolaterdlnim ¢&fem ze sousednich
anastomozuijicich arteriol, takzé&zny stup& metabolismu kysliku i¥e byt zachovan.
[1] Symptomatika je dana lokalizaci poruchy krewnipritoku, tj. podle oblasti

7 v

zasobovanéijsluSnou cévou. [53]
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Ischemické ikty postihuji fedevSim starSi osoby. fiP postupg vznikajicim
trombotickém uzasru je rozvoj neurologické symptomatologie postupigmocny ma
nag. pocit, Ze jej polovinagta neposloucha, Ze jsou kaatiny €2ké, neobratné. Vyvoj
muze mit dokonce kolisavy {ioeh, stav se upravi, &p zhorSi, az se nakonec cely
klinicky obraz vyvine. Velmicasto dojde ke vzniku malacie ve spanku, kdy je kirev
ob¢h zpomalen. [1,18]

Diive se pisuzoval velky vyznam céy ktera byla uzatena. Dnes vime, Ze je péme
velka variabilita v kompenzaich mechanismech cévnilietist¢ a existuji i relativa
velké variability cév. Uziva se prottastjSi ozn&eni ischemickych syndroimpodle

topiky léze. Pesto je vSak nutno znat symptomatologii jednotliviév. [38]

Syndrom uzé#ru a. cerebri media

Jde o nejastji se vyskytujici syndrom uzé&w mozkové tepny. Hlavniffznakem
je kontralateralni centralni hemiplegie, to zname&tiké postizeni horni ka@etiny,
je tendence k fledni kontraktite v lokti a v ruce, k addukci v kloubu ramennim,
k extenzni kontraktie dolni koretiny s ekvinovardéznim postavenim nohy. [38]
Dochazi k vypadkm citlivosti (hemianestezii). DalSimi vypadky jsaicieni @i
(déviation conjugée), hemianopsie, motorické a @ecké poruchyieci, poruchy

prostorového vnimani, apraxie a hemineglekt syndfb8]j

Syndrom uzé&ru a. cerebri anterior

Syndrom se projevuje vyraznou parézou kontralaterdblni kortetiny a pondrné
lehkou parézou horni kéatiny. Ritomna je psychicka alterace frontalniho typu, velm

¢asto agitovanost a zmatenost, ktef&engipominat az péinajici psychozu. [38]

Syndrom uza&ru a. cerebri posterior

Hlavni piiznakem je homonymni anopsie kontralateralie poruSena fixace pohledu
a chybi sledujici pohybycaich bullh k hemianopické str&n jako jsou automatické
pohyby @nich bullli pii ¢teni. Dochazi k prostorové dezorientaci spojené
S prostorovym vnimanim. iP poruSe dominantni hemisféry vznikd alexie, ztrata
schopnosti poznat zrakem pismena, slova, ale izivaky. U poruch v nedominantni
hemisfé&e si postizeni poruchu zorného pole ani keomuji. [38] Ri oboustranném

uzawru nastava uplné oslepnuti. [53]

37



Syndrom uzé¥ru a. choroidea anterior

Uzawr této artérie zpsobi kontralateralni hemiparézu, hemihypesteziemihnopsii
a rekdy talamicky syndrom. Byva celkova hyperpatie, d@uz talamus dodava
aferentnim podstam afektivni obsah nebo ,citovy néboj“. [38] Jsougbstizena

bazéalni ganglia, vznika hypokineze. [53]

Syndrom uza¥ru a. basalis

Pokud je uz&r uplny, stav neni stitelny se Zivotem. Nastava obrna vSech datim
(tetraplegie) a &nich sval, porucha dechu a kém@aste&ny uzawr je charakterizovan
poruchou ¥domi fizného stup®y poruchou zraku, &kdy optickou gnostickou
poruchou az kortikalni slepotou. VZdy se objevugetigo, nauzea, vomitus. Infarkty
vétvi a. basilaris mohou posSkodit meée&, stedni mozek, Vardv most

a prodlouzenou michu. [38,53]

2.4.6 Terapie nahlych mozkovychilpod

2.4.6.1 Terapie akutniho stadia ischemické CMP

Vysledny efekt |6by zaleZi na rozsahu vlastni Iéze a moZnostechetalaiho obhu.
Kolem vlastniho infarktu je vzdy z6na fufriiho deficitu, ischémie nebo edém, ktera je
schopnd reparace a kterouizeame Iébou ovlivnit. DileZity je ¢asovy faktor: zéit

s |&bou co nejdve, ve fazi, kdy jegtnedoslo ke strukturalnim zmam a je zachovam
metabolismus. ®odns funkéni reverzibilni deficit se fize po utité dok¥ (ktera je

individualni - rekolik hodin, ale i did) zmeénit na irreverzibilni strukturalni 1ézi. [1]

Farmakoterapie akutniho ischemického iktu je véasnosti mozna Iéky obnovujicimi
makrocirkulaci a mikrocirkulaci v oblasti loZiskovgchémie, neuroprotektivnimi léky
a snizovanim nitrolebniho tlaku. [20] Optimalni J|ékery by prokazateth zajistil
vSechna kritéria by akutniho ischemického iktu, dosud neexistujgzisi l1écby je

v komplexu cel&ady opaiteni. [1]

Neuroprotektivni terapige aplikace lék, které pomahaji k normaldinnosti neurofi

st s

ma ovliviovat ischemickou kaskadu a zabranit jeji progregavygsit Sanci na ieziti

38



neuroi a gliovych bugk v oblasti penumbry. Zéakladni fgdpokladem
neuroprotektivniho jsobeni a tim ovliveni ischemie je zachovani zbytkového
krevniho proudu v ischemickém loZisku, ktery umododavku léku do této oblasti.
[20]

Protitromboticka Iéba se pouZivd s cilem ovli¢ni tvorby a nasledné embolizace

trombu na aterosklerotickém platu a oviiwh agregace trombodytLécbu zahajujeme
co nejdive po vzniku iktu, pestoZe jeji vyznam je vice profylakticky a slouzdbrag

dalSi progrese nebo recidivy.

Trombolytickd I€ba kvali rozpuseni trombu pomoci trombolyticky aktivni substance

a recirkulace. Je nutné ji zahajit do 3 hodin pnoika iktu. Hlavnim rizikem této &y

je moznost krvaceni.

Vazoaktivni latkyvazodilataci zlepSuji celkovou i regionalni cikeil Nemisobi vSak

v ischemickém loZisku s vazoparalyzou, proto jejigiznam je spiSe v chronickém
stadiu. [1]

2.4.6.2 Rehabilitace po cévni mozkovwéhpdk

Cévni mozkové phody jsou jednim z né&psgjSich neurologickych onemoémi.
Ackoli pokroky v diagnostice a d6¢ nesporg zlepSily geZiti po iktu, je mélo
prokdzanych metod d6y, které vyrazé ovlivni neurologické postizeni. ZlepSena
kvalita l&by v akutni fazi CMP snizZila mortalitu a prodloaZildélku Zivota

postizenych, ale disabilitaigtava vyznamnym problémem zdravotnégd59]

Doba zotaveni se z ischemického iktu je relatiwmriabilni, ale nej§tSi zlepSeni
nastava them 1-6 nisial. [4] Navrat postizenych funkci zavisi na rozsalogkmzeni
a kvali€ rehabilit&ni p&e. Diky soustavné @asné rehabilitaci se klinicky obraz
a zvlas¢ prabéh z hlediska stupn trvalych néasledk podstatd zmenil. Cilem
je dosadhnout maximalniho stupfyzické a psychické nezavislosti. [18,46,66] Vhadn
|écebna rehabilitace @ke zlepsit stav nemocného. Minimalizuje poruchungenzuje

omezeni v dennictinnostech a usnadni navrat diZbého Zivota. [59]
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V akutnim stadiu se zaffujeme na prevenci dekubjtkontraktur a udrZeni co nejlepsi
pohyblivosti v jednotlivych kloubech. kba chronického stadia $&li neurologickym
deficitem, ktery je danfpdevSim poruchou hybnosteci, nékdy zavraémi a poruchou
rovnovahy. Léba musi byt ¥asnd, intenzivni a opakovanaur@z na ¥asnou lébu
znamena prevenci rozvoje abnormalnich pohybovyariyzaby se pacient nengl

kompenzovat postiZzenou stranu pomoci nepostiZd6&6]

3 CILE A HYPOTEZY

3.1 CILE
Cilem diplomové prace bylo popsat &my, které se &i v oblasti ischemické mozkové
tkarg u potkari postnatalniho &ku 12 a 25 dni, kter4d byla navozena aplikaci

endotelinu-1.

