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Detekce zmén neurondlnich drah po 1ézi CNS pomoci dextran aminu.

Vypracovat metodiku pro znafeni drah pomoci latky piendsené
axonalnim anterogradnim transportem a porovnat iontoforetickou

a tlakovou aplikaci BDA.

Experiment byl proveden na dospélych laboratornich potkanech,
kterym byl iontoforeticky a tlakové aplikovan anterogradni tracer
BDA. Tyden po aplikaci byli v hluboké anestézii usmrceni, jejich
mozky vyjmuty, zmrazeny v suchém ledu a skladovany v -70°C. Poté
byla mozkova tkan krdjena na tenké korondlni fezy (50 um).
Nésledné fezy  imunohistochemicky barveny a  nataZeny
na mikroskopovaci sklicka. U jednotlivych fezti bylo sledovano
probarveni nervovych vldken v misté aplikace, jeho okoli

a v kontralateralni strané hemisféry.

Po aplikaci anterogradniho traceru BDA do nervové tkané doslo
k probarveni nervovych vldken v oblasti mista vpichu, okoli
a v kontralateralni stran¢ hemisféry. Jako efektivnéjsi metoda pro jeho
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Detection of neuronal pathways after CNS lesions by using dextran

amine.

Develop a metodology for pathway tracing with the substance
transmitted by axonal anterograde transport and compare

iontophoretic and pressure injection of BDA.

The experiment was performed on adult rats which where injected
iontophoretic and pressure anterograde tracer BDA. One week after
injection were decapitated in deep anesthesia, their brains removed,
frozen in dry ice and stored at -70°C. The brains were then cut into
thin coronal slice (50 pm), immunolabeled and loaded on microscopic
slides. Individual sections were examined labeling nerve fibers at the
injection site, its surroundings and contralateral side of the
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method for its injection was determined according to results of the

pressure method.
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1 Uvod

Neuroanatomie vyuziva pii studii nervového systému metody, které pomoci
latek neboli tracert mizou poskytnout cenné informace tykajici se neuronélnich drah
a funkci. (Hao-Gang et al., 2004) Hlavni ptedpoklad pro studie je schopnost specificky
znacit neuronovou populaci, jejich axony a dendrity. Pfed piil stoletim neuroanatomicky
vyzkum ziskal impuls, kdyz zacaly byt k dispozici prvni experimentéalni techniky. Tyto
techniky umoznily vizualizaci specifické neuronalni projekce v CNS. (Haeften,
Wouterlood, 2000)

Na pocatku 70 let se zaCaly rozvijet techniky zaloZené na axonalnim transportu
tracerd. B&hem poslednich tfi desetileti, mnoho latek bylo uUspésné zavedeno
jako neuroanatomické tracery a vsoucasné dobé jsou kdispozici k pouziti
pro anterogradni a retrogradni axonalni transportu za ucelem sledovani neurondlnich
drah. (Lanciego et al., 2000; Oztas, 2003) Rozvoj anterogradnich i retrogradnich tracing
metod vedl k soucasnému pochopeni slozité organizace CNS a jejich zasluhou miiZzeme
pfesné urcit nervové drahy, danou oblast a terminalni struktury. (Kressel, 1998)

V poloviné 80 let byl zaveden jako neuroanatomicky tracer dextran amin, coz
byl jedine¢ny krok vptfed v neurobiologii. V soucasné dobé se stava pro svou
efektivnost populdrni pfi studiich nervového systému. (Lanciego et al., 2000) Dextran
amin je vysoce citliva latka, dobfe transportovdna anterogradné i retrogradné, slouZzici
k detailnimu znaceni nervovych drah a do nervového systému mize byt vpravena
iotoforeticky nebo tlakové. Biotinyleted dextran amen s vysokou molekularni hmotnosti
(BDA 10 k) detailné znaci axony a jejich terminalni ¢asti. BDA s nizkou molekularni
hmotnosti (3 k) detailn€ znaci téla bun¢k. (Reiner et al. 2000)

V této diplomové praci se zabyvame BDA (10 k) pfenaSenym axonalnim
anterogradnim transportem a jeho plsobeni budeme sledovat na laboratornich
potkanech. U¢innost BDA jako anterogradniho traceru byla potvrzena fadou rtiznych
badatelil a na riiznych zvifatech vcetné opic, potkant, ptaki, jestéra a ryb. Efekt BDA
byl také ukdzan v mnoha riznych neuralnich oblastech neporuseném CNS. (Reiner et
al., 2000)

Po 1¢ézi CNS je nervova tkan schopna obnovit svoji strukturu 1 funkci porusenou
patologickymi zménami. Hovofime o neuroplasticité¢ pii které dochdzi ke zméndm

jak strukturdlnim tak funkéni. Zékladem strukturdlnich dé&i je zména ucinnosti
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nebo poctu synapsi, tvorba novych vétvi dendriti a axont. Tyto déje jsou doprovazeny
zménou funkéni, pfestavbou lokalnich neurondlnich okruhti a vztahy mezi jednotlivymi
funkénimi mozkovymi celky. (Trojan, Pokorny, 1997) Diky této neuroplasticité je
mozek schopny reagovat a adaptovat se na zmény vnitifniho a zevniho prostiedi a to jak
za fyziologickych, tak patologickych podminek. Novéjsi vyzkumy (naptiklad Higgins
a George, 2007) ukazuji, ze 1 dosp€ly mozek se ustavicné méni a formuje a neni fixni
strukturou, za kterou byl povazovan. (Rakus, 2009)

Ve své diplomové praci se zaméfuji na vypracovani metodiky pro znaceni drah
pomoci BDA pfenaseného axonalnim anterogradnim transportem. Nalezend vhodna
metodika mize byt vyuzita pro dalsi studie zabyvajici se detekci piestavby neuronalnich
drah po poSkozeni CNS. Poznatky z téchto studii mohou pomoci pochopit jak optimalné
zapojit a upravit pozuistalé neurondlni sité, coz by bylo uzitecné pii hledani 1é€ebnych
strategii. Tyto strategie by mohly naptiklad ptispét pti 1é¢be cévnich mozkovych piihod,
které postihuji mnoho novych pacienti kazdy rok a jsou tak velmi Castym a zavaznym

onemocnénym.
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2 Teoreticka cast

2.1 Burniky CNS

Nervova tkan se sklada ze dvou zékladnich typti bunék. Jsou to nervové bunky -
neurony a gliové buiiky - neuroglie. Obecné lze fici, ze funkci neuront je pfijimani
a zpracovani informaci a jsou nositeli ¢innosti nervové soustavy. (Blazek, 2006)

Bunky gliové maji funkci vyzivovaci, modulacni, opérnou, tvoti obaly nervovych
vlaken a fagocytuji rozpadové produkty. Oba druhy téchto buné¢k maji rizné pocetné
a razné dlouhé vybézky. Vybézky se navzajem proplétaji a do svych pleteni - neropilu,

zaujimaji také cévy, vyzivujici nervovou soustavu. (Petrovicky, 2002)

2.1.1 Neuron

Nervové buniky maji zadkladni vnitini strukturu shodnou jako bunky jinych tkéni.
Diulezité¢ jsou hlavné vybézky nervovych bunék dendrity, axony a jejich synapse.
Z vnitinich soucasti neuronii je to hlavné bunécné jadro, Nisslova substance,
neurofibrily. (Petrovicky, 2002) Neuron je metabolicky velmi aktivni. Neustale vyrabi
mediatory pro pienos informace, zabezpecuje jejich transport axonem do koncovych
synaptickych vackid a udrZzuje neustdle rozdil napéti mezi vnéjSim a wvnitinim

prostiedim. (Blazek, 2006)

2.1.1.1 Télo neuronu

Télo (soma) buiky je dilezitou ¢asti kazdého neuronu. Je ohrani¢ené
plazmatickou membranou, ktera mimo jiné rozhoduje o vzniku a §ifeni vzruchu. Déle je
tvofené neuroplazmou, jadrem a jadérkem. (Trojan a kol., 1994)

Neuroplazma obsahuje bunééné organely, které jsou obdobné organeldm jinych
bunék. Jsou to mitochondrie, lysosomy, Golgiho apardt a dalsi. Télo obsahuje také
velké mnozstvi ribozémd, hladké a predevSim drsné, granuldrni endoplazmatické
retikulum neboli Nisslovu substanci (tigroid), kterd je po obarveni bazickymi barvivy
viditelnd v cytoplazmé jako modra granula. (Petrovicky a kol., 2008)

Dojde-li k ovlivnéni latkové premény v nervové buiice, dochazi k viditelnym
zméndm Nisslovy substance, kterd zifejmée souvisi s funkénim stavem bunky. Typickou

zménou Nisslovy substance je chromatolyza neboli tigrolyza, ktera piisobi sniZzeni az
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uplné vymizeni této substance. K této zméné muze dojit po silném nespecifickém
podrazdéni nervové buiiky nebo po protéti axonu. Proto se pouzivad v experimentu jako
indikator pfisluinosti nervovych bungk k protnutym axontim. (Cihak, 1997)

Dalsi neuronélni organely jsou neurofibrily, které tvoifi svazacky bézici celym

télem az do vybezki. (Petrovicky a kol., 2008)

2.1.1.2 Dendrity

Dendrity jsou vybézky nervové bunky, které vzruchy pfijimaji a vedou signaly
od jinych neuronti smérem k bunéénému télu. Nazyvaji se aferentni ¢ili centripedalni
vlakna. (Silbernagl, Despopoulos, 1984; Trojan a kol., 1994) Byvaji kratsi, vétvi se
a na neuronu je jich vétsi pocet. Na svém povrchu maji kratké vybézky, tzv. dendritické
trny s vyssi koncentraci synaptickych spojeni. Dendrity zvétSuji plochu pro pfijem
informaci a neuron tak miize dostavat informace az od né¢kolika tisict jinych neurond.
(Blazek, 2006; Trojan a kol., 1994) Na koncich dendritl jsou ulozeny receptory
pfeménujici podnéty ze zevniho i vnitfniho prostiedi v aferentni nervové signaly.

(Petrovicky a kol., 2008)

2.1.1.3 Axon

Axon (neurit) je vybézek nervové buiiky vedouci vzruch smérem od tcla
neuronu k sousednim neurontiim. Jednd se o eferentni cCili centrifugdlni vlakno.
(Silbernagl, Despopoulos, 1984; Trojan a kol., 1994) Axon neni vSak jen strukturou
vedouci vzruch, ale jeho dalsi dalezitou funkci je axondlni transport nékterych latek
mezi bunécnym télem a distalni ¢asti axonu, tzv. telodendrii. (Trojan a kol., 1994) Pti
anterogradnim transportu je latka vedena smérem k termindlnimu axonu. Pii
retrogradnim transportu je smér vedeni od termindlniho axonu k bunéénému télu.
(Mattsson, et al., 1997)

Axon je zakoncen termindlnim butonem neboli synaptickym knoflikem, ktery
obsahuje vesikuly s neurotransmiterem. (Silbernagl, Despopoulos, 1984) Terminalni
butony nasedaji na jinou nervovou bunku a v misté, kde se ob¢é bunky dotykaji je
vytvorena synapse. (Petrovicky a kol., 2008) U n¢kterych neuronti se miize neurit vétvit
a vytvaret kolateraly. (Blazek, 2006)

Misto, kde odstupuje axon od téla bunky, se nazyva axonalni hrbolek, ktery ma
spolu s inicialnim segmentem neuritu rozhodujici vyznam pro vznik vzruchu neuronu.

(Trojan, 1994)
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VétSina neuronli ma axonové vlakno obaleno myelinovou pochvou. Vyjimkou
je zacatek axonu, ktery neni myelinizovany. Jelikoz zde dochazi ke vzniku nervového
vzruchu, hovotfime o inicidlnim segmentu. (Blazek, 2006)

V centralnim nervovém systému jsou obaly tvofeny gliovymi builkami
oligodendrocyty. V perifernim nervovém systému jsou obaly tvofeny Schwannovymi
buiikkami. (Petrovicky a kol., 2008) Myelinové obaly nejsou souvislé, ale jsou
pferuSované Ranvierovymi zafezy, které maji vyznamny podil na vedeni vzruchu.
(Silbernagl, Despopoulos, 1984; Trojan a kol., 1994)

Vzruch na myelinizovaném axonu preskakuje zjednoho Ranvierova zafezu
na druhy. Tyto pfeskoky jsou oznaCovany jako sanatorni vedeni. Je to rychly dé;.