1) Proveést kvalitativni hodnoceni mozkového poskoze

2) Provést mikroskopickou identifikace poskozenyeburor a hypertrofickych
astrocyt

3) Zjistit, zda a v jakém rozsahu doslo k porudmmhatoencefalické bariéry

4) Zjistit vzadjemny soulad mezi naruSenim hematetalické bariéry, ,umirajicimi®

neurony, aktivaci mikroglie

3.2 HYPOTEZY

1) Ischemicka cévni mozkovéiipoda ma za nasledek poSkozeni mozkové étkan
Predpokladame, Ze dochazi poSkozeni neurenpostizené oblasti a k ot@ni
hematoencefalické bariéry.

2) Jsou aktivované gliové hky a dochézi k infiltraci poSkozeného mista imuinitin

bunkami, jakoZto reakce na ischemické poskozeni.
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4. VYZKUMNA CAST

4.1 METODY
4.1.1 Experimentélni zkdta

Tato prace probihala formou experimentu. Experimamatthl na potkanech rodu
Wistar postnatalniho ¢ku 12 (P12; n=8) a 25 dni (P25; n=9). Den naroZsni
stanoveny jako den 0. Zaita byla drZzena ve stabilni socialni sképpod kontrolou
vnéjSiho prostedi (teploty 22 + 1°C a vlhkosti 50-60%, za 12 Imodiého stidani
swtla a tmy) s volnym fistupem ke krmivu a k véd Experiment byl schvélen etickou
komisi Fyziologického Ustavu Akademiesdv Ceské Republiky. S laboratornimi
potkany bylo zachazeno v souladu s platnymérsimemi pro praci s laboratornimi
zviraty (vyhl. 265/19 Sb.)

4.1.2 Fokalni mozkova ischémie

V roce 1985 byl popsdn vazokonstnk pasobici oligopeptid syntetizovany
endotelidlnimi bitkami a kratce poté byl tento faktor klonovan a jphadé analyzovan.
Vzhledem ke svémutpodu dostal jméno endotelin (ET). [27] Endotelifelobeck
povazovan za nejsiéisi vazokonstriktor s dlouhotrvajicingiakem. [58] Buiky hladké
svaloviny vazbou s ET-1 zprdstlkovavaji vazokonstriki a proliferé&ni odpowd’ tim,

7e zvyduji influx C&" do buiky a dochazi k mohutné vazokonstrikci. [20¥Kslik
minut po aplikaci daného mnoZstvi ET-1 dirl)k mozkové dochazi k rychlé redukci
lok&Iniho krevniho pitoku nasledovanou rozvojem fokalni |éze. Dochazivdrbe
pongrné uniformnich lézi, s vyraznym lemem ischemické pebry. [27,58] Bylo
provedeno mnoho studii, kde byl ET-1 aplikovan diakosti arteria cerebri media.
Alternativni gistup k takovymto modeéin je vstiknuti ET-1 gimo do mozkového
parenchymu. V takovémtdipact rozsah poratni souvisi s davkou ET-1 a neuronové
posSkozeni je vice omezené ne% @kluzi a.cerebri media. Proto fokalni injekce do

mozkového parenchymu byla navrhovana jako moznyeiatké CMP. [31]
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Operace byla provedenati pinhalatni anestézii pomoci halotanu. Anestézie byla
navozena v induiim boxu a poté byla zZdta remistna do stereotaxického aparatu
s dychaci maskou figpisobenou neonatalnim potkan pro nepetrzité dodavani
anestetik. Celou dobu operace bylafatd udrzovdna v anestézii 0,8 - 1,5%
halothanem. Kanyla pro infuzi endotelinu-1 (PlaxDoe, Bilaney — Bmecko; vijsi
pramér 0,2 mm) byla zavedena do levé hemisféry viadnicich AP= 0; L= 2; V= 2

u P12 a AP=0; L=2; V= 2.5 u P25 (vztaZeno k braghm

Endothelin-1 (#E7764, Sigma, St Louis, MO, U.S.By) rozpusény v 0,01 M solného
fosfatového pufru (PBS, pH 7,4) a aplikoval se Zithon infazni pumpy (KDS210, KD
Scienrific, Holliston, MA, U.S.A.; fl/5min) volrg pohybujicim se zvatim. Kontrolni
zvifata dostala 0,01 M PBS odpovidajiciho objemu nristtoku ET-1. Davka v obou
vékovych skupinach byla 40 pmol. Po #fkhuti roztoku byla kanyla drzend na mist
5 minut, aby seigdeSlo vzlinani latky do drahy kanyly.

4.2 Histologie
4.2.1 Fixace

Histologické zpracovani vzoik vyZzaduje fixaci tkd& Po usmrceni ziét byla
provedena fixace tké&nperfuzi. Uselem fixace je rychla a Setrna denaturace bilkovin

protoplazmy bu&k a tkani tak, aby byla zachovana strukturadkan

U laboratornich potkandoSlo k navozeni ischemické cévni mozkovi&gdy pomoci
endotelinu-1. Zviata se nechala definovanou dobidezivat. Poté byla zkdta
anestezovana uretanem v letalni davce (2,5 g/kg). iCévni reciSte zvirete bylo
proplachnuto transkardiéln pres levou komoru do aorty pufrovanym fyziologickym
roztokem. Po 10 minutdch néasledoval vlastni dinfaroztok, 4% paraformaldehyd
rozpudtny v 0,1 M fosfatového pufru, pH 7.4 (1 ml/ g),°€4 na 10 minut. Po perfizi
byl z lebky mozek vyjmut a mozkova tkabyla dale fixovana v roztoku
paraformaldehydu dalSi 3 hodiny. Préipgpavu zmraZenychezi byla tk& vlioZena
do kryoprotektivniho roztoku sacharozy (10, 20 &3®m +4°C. Poté byly mozky

zmraZeny v suchém ledu a uloZzeny dd’€70
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Mozky byly n&ezany na koronalniezy (50 pm, série 1-5) na Cryocutu Leika 1600
afezy ulozeny do kryoprotektivniho roztoku (30% eémyblycol, 25% glycerol v 0.05
M pufru fosfor&nanu sodného) v -20°C do doby zpracovani.

Priléhajici sériefezi byly barveny pomoci Fluoro-Jade B pro detekci degativnich
neurorii, pomoci Evans Blue pro znazeénh propustnosti hematoencefalické bariéry,

imunohistochemicky na znazemi 1gG a GFAP.

4.2.2 REHLEDNA BARVENI

4.2.2.1 Fluoro-Jade B

Fluoro-Jade B, je derivat fluoresceinu pouzivang pistologické barveni neurén
podléhajicich degeneraci. Fluoro-Jade B odhali @gdlémnebo odumirajici nervové
buiky bez ohledu naiftinu degenerace. Toto barveni je vyh&§8hnez starSi obvyklé
histologické barveni jako Nisslovo barveni  nebomawmxylin a eozin, tim,
Ze je specifické pro degenerujici nervovénlyu Vyhodou je dobry kontrast

a konstantnost, nevyhodou je relativni ké@ast na pipravu. [50].

Na podlozni skla potaZzend Zelatinou byly ummigt nakrijeny fezy a usuSeny
na vzduchu  teplo& 50°C nejmég pil hodiny. Rezy byly nejprve ponieny na 5
minut do roztoku obsahujici 1% hydroxidu sodnél&0% alkoholu. (20 ml 5% NaOH
piidano do 80 micistého alkoholu). Poté byly 2 min v 70% alkoholu2amin

v destilované vo#l Tato podlozni sktka stezy byla poté fenesena na 10 min
do 0,006% roztoku manganistanu draselného. Potg i@y 2 min proplachované

destilovanou vodou.

Barvici roztok byl pipraven z 0,01% zasobniho roztoku Fluoro-Jade Brykbyl
piipraven pidanim 10 mg substance FJ-B do 100 ml destilovaody.v 100 ml
barviciho roztoku se vytvbpiidanim 4 ml zasobniho roztoku do 96 ml 0,1% kyselin
octové. To ma za nasledek vznik vysledného 0,00@4#¥iciho roztoku. Zasobni
roztok uloZzeny v mrazaku je stabilni po dolikalika mésiai, zatimco barvici roztok
byl pripraven Bhem 10 min fed pouZzitim a nebylo mozné ho znovu pouzit. Po B0 m

v barvicim roztoku bylyezy promyty destilovanou vodou a suSenitgplot do 50°C,
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dokud nebylytezy zcela suché (asi 5-10 min). [47] Suté®y byly projasény kratkym
pondenim do xylenu, iikryty krycim sklikem, zafixovano kanadskym balzamem
a prohlizeny pod mikroskopem, vybavenym zdrojenflggiesceriniho s¢tla. [50]

4.2.2.2 Evans Blue

Evans Blue (MW 961) se pouZiva ke stanoveni proysst BBB pro makromolekuly.
[13] Cilem naSi studie bylo ziskat histologicky abrgitomnosti EB v mozku

po i.v. aplikaci EB do v.jugularisipzmeénéné propustnosti BBB.

Evans Blue je netoxické nepyrogenni barvivo. [17kMvnim olshu se stava sif
ackoli reverzibilne vazané na albuminovou proteinovou frakci a déavéikvz
makromolekularnimu komplexu (EBA - MW 68 500 EB &aa na albumin) [26] Evans
Blue Ize proto aplikovat intraven6gzra tak dobe vyuZit pro mifeni objemu krve
a krevni plazmy in vivo, nelbgeji distribweni prostor odpovida dostiigsré objemu
krevni plazmy [17]. Sérovy albumin je bilkovinaekd za fyziologickych podminek
neprostupuje skrz BBB, proto neposkozena nervodé tistdva nezbarvena. [14]
Sérovy albumin vstupuje do mozku az kdyz je zvySprapustnost BBB nasledujici
po mozkové ischemii. Je ukazateéBené propustnosti BBB. [60]

Experimenty ukazuji, Ze EB se vaZe na bilkovinu im&iné aZz po pti minutach
po jeho aplikaci do krevnihteCisté. Z tohoto divodu je v experimentélnich modelech,
které testuji propustnost BBB, aplikovan EB nejimBrl0 minut ped otevenim BBB.
[26] Jeji koncentraci Ize v odstEné plazné zjistit ponErné snadno

spektrofotometricky. [44]

PoruSeni BBB bylo stanoveno fluoreséah jako extravazace albumin-Evans Blue

v mozkové tkani.

4.2.2.3 IMUNOHISTOCHEMICKE BARVENI

Tato metoda je pouzivdna v mnoha oblastech bidtébic badani agkdy je uzivana

v diagnostice histopatologie. Imunohistochemickévérai je zaloZzeno na afigit
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antigenu s protilatkou. Afinita jefpaZzliva sila mezi molekulami, které se mohou gpoji

dohromady aistat spojené. [22]

PouZiva se pro ztani jednotlivych typ burgk a jejich slozek, iontovych kangl
mediatofi nebo bilkovin obsaZzenych v extracelularnim prastojako jsou

imunoglobuliny, albuminy, proteoglykany a glykopewty.

Pro standardnost provedeni seitké iezy nejprve blokuji sérovymi bilkovinami a pak
inkubuji primarni protilatkou v roztoku s emulgétor biologickych membran Triton-
X. Pak se aplikuje enzymem konjugovana ¢ama) sekundarni protilatka a specifické
barveni je zviditeldino po pgidani enzym - specifického substratu (tzv. i@
imunohistochemicka; uipmé metody je primarni — specificka protilatkénpo zn&ena

enzymem, Avidin-Biotin gluk6zoxidazova reakce).

4.2.2.3.1 GFAP (kysely glialni fibrilarni protein)

GFAP je intracytoplazmaticky filamentdzni proteiktery tvai c¢ést cytoskeletu
astrocyti. Bylo prokdzano, Ze tento protein je nejvice dEgim markerem bugk
astrocytarniho fvodu. Tato protilatka fedstavuje uziteny nastroj pi identifikaci

astrocyt v centralni nervové soustaza normalnich i patologickych podminek.

Po poSkozeni CNS u lidif @z v dasledku poraéni, genetickych poruch nebagobeni
chemikalii, astrocyty proliferuji a vykazuji extrém hypertrofii bugéného ¢la
a vykezkia a produkce GFAP je vyragnzvySena. [5] Jeho zvySeni nésledujici
po zrarkni nebo astroglioze bylo zji&to empiricky dlouhodobym pozorovanim
patologickych stav v oblasti CNS. [32] Naopak se watajici malignitou
astrocytarniho {jvodu dochazi k progresivni ztédprodukce GFAP. Proto maligni
astrocytomy obsahuji mémadorovych bukk, které se barvi pozitigna intenzive

na GFAP neZ mé&maligni astrocytomy a vzorky z normélniho mozku.

Presny ginos GFAP ve fyziologii a funkci astrodyneni zcela jasny [32], je zapojen
do¢etnych celularnich procggako je bugéna struktura a pohyb béka funkce BBB.

MnoZstvi GFAP produkovany kkami se stanoveno mnoha metodami jako

je piitomnost cytokii a hormofi. ZvySena produkce tohoto proteinu je dznych
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stadiich obvykle ozrmvanych jako "aktivace astrodyt Astrocyty v této oblasti
piechodi zaji¥uji anaerobni metabolismus a tato oblast je &xvéna jako oblast
ischemického polostinu, tzv. penumbra, misto s kedanym krevnim pittokem.

Jestlize je krevni fiitok v této oblasti je sniZzen dlouhou dobu a enaigetzasoby jsou
vycerpany, pak se rozsah infarktového loziska r0zaSha tuto oblast. Ischemicka

penumbra je potencialrzdchrany schopna farmakologickym zasahem.