Mpyelinizovany neuron vede vzruch az 50krat rychleji nez nejrychlej$i nemyelinizované

vlakno. (Ganong, 2005)

2.1.1.4 Membranovy potencial

Klidovy potencial

V klidu je vnitiek bunky vici povrchu elektronegativni. Tento klidovy potencial
maji prakticky vSechny buiiky. U neuront je jeho hodnota obvykle -70 mV.
(Ganong, 2005)

Mezi povrchem a vnittkem nervového vldkna je potencidlovy rozdil
piiblizn€ -50 az -90 mV. Sidlem potencidlu je semipermeabilni bunéénd membrana. Je-
li membréna v klidu mé vnitini povrch membrany zaporny néboj a vnéjsi povrch
naopak kladny. Zakladem potencidlu jsou ionty, lépe feceno jimi neseny naboj,
tj. nerovnomérné rozlozeni iontd uvnitf bunky v intracelularni tekutiné a vné bunky
v extracelularni tekutin€ a také specifickd propustnost membrany pro jednotlivé druhy
ionti. Hlavni vyznam maji K*, Na', Cl-, jejich aktivni transport a zpétna pasivni difuze

bunéénou membranou. (Cihék, 1997; Trojan a kol., 2003)

Ak¢éni potencial

Vznika pii dostatecné silném podrazdéni nervové buiky a ndsledné zméné
propustnosti iontil na bunééné membrane. Akéni potencidl (vzruch) se §ifi na dalsi mista
membrany a je tedy veden z téla buiikky po axonu az na synapsi, kde je pfenesen na dalsi
neuron. V pribéhu akéniho potencidlu dochazi k d&jiim: depolarizace, repolarizace

a refrakterni faze. (Cihak, 1997)
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V momenté priachodu vzruchu se méni klidova rovnovédha na membrané nervové
buiikky, méni se jeji polarizace. (Trojan a kol., 2003) Polarita membrany se méni
na tzv. ,,spoustéci uroven. Zacnou se otevirat Na' nap&tové zavislé iontové kanaly
a nasleduje presun Na' dovnité buiiky. Pavodni rozdil napéti mezi vné&j§i a vnitini
stranou membrany se tim méni, vnitini strana se stdva oproti vnéjsi pozitivnéjsi. Doslo
ke zméné piivodni polarity a proto je tento d¢j oznaCovan jako depolarizace. Pokud
dojde k obraceni polarity, tj. je-li povrch proti vnittku elektronegativni, jedna se
o transpolarizaci. (Myslivecek, 2009)

Sodikové kandly kratce poté co byly otevieny, se samovolné vytazuji z ¢innosti
a to omezuje dobu trvani akéniho potencialu pfiblizné€ na 1 ms. Tyto kanaly nelze znovu
otevtit, dokud neni obnoven klidovy membranovy potencial. (Pocock, Richards, 2004)

Soucasné s oteviranim Na™ kanalGi se zaGinaji otevirat i K' kanaly a pfesun
téchto iontl znitra bunky ven, coz vede k obnové elektronegativity uvniti bunky
a k obnoveni klidového potencidlu. Tento d¢j se nazyva repolarizace. Ta mize opét
na kratko piekroc¢it (ve smyslu minus) klidovy potencial, tak ze vznik4d kratka
hyperpolarizace membréany. (Cihak, 1997)

Stav, kdy neni mozné nervovou bunku podrazdit, se nazyva refrakterni faze,
tj. buiikka je utlumena, neteCnd vzhledem k podnétu. (Myslivecek, 2009) Jednd se
o kratké obdobi, které nasleduje po vybaveni akéniho potencidlu na jednom misté
neuronu. (Cihak, 1997) Diky tomu, Ze oblast, ve které pravé probiha akéni potencial je
refrakterni ke vzniku dal$i vzruchové aktivity, mize se vzruch $ifit pouze jednosmérné,
tj. od dendritd pies t&lo neuronu na axon a po ném k synapsi. (Cihak, 1997; Myslivecek,
2009)

Akeni potencial vznika, kdyZ je neuron aktivovéan stimulem ur¢ité minimalni sily
znamé jako prah a stupniuje se silou stimulti. Nadprahové stimuly zptsobuji depolarizaci
membrany a otevieni napétové fizenych sodikovych kanald. Jsou 1i stimuly slabé,
podprahové, nevznika zadny akéni potencidl. Toto je zndmé jako zdkon ,,v§e nebo nic*.
(Pocock, Richards, 2004)

Ve srovnani s ostatnimi buitkami (bunky srde¢ni svaloviny, kosterni svaloviny
a hladké svaloviny) jsou bunky nervového vldkna vybaveny iontovymi kanaly,
u kterych je pomérné kratkd doba otevirani a uzavirani. Rychlost otevirdni a zavirani
kanalii vede k tomu, ze akéni potencidl trva pomérné kratce. (Myslivecek, 2009)

Rychlost Sifeni akéniho potencidlu (vzruchu) zavisi na typu nervového vlakna.

Je jednak déna tloustkou nervovych vldken. U vldken s vétSim primérem zasahuji
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lokalni proudy do vétsi vzdalenosti a tim je mozné depolarizovat tsek vzdalené;si
od vychoziho bodu. Dalsim faktorem zvySujici rychlost vedeni vzruchu je izolace

nervového vlakna myelinovou pochvou. (Myslivecek, 2009)

2.1.1.5 Synapse

Jedna se o utvar, ve kterém jsou signaly pfenaSeny z axonu jednoho neuronu
k axonu, dendritim nebo somatu dalSiho neuronu a zprosttedkuje tak ptevod podrazdéni
z jedné bunky na druhou. (Petrovicky a kol., 2008; Trojan a kol., 1994)

VétSina synapsi je utvafena mezi axonem a dendritem. Toto spojeni se nazyva
axodendritické. Pfipojeni k t€lu neuronu, které je méné Casté, se nazyvéa axosomatické.
Existuje i pfipojeni k axonim jinych neuront, axoaxonalni spojeni. (Blazek, 2006)

Synapse se sklada z ¢asti presynaptické (¢ast nervového zakonceni - butonu
pfedchozi bunky, uvnitf jsou mitochondrie a vezikuly, které obsahuji mediator),
synaptické $térbiny (Siroka 20 nm, uvoliiuji se do ni mediatory ze synaptickych vezikul)
a Casti postsynaptické (Cast bunééné membrany ndsledujiciho neuronu). (Petrovicky

a kol., 2008)

Sending neuron

e BBy

P e E =
- [ =
> 1 ( —=""Action potentiz \\:.
9 @, )"
=8 & r
I.'{ I:. ; =, &

., _.".. ;
b

Receiving neuron

P

-

o

{

Sending
2l neuron

Action
potential

Vesicle containing
neurotransmitters

Synaptic gap

Receptor sites an Neurutr:lnsmitter

receiving neuron

Obr. 1: Schématické zobrazeni synapse

Ptevzato z: http://www.rhsmpsychology.com/Handouts/Neuroscience handouts.htm
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Chemicka synaps

Oznacujeme tak synapse, kde je synapticky ptfenos zprostfedkovan mediatory
(transmitery). Mediator se pifes synaptickou Stérbinu dostane k postsynaptickym
receptorim, na které se navaze, a tim ovlivni prichodnost membranovych kanald.
(Petrovicky a kol., 2008; Trojan a kol., 1994) Podle povahy medidtoru a receptorové
molekuly bude vysledny efekt bud’ excita¢ni nebo inhibi¢ni. (Petrovicky a kol., 2008)
kyselina gama-maselna (inhibi¢ni) a glutamova (exitacni), serotonin, dopamin a n¢které
specifické peptidy. (Petrovicky a kol., 2008; Trojan a kol., 1994)

Vzruch bézici po axonu, dosahne presynaptické ¢asti a otevie napétové kanaly
pro vstup Ca®". Kalcium vstupuje do buiiky a aktivuje posun synaptickych vesikul
k presynaptické membrané. Dochazi ke splynuti vesikul s presynaptickou membranou,
otevieni do synaptické Stérbiny a uvoliiovani medidtoru. Mediator se vaze na receptory
v postsynaptické membrané a oteviraji se membranové kanaly. (Petrovicky, 2002)

Podle typu mediatoru dochazi bud’ k otevieni Na" kanali a k depolarizacia
a vzniku excitaéniho postsynaptického potencialu. Otevieni Cl- a K' kandld vede
k hyperpolarizaci a ke vzniku inhibi¢niho postsynaptického potencialu. (Trojan a kol.,

2003)

Elektrické synapse

Elektrické synapse jsou charakteristické velmi blizkym pfipojenim mezi
presynaptickou a postsynaptickou membranou bunék. V ramci téchto membran se
vyskytuji ,,gap junctions®, které umoziuji iontim a malym molekulam volné piejit
z cytoplasmy jedné bunky do druhé. (Levitan, Kaczmarek, 1997) U spojeni ,,gup
junctions® je vzdalenost mezi membrany asi 2 nm, jsou-li membrany jesté¢ vice
priblizeny, jedna se o spojeni ,,tight junction®. (Trojan a kol., 2003)

Elektrické synapse umoziuji velmi rychly pienos vzruchové aktivity mezi
neurony a informace se prenasi elektricky. (Blazek, 2006; Trojan a kol., 1994) Tento
typ synapsi se vyskytuje pouze ojedin€le naptiklad v nucleus vestibularis lateralis

u krys, v molekularni vrstvé mozecku u krys a koc¢ek. (Trojan a kol., 1994)

SmiSené synapse

Piedstavuji kombinaci chemické synapse a elektronického kontaktu. Jedna se

o typ interneurdlniho spojeni, kdy se na jedné synapsi uskutectiuje jak chemicky
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tak elektricky prenos vzruchu. Vyskytuji se predevsim u nizsich obratlovci napiiklad

v nucleus vestibularis lateralis u krys. (Trojan a kol., 1994)

2.1.1.6 Axonalni transport

Latky syntetizované v perikardu (proteiny, enzymy, mediatory a dalsi) jsou
transportovany axoplazmatickym tokem do synaptického zakonceni, kde mohou byt
skladovany ve formé vesikuld. Tomuto transportu fikame anterogradni. Lze jej délit
podle rychlosti na rychly transport, ktery dosahuje 400 mm/den a pomaly dosahujici
okolo 0,5-10 mm/den. (Petrovicky, 2002; Ganong, 2005)

Pomaly anterogradni transport zastava hlavni ¢ast transportu a dopravuje 80 %
bilkovin. Latky, které jsou nezbytné pro funkci neuronu, jako jsou neurotransmitery,
enzymy, jsou transportovany rychlym anterogradnim transportem. (Myslivecek, 2009)

Kromé anterograddniho transportu existuje i opacny retrogradni transport, ktery
probiha rychlosti 200 mm/den. Oba transporty probihaji podél mikrotubult. (Ganong,
2005; Petrovicky, 2002) Retrogradni transport pienasi jednak latky predevsim
degradacnich produktii, ale ma i vyznam v patofyziologii, kdy jsou touto cestou
transportovany toxiny nebo viry. (Myslivecek, 2009)

Anterogradni a retrogradni transport ma vyuziti pfi sledovani neuronalnich drah.
Studie, pouzivajici toto mapovani, jsou velmi prospé$né a umoziuji presnou identifikaci

neuronalnich drah a jejich funkci. (Mattsson et al., 1997)

2.1.2 Neuroglie

Neuroglie, buniky gliové tvofi ,kostru® nervové tkané a jejich funkce je
podpurna. Dale zajistuji vyzivu, ochranu nervovych bunék a fagocytéozu poskozenych
neurond. (Trojan a kol., 2003)

Gliové buiky jsou nezbytné jednak pro sprdvny vyvoj neuront, ale také pro
funkci zralych neuronti. Jejich schopnost reagovat na zmény v intraceluldrnim
aextracelularni prostfedi je zasadni pro funkci nervového systému. (Baumann, Pham-
Dinh, 2001)

Pro vétSinu gliovych bunék je charakteristické mnoho rozvétvenych vybézki,
kterymi zasahuji mezi neurony. Vytvaii tak gliové sité, prostfednictvim kterych dochazi
k interakci gliovych bun¢k mezi sebou a s neurony. Odhaduje se, Ze na jeden neuron

ptipada deset glii. (Blazek, 2006; Baumann, Pham-Dinh, 2001)
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Gliové bunky mtzeme rozdélit do tfi zékladnich skupin. Jsou to jednak malé
neuroglidlni bunky - mikroglie, buiikky velké - makroglie a ependymové bunky
neuroektodermalniho pivodu. (Trojan a kol., 2003)

4 Meurons
Astrocytes

[ Oligodendrocytes
Microglia

Obr. 2: Schématické znazornéni interakce gliovych bunék a neuroni

Ptevzato z: http://physrev.physiology.org/cgi/content/full/81/2/871/F1

2.1.2.1 Makroglie

Astrocyty (astroglie)

Jsou buiiky s dlouhymi vybézky, hvézdicovité se rozbihajicimi. RozliSujeme
astroglii plasmatickou, s tlustymi vybeéZzky, nachézejici se v Sedé hmoté. Astroglii
vlaknitou, s tenkymi vybézky, kterd se nachdzi v bilé hmoté. Astroglie se dotykaji
jednim vybézkem tzv. gliovou nozkou stény kapilar a druhym nasedaji na téla neuront
a dendrity.