Imunohistochemické barveni probihalo na celych ¥glovoucichiezech.Rezy byly
promyty fyziologickym roztokem, blokujicim roztokes@ra dle sekundarni protilatky
a emulganim roztokem Triton-X. Inkubace primarni protilatkrobihala 3 dny
(1:1000) v chladové konte. Poté bylyfezy pgeneseny dg@istych misek a inkubovany
1h v sekundarni protilatce za pokojové tepldgzy byly promyty fosfatovym pufrem

a provedena standardni avidin-biotin  glukosoxidéazowyvolavaci reakce.
Takto obarvené&ezy byly nataZzeny na sklarfggem potaZzena Zelatinou, usu$ena na
vzduchu, projasfny v xylenu a po proschnuti zamontovéany pod krigtd s kanadskym
balzamem.

4.2.2.32 1gG

Pro stanoveni, zda byla v oblasti mozkové &awvlivnéné iktem poSkozena
hematoencefalicka bariéra, jsme tgigali pritomnost IgG ve vzorcich mozkové tkén
To jsme pozorovali imunohistochemicky jako Unik Ig@év do mozkové tké&n
Protilatky cirkulujici v krvi, patici doy-globulinové frakce krevni plasmy, jsou znamy
jako imunoglobuliny. NejrozgnsjSim typem je imunoglobulin G (IgG). 1gG je jednim
z nejhojr&jSim proteiri v krevnim séru. 1gG jetdeZity na obranu proti mikroorganism

a jeho molekuly jsou produkovany B lymfocyty jakmunitni odpo¥d’ organismu

na antigen. [2]

Rezy byly inkubovany fes noc i 4°C v protilatcefedtné v pongru 1:50 snisi 0,1 M
fosfatovym pufrem s 0,3% Triton-X detergentem a 2@rmalnim kozim sérem,
poté byly promyty fyziologickym roztokem, provedemgvolani dle protokolu GFAP,
nataZzeny na sklaredem potazena Zelatinou, usuSena na vzduchu, pfojag xylenu

a po proschnuti zamontovany pod kryci skla s kdeyaddalzamem.
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4.3 ANALYZA

Ke zjiS€ni lokalizace nasledk ischemické léze jsme analyzovaly mozkokezy.
Site poskozeni byla hodnocena o v jednotlivych oblastech mozku (nap

hippocampus, neocortex)

Pro rozpoznani morfologie mozku, byl kazdy vzoreveavan s anatomickym atlasem

Paxinosa a Watsona. [54]

Mozkova tké& byla zkoumana pouZzitim epifluorescentniho mikrgek®lympus AX70
s digitélnim fotoaparatem Olympus DP70.

Fluoro-Jade B pozitivni neurony se jevi zelené puddrym s¥tlem excitace.
Propustnost hematoencefalické bariérycema@ pomoci Evans Blue se jetérveré
pod zelenym sitlem excitace. Ftomnost 1gG a reaktivnich astro@ytznaenych

GFAP, byla sledovana fchozim s¥étlem.

Pro mikroskopické pozorovani byly pouzigky se z¥étSenim 2x, 10x, 20x a 40x
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4.4 VYSLEDKY EXPERIMENTU

Ischemické poskozeni neurfobylo sledovano u zidt s 40 pmol ET-1 a porovnavano
se zvfaty, kde bylo aplikovano stejné mnozstvi BPS. Cktaraposkozeni, ktery byl
vyvolan aplikaci ET-1, byl podobny u obowkevych skupin zuiat, ale velikost
ischemického loziska byla velmi variabilni. Patotd@ zmény buréek mozkové tkaw
byly pozorovany v kortikalni oblastifighajici mistu vpichu u obou skupin, tam kde
byl aplikovan ET-1 i u kontrolni skupiny. Rozsahasti, kde byly pozorovany ziny

v mozkové tkani, hematoencefalické bariéry i nepabvburgék, se zda #Si v ET-1
skupire nez stejny druh poSkozeni u kontrolni skupinyaviZjevné poskozeni BBB
a nervovych bugk bylo pozorovano na ipsilateraini stéakiry mozkové v porovnani
s kontralateralni v obou skupinach. PoSkozeni hajidiené degeneraci neuifgn
extravazaci Evans Bluetippmnosti IgG a z8tSenou expresi GFAP.

Kontralateralni hemisféra je povaZzovana za typidiZny vzor pro utovani
piislusnych markeéru obou ¥kovych skupin. Biikky obarvené pomoci FJ-B barveni
a dalSich pouzitych typbarveni se prakticky nevyskytuji v kontralaterdteimisfée
ani u jedné z &kovych skupin.

Oblast, kde se vyskytuji degenerativni neuronyabsdzsahlejSi u ziat, kde byl
aplikovdn ET-1, neZz oblast u kontrolni skupiny fati ET-1 zgisobil neurondlni
degeneraci ve &Si oblasti obklopujici misto vpichu, signalizovapi@omnosti FJ-B-
pozitivnich bugk. U kontrolni skupiny se neuronalni poskozeni lizkge jen
do oblasti bezprosdre blizko vpichu jako dsledek poSkozeni tka&npronikajici

kanylou.
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Obr. 2 Pritomnost IgG v poSkozené oblasti:

Pomoci imunohistochemického zeai na IgG jsme nalezli IgG-pozitivni oblast
v kortexu na ipsilateralni strarv oblasti vpichu u zvat, kde byl aplikovan ET-1 (A)
a u zvfat z kontrolni skupiny (B). § oblasti IgG-pozitivnich busk je Wt3i u zvtat,

kde byl aplikovan ET-1 (A) v porovnani seiaty z kontrolni skupiny (B).

Obr. 3 Oblast neuronalniho poSkozeni:

Bunky oznaené pomoci Fluoro-Jade B jsou pozorovany v obfastumbry fléhajici
k mistu aplikace injekce na ipsilateralni stramozkové kry u zvirat oSetenych ET-1
(A) a u zvtat z kontrolni skupiny (B) Rozsah oblasti, kde bybzorovany degenerujici
neurony (oblast Fluoro-Jade pozitivnich Bkne wtSi u zvfat, kde byl aplikovan ET-1

(A) v porovnani se zvaty z kontrolni skupiny (B).
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4.4.1 PoSkozeni v oblasti Sedé hmoty mozkové

Podani ET-1 poskodilo nejen mozkovoirlk ale v gkterych gipadech oblast alveus
hippocampi nebo samotny hippocampus na ipsilatesélarg. Pouze u jednoho Zte
doSlo k poSkozeni oblasti mozku pod hippocampemgbiasti nucleus habenulae

lateralis.

U vSech sledovanych zet dosSlo k neuronalnimu poskozeni, k poruSeni
hematoencefalické bariéry a ke¢Bené expresi GFAP. demefici, Ze poSkozeni

v oblasti ischemické tkérse projevilo temi zpisoby:

1/ PoSkozeni ischemické oblasti jemého rozsahu, ale lokalizovano pouze do oblasti
vpichu. (5 zviat)

2/ Niz8i vrstvy Ky, zvlase V. a VI., jsou poSkozeny v mnohem vySSim rozsahu,
nez povrchyjsi vrstvy, a to spiSe v lokalizaci srem kaudalty od mista vpichu

nez rostrala. (4 zviata)

3/ Doslo k poskozeni v oblasti mozkovérk ale zarove je také zasaZzena podkorova

oblast - hippocampus (8 zaf)

PoSkozeni v oblasti hippocampu bylo objeveno u 8iakvz ET-1 skupiny.
Bylo lokalizované do horntésti ipsilaterélniho hippocampu. NagtgjSi posSkozeni
se zda byt v oblasti CA1 a na rozhrani oblasti @A2, zatimco CA3 zasaZena neni
viubec. Déle je zasaZena oblast gyrus dentatus aumepo fgipact, kdy je zasazeno

i nucleus habenulae lateralis.