Funkce astrocyti je hlavné vyzivna. Také zprosttedkovavaji transport zivin
a kysliku k neuronim a vyznamné se podileji na funkci hematoencefalické bariéry.
Mimo to tvoii souvislou ochrannou vrstvu na povrchu mozku. Pii poskozeni nahrazuji
délenim poskozenou tkan a vytvareji gliové jizvy. (Blazek, 2006; Petrovicky a kol.,
2008; Trojan a kol., 2003)

Astrocyty jsou propojeny prostiednictvim gap junctions. Gap junctions jsou
kanaly, které spojuji cytoplazmy sousednich bun€k a umoznuji interceluldrni vyménu
malych molekul, v€etné iontli, metaboliti a druhych posli. Homologni spojeni je mezi

bunikami stejné kategorie, coZz umoziuje vymeénu z jednoho astrocytu do druhého.
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Heterogenni spoje byly pozorovany mezi astrocyty a oligodendrocyty. (Baumann,

Pham -Dinh, 2001; Trojan a kol., 2003)

Oligodendrocyty (olicodendroglie)

Predstavuji asi 75 procent vSech gliovych bunék v bilé hmoté CNS, kde se jejich
vybézky tésné ovijeji okolo axonti a tvoii tak myelinové pochvy. V perifernim
nervovém systému myelinovou pochvu vytvari buiiky Schwanovy. (Pocock, Richards,
2004) Zatimco jedna Schwanova butika tvoifi myelin pro jeden periferni axon, jedna
buiika oligodendroglie tvoii myelin aZ pro 35 centralnich axont. (Trojan a kol., 2003)

Oligodendroglie maji hlavné funkci ochrany axonovych vldken vedouci nervovy
vzruch, izoluji je od okoli a tim umoziuji bezpecné vedeni vzruchu. Jejich vybézky se
utvareji postupné a jsou zakladem zrani nervovych drah. (Blazek, 2006) Maji také podil
na metabolickych pochodech. Predev§im se jednd o metabolismus lipidd, coz souvisi
s tvorbou myelinovych pochev a také o metabolismus proteini. (Myslivecek, 2009)
Satelitni oligodendroglie jsou funkéné odlisné od vétSiny oligodendrocitt. Piikladaji se
tésné k bunénym télim velkych neuroni a predpoklada se, Ze pfispivaji k jejich
metabolismu. (Petrovicky, 2002)

Oligendrocyty jsou velmi citlivé na ischemii a jejich poskozenim se rozvijeji
zmény v bilé hmoté. Proto v oblasti loziskové ischemie se ptiklada podstatna uloha takeé

této bunécné populaci. (Kalita a kol., 2006)

= oligodendrocute e axons

Node of
Ranvier

myelin

myelin

p 3 _"; sheaths
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4

Obr. 3: Oligodendrocyty tvorici myelinovou pochvu kolem axoni

Ptevzato z: http://www.osel.cz/index.php?clanek=3736
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2.1.2.2 Mikroglie

Tvofti jen 5 procent gliovych bunck. (Petrovicky, 2002) Jsou roztrousené v Sedé
1 bilé hmoté a dokdzou se rychle priblizit ke stran¢ poskozeni nebo infekce v CNS.
(Pocock, Richards, 2004) Mikroglie se vyskytuji jako tzv. klidové mikroglie, nejcastéji
ve form¢ satelitnich bunck. V blizkosti poskozeni nebo zanéti se meéni klidova
mikroglie v tzv. reaktivni mikroglie, jejiz hlavni funkci je fagocytéza rozpadovych
produktl a tim obrana nervové tkané. (Petrovicky, 2008)

Mikroglie touto schopnosti fagocytovat tak zastupuji v nervové tkani imunitni

systém. (Blazek, 2006)

2.1.2.3 Ependymové bunky

Podobaji se jednovrstevnému kubickému epitelu, ktery pokryva vnitini povrch
dutin CNS. Radime je ale k buiikam gliovym. Nejéast&jsi buiiky Ependymocyty,
zprostfedkovavaji kontakt nervové tkdné€ s dutinovou tekutinou. DalSimi buiikami jsou
Tanycyty. Lisi se od piedchozich bunék tim, Ze maji dlouhy basalni vybézek, ktery
konéi az v zevnich obalech (pia mater) CNS nebo v cévach. Choroidalni epitelové
buiikky pokryvaji povrch plexus choroidei a kontroluji chemické sloZzeni komorové

tekutiny. (Petrovicky, 2008)

2.1.2.4 Vyziva a metabolismus neuront

Mezi hlavni funkce gliovych bunék patii zabezpeceni vyzivy neuronil. Transport
glukézy, kysliku a dalSich zivin probiha bud’ selektivni diftzi nebo aktivnim

transportem, coz je zabezpeceno a fizeno gliovymi buiikami, zvlasté astrocyty. (Blazek,

vvvvvv

vvvvvv

nedostatku energie, jako k tomu dochazi pti ischemii, je nyni korigovana. Divodem je
piedpoklad, Ze 1 bézna neuronalni aktivita vede k degradaci glykogenu. (Myslivecek,
2009)

Z toho vyplyva, ze neurony jsou zavislé na gliich, ale soucasné jsou jimi
i chranény. Gliové bunky zprostiedkovavaji také transport metabolickych produkti
vcetné oxidu uhli¢itého, dusikatych latek a jinych. Dilezité jsou i pro udrzeni stalého

prostfedi z hlediska koncentrace iontl, pH a mnozstvi vody. (Blazek, 2006)
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2.1.2.5 Ochranna funkce gliovych bunék

Neurony jsou velmi citlivé na jakékoliv vlivy omezujici jejich €innost. Zaklad
tvoii systém ochrannych bariér, nejdilezitéjsi je hematoencefalicka bariéra, kdy mezi
krev a neuron je viazen astrocyt, dale je to likvoroencefalicka bariéra a hematolikvorova
bariéra. (Blazek, 2006)

Dalsi ochrana spociva v aktivni obrané pied infekénimi Ciniteli a likvidaci
odumfelych bunék. (Blazek, 2006) Gliové bunky, mikroglie, ale 1 astrocyty
zprostfedkovavaji imunitni pochody (pfi zanétu, poranéni, bakteridlnich a virovych
onemocnéni CNS, autoimunitnich a neurodegenerativnich onemocnéni). Jsou schopny
exprimovat antigeny, produkuji cytokiny, uvoliiuji enzymy a jejich inhibitory

a fagocytuji skodlivé latky. (Myslivecek, 2009)

2.2 Mozkova kuira

Ptedni mozek (prosencephalon) je tvofen mozkovymi hemisférami, bazalnimi
gangliemi a mezimozkem. Hemisféry obsahuji bilou hmotu, kterd je tvofena nervovymi
vlakny s myelinem a Sedou hmotu, kterd tvofi mozkovou kiru. (Nevsimalova a kol.,
2002) Mozkové kura pokryva mozkovou hemisféru vrstvou Sirokou 2-5 mm a tvoii
tak nejvetsi cast mozku. Sklada se z 15 - 25 miliard nervovych bunék. (Rokyta a kol.,
2000)

Ob¢ struktury obsahuji velké mnozstvi navzdjem pospojovanych neurond.
Kazdy neuron ma stovky az tisice synaptickych spojeni excitacnich i inhibi¢nich
a vytvaii spoleéné s diencefalickymi strukturami, ale nejen s nimi, funkéni okruhy.

(Nevsimalova a kol., 2002)

2.2.1 Neocortex (mozkova kura)

Neocortex, vyvojoveé nejmladsi ¢ast a rozsahem nejvetsi ¢ast mozkové kury. Je
zvrasnény zarezy (sulci). Sulcus centralis Rolandi tvofi rozhrani mezi predni Casti
mozku, frontalnimi laloky, které jsou pievazné eferentni a lalokem parietalnim, ktery
spole¢né s dalSimi strukturami maji funkci aferentni. Hemisféry jsou od sebe oddéleny
fissurou longitudinalis cerebri a spojené bilou hmotou prostiednictvim corpus callosum.

(Nevsimalova a kol., 2002)
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2.2.2 Buniky mozkové ktry

Mezi hlavni bunééné typy mozkové klry patii bunky eferentni pyramidové,
vietenovité a interneurony hvézdicovité buiky, builky Martinottiho. Funkéné jsou
pyramidové a hvézdicovité bunky excitacni, ostatni butiky jsou inhibi¢ni a jejich cilem

je synapse na pyramidové buiice. (Petrovicky, 2002)

Pyramidové buriky

Nejcastéji se vyskytuji ve II. nebo V. vrstvé. Jsou to projekéni korové neurony
anositelé hlavnich vlivi mozkové klry na ostatni ¢asti CNS. (Petrovicky, 2002)
Z pyramidovych buné€k povrchovéjsich vrstev vystupuji axony jdouci pies bilou hmotu
hemisféry do okolnich okrskii klry (asociacni funkce) a do kontralaterdlni kury
(komisuralni funkce). Z pyramidovych bunék V. vrstvy jdou jejich axony do bilé hmoty
hemisféry a tudy do dalSich podkorovych oblasti (do bazalnich ganglii, tectum
mesencephali, nukleus ruber, retikularni formace, nuclei pontis a do michy). (Cihak,

1997)

Hvézdicovité (granualrni buiiky)

Ptevazuji ve II. nebo IV. vrstvé. Bunky jsou povazovany za hlavni korové interneurony

a jsou z korovych bunék nejpocetnéjsi. (Petrovicky, 2002)

Vietenovité bunky

Jsou ulozeny v VI. vrstvé. Jejich dendrity jsou rozloZeny v okoli a axon vysila ¢etné
kolateraly mimo kuru. Tyto bunky funguji také jako interneurony.

(Cihak, 1997; Petrovicky, 2002)

Martinottiho neurony

Buniky s paprsc€ité rozlozenymi dendrity, jsou hlavné v hlubokych vrstvach kiry. Axon
téchto bunck jde az do povrchové vrstvy. Funguje jako neuron asociujici ¢innost vétsiho

poctu dalsich bunék rtiznych vrstev. (Cihak, 1997)
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2.2.3 Vrstvy mozkové klry

Mozkova kiira je rozdelena do 6 korovych vrstev (laminae):

I. korova vrstva (lamina molecularis) - je chud4d na neurony, obsahuje spiSe vlakna

a glie. (Blazek, 2006) Nachazeji se zde dendrity korovych bunc¢k a tangencialné
probihajici axony hvézdicovitych bunck, které slouzi k asociatnimu horizontadlnimu
spojeni neuront v jejich blizkosti. (Rokyta a kol., 2000)

II. a III. korova vrstva (lamina granularis externa a lamina pyramidalis externa) —

obsahuje malé bunky, ve kterych zacinaji vldkna diilezitd pro interkortikalni pfenos
informaci. (Blazek, 2006)

IV. korové vrstva (lamina granularis interna) - je dulezitd z hlediska pfijimani

informaci. (Blazek, 2006) Obsahuje hvézdicovit¢ buiky a je dualezitym cilem
specifickych talamickych aferentnich drah a piijimd talamokortikalni informace.
(Rokyta a kol., 2000)

V. korovéd vrstva (lamina pyramidalis interna) - obsahuje, zvlast¢ v motorické kuie

velké pyramidové bunky Beccoy. (Rokyta a kol., 2000) Tato vrstva je hlavnim zdrojem
axontl, které jdou z kiiry do podkorovych $edych hmot. (Cihak, 1997)

VI. korovad vrstva (lamina multoformis) - obsahuje pfevazné vietenovité buiiky,

jejichz axony jdou do bilé hmoty. Déle se zde vyskytuji hvézdicovité bunky
a Martinottiho bunky. Touto vrstvou kiry prochdzeji vSechna do kiry vstupujici

a z kiiry vystupujici vlakna. (Cihak, 1997)

2.3 Bila hmota hemisfér

Bild hmota hemisfér - corpus medullare se nachazi pod vrstvou Sedé mozkové
klry a je vyplnéna nervovymi vlakny. V horizontalnim fezu jednou hemisférou ma tvar
pulky ovalu a proto se vice uZiva ndzev - centrum semiovale. Centrum semiovale jedné
strany je prostfednictvim corpus callosum spojeno s druhou stranou. Pfes stfed corpus
callosum prochdzeji vlakna a tvofi radiatio corposi callosi. (Petrovicky a kol., 2008)

Bila hmota je tvofena trojim systémem vlaken, kterd podle pribéhu rozdélujeme
na vlakna asociacni, spojujici stejnostranné korové oblasti. Vldkna komisurélni,
spojujici pravo - levé korové oblasti. Vldkna projekéni, spojujici kortiko - fugdlné

a kortiko - petalné rizné struktury CNS. (Nevsimalova a kol., 2002)
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2.3.1 Asociacni vlakna

Patii k nejobjemnéjsi skupiné bilé hmoty hemisféry. Spojuji korové oblasti,

Cvwr

a dlouha vlakna. (Cihak, 1997) Asociaéni vlakna kratka spojuji navzajem nejblizsi arey
nebo gyri. Dlouhd vldkna spojuji vzdalené korové oblasti, lezi hloub&ji a vytvareji

ohranicené svazky. (Petrovicky a kol., 2008)

Hlavni asociacni svazky:

Fasciculus longitudinalis superior: spojuje frontalni lalok s parietdlnim a okcipitalnim
a nékterd vldkna jsou i do temporalniho laloku. Funkéné je velmi dalezity. Rozvadi
impulsy z frontalni kiiry po celé hemisféfe a spojuje i obé fecova centra.

Fasciculus longitudinalis inferior: spojuje okcipitalni a temporalni lalok.

Fasciculus fronto-occipitalis superior (fasciculus subcallosus): jde pod corpus callosum
anad ncl. caudatus. Spojuje klru frontdlniho laloku s kirou parietalniho laloku
a okcipitalniho.

Fasciculus fronto-occipitalis inferior: bézi pod inzulou a pod nucleus lentiformis.
Spojuje kiiru frontalni, insularni a okcipitalni.

Fasciculus uncinatus: spojuje ktiru frontalniho laloku s klirou temporélniho pdlu.
Fasciculus occipitalis verticalis: svazek, ktery vzajemné spojuje okcipitalni oblasti
kiry.

Cingulum: probiha v hloubce gyrus cinguli az po gyrus hippocampi a spojuje

tak limbické struktury ve vSech smérech. (Cihék, 1997; Petrovicky a kol., 2008)

2.3.2 Komisuralni viakna

Jedna se o vldkna spojujici pravolevé ruzné korové oblasti, ¢imz umoziuji
pienos vzruchl z jedné hemisféry do druhé a soucinnost obou hemisfér. RozliSujeme
vladkna homotropni, kterd spojuji odpovidajici si oblasti a vldkna heterotrofni, kterad
spojuji odlisné korové oblasti. Komisuralni vldkna tvofi tii makroskopicky zietelné
utvary - corpus callosum, commissura anterior, commisura fornicis. (Cihék, 1997;

Petrovicky a kol., 2008)

Corpus callosum

Obsahuje 200-300 miliond vlaken, kterd spojuji navzdjem korové oblasti
frontalniho, parietalniho a okcipitalniho laloku. Zadné komisuralni spoje nemaji korové
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oblasti pro distalni casti hornich i1 dolnich koncetin (jak motorické, tak i senzitivni)
apro &asti zrakové korové oblasti zobrazujici periferii zorného pole. Cetngjsi
komisuralni spojeni maji motorické a senzitivni oblasti pro hlavu, trup a proximalni
&asti koncetin. Nejbohatsi komisuralni propojeni maji oblasti asocia¢ni. (Cihak, 1997;
Petrovicky a kol., 2008)

Experimentalni prace ukézaly, Ze vétSina z nervovych vlaken, které prochdzeji
corpus callosum se promitd na kontralateralni stran¢ ve stejné funkéni oblasti. Bylo
zjisténo, Ze pii epilepsii dochazi k Sifeni vybojl z jedné hemisféry do druhé pies corpus
callosum a epileptické ataky se mizou tak tykat obou stran mozku. Toto zji§téni nabizi
moznosti pro detailni studie funkce obou mozkovych hemisfér. (Pocock, Richards,

2004)

Commissura anterior

Nachazi se v piedni sténé III. komory a ma dvé casti: pars anterior (pars
olfactoria) propojuje Cichové korové oblasti obou hemisfér, pars posterior spojuje kiiru

obou temporalnich lalokt. (Petrovicky a kol., 2008)

Commissura fornicis

Vldkna této komisury spojuji gyrus hippocampi a hipokampalni formaci obou

hemisfér. (Petrovicky a kol., 2008)

2.3.3 Projekéni vlakna

Projekéni vldkna vytvareji dréhy spojujici mozkovou karu a niz$i centra.

Rozdéluji se na vlakna kratka a vldkna dlouha. (Cihak, 1997)

Kratka projekéni vlakna

Tato vlakna tvoii spojeni mezi mozkovou klirou a bazalnimi ganglii a mezi mozkovou
ktrou a thalamem. Drahy probihaji obojim smérem, z kliry i do ktiry. Do ktry probiha
tractus thalamocorticales. Z kiry probihaji vladkna do bazalnich ganglii, do thalamu

a do subthalamu. (Cihak, 1997)

Dlouha projekéni vlakna

Vytvareji drahy, které probihaji z kliry pies capsula interna k jadrim mozkového kmene

apokracuji az k motoneuronim v miSe. V oblasti capsula interna maji svou
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charakteristickou polohu. K témto draham patfi: tractus corticospinalis,
tr. corticoreticularis, tr. corticotectalis, tr. corticorubralis, tr. corticonuclearis,

tr. corticobulbaris, tr. corticopontini, tr. corticoolivaris. (Cihék, 1997)

Capsula interna

Bily pruh vlaken sestupujici kauddlnim smérem z centrum semiovale mezi thalamus
a basalni ganglia. Vede vétSinu korovych centripetdlnich i1 centrifugélnich vlaken.
Nejlépe pozorujeme tvar capsula interna v horizontdlnim fezu, ve kterém ma tvar
velkého ,, V¥, otevieného zevné. V tomto rozevieni je umistén nucleus lentiformis.

(Petrovicky a kol., 2008)

2.4 Hematoencefalicka bariéra

Anatomicka bariéra, ktera je pii fyziologickych podminkdch mezi mozkovymi
buitkami a kapildrami. Morfologickym podkladem je sténa kapilar, kterou tvoii pevné
spoje mezi endotelovymi buiikami kapilar, zvané ,.tight junctions®, bazalni membréana
a gliové buiky (astrocyty). (Myslivecek, 2009; Smrcka a kol., 2007)

Hematoencefalickd bariéra omezuje vyménu latek mezi krvi a mozkem na kyslik,
oxid uhli¢ity a vodu. Jen nekteré latky jako napf. glukdza a aminokyseliny mohou touto
bariérou projit pomoci specialnich transportnich mechanismii. Makromolekularni latky
(napt. bilkoviny) bariérou neprochazeji viibec. (Cihdk, 1997)

Funkci hematoencefalické bariéry je tedy ,,ochrana mozku pted krvi“ a také
umoznit selektivni transport latek specializovanymi transportnimi  systémy
proti koncentracnimu gradiendu. Mezi transportni systémy patii hexdza, laktat,
neutralni aminokyseliny, bazické aminokyseliny, aminy (cholin), nukleosidy (adenosin),
puriny (adenin). Ke své funkci potiebuji energii. Jestlize dojde k ptferuSeni dodavky
energie, jak tomu dochazi pfi mozkové ischemii, v§echny tyto transportni mechanismy

jsou poruseny. (Smrcka a kol., 2007)
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2.5 Cévni mozkova prihoda (CMP, iktus)

2.5.1 Uvod

Cévni mozkové piihody postihuji centralni nervovy systém a jsou nejcastéjSim
akutnim onemocnénim v neurologii. Dochéazi k nim v disledku poruchy prokrveni -
ischémie nebo krvaceni - hemoragie do mozkové a misni tkané. (Tichy a kol., 1997)
Nasledky CMP jsou nejbéznéj$Sim a nejtypictéjsim prikladem spastické hemiparézy
a parézy centralniho ptivodu. (Votava, 2001)

Svétova zdravotni organizace definuje cévni mozkové piithody jako rychle se
rozvijejici loziskové, obcas i celkové ptiznaky poruchy mozkové funkce, které trvaji
déle nez 24 hodin nebo koncici smrti nemocného, bez pfitomnosti jiné zjevné piiciny
nez cévniho ptivodu. (Nevsimalova a kol., 2002)

Cévni mozkové piihody jsou ve vyspélych zemi druhou nejcastéjsi pticinou
smrti, vedouci pfiinou invalidity, ¢astou pfi¢inou demence, hlavni pfic¢inou deprese
jak u pacientl, tak u jejich opatrovnikti. CMP piedstavuji celoevropsky medicinsky,
socialni a ekonomicky problém. (Kalita, 2002; Muchova, 2008) Napiiklad ve Svédsku
délaji primérné néklady na 1é€bu v obdobi od prvniho iktu do smrti 79 000 €.

(Herzig, 2008)

2.5.2 Epidemiologie

Vyskyt iktd se v poslednich letech zvySil a to jak u seniort, tak u osob
v produktivnim véku. Do roku 2020 je v Evrop€ ofekévan az 30% narlst incidence
oproti incidenci na konci minulého stoleti. (Kalita, 2002)

V Ceské republice je postizeno CMP az 40 000 osob ro¢né, z toho jeden rok
prezivaji vice nez 2/3, asi 30% nemocnych ziistdva handicapovanych tézce a 30% lehce.
Vice nez 1/3 osob, které postihne prvni cévni mozkova piihoda, jsou mladsi 60 let,
znamena to osoby v produktivnim véku. (Tichy a kol., 1997) Podle Bauera (2001) je
posun vyskytu cévnich mozkovych piithod do mladsich vé€kovych kategorii varovny.
Dochézi k nému diisledkem stresu, nezajmem o vlastni zdravi a Spatnou zivotospravou.
Votava (2001) uvadi: ,, ptes 30 % osob utrpi CMP ve véku pod 60 let.

V USA jedna tfetinaz 4,6 milionu lidi, kteti pfeziji mozkovou mrtvici zlstane

trvale se zdravotnim postizenim, coz je hlavni pfi€inou zavaznych dlouhodobych

neurologickych deficiti. (Papadopoulos et al., 2006)
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Ceska republika patfi v Evropé k zemim s nejvyssi morbilitou a mortalitou
na CMP. Ve srovnani se zemémi EU je u nds umrtnost dvojnasobna a to u populace
do 65 let. (Dufek, 2002) V roce 2005 v Ceské republice byly CMP jako pii¢ina imrti na
5. mist¢ u muzi au Zen na 3. misté. Vroce 2006 ¢inila v Ceské republice
standardizovana umrtnost na CMP u muzi 113,4 a u zen 90,8 na 100 000 obyvatel.
(Herzig, 2008)

Zmény tohoto neptiznivého stavu lze dosdhnout jen zménou organizace péce
a zasadni zménou piistupu k akutni 1écbe. Iktus je stejné akutni, neodkladny stav

jako infarkt myokardu a nebo kraniocerebeldrni poranéni. (Kalita, 2002)

2.5.3 Mozkova ischemie

vvvvvv

onemocnéni a je definovana jako fokalni neurologicky deficit trvajici déle nez 24 hodin.
(Dobrovsky, 1999; Folsch a kol., 2003)

Ischemické mozkové ptihody vznikaji v disledku poklesu pritoku krve mozkem
¢asti mozku nebo celého mozku, které je zptisobeno postupnym ucpanim nebo ndhlym
trombotickym uzavérem v ptivodové tepné. Vznikaji zejména v karotickém povodi,
ale 1 ve vertebrobazilarnim povodi (20%). Nasledn€ dochazi k hypoxii mozkové tkané,
k poruse struktury neurond a gliovych bunék. (Muchova, 2008; Smrcka a kol., 2007)
Hypoxie mozkové tkan¢ mtze také vzniknout i pfi normalni mozkové cévni cirkulaci,
dojde-li ke snizeni obsahu kysliku v krvi (hypoxémie). (Smrcka a kol., 2007; Tichy,
1997)