Oblast hippocampu byla zasaZeawaastji u P12 (6 zvfat z 7) nez u P25 (2 zata z 9).
U kontrolni skupiny zv@at jsme nenasli posSkozeni hippocampu ani na ipsihti

ani na kontralateralni stran
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Obr. 4 Rozdéleni rozsahu poskozeni doif skupin

- demonstrovano na poruseni hematoencefalickérpari#arveni Evans Blue

A/ Rozsah léze je koncentrovan do oblasti kolencivpi
B/ Léze postihuje oblast kolem vpichu, velmi vyraze zasaZzena V. a IV. vrstva
mozkové kiry

C/ Rozsah poSkozeni sah& az do oblasti hippocampu.
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Obr. 5 FJ-B pozitivni oblasti

Poskozena oblast hippocampu &ma pomoci FJ-BCervené Sipky znd FJ-B
pozitivni neurony v oblasti CA1 a Zluté Sipky Zhalegenerujici neurony v oblasti
hippocampu v¢asti gyrus dentatus. (A) Distribuce FJ-B pozitivmirgk v oblasti

nucleus habenulae lateralis. (B)

4.4.2 PoruSeni hematoencefalické bariéry

Pro stanoveni, zda byla v mozkové tkani owivd iktem poSkozena hematoencefalicka
bariéra, jsme pouzili dvoji barveni - imunohistacteké barveni na sledovani Gniku
imunoglobulinu G (IgG) a barveni pomoci Evans Bhaeinik sérového albuminu z cév
do nervové tka&h Dvoji barveni na zjighi propustnosti BBB ndm dovolilag@dstavit si

poruSeni BBB aiechazeni IgG z krve do mozkového parenchymu.

Ne¢které studie udavaji, Ze endotelin-1 vyvola ischiébgz gitomnosti poruchy
hematoencefalické bariéry. V naSi studii v ischdwme regionu mozku dochazi
k poruSe integrity BBB ve vSechtipadech, u obou sledovanych skupin fawi
coZ je doloZeno extravazaci albumin-Evans Blue. EB&itomna gevazi v buinkach,
ale i v oblasti extracelularniho prostoru. Velikobtasti, kde je patrna extravazace EBA
koreluje s oblasti, kde jsodifpmné FJ-B-pozitivni neurony. (viz. obr.6) Perfimezku
s EB umo#uje rychly, spolehlivy a velmi citlivy odhad progoesti BBB

a mikroskopickou vizualizaciipruSeni BBB. [14]
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Nasli jsme krevni globuliny (IgG) infiltrované doazkové kiry (ptip. hippocampu),
zatimco pronikani klasickych ukazateporuSeni BBB EB nepozorujeme ve stejn
velké oblasti. Velikost oblasti, kde je patrnd exazace EBA je menSi, neZ oblast,

kde jsou pitomné IgG-pozitivni neurony.

Sledovali jsme koncentraci IgG ve vzorcich mozktké&e. Nasli jsme intenzivgSi
a rozsahlejSi barveni na IgG ve vzorcich vzatycimfarktové oblasti ve srovnani
s odpovidajicim regionem kotralateralni neposSkozeoekové hemisféry. Toto bylo
potvrzeno imunohistochemicky, coZ ukazalo vySSidemtraci IgG v mist zraréni

ve srovnani s kontralateralni stranou mozku. (biz0)

Pritomnost IgG byla zji$ha pgevazr v extracelularnim prostoru. V ékterych
oblastech v8ak byla patrna extravazace IgG itkéch, coZ bylo zhruba t, patrné
velmi dolre. Mohli jsme fetelrt pozorovat fitomnost IgG v neuronech v oblasti

mozkové kiry ischemické oblasti. (viz obr.8)

Obr. 6 Evans Blue versus Fluoro Jade B

Extravazace albumin-Evans Blue oZuj@ gritomnost sérového albuminu a dokazuje
poruseni hematoencefalické bariéry na ipsilateréirdré (Sipky ozn&uji pritomnost
séroveho albuminu v tomtdipact v bunkéach). (A) Rozsah oblasti, kde je zeai EBA
patrné, koreluje s oblasti, kde jsotitpmné FJ-B-pozitivni neurony. Barveni Fluoro-
Jade B odhaluje ffiomnost degenerujicich neufoma ipsilateraini stran kary

mozkové (Sipky oznauji oblast degenerujich neurign (B)
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Obr. 7 Piehledny obraz rozdilu ipsilateralni a kontralaterahi strany

Imunohistochemické barveni na zist pritomnosti IgG na ipsilateraini (infarktové)
strargé, ve srovnani s kontralateralni nepoSkozenou hénoisf Cortex ipsilateralni
strany vykazuje velkou pozitivitu n&ifpmnost IgG. V tomtoippact je zasaZzena pouze
oblast mozkové Wy, neni poSkozena oblast hippocampu. (ischemidiaso znaena

Sipkami)
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Obr. 8 Oblast pozitivni na pfitomnost IgG v buiikach - neuronech:
V oblasti mozkové &y v ischemickém regionu je patrna extravazace |1¢@®.
Pri vétSim zvtSeni (B,C - nazn#ny vyfez z obr. A) je patrné, Ze doslo ke vstupu IgG

do burgk a to do neurain které jsou proto velmi dob rozliSitelné.

mefitko: A = 1000 pum B =200 um C =200 um
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4.4.3 Reaktivni gliéza

Reaktivni gliéza je odpa@di na CNS trauma. Reaktivni astrocyty projdouc¢zami
v morfologii a ve vytvéeni jejich molekul. Charakteristickym znakem reaktigliozy,

bez ohledu na jejigwod, je zvySena exprese GFAP v reaktivnich asteotyt

Oblast, ktera je barvena na GFAP obsahuje reaktastiocyty, které proliferuji
a vykazuji extrémni hypertrofii bétného €la a vylEzka. [5] (viz obr.11) Astrocyty
v této oblasti pechodr zaji¥uji anaerobni metabolismus a tato oblast je davena
jako oblast ischemického polostinu, tzv. penumiftamoci barveni na GFAP jsme
si mohli vytvdit predstavu, jak rozsahla je oblast penumbryiluozna&ené pomoci
barveni na GFAP jsourfpomny ve ¥tSi oblasti nez poSkozenéity, znaené FJ-B.
Tato oblast obsahuje hypertrofické astrocyty, audnzena, Ze je to oblast, kde je ¢eSt

zachovand struktura tk&reckoli je v této oblasti mozku jiz zastavena funkce.

Obr. 9 Barveni na astrocyty protilatkou proti GFAP v kortexu
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Astrogliéza byla zaznamenana pomoci imunohistocbledhio znaeni protilatkou proti
GFAP. Znd@eni astrocyt protilatkou proti GFAP je u kontrolnich zai (B)
lokalizovano pevazrie v oblasti blizko vpichu. U ziét, kde byl aplikovan ET-1 je
znaena oblast rozsahlejsi (A). C: srovnani s konteaddihi stranou u zigte A.

b B R U A R 0 O3
o'y __ i % 3 T 1@. 0 v

b

oy 3

CHi T

Obr. 10 Srovnani Evans Blue versus GFAP

Rozsah, kde je patrna extravazace albumin-Evans,Bktera zn& poskozeni
hematoencefalické bariéry, je mensi ve srovnandzsahem , kde jsouiipomné

reaktivni astrocyty. Extravazace albumin-Evans B(A¢ je lokalizovana do oblasti
porerné blizko vpichu. Rozsah oblasti, kde jsoiitpmné reaktivni astrocyty (B),
je rozsahlejSi a z®a rozsah penumbry. Srovnani s kontralateraini etragC),

kde zvySena exprese GFAP nalezena nebyla.
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Obr. 11 Morfologie bunék makroglie