Mozkové ischemie piedstavuji 80-85% ze vSech akutnich cévnich mozkovych

ptihod a jsou nejcastéjsim typem ikth.
2.5.3.1 Rizikové faktory

Rizikové faktory ischemickych mozkovych pifithod miZeme rozdélit
na neovlivnitelné a ovlivnitelné. Mezi neovlivnitelné rizikové faktory patii vek, pohlavi,
spolu s dédicnosti a rasou. K ovlivnitelnym rizikovym faktorim patii hypertenze,
onemocnéni srdce (fibrilace sini, infarkt myokardu, cor pulmonale, mitrdlni vada),
diabetes mellitus, hyperlipidémie, TIA, nikotin. Nesmime opomenout také obezitu,
stres, nedostatek fyzické aktivity, oralni antikoncepci a alkohol. (Muchova, 2008)

Chronické a opakované vystavovani se rizikovym faktorim (kouieni, dibetes

mellitus, hypertenze, hyperlipidémie) vyvoldva endotelovou aktivaci/ dysfunkci
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charakterizovanou poklesem vsSech endotelidlnich mechanismii, které se fyziologicky
ucastni kardiovaskularni ochrany. (Badimon et al., 2007) Endotelova dysfunkce je
povazovana za prvotni zacatek aterogeneze. (Kalita, 2006)

Mezi ovlivnitelné rizikové faktory patii také metabolicky syndrom (MS), ktery
je kombinaci faktori nesouci zvysené riziko dibetes mellitus a cévnich onemocnéni. MS
pfedstavuje tak samostatny rizikovy faktor rozvoje aterosklerdzy, ischemické choroby
srdecni a mozkové ischemie. U pacienta s mozkovou ischemii je nutné zjistit, zda ma
MS a tedy i vétsi riziko cévnich chorob. (Nunez, 2007)

Studie ukazaly, ze u pacienti s MS, ktefi utrpéli mozkovou mrtvici je riziko
recidivy mozkové mrtvice vysSi, ve srovnani s pacienty, kteti MS neméli. Po cévni
mozkové piithodé nebo TIA je nejvyssi riziko predCasného navratu asi 10% béhem
tydne a 20% v 90 dnech a 1 z 5 pacientli ma recidivu béhem prvnich 3 mésici. (Nunez,

2007)

2.5.3.2 Klasifikace mozkovych ischemii

Mozkové ischemie jsou charakterizovany jako globalni a fokalni. Globalni
ischemie nastava, pii sniZzeni prutoku krve (CBF) ve vétSiné nebo ve vSech ¢astech
mozku, zatimco fokalni ischemie nastava pii snizeni pratoku krve mozku do specifické
oblasti. Globalni ischemie kompletni nastane pii Uplné zastavé pritoku krve, zatimco
k neuplné globalni ischemie dochéazi, je-1i krevni priitok znacné snizen a jeho mnoZzstvi
nestaci k udrzeni metabolismu a mozkové funkce. (Traystman, 2003) Globalni ischemie
muze byt hypoxicka, stagnacni, anemicka a reologickd. Pfi fokalni ischemii jsou méné
prokrvené pouze nékteré ¢asti mozku, zatimco ostatni ¢asti jsou prokrveny dostatecné
a v ischemické oblasti je zachovana zbytkova perfuze. Timto se fokalni ischemie lisi

od celkové. (Folsch a kol., 2003)

Fokalni ischemie

Pii fokdlni (loziskové) ischemii mozku jde o lokélni nedostatek krve
a metabolickych  substrat, podminény nedostatecnym arteridlnim pfivodem
nebo naruSenim  venozniho odtoku, ktery zplsobuje c¢astecné reverzibilni
nebo ireverzibilni neuronové poskozeni - mozkovy infarkt. (Vestenicka, 2002) Pfi¢inou
je uzaveér mozkové cévy anasledkem dochéazi k poklesu prokrveni v oblasti mozku
distalné od mista uzavéru. Schopnost reparace zavisi na mife poklesu perfuze neboli

na mnozstvi kolateral a na dobé trvani ischemie. (Smrcka a kol., 2007)
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Etiologie fokalni ischemie mozku

Vaskuldarni priciny

Nejvyznamngj$im onemocnénim je aterosklerdéza velkych cév s naslednou
embolizaci. Ateroskleréza je systémové onemocnéni, které zpiisobuje poskozeni
v riznych organech, zvlast¢ srdce, mozek a periferni tepenny systém. (Gallego et al.,
2007)

Mezi dalsi pficiny patii trombus, ktery narGstd v nékteré mozkové cévé.
Odtrhne-li se mala ¢ast trombu, je nesena fe€istém az do mista kde uz nemize dale
pokracovat cévou a dojde tak k jejimu ,,ucpani®. Za timto mistem vznikne ischemie.
M¢éng¢ Casty je rozvoj mistni trombozy, ktera pomalu uzavira nékterou mozkovou cévu.
Uzavér nemusi zpusobit velké obtize, jelikoz se vytvarfi kompenzacni ndhradni
obchvaty. (Muchova, 2008)

Podkladem sten6z a uzavieni privodnich a hlavnich mozkovych tepen jsou
obvykle intimalni atersklerotické platy. VétSinou jsou lokalizovany v mistech vystupu
a vétveni tepen. NejcastéjSim mistem vyskytu je bifurkace spolecné krkavice a vystup
vnitini krkavice. (Muchova, 2008)

Kardialni priciny

Ptedev$im jde o embolizaci, kterd je pficinou 20-30% vSech ischemickych

mozkovych ptihod. Nejcastéji je disledkem fibrilace sini nebo onemocnéni srdecnich

chlopni. (Muchova, 2008)

Hematologicke priciny

Jde o poruchy systému srazeni krve s predispozicii k trombotickym stavim.
(Muchova, 2008)
Mozkové ischemie mizeme rozdélit podle zjisténé pficiny na subtypy a ty dale délime

podle lokalizace, podle etiologie a podle prubéhu.

Podle lokalizace

Uplny infarkt v predni cirkulaci: postizeni a. carotis interna nebo kmen a. cerebri media.
Castecny infarkt v predni cirkulaci: postizen kmen nebo vétev a.cerebri media a.cerebri
anterior.

Infarkt v zadni cirkulaci: postiZzeni a. vertebralis, a. basilaris nebo a. cerebri posteriori.

Lakunarni infarkt: postizeni malych perforujicich arterii. (Dufek, 2002)
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Podle patogenetické priciny

Ateroskleroza velkych arterii - aterotrombotickd, emboly arterio-arterialni (40-60%)
Kardioembolicky iktus (20-30%)

Onemocnéni malych cév - lakunarni, embolické, hemodynamické (15-20%)

Jiné etiologie - cerebralni ven6zni trombo6za, hematologické abnormality

Nezjisteneé etiologie (Kalita, 2002)

Podle prubéhu

TIA - tranzitorni ischemicka ataka: kratkodoba porucha mozkové funkce. Trva
nékolik minut az hodin s kompletni Gipravou do 24 hodin. (Sames a kol., 2005) Vznika
nejcastéji zuzenim piivodné velké tepny (nejCastéji a. carotis comunis, a. carotis interna,
a. vertebralis). ZhorSeni mozkového ob&hu se projevi kratkodobé¢ v urcité oblasti. TIA je
,varovnym signalem®, ze v postizené tepné je Spatny ob&h a je nebezpeci ischemie
nebo vzniku CMP. I kdyzZ tento stav nezanechava zadné postizeni pohybového aparatu,
je dulezité udélat kompletni vySetfeni pacienta, jak sonograficky tak i pomoci CT

k vylouceni jinych zavaznych stavi. (Muchova, 2008; Votava, 2001)

RIND - reverzibilni ischemicky neurologicky deficit: porucha neurologické
funkce s kompletni Gipravou, kterd trvéa déle nez 24 hodin, odeznivé do 14 dnti.

(Sames a kol., 2005; Tichy a kol., 1997)

SE - progredujici neurologicky deficit (stroke in evolution): postupné narustajici
fokalni mozkova hypoxie s progresi klinickych ptiznakt. Pfi¢inou maze byt selhavani
kompenzacnich mechanismiit mozkové cirkulace, pokracujici trombdza ptrivodné arterie

nebo spolutcast celkové mozkové hypoxie. (Sames a kol., 2005; Tichy a kol., 1997)

CS - trvaly neurologicky deficit (komplete stroke - dokoncena cévni mozkova
prihoda): jednd se o projevy nevratné loziskové hypoxie mozku s trvalym funkénim

deficitem. (Sames a kol., 2005; Tichy a kol., 1997)

2.5.4 Mozkovy krevni pritok (CBF)

Mozek potiebuje kazdy den kolem 1000 litrd krve, 70 litrt kysliku a jako
vyhradni energeticky zdroj 100 g gluk6zy. Primérna hodnota priitoku krve mozkem je
cca 50 ml/100 g tkdn€ za minutu. (Mumenthaler, Mattle, 2001; Smrcka a kol., 2007)
Pro vykonévani své funkce je mozek velmi energeticky narocny a protece jim asi 17%

krve z celkového srde¢niho vydeje, prestoze jeho tkan ma pouze 2% télesné hmotnosti.
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Z toho miizeme usuzovat, jak velmi dilezity je plynuly a konstantni mozkovy krevni
pritok pro normalni ¢innost mozku. (Mumenthaler, Mattle, 2001; Tichy a kol., 1997)
Konstantni CBF, je zavisly na hodnot¢ systémového krevniho tlaku, ktery je
podminkou pro dostatecny piivod krve do mozku a na cerebrovaskularni rezistenci,
ktera zavisi na viskozité krve, délce a prusvitu cévy. Je-li toto spln€no, pritok krve
periferni cévou je ,,snadny“. Naopak je-li céva delsi, jeji prisvit uzsi a viskozita vyssi

roste 1 cévni rezistence. (Herzig, 2008; Tichy a kol., 1997)

Prutok krve v celém mozku miiZeme obecné definovat podle vzorce (Smrcka a kol.
2007):
Priatok (CBF) = Tlak (CPP) / Rezistence (CVR)

CBF : krevni mozkovy pritok, CPP: mozkovy perfuzni tlak, CVR: cerebrovaskularni rezistence

CPP (mozkovy perfuzni tlak) je tlak, pod nimz krev proudi mozkem. Je vyjadren
rozdilem mezi stfednim arteridlnim krevnim tlakem v mozkové cirkulaci a zilnim
intrakranidlnim tlakem. (Herzig, 2008) CPP muze byt poSkozen systémovou arteridlni
hypotenzi nebo stend6zou extrakranidlni nebo intrakranialni piivodni tepny. (Kalita
a kol. 2006)

Dulezitou roli pro udrzeni stalého CBF maji autoregulacni mechanismy a svou
funkci zarucuji dostatecné zasobeni mozku kyslikem a glukézou. Napiiklad pii poklesu
CPP dochazi nejprve ke kompenzacni dilataci mozkovych cév a celkové tepenné
prokrveni zlstane tak na konstantni tirovni. Ztetelné snizeni CBF nastava az pii poklesu
systolického tlaku pod 70 mmHg u zdravého jedince a u hypertonika pii poklesu
pod 70% vychozi hodnoty. (Mumenthaler, Mattle, 2001)

Existuji 3 teorie, které popisuji mechanismy zajistujici mozkovou autoregulaci:
Myogenni teorie: hovoii o reakci hladké svaloviny cerebralnich arterii, kterd se zuzuje
nebo dilatuje jako reakce na zvySeni nebo snizeni transmularniho tlakového gradientu
(eventuelné perfuzniho tlaku) ptisobiciho na sténu arterii.

Metabolicka teorie: zdiraziiuje piimy vliv vedlejSich produkti mozkového
k vazokonstrikci a hypoxie, vedouci k vazodilataci.
Neurogenni teorie:. predpoklada, Zze primér cév je regulovan specifickym nervovym

centrem pies eferentni vasomotorickou inervaci. (Juran, 2008; Kalita a kol., 2006)
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2.5.4.1 Pokles CBF

CBF je za standardnich okolnosti 50-60 ml/100 g mozkové tkan&/minutu
azvySuje se pii aktivit¢ nervovych bunék. Normdlni CBF je vétsi nez potiebuje
mozkova tkan a proto dojde-li ke sniZzeni krevniho pritoku o polovinu, neprojevi se to
zadnym funk¢nim deficitem. (Tichy a kol., 1997)

Pokles CBF pod 50 ml/100 g tkan&/minutu charakterizuje oligémii, ve které
dochazi ke zménam metabolizmu (napiiklad zéstava syntézy strukturalnich proteini).
Pii dalSim poklesu CBF pod 20 ml/100 g tkdné/minutu dochéazi k ,elektrickému
selhani* zptisobujici funkéni poruchu neuront, ktera mize byt po dobu nékolika minut
az hodin jesté reverzibilni (tzv. ischemicky polostin - penumbra). Je-li hodnota CBF
pod 10 ml/100 g tkan&/minutu dochézi k ,, energetickému selhani®, které zptisobi béhem
nékolika minut v mozkové tkani ireverzibilni strukturdlni zmény. Nejprve odumiou
neurony, poté gliové bunky anejodolngjsi jsou endotelové buiky. (Ehler, 2001;
Tichy a kol., 1997)

Selhani CBF rozpoutd patogenetické kaskady a proto je velmi dilezité zahajit

vCasnou terapii, ktera ¢asto rozhoduje o dalsim osudu nemocného.