Astrocyty v korové ¢asti mozku obarvené imunohistochemicky na GFAP.
Imunoreaktivita na GFAP zobrazila jemnééhdicovité vylkZzky astrocy. Ischemii
zasaZzena oblast obsahuje velké mnoZstvi GFAP woinhi astrocyt. Béhem

patologického stavu dochézi kérdovani jejich objemu, proliferaci a hypertrofii.
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5 DISKUZE

NaSim experimentem jsme ¢ht zjistit, k jakym zménam dochézi v ischemické
mozkové tkani. Ischemické poSkozeni CNSedstavuje komplexni dynamicky
se nénici proces sestavajici z mnoho skojitovazanych gu. Jiz vice nez 160 let jsou
vytvéreny stale dokonalejsSi experimentalni modely ve esnaznapodobeni situace
u huméannich hypoxicko-ischemickych mozkovydithpd. Hlavnim cilem modelovani
ischemie byla vzdy (krotn mozZnosti studovat uené aspekty patofyziologie
ischemického poskozeni) moZnost testovat v kontesigch podminkéch aené

neuroprotektivni strategie. [27] Neuroprotekce médivéiovat ischemickou kaskadu
a zabranit jeji progresi a zvysit Sanci n&ziti neurofi a gliovych bugk v zore

oschemického polostinu. Inhibuji zejména extitaaminokyseliny, hlavh glutamat,

a zabr#&uji masivnimu vstupu kalcia do tky v oblasti ischemie. [20]

Navzdory jednoznmé pozitivni &innosti neuroprotekce ve 2ecim experimentu
s fokélni ischémii, neni pouZiti stejné testovaat&yl v klinickych studiich efektivni,
anebo je provazeni@dou zavaznych vedlejSickinki. NejzavazejSi piicinou tohoto
konstatovani je pozdni zahdjenébdg. Vyvoj neuroprotektivnich latek stale poéuge

a neuroprotektivni ba u akutniho iktu ize byt velmi prosgné a lze doufat, Ze nové

probihajici klinické studie prokazi bezpest a efektivitu zkoumanych latek. [20]

BBB je studovdna s ohromnou pozornosti. A sice rhupoaby bylo objeveno vice
detaili o architektiée, vyvoji, biologii a fyziologii, a dale se patréo pnetodach
bezpé&ného reverzibilniho oté¢eni BBB pro pouZiti diagnostickych asébnych latek,

které jsou neporusenou BBB neproniknutelné. [26]

Oteweni hematoencefalické bariéry intraartefalmplikovanou latkou bylo nejprve
popsano jako vedlejSi, neZzadouci efekt kontrasétikyl u mozkové angiografie.
V nyrgjSich studiich se pracuje s mySlenkou pouZitieteivBBB osmotickym inzultem
k terapeutickym &elim. Aby bylo mozné fenoménu ofené BBB vyuZivat v praxi
pri 1é¢be¢ pacient, je nutné pouZit takovy #pob oteveni, ktery je rychly, kratkodoby
a stoprocenth reverzibilni. Na zaklatl téchto experimerit je moZné testovat tuto

metodu oteteni BBB osmotickym inzultem k aplikaci &la jinych latek do mozku
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z diavoda terapeutickych nebo diagnostickych vipadech, kdy je BBB norméin
pro takovéto latky neprostupna. [25] Uiéh zvySeni permeability BBB by mohlo
usnadnit pitnik latek aktivujicich programy obnovy neuronéln@ruhi. [39]

Krysl (2007 [27]) uvadi, Ze velmi tteZitou charakteristikou odliSujici model
intracerebrélni aplikace Endotelinu-1 od ostatnichodefi fokélni ischemie
(nap. fototrombotick& ischemie), je némmnost poruchy hematoencefalické bariéry.
Krysl vSak stavi na studii, kde ET-1 je aplikovatemporala do subarachnoidalniho
prostoru k a. cerebri media, tudiZ je oviima velka arterie. Jedna se v podstajiny
model ischemie. V naSi studii jsme aplikovali ETpiimo do mozkové tkana tim
ovlivnili arterioly. Také Gartshore (1997 [16]) uda Ze mozkové ischemie navozena
pomoci ET-1 je sdruzena s otokem hemisfér, ale sdniZzend s porusenim BBB.
Ke znaeni propustnosti BBB Gartshore pouZil aplikaci E&tue 1h a 2h po vyvolani
ischémie. Proto je tedy mozné, Ze dojde-li pouzdodasnému otaeni BBB Ehem
prvnich minut po vyvolani ischemie, Gartshore tdeV nezachytil. V naSi studii
aplikujeme EB je&t pied ET-1, proto zabezpiene, Ze zaznamename icsné otekeni
BBB nasledujici kratce po aplikaci ET-1. NaSe malekazuji, Ze endotelinem-1
navozena fokdalni cerebralni ischémie ve vyvijejickm mozku, ma za nasledek
neuronové poSkozeni a naruSeni hematoencefalickiénpana ipsilateralni stra&n
mozkové kiry u obou ¥kovych skupin potkain NedoSlo pouze k poruSeni mozkové
kary, ale aplikace ET-1 Zsobila i Zetelné neuronové poSkozeni subkortikalni.
Vysledky nas vedou k zému, 7Ze Sedd hmota mozkova jéhbm ischémie velmi
zranitelnd. Poskozeni u kontrolni skupinytavise piliS nesti, zistava lokalizovano

bezprostedre blizko vpichu a to pouze v oblasti mozkowiyk

Arterialni okluze pedstavuje 70-80% vSechipadi iktu a ma za nasledek ischémii,
ktera vede k dysfunkci a smrti neuforv té ¢asti mozku, ktera je zdsobovana
zasazenymi krevnimi cévami. [20] KrérmpoSkozeni butk, dochazi v oblasti mozkové
ischémie k zé&tlivé odpowdi. V této studii popisujeme zakonitosti tykajicé s
poSkozeni neurdn a dalSich zen po mozkové ischémii, #gobené aplikaci

Endotelinu-1 u mldat potkari postnatalnihogku 12 a 25 dni.

Nutno vSak dodat, Ze permeabilita BBB sénimv obdobi vyvoje nervového systému

a je adekvatni zralosti a futiim potebdm nervové tk& U novorozené neni
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hematoencefalicka bariéra je&tostaténe tésna. [53] Potkani miata P12 prakticky
odpovidaji novorozerien. Proto nemizeme s jistotou éit, zda doSlo k poruSeni
integrity BBB v disledku fokalni ischémie, nebo zda albumin-EvansBjako marker
oteweni BBB, je gitomny proto, Ze BBB neni jeéStiostatén¢ vytvorena a proto skrze
ni mohou prostupovat latky, které za normalnichlioésti ve zralém mozku fchozi
nejsou. Ale vzhledem k tomu, Ze poruSeni BBB Kkgeels oblasti, kde doSlo
k poSkozeni neurdnvlivem ET-1, gedpokladame, Ze je permeabilita BBB byla
narusSena ischémii. U mfat P12 vSak je extravazace EBA v mnoheftsivn rozsahu
neZ u ml@&at P12.Casto je poskozena i oblast hippocampu. Proto ustomij ?e BBB

u P12 je mnohem citl§Si na ischémii nez u starSi skupiny potkakde uz je BBB

|épe uza¥ena a méhzranitelna.