2.5.4.2 Patologicka regulace CBF

Selhani autoregulace CBF - ..steal* fenomén

Pti akutni mozkové ischemii je autoregulace mozkovych cév vyrazné poruSena
nebo znicena. Tato abnormalni situace je nazyvéna jako vasomotorickd paralyza. Pfi
tomto fenoménu postiZzena oblast trpi sekundarnim ischemickym poskozenim. Diivodem
je reakce nepostizené oblasti na hypoxii vasodilataci a naslednému pritahovani krve

z oblasti mozku, které jsou poskozené (steal fenomén). (Juran, 2008)

FaleSna autoregulace - ..no-reflow* fenomen

wevr

fenomén, ktery miize vzniknout jiz za nékolik minut po zacatku ischemie. (Folsch
a kol., 2003) Pfi tomto stavu zvySeni krevniho tlaku nezpisobi zddnou nebo jen malou
zménu CBF v poskozené oblasti. Naopak pokles krevniho tlaku zpiisobi ireverzibilni
snizeni CBF. Tento stav falesné autoregulace je pravdépodobné zpisoben fenoménem
,ho-reflow”, kdy po ischemii kapilary kolabuji nasledkem edému a dochazi

k intravaskularni agregaci trombocytl pro zpomaleny pritok krve a aktivaci desticek.
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(Folsch a kol., 2003; Juran, 2008)
V akutni fazi mozkové ischemie je tedy velmi dilezité zabranit jednak
hypotenzi, ale i hypertenzi, kterd mulze urychlit nastup edému mozku a vzestup

intrakranidlniho tlaku. (Juran, 2008)

2.5.4.3 Ischemicky prah a ischemicky polostin

Ischemicky prah je hranice, pod kterou se snizi CBF a projevi se funk¢énimi
dasledky. Pii snizeni CBF na 25-30 ml/100 g/minutu nastane rozvoj zmatenosti,
porucha psychiky az ztrata védomi. Pii poklesu pod 18 ml/100 g/minutu vymizi
elektrickd aktivita neurontl. Jestlize se CBF opét znormalizuje, mohou se znormalizovat
také klinické a elektrické funkce. (Mumenthaler, Mattle, 2001; Smrcka a kol., 2007)

Kalita a kolektiv (2006) uvadi hodnoty urcujici prah ischemického polostinu
(penumbry) a prah infarktu. Prah ischemického polostinu méa hodnotu regionalniho CBF
17-22  ml/100 g/minutu. Prah infarktu ma hodnotu regiondlniho CBF 7-8
ml/100 g/minutu a dochazi pti ném k vaznému bunécnému poskozeni.

Ischemicky polostin (penumbra) poprvé popsal Astrup se spolupracovniky pied
25 lety a byl definovan jako oblast eventudlné zachranitelné tkané v okoli jadra
ischemie. (Kalita akol., 2006) V jadfe ischemie je mozkovéa tkan ireverzibilné
poskozena a vice nez 95% bunécnych elementd podléhd zde nekroze. V ischemickém
polostinu (penumbra) obklopujici toto jadro je snizend perfuze, ale pro preziti neuront
je dostatecnd. (Sanchez et al., 2007) Dojde-li k obnoveni CBF, mlze se tato oblast,
kterd je funk¢né neaktivni, ale stdle zivotaschopna zachranit a az 95% bunécnych
elementt v ischemickém polostinu ma tak nadéji na plnou strukturélni i funkéni Gipravu.
(Kalita, 2002; Muir, 2001)

Ischemicky polostin ma tendenci uz v pribéhu nékolika hodin progredovat
do nekrézy, prestoze nedojde k dal§imu prohloubeni ischemie. Dochazi tak k nebezpeci,
ze zreverzibilniho poskozeni v oblasti penumbra vznikne poskozeni ireverzibilni.
(Ehler, 2001; Folsch a kol., 2003)

Z vySe uveden¢ho vyplyva, Ze tato oblast ischemického polostinu bude hlavnim
cilem pfi 1é€bé mozkové ischemie. Pfestoze je to oblast s téZkou hypoperfuzi, je to také
oblast s potencionalné obnovitelnou tkani. Diilezit4 je zde revaskularizace, kterd uchrani
ohrozenou tkan od odumieni. (Sanchez et al., 2007) V soucasné dob¢ je mozno
v klinické praxi definovat oblast ischemického polostinu pomoci metod magnetické

rezonance. (Smrcka a kol., 2007)
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Obr. 4: Ischemicky polostin - penumbra a jadro ischemie

Prevzato z: http://203.131.209.130/neurosurgery/cai/c_penum.html
2.5.5 Patofyziologie mozkové ischemie

Pii ischemickém poskozeni mozkové tkané dochazi ke vzniku fetézce
patofyziologickych pochodii lokalizovanych extracelularné, intraceluralé nebo piimo
vbunéné membrané. Tyto pochody ovliviiuji neurotransmiterové systémy,
enzymatické systémy, druhé posly, iontové kanaly a narusuji neuronalni homeostazu.
(Dobrovsky, 1999)

Ehler, (2001) udava: ,,V patofyziologii ischemickych mozkovych piihod se
uplatnuji Ctyfi zékladni faktory: porucha fokalni perfuze mozkové tkané, poSkozeni
neuront (ale i glie) ischemii vedouci az k ischemické nekroze bunék, v mensi miie
1rozvoj zanétlivych zmén v oblasti ischemického loziska a s urcitou latenci indukce
apoptdzy bunék®.

Mozkova tkan je zavisla na stdlé dodavce energetickych substrati (kyslik,
glukoza). Dojde-li k poruse této dodavky, snizenim CBF, poklesne energeticky
metabolismu neuronu a rychle se vycerpaji (béhem 2 minut) zisoby vysoce
energetickych fosfatd (ATP). Nasledné¢ nastane postupné zhrouceni vSech procest
zavislych na ATP a k poruseni regulace iontové rovnovahy kalcia. (Dobrovsky, 1999;
Kalita a kol., 2006)

Vypadek energetického metabolismu neuront je spoustécim mechanismem pro
patobiochemické procesy. Nastava depolarizace bunééné membrany, coz ma
zanasledek dvé kaskaddy déju. Prvni kaskdda je spuSténa v prvnich sekundach

. . ’ v ’ . SO 2+ = o . o
ischemie, zvySenim intraceluldrni koncentrace Ca”', ktera je zpusobena jednak selhanim
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aktivniho transportu Ca*"ven z buiiky, ale také otevienim Ca®” kanalii s pfesunem kalcia
do buiiky. Naopak K" se v nadmémém mnozstvi piesouva ven z buiiky. (Kalina, 2001;
Smrcka a kol., 2007)

Druha kaskada nastava po nékolika minutach ischemie, uvolnénim excita¢nich
neurotransmiterti a zvysenim jejich extracelularni koncentrace, pfedevSim glutamatu,
ktery urychluje bunécnou smrt. Dale dochézi k lipolyze bunécnych a mitochondrialnich
membran. Hladina ATP, glukézy a glykogenu masivné klesd. Dochazi k anaerobni
glykolyze, néslednému vzestupu laktatu a vzniku tkanové acidozy. Intracelularné

pritéka Ca’" a Na' zptisobujici bund¢né bobtnani. (Kalina, 2001; Smréka a kol., 2007)

Laktat

Pii nedostatku kysliku nasledkem ischemie, dochazi k anaerobni glykolyze
a tvorb¢ laktatu. Energeticky zisk je pomérné maly. Disledkem nizs§iho pfijmu energie
dochazi k Cerpani ATP ze zésob a tim i1 jeho rychly pokles. Tato reakce je tedy
z energetického hlediska nevyhodnd - z jedné molekuly glukézy vzniknou 2 molekuly

ATP. Ubytek ATP je podstatou pro spusténi dalsich reakei. (Smréka a kol., 2007)

Acidéza

Acidéza vznikd zvySujicim se obsahem laktitu a méa zhoubny ucinek
na mozkovou tkan. Jednak pfispiva k rychlému poklesu ATP. Dale nahromadény laktat
vyvolava acidifikaci tkan¢ az na pH 6, coz ma Skodlivy uc¢inek. Nizké pH inhibuje
zpétné vychytavani neurotransmiterii a urychluje tvorbu volnych radikalt. Dal§im
negativnim vlivem bun&éné acidozy je uvoliiovani Ca** z vazebnych mist fosfolipidi,
které jsou zavislé na pH a zvySeni tak intracelularni koncentrace kalcia. (Folsch a kol.,

2003; Smrcka a kol., 2007)

Adenozin a serotonin

Pii ischemii v mozkové tkani stoupa koncentrace adenozinu a serotoninu majici
na tkan ochranny vliv. Adenozin zpisobuje utlum neurondlni aktivity sniZenim
elektrickych vyboju, které vyzaduji energii. Dale pilisobi dilataci mozkovych cév
azvySuje tak perfuzi tkani. Oba tyto GC€inky zmenSuji poSkozeni mozkové tkané

zpusobené ischemii. (Folsch a kol., 2003)
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Excitaéni neuotransmietry

Pti mozkové ischemii se dusledkem silnych neurondlnich vzruchii uvolnuji
do synaptické stérbiny, excitacni neurotransmitery - glutamat a asparat. (Folsch a kol.,
2003) Soucasny pokles ATP vlivem ischemie zplsobi poskozeni absorpce glutamatu
do presynaptického neuronu. Absorpce je také tlumena zvySenim extracelularni
koncentrace K+ béhem ischemie. Z téchto divodl se stupniuje koncentrace glutaméatu
v synaptické Stérbiné. (Kalita a kol., 2006) Tento zvétSeny vyskyt milze vyvolat
nadmérnou stimulaci neurontl, coz vede k zesilené potfeb¢ energie a jejimu naslednému
nedostatku. (Folsch a kol., 2003)

Extracelularni koncentrace glutamatu pii akutni mozkové ischemii stoupne
ptiblizné¢ 20x. Nasledkem nadbytku glutamatu dochazi k aktivaci postsynaptickych
glutamatovych receptort. (Dobrovsky, 1999) Existuji tii hlavni typy glutamatovych
receptord. Patii sem NMDA receptory (N-methyl-D-aspartatu) a non-NMDA receptory:
AMPA receptory (aminopropinové receptory), kainatové receptory. AMPA receptory
oteviraji iontové kanaly pro Na” a K" a jsou odpovédné za vétsinu rychlych excita¢nich
aktivit v mozku. Zptsobuji také depolarizaci postsynamptické membrany, ktera umozni
pusobeni napét'oveé zavislych NMDA receptorti. Tyto receptory oteviraji iontové kanaly
rovnéz pro Na™, K™, ale i Ca®". (Johnston et al., 2009) CimZ je usnadnén vstup kalcia

do buiiky a nasledné jeho dalSi hromadéni intracelularné. (Dobrovsky, 1999)

Nadmérnv obsah Ca 2 v buiikach

Zvysena intracelularni koncentrace Ca®" hraje dlezitou roli v procesech, které
vedou k nevratnému poskozeni neurondlni tkané. Jedna se o aktivaci pochodd, jako jsou
peroxidace lipidt, tvorba volnych radikald, aktivace proteolytickych enzymi a nasledné
poskozeni bunécné a mitochondridlni membrany. (Dobrovsky, 1999)

Mimo tyto procesy ovlivituje intracelularni zvySeni kalcia také enzymatické
systémy a poSkozuje bunky aktivaci lipaz, protedz a endonukledz. Nasledkem vznikaji
metabolity vykazujici sekundarni zanétlivou reakci. Nadmérny obsah kalcia je také
jednim z kli¢ovych modulatorti programované bunééné smrti (apoptozy). (Folsch a kol.,

2003; Smrcka a kol., 2007)
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Volné kyslikové radikaly

Volné kyslikové radikaly vznikaji pfi pfirozeném aerobnim metabolismu buriky.
Jejich tvorba je mald a je vrovnovaze s mechanizmy, které je odstranuji (tzv.
»scavengery“ neboli lapaci radikald). V situaci mozkové ischemie jsou kyslikové
radikaly v pribéhu reperfuze produkovany ve vysokém mnozstvi, ,,scavengery” se
rychle zahlti a jejich hladina se mlZe dramaticky zvysit. CoZ miiZe mit za nasledek
naruSeni bunécné struktury. K nejcastéjsi poruse patii: poSkozeni DNA a nukleovych
kyselin, lipidd, sacharidii a proteini. Tim se podstatn¢ ucastni na tzv. reperfuznim
poskozeni ischemické tkang. (Kalita a kol., 2006)

Herzig (2008) uvadi nasledek poskozeni lipidi, kdy dochéazi k degradaci
membranovych fosfolipidii a poruseni bunééné membrany neurondlnich, glidlnich
acévnich bun€k. Dusledkem toho selhavaji dulezité funkce bunécné membrany

jako iontovy transport, synapticky pfenos a enzymaticka aktivita.