Na astrocyty a mikroglie, stejjako pronikajici leukocyty je pohlizeno jako n&kié
elementy postischemického zfam [60] Gliové buky hraji dilezitou roli
v patologickych procesech. Reaktivni gliéza je adpd na CNS trauma. [21]

Aktivace astrocyt se zda byt mgivodnim jevem degenerace neukorP¥itomnost
reaktivnich astrocyt v ischemické oblasti mozku nazwge jejich neuroprotektivni
¢innost. Astrocyty jsou nejgetnsjSi buiky v CNS a hraji hlavni rolidhem patalogie

v mozku a miSe. &oli to nebylo pimo dokdzané, mysli se, Ze astrocyty maji
neuroprotektivni efekt dnem iktu ochranou neurénpred oxidativnim stresem.
Tato teorie je zalozena na schopnosti astfocyransportovat a metabolizovat
aminokyseliny, glukozu a dalSi &tivé latky. [29] Hypertrofické astrocyty jsme nalezl
v oblasti, kter4 seipkryvala s oblasti degenerativnich neuiraae tato oblast byla vice
rozsahla. Tato oblast, ktera obsahuje aktivni agtyo je oblast penumbry, kde je j&st
zachovala struktura tkénneurony zde je8tnepodlehli ischémii ve smyslu degenerace,
ale je zde jiz zastavena jejich funkce. Je to dpkde ¥ vcasném obnoveni krevni

priatoku dojde k obnoveni funkce.

Ackoli byl CNS v minulosti definovan jako imunologighprivilegovany organ kii
jeho oddleni od periferni cirkulace pomoci BBB, vyzkumy wstednich letech
odhaluji, Ze CNS je bohatym zdrojem &thimych mediatoti. Mozkové buiky, jako
neurony, astrocyty a mikroglie jsou schopné symp@tait mediatory jako jsou cytokiny

a chemokiny. [48] Dva ktbvé prozastlivé cytokininy v nastaveni cerebralni ischemie
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jsou interleukin-1 a TNFe (tumor necrosis faktor alpha), z nichZ oba jsomgrng
tvoreny aktivovanymi gliemi a makrofagy. [60] Charakdéckym znakem zattlivé
odpowdi je paateini infiltrace leukocyi (neutrofiki) do ischemického regionu mozku.
[65] Leukocyty reaguji na signaly zpréetikovanymi IL-1 a TNFe, které je pitahuji
do oblasti ischémie a migruji do oblasti g nskrz cévni gnu. Infiltrace leukocyt
muze fispivat k endotelialni dysfunkci a zvysit propusthbematoencefalické bariéry.
[20]

Beéhem Kznych experimentélnich pokiusbyla zjiS€na vyrazna dichotomni funkce
imunitni / zastlivé reakce v CNS. Tato reakceuade mit @inky jak protektivni,
jako je prospsna adaptivni endogenni odgdw pribéhu klasické imunitni odpadi
na poSkozeni, nebo jefimou nebo neffmou @icinou neuronové dysfunkce. [59]
Pro rekteré cytokiny byla prokazanaimé neurotoxicita, ndfklad pro interleukin-1
nebo tumor nekrotizujici faktor alpha. [19] TNFa IL-1 a maji schopnost produkovat
reaktivni kyslikové radikély, které mohodigpst k oxidatnimu stresu a nasledavn
k neuronové smrti. [65] DalSi Skodlivy efekt cytoki na gezivani neuroin
je prava&podobré zprostedkovany jejich schopnosti zvySit extracelularniodstvi

glutamatu a zvySeni produkce mediatokidatniho procesu. [54]

Zaretlivd reakce je vedle produkce volnych radikédnim z hlavnich mechaniZm
reperfuzniho poSkozenifipnémz je definitivie naruSena BBB se vSemigledky
véetrg otoku mozku, coZ je zavazny problém u vSech moyglovporagni. [19]
Immunitni systém CNS je nezbytny pro likvidaciistediki zareétu. Souwasre
s Uklidovou reakci se vyviji porucha hematoencefali bariéry, kter4d umdije

pronikani latek z intravaskularniho prostoiinm do mozkové tkan [60]

V naSem experimentu jsme sledovali poruSeni hemegdalické bariéry fitomnosti
plazmatického albuminu, zé@ného pomoci Evans Blue. Plasmaticky albumin jened
z davodi, ktery vede ke zrmému zvySeni Ga v buikach. [21] Masivni vstup Ga
do buiky mé fatalni dinek, protoZe aktivujgadu autodestrukich proces. Jednim
Zz vyznamnych je syntéza oxidu dusného. [19] | kagZnormalnich okolnosti NO
zprostedkovava synapticky ipnos v podminkach nadmé produkce, rive byt

i neurotoxicky. Ischémie je jednim aAwbdi, kdy se NO tvéi ve zvySené nié.
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NO difunduje do sousednich neufiom inhibuje v nich Zivota dulezité enzymy.

To vede k postupnému odumirani neuirerCNS. [33]

Pro oznaeni neurofi podléhajici degeneraci jsem uzili barveni Fluadel B,
které ozn& umirajici neurony, bez ohledu na mechanismusédmén smrti. Tam,
kde byla ischémii zasaZena i oblast hippocampu,a bghsazena vzdyast
pod ischemickou oblastitky. Pouze v jednom z pozorovanych mbzkyly nalezeny
nasledky ischemického poSkozeni i v jiné oblastioas oblasti nucleus habenulae

lateralis (viz obr.5).

PoSkozeni Sedé hmoty jsme nepozorovali ve vSedhaats steja. VI. vrstva a zvlast
V. vrstva se zda byt mnohem citljgi na ischémii nez ostatni vrstvy. UZkteré
predchozi studie uvé&, Ze ukité typy neurod, zejména neurony V. vrstvy, jsou
obzvlas¢ citlivé na ischemické poSkozeni. V. vrstva obsahpyramidové biky
s dlouhymi apikalnimi dendrity. Vystlenim pro zranitelnost bk v V. vrst& je to,
Ze \&tSi plocha povrchu a vysSi procento objemu axoolaybezki, ma za nasledek
mére efektivni schopnost vyémy ionti nez je tomu u jinych nervovych bl
a proto jsou vice nachylné na ischémii / excitatiiui [4]

Protoze IgG nejsou za normalnich okolnostigmnny v mozkovém parenchymu, jejich
piitomnost signalizuje poruSeni BBB. [2] Sledovalngs gitomnost IgG ve vzorcich

mozkové tkaa.

lgG pasobi nespecificky protiz&tlive, ale podstata jejich ugobeni je vykladana
raiznymi hypotézami. P&tk nim nazor, Ze imunoglobulin G m& schopno&mp
neutralizovat toxiny, modulovat tvorbu cytokinsnizit ¢innosti lymfocyti B aj.

Ale realny vyznam zadného &hto mechanisinin vivo prokazan nebyl. [2]

Statisticky se uvadi, Ze asi u 10% nemocnych pénakévni mozkoveéiphod dochézi
ke zvySeni intrathekalni syntézy IgG. [34] V naSeihpad nemizeme zvySenou
syntézu vylodit, ale vzhledem k nélém poruSeni hematoencefalické bariéry

piedpokladame, Ze doslo k infiltrace IgG do mozkdwat z krve.