2.5.5.1 Reakce gliovych bunék na ischemii

Oligendrocyty 1 astrocyty jsou velmi rychle reaktivni na akutni ischemii. Jejich
pseudopodie, objimajici téla neuronli i kapilar zduii a nastavd hydrolyza jejich
bilkovinnych filament a nasledné zmnoZzeni osmoticky aktivnich slouc¢enin. Selhanim
sodiko - draslikové pumpy dochazi k plnéni bunék Na" a vodou a bunéénému bobtnani.
Nasledkem je stisnéni extracelularniho prostoru zvétSenymi tély astrocytti a ischemické
lozisko ziskava expanzivni charakter. (Herzig, 2008)

Astrocyty maji dulezitou funkci v regulaci extracelularniho prostiedi neuronti
(CNS). Za normalnich okolnosti odstranuji neurotoxicky glutamat, ktery je zodpovédny
za vzestup intracelularniho Ca®". B&hem hypoxie maji astrocyty nékolik dileZitych
funkci. Jednak se podileji na odstranovani volnych kyslikovych radikald. Daéle jsou
schopny anaerobné tvofit ATP, protoZze obsahuji glykogen a dokaZou ho pro tuto tvorbu
vyuzit a podpofit tak funkci nervové tkané. Tvorba ATP je dulezita pro oblast
ischemického polostinu, jelikoz se tam dopravi zbytkovym CBF vice glukozy. Ale také
diky ATP jsou astrocyty schopny v dobé ¢asné hypoxie odstraniovat glutamat. (Kalita
a kol., 2006)

Anaerobni produkce ATP je zavisld na pH. Klesne-li pH pod 6,6 dojde k jeji

blokad¢ a nésleduje ireverzibilni poskozeni astrocytl a k velkému vyplaveni glutamatu.
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Z toho vyplyva, ze ne vSechny funkce astrocyta jsou neuroprotektivni a Ze pii hypoxii

mohou také uvolnovat a tvofit exitaéni neurotransmitr glutamat. (Kalita a kol., 2006)

2.5.5.2 Ischemicky mozkovy edém

Dalsi komplikaci, ktera se vyviji s ndstupem ischemie, je mozkovy edém. K jeho
vzniku dochazi pfi kritickém poklesu prokrveni. Ma plivod bud cytotoxicky
nebo vazogenni. Pfi cytotoxickém edému mozku bobtnaji bunky (neurony, glie)
selhanim membranovych iontovych pump a zvysenim permeability Na'. (Folsch a kol.,
2003)

Podle osmotickych zdkoni makromolekuly a elektrolyty pfitahuji vodu
z extracelularniho prostoru do bunék, kterd se nemuze pii selhani energicky zavislé
sodiko - draslikové pumpy transportovat zpét do extracelularniho prostoru a bunky
otékaji. (Mumenthaler, Mattle, 2001)

Edém mozku vazogenni se vyskytuje v pokrocilejSich stadiich ischemické CMP
aje zpusoben poskozenim hematoencefalické bariéry. Vznikd zvySenim propustnost
endotelovych bun¢k mozkovych kapilar, které jsou morfologickym podkladem této
bariéry. Dochdzi jednak k propustnosti endotelovymi builkami, ale predev§im je
zvétSena propustnost mezi ,,tight junctions* endotelovych bun¢k. Nasledkem je vystup
krevni plazmy, alespise vystup Na’' (osmoticky aktivni substance) zkrve
do extracelularniho prostoru mozku. (Folsch a kol., 2003; Mumenthaler, Mattle, 2001)

Pfi edému mozku, vyvolanym cytotoxicky nebo vazogenné, se zvySuje
nitrolebni tlak, ktery omezuje cirkulaci krve a mozkomiSniho moku. Zvyseny tkanovy
tlak omezuje prokrveni kompresi kapilar a vén. To znovu podporuje tvorbu edému
a vytvori se tak ,,bludny kruh“ z nedostate¢ného prokrveni, edému a vzestupu tlaku.
(Folsch a kol., 2003)

Herzig (2008) uvadi: ,,mozkovy edém, objevujici se v priabéhu prvnich 24-48
hodin od rozvoje ischemického iktu, je hlavni pti¢inou ¢asné i pozdni deteriorace stavu.
U mladsich osob s kompletnim infarktem a. cerebri media pfi standardni terapii vede
mozkovy edém a zvySeni intrakranidlniho tlaku k mozkovym herniacim a béhem 2-4

dnti od rozvoje symptomu zhruba v 80 % ptipadt ke smrti®.
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Obr. 5: Schéma ,,bludného kruhu® pri edému mozku. Jednotlivé déje se navzajem
potencuji a vS§echny vedou k nartstu ICP

Ptevzato z: http://www.aavet.cz/img/cl-img/cct-img/edem22.jpg

2.5.5.3 Smrt bunék v ischemickém lozisku — nekréza, apoptéza

Béhem ischemie dochazi k zédniku neuroni dvéma hlavnimi cestami a to
nekrozou a apoptézou. Smrcka (1999-2001) uvadi, ze tfada experimentalnich studii
prokézala vyskyt nekrézy u zédvaznych forem poskozeni tkané nésledkem ischemie.
Oproti tomu apoptéozu je uZ mozné prokazat u kratkodobé ischemie s naslednou
reperfuzi.

Nekréza a apoptdza se od sebe lisi morfologickymi a biochemickymi projevy.
Nekroza mtize nastat bud’ excitaci (glutamat a excitotoxicita) nebo radikdly (volné
kyslikové radikaly), je doprovazena zanétlivou reakci a ireverzibilnim poskozenim
tkan¢. Apoptotoza je proces kdy neurony zanikaji postupné bez zanétlivé reakce. Je to
komplexni d&j zahrnujici iniciaci, propagaci a fazi exekucni. Doba trvani apoptozy je
12 - 24 hodin. Podstatna je intracelularni koncentrace Ca*", kdy nizka koncentrace miize
podporovat apoptdzu, a naopak vysokd koncentrace nekrézu. (Kalita a kol., 2006;
Smrcka,1999-2001)

Pifi nekréze bunék dochazi k nevratnému poskozeni bunééné membrany
s naslednou poruchou osmotické rovnovahy buiky. Vysledkem je vnitini aktivace
protedz, které buiiky dale narusuji. Butika se rozpad4, nasleduje uvolnéni celého jejiho
vnitiniho obsahu do okoli, které na néj reaguje zanétlivou reakci. (Kalita a kol., 2006)

Apoptdza neboli programovana bunéénd smrt je aktivni, geneticky podminény
a fizeny proces zaniku bunky, ktery vyzaduje energii, syntézu RNA a specifickych
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proteini. (Adamcova a kol., 2003) Je to proces, ktery je za urCitych podminek
fyziologicky a mé dilezitou regula¢ni tlohu. Fyziologickym procesem apoptdzy jsou
likvidovany buiky, které jsou poskozené geneticky, builky ,,opotiebované*
nebo nefunkéni. Patologickym procesem apoptézy zanikaji predev§im bunky
po mozkové ischemii. (Smrcka a kol., 2007)

Ditlezitou funkci vtomto procesu ma skupina enzymd, jejichz aktivaci je
spustén apopticky proces. Tyto enzymy patii mezi cystein-protézy a jsou oznacovany
jako kaspéazy. Kaspazy jsou v buiice pfitomny v inaktivni formé& prokaspaz, které jsou
aktivovany autokatalytickym $tépenim nebo jinymi proteazami. Jejich u¢inkem dochazi
k zhusténi chromatinu a rozpadu obsahu jadra a jadérka. (Smrcka, 1999-2001) Aktivace
kaspaz byla zjisténa za n¢kolik hodin po ischemii s hlavnim vrcholem mezi 24 az 48
hodinami. (Kalita a kol., 2006)

Dalsi soucasti apoptozy je genova rodina Bcel gend, napt. Bel-2, Bax, Bak. Tyto
geny koduji proteiny, které mohou apoptdézu inhibovat (napt. Bcl-2) nebo podporovat
(napf. Bax). Pomér mezi témito proteiny inhibujici nebo podporujici apoptdzu, urcuje
jestli apoptdza probéhne nebo neprobéhne. Napiiklad, je-li koncentrace Bcl-2 vyssi nez
Bax, apoptoza je potlacen a naopak. Proteiny rodiny Becl hraji diilezitou ulohu pfii
zahajeni hlavniho kroku apoptozy, kterym je uvolnéni cytochromu c a AIF (apoptdzu
indukujici faktor) z mitochondrii do cytoplasmy, kde aktivuji kaspazy. (Masopust,
2003)

Vzhledem ktomu, ze pti mozkové ischemii zanikaji neurony apoptézou

v ischemickém polostinu, mutze byt ovlivnéni apoptotického d&je 1écebnou

neuroprotektivni strategii budoucnosti. (Kalita a kol., 2006)

Obr. 6: Progrese bunécné apoptozy

Ptevzato z: http://www.bmt.tue.nl/research/unit%?20descriptions/apoptosis.htm
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2.5.6 Klinicky obraz ischemické CMP

Klinicky obraz u ischemickych CMP je velice variabilni. ZaleZi na lokalizaci
hypoxie, jejim rozsahu a rychlosti jejiho vzniku. V kompenza¢nich mechanizmech hraje
dilezitou roli makro i mikro cirkulace a jeji schopnost zasobit oblast vzniklé hypoxie
pies kolateralni obéh. Velmi dilezity je celkovy zdravotni stav nemocného a dosud
provedena preventivni 1écba. Na dalsi pribéh iktu ma nemaly vliv 1 kvalita a v€asnost
péce v samotném zacatku onemocnéni. Akutni ischemie je obecné charakterizovana
nahlym zacatkem lokalnich neurologickych deficitt, i kdyz u n€kterych pacientli mize
dojit ke stupniovité progresi. Obecné se vyskytuje slabost az hemipareza, hemianopsie,
ataxie, poruchy polykani a neglect syndrom. VSechny ptiznaky a symptomy jsou
unilaterdlni. (Muchova, 2008) Pii fokalni ischemii zavisi velikost poskozeni funkce

na pretrvavajicim prokrveni. (Félsch a kol., 2003)

A. cerebri anterior

Uzavér této cévy zpusobuje kontralateralni hemiparézu a hemyhypestézii (t€z8i
postizeni dolnich koncetin), obtize pii feci. Pii oboustranném vypadku a. cerebri
anterior je poSkozena dolni ¢asti frontdlniho laloku a cast limbického systému, coz

vede k apatii. (Silbernagl, Lang, 2001)

A.cerebri media

Jde o nejcastéjsi typ uzavéru mozkové tepny a ischemického infarktu v mozku
s vyskytem az kolem 50%. Uzavér této tepny je klinicky vyjadien poruchou
kontralateralni poloviny tcla, tedy hemiparézou s vétSim postizenim horni koncetiny,
doprovazenou centrdlnim postizenim VII. a casto 1 XII. mozkového nervu,
s hemihypestézii na postizené poloviné téla, pripadné také vypadky poloviny zorného
pole. Léze v dominantni hemisféfe je spojena s fatickymi poruchami. Léze
v nedominantni hemisféfe zpiisobuje poruchu prostorového vnimani ,, neglect

syndrom* a poruchu gnostickou. (Kaiovsky, Herzig a kol., 2007)

A. cerebri posteriori

Uzavér této tepny je doprovazen predevSim zrakovymi poruchami.
Pfi jednostranném postizeni dochézi ke kontralaterdlni homonymni hemianopsii.
Pti oboustranném postiZeni (nejcastéji zptisobeno embolii do oblasti vidlice a. basilaris)

dochdzi ke kortikalni slepoté se zachovanou fotoreakci zornic. Je-li postizena
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dominantni hemisféra, objevuje se opticka agnozie, alexie a agrafie. (Kanovsky, Herzig

a kol., 2007)