V klinické praxi se k vylogeni intrathekélni syntézy 1gG pouziva tzv. 1gG/Atftin
index. 1gG/Albumin index charakterizuje vztah meancentraci 1IgG a albuminu

ve dvou fiznych systémech. Ngstji se pouZivaji pro posouzenifipmnosti
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intrathekalni syntézy 1gG, respektive pro vydeni poruchy BBB jako ifi¢iny zvySeni
IgG v likvoru. Je to ukazatel lokalni produkce Ig@izptisobeny pro pmik IgG,
vznikly kvali dysfunkci BBB. Tento index je 2¥Seny pi lokalni syntéze IgG.
Pro vypa@et obou indek se vySauje sodasré hmotnostni koncentrace IgG a albuminu
v mozkomisSnim moku a plazmZvySena intrathekalni syntéza IgG je mozna také
v rdmci stau se sotasreé poruSenou hematolikvorovou bariérou, fiklad @i akutnich

zaretlivych procesech CNS v humoralni fazi imunitni odgdi. [6,34]

Hlavnim problémem experimentélnich studii s fokaswhemii je obtizné fpvedeni
nadjnych vysledk do praxe humanni mediciny. Meziigny tohoto neusfrhu pati
metodologicka nedokonalostkierych experimentalnich studii, vyrazn4 mezidriéhov
i vnitrodruhova variabilita experimentalnich iat, zdsadni patofyziologické odliSnosti
mezi jednotlivymi modely a v neposledifa® nesmirné (a v sdéasné dob
nemodelovatelné) rozdily mezi jednotlivymi pacienty ischemickou centralni
mozkovou pihodou, jako jsoudk, komorbidita, I€ky, genetické faktory a pod. [13]

5.1 DISKUZE - METODIKA

NaSe zasry mohou byt zatizené &itou chybou. Chirurgické postupy byly proe
podle danych protokal a proto by zde netty byt zavazné chyby. Musi se davat pozor
pri implantaci kanyly s ET-1 infuzi ve spravnych smdnicich. Vzhledem k tomu,
Ze zvfata jsou velmi mlad4, manipulace s nimi a zave#lanyly musi byt provasho

s velkou opatrnosti, aby séedeSlo mechanickému poskozeni mozkove gké&nyby

pri pripraw ezl mohou vzniknout ghem histologickych procedur. [24] Degenerace
muze byt také vysledkem kontuzivnihgiiku kraniotomie nebo mechanickych efiekt
injekce nebo procesu vyjimani mozku. [67¢hBm fixace, kryoprotekce a mrazZeni
se mozkova tki& srazi, coz ovliiuje jeji pozorovani. To vSak ihe byt opomenuto

Vv piipad, Ze tka z experimentalni i kontrolni skupiny se srazi gow#o[24]

Vyhodou pouziti ET-1 modelu cerebralni ischemiedodalSimi modely je, Ze pouZiti
ET-1 nenki mechanicky mozkovou vaskulaturu, coZ by mohloéain expresi
molekulové soudrznosti afgruSit hematoencefalickou bariéru. Ostatnitiszby

vyvolani mozkové ischémie mohou ovlivnitapeh iktu mechanickym poSkozenim
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endotelu a fléhajicich struktur. (Weston a kol. 2007, [59] nZSi studie vSak plyne,
Ze i pouziti ET-1 ma za nasledek poruSeni BBB, fsmie si potvrdili ve vSech

sledovanych vzorcich extravazaci Evans Blue do onazkkar.

Fluorescetni zn&eni (EB) molekul pedstavuje zfisob zn&eni mozkové perfluze
in situ, proto umotuje citlivé nereni absorpce. Mikroskopické vysenti perfundované

mozkové tkas umoziuje gredstavu jednotlivych zsm v propustnosti BBB. [61]

Nékteré provedené studie (Weston a kol. 2007, [5Qlvédi, Ze aplikace ET-1
pii védomi potkaf je vyhodrjSi, nebd se tim zabrani moznému vlivu anestetik,
coz muze mit neuroprotektivijSi (€inky. Model ET-1 mozna poskytuje atrakt¥ysi
alternativu k jinym existujicim modgh mozkové ischémie a tato situace
je pravaépodobré vice podobnéa klinické situaci po iktu. Pro naS ekpent jsme

kanylu s ET-1 zavadi béhem anestézie.

Hodnotili jsme neuronové poskozeni pomoci kvalitsti morfologické metodiky.
V této studii jsme uZzili k hodnoceni neuronové degace fluoresceni barveni
Fluoro-Jade B. Fluoro-Jade B je docela odolny prtthceni barvy. Studie udavaji,
Ze nebylo zji&tno Zadné vyblednuti kezech uloZenych v uzgané krabici za pokojové
teploty kEhem vice nez dvou let. Blednuti vyplyvajici z pmdiené doby
epifluorescentni zkousky bylo minimalni. Zadné vyerii barvy nebylo zjiho ani

po 30 minutdch epiostieni @i zvétSeni 40x. Dlouhodafj§i pozorovani za pouZiti
objektivu z¥tSujici 40x nebo vice, &o za nasledek malé, ale zjistitelné ztraceni harvy
[49] Proto gedpokladame, Ze nami sledované barvée®y nejsou zatizeny tim,
Ze by doslo vyblednuti fluorescence (FJ-B i EB)udiz zkresleni vysledk naSeho

pozorovani.

Astrocyty a ependymoglidlni Bky mohou byt ozn&ené a identifikované pomoci
imunocytochemického zgani utitého antigenu. Nejvice specifickym markeremdun
astrocytarniho jovodu je GFAP. Tato stereotypni astrocytarni oaddbj)e nespecificka
a miZe vzniknout za jinych podminek, dokonce béitopnosti jakékoliv patologie.
[21] My vSak gedpokladame, Ze oblast, kterd je pomoci GFARemas je znamkou
ischémie, vzhledem k tomu, Ze tyto oblasti jsoudstdo s oblastmi, které jsme

vypozorovali pomoci ostatnich barveni (EB, FJ-B3)dNekteri autdi (Dirnagl, Priller,
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2005 [21]) vSak udavaji, Ze ne vSechnyilbuurtité populace musi vykazovat expresi
stejného antigenu. Zatimco je uvedeno, Ze vSechRARamunopozitivni biiky

v mozku jsou astrocyty, je zde mnoho astrociteré pomoci GFAP oztané nejsou.

6 ZAVERECNE SHRNUTI

Aplikace endotelinu-1 do mozkového parenchymu nawwdnou redukci lokainiho
krevniho pfitoku nésledovanou rozvojem fokalni Iéze. NaSim pmzmnim niizeme
potvrdit hypotézu, Ze v ischemické oblasti dochdpbskozeni mozkové tkanzjistili
jsme, Ze aplikace endotelinu-1 ma za nésledek pe$kamejen mozkoveétky, kam byl
ET-1 vstiknut, ale Ze dochéazi k ro¥8hi poSkozeni na oblast podkorovou. Vyg&in

cetnost, kde se poSkozeni r@#dii do podkorové oblasti mozku bylo u P12 potkan

Z naSeho pozorovéani vyplyva, Ze ischémie mé zadékltyto patologické zény:

A) zpisobuje degeneraci neurfon
B) dochézi k oteeni hematoencefalické bariéry
C) dochazi k proniknuti IgG do poSkozené oblasti

D) zpisobuje aktivaci astrodyt- jejich proliferaci a hypertrofii
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PRILOHA C.1

Prehled vSech pouzitych tyf barveni

Prehled barveni v oblasti léze v zasazZ&asti hippocampu (CA1) na ipsilateralni stran

ischémie vyvolané ET-1. PoSkozeni hippocampu jeéelité ve vSech typech barveni.
A - extravazace EB ukazujici na poruSeni BBB

B - degenerujici hiky znatené FJ-B

C - extravazace IgG ukazujici na poruSeni BBB

D - GFAP znaici hypertrofické astrocyty
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PRILOHA C.2

Distribuce v IgG-pozitivnich hitkach u P25 zvéte po aplikaci ET-1. Zluté Sipky z¥a
piitomnost IgG v neuronech¢ervené Sipky znd pritomnost 1gG v biikach,

které se nam nepoaiile blize identifikovat.
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