A. basilaris a a. vertebralis

Uplny uzavér neni sluitelny se Zivotem. Dochézi k postizeni mozkového
kmene, mozecku, thalamu, temporalniho a okcipitalniho laloku. Pii ¢asteném uzavéru
dochazi k poruse védomi a zraku. Vzdy se objevuje vertigo, nauzea, vomitus. Déle je
pfitomna kvadruparéza, poruchy okohybné, poruchy dechu a ptiznaky ob&hového
selhani. (Muchovéa, 2008) Specidlnim syndromem je ,Jlocked-in-syndrom®. Jedna se
o stav, kdy nemocny vnima okoli, ale jedinym moznym motorickym projevem jsou

velmi omezené vertikalni pohyby o¢i a vicek. (Kalina, 2001)

2.5.7 Lécba ischemické CMP

Pies velky pokrok v diagnostice, ale i v terapii je lécba akutniho stadia CMP
znacn¢ nakladna a je stale zavaznym problémem jak medicinskym, ale i socidlnim,
spole¢enskym, ekonomickym, ale také i problémem etickym. (Bauer, 2001)

Prevence a uc¢inna 1é€ba CMP maji mimotadny celospolecensky vyznam. Rizné
farmaceutické¢ firmy se ve vyzkumech zaméfuji na mechanizmy, které maji podil
na vznik a priabéh neuronalniho poskozeni a na vyzkum a vyvoj neuroprotektivnich
latek. (Dobrovsky, 1999)

Herzig (2008) poukazuje na skutecnost, Ze mozkové ischémie zacaly byt vice
vnimany jako urgentni stav, byl u nich prokdzan efekt akutni, nasledné a rehabilita¢ni
péCe na specializovanych iktovych jednotkach. Také zminuje efekt revaskularizacni
terapie. Dale upozoriiuje na hlavni problém, ktery nadéale zlstava a to je, ze pacient
s akutni mozkovou ptihodou se nedostane v€as do nemocnice a nemiize mu tak byt

napiiklad podana nejmoderné;jsi revaskularizacni péce.

2.5.7.1 Primarni prevence

Primérni prevence mé za cil pfedchdzet vzniku CMP detekci a eliminaci
rizikovych faktort ohrozujici organizmus timto onemocnénim. Z hlediska prevence jsou
onemocnéni srdce, fibrilace sini, stenoza karotid, diabetes mellitus a hyperlipidemie.

Do prevence patii také zakaz koufeni, omezeni alkoholu, zvazit uzivani peroralni
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antikoncepce, redukce nadvahy, dostatek fyzické aktivity a vyvarovani se stresovych

situaci. (Nevsimalova a kol., 2002; Sames a kol., 2005)

2.5.7.2 Lécba akutniho stadia CMP

Cilem je zabranit progresy mozkové ischemie, ale také prevence a terapie
komplikaci. (Aulicky, Mikulik, 2009) Primarnim cilem 1écby akutnich ischemickych
prihod je zvySeni regionalniho pritoku (v€asna perfuze) v ischemické mozkové tkani
a zabranéni rozvoji ischemické kaskady (neuroprotekce) se zabranou vyvoje jak
nekroézy, tak 1 pozdniho poskozeni neurond. (Ehler, 2001)

Muir (2001) upozoriiuje na ischemické nevratné posSkozeni mozku, které se
vyviji v pribéhu hodin, pise: ,.Cas je mozek.“ A pravé ztohoto divodu obnoveni
perfuze mozkové tkané miize zachranit oblast, kterd je funkéné neaktivni, ale stéle
Zivotaschopna. Jedna se o ischemicky polostin neboli penumbra.

Proto je velmi dulezité zahajit 1écbu do 3 hodin od vzniku akutni mozkové
ptihody na specializované jednotce intenzivni péce. Intenzivni lécba CMP zahrnuje
celkovou intenzivni terapii, cilenou lécbu medikamentozni, specializovanou terapii,

kterd zahrnuje intenzivni rehabilitaci, reedukci feci a psychoterapii. (Bauer, 2001)

Celkova intenzivni terapie

Zahrnuje specifickou 1écbu hypertenze, Gpravu hyperglykémie, udrzovani normotermie
a v€asné zahdjeni sekundarni medikament6zni prevence. Déale sem patii oSetfovatelska
péce (zajisténi optimdlniho stavu hydratace a vnitiniho prostfedi, v€asné zahdjeni
enteralni vyzivy, prevence hluboké zilni trombdzy, aspiracni pneumonie a mocové

infekce). (Kalita, 2002)

Cilena medikamentozni terapie

Zahrnuje 1é€bu neuroprotektivni, antitrombotickou, hemoreologickou a antiedematozni.

Neuroprotektivni 1é¢ba

Ukolem neuroprotekce je ochrana neurond (i glie) v ischemické mozkové tkani
bezprostfedné v okamziku vzniku ischemie, ptfed i po reperfuzi loziska, ochrana tkané
polostinu i zony oligémie a také zabrana vzniku pozdnich zmén (napt. apoptdzy).
(Ehler, 2001)

Tato 1écba ma ovlivnit a zabranit progresi biochemickych a bunéénych zmén

v oblasti ischemického polostinu. Zvysuje se tak Sance na preziti neuronti a gliovych
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bunék v této oblasti. Piisobi inhibici neurotoxickych excita¢nich aminokyselin, hlavné
glutamatu. Také zabranuje velkému vstupu kalcia do buiiky v oblasti ischemie, ktery
vede k bunéénému zéaniku. Predpokladem pro Uc€innost této 1écby je zachovani
zbytkového krevniho proudu v ischemickém lozisku, ktery je podstatny pro dodani 1éku
do této oblasti. (Kalita, 2002)

Neuroprotektivni 1écba je pokladdna za 1écbu blizké budoucnosti. ZkouSené
lIéky, s velmi slibnym efektem u pokusnych zvifat, v humani mediciné¢ zatim vSak
selhavaji. (Kalita, 2002; Nevsimalova a kol., 2002) Podle Ehlera (2001) by idealni

neuroprotektivni 1ék mel mit t¢innost u vSech typl cévnich mozkovych piihod.

Trombolyticka lé¢ba

Cilem trombolytické 1é¢by je dosdhnout rekanalizace mozkové tepny uzaviené
trombem nebo embolem, obnovit mozkovy krevni proud a omezit rozsah ischemické
nekrozy. (Kalita, 2002; Neumann, 2007) Vestenickd (2002) uvadi také efekt 1écby
ve zlepSeni  kolaterdlni cirkulace azabranéni rozvoji metabolickych nésledkt
ischemické kaskady vedouci k reverzibilnimu poskozeni neuront.

K intravendzni trombolyze pouzivame tkanovy aktivator plazminogenu (t-PA)
v davce 0,9 mg/kg v ¢asovém okn& do 3 hodin od vzniku prvnich piiznaki. V Ceské
republice byla tato 1écba schvalena v roce 2003. (Neumann, 2007) Sanchez (2007)
zdiraziluje prave prospéch 1é€by v zdvislosti na Case. Divodem je zavislost rozsahu
mozkového infarktu na trvani okluze mozkové tepny a vstupni rekanalizaci. Toto tizké
terapeutické okno je nevyhodou trombolyzy. Dalsi nevyhodou je riziko
intracerebrdlniho krvaceni. Zminluje se také o studiich, ve kterych byl prokdzan
pozitivni efekt 1écby. Ukazalo se, Ze pacienti léCeni t-PA maji cca o 30% vyssi
pravdépodobnost, ze nebudou mit zadny deficit nebo jejich postizeni bude jen
minimalni.

Muir (2001) piSe o ucinnosti intraarteridlni trombolyzy pfi 1é€bé akutni okluze
bazilarni tepny. Tento syndrom je vzacny a klinicky ho rozpozndme az v pokrocilém
stadiu. U neléCenych pacientd je umrtnost 90%. Pii GspéSné bazilarni obnové je

umrtnost snizena.

2.5.7.3 Sekundarni prevence

Existuje celd fada sekundarnich preventivnich léceni, které je tifeba zvazit

po mozkové mrtvici. Zékladem je sniZeni rizika recidivy ischemické mozkové piihody
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na minimum. Toto riziko recidivy je v prvnim mésici k 25% a v prvnim pilroce k 33%.
(Muir, 2001; Skoloudik a kol., 2002; Skoda, 2006)

Patfi sem prevence recidivy ischemické CMP podle jeji etiopatogeneze. Jedna se
predevsim o 1écbu antiagregacéni, antikoagulacni a chirurgickou. Aby byla sekundarni
prevence uspeésnd, je nutné 1éCit také pritomné rizikové faktory (hypertenze, diabete
mellitus, koufeni, abuzus alkoholu a drog, hyperlipémie, obezita, fyzické aktivita, dietni
opateni). Neméné dillezitou soucasti 1écby pacientii je rehabilitacni, logopedicka,
psychologicka a lazetiska péce. (Skoloudik a kol., 2002)

Podle Helsingborgské deklarace ,,Konsenzus péce o cévni mozkové piihody
v Evropé“ (1995) je realizace medikamentozni sekundarni prevence nezbytna pro
kazdého nemocného bezprostfedné po prodélani iktu nebo TIA. (Kalita, 2001)

Kalita (2001) na zdkladé mechanizmu a pusobeni 1éki sekundarni prevence
rozd€luje 1éky: na ptsobici na krevni desticky (antiagregacni 1é¢ba) a antikoagulancia

(antikoagulacéni 1écba).

Antiagregacni lé¢ba

Antiagregacni 1écba se doporuCuje podavat v Casné fazi ischemické ptihody,
ale t¢zisté€ jejiho vyuziti je vSak v oblasti sekundarni prevence. Dlivodem je snizeni
rizika Casné recidivy iktu. Mezi prakticky uzivané antiagregacni 1éky v soucasnosti patii
kyselina acetylsalicylova (ASA) a dipyridamol. (Kalita, 2002; Skoda, 2006)

Skoloudik a kolektiv (2002) uvadi vysledky metaanalyzy 145 studii s 511 44
pacienty léCenymi acetylsalicylovou kyselinou, kdy bylo sniZeni rizika ischemické
CMP 025%. Pisi také, Ze neexistuje kompromis v davkovani ASA a vysledky
jednotlivych studii se rizni. Muir (2001) vSak uvadi, ze existuje dikaz o prospéchu
ASA v déavce 75-300 mg. Nicméné zadny dikaz neexistuje o vétsSim prospéchu ASA
pii jeho vyssich davkach.

Podle Kality (2001) je ASA nejcastéji pouZivand antiagregacni lécba

v medikamentdzni sekundarni prevenci ischemickych iktd.

Antikoagulaéni 1é¢ba

Asi 20-30% ischemickych mozkovych ptihod je zplisobeno embolizaci ze
srdecniho zdroje (fibrilace sini). Tato 1éba je nezbytnd u pacientl s vysokym rizikem

embolie a je indikovand u vSech pacienti s fibrilaci nebo flutterem sini, nédhradou
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mitralni nebo aortalni chlopné a u dalSich kardidlnich pfi¢in embolizace. Lékem prvni
volby je v soucasné dobé Warfarin. (Kalita, 2001; Skoloudik a kol., 2002)

Muir (2001) poukazuje na ucel podavani Warfarinu, ktery podstatné snizuje
riziko opakovani mozkové mrtvice, infarktu myokardu a systémové embolie u pacientti
s fibrilaci sini. Pfi neléCeni je riziko opakovani vysoké (12% za rok), ale pii 1écbé
warfarinem je riziko sniZeno o 5%.

Skoloudik a kolektiv (2002) upozoriiuji, Ze tato terapie miZe mit zdvazné
nezéadouci ucinky, jako intrakranialni a systémové krvaceni. Proto musi pacient spliiovat

podminky pro nasazeni antikoagulacni 1éCby.

2.5.7.4 Rehabilitace po CMP

Védecti pracovnici, ktefi se zabyvaji rehabilitaci po CMP, byly az do nedavné
doby pesimisticti. Prevladalo tvrzeni, ze lidsky mozek méa velmi omezené schopnosti
nahradit strukturdlni a funkéni poSkozeni. Mohlo se tedy jen doufat, ze rehabilitace
po mozkové piihodé¢ zachrani poskozené obvody, které byly dosud strukturalné
neporuSené. Od pacienti se potom ocCekavalo, ze se pfizplisobi zivotu bez funkce,
kterou ztratili nasledkem CMP. Posledni tii desetileti klinické vyzkumy vSak zacaly
prevracet toto tvrzeni a rehabilitace vstoupila do nové mnohem optimistictejsi éry.
(Kidd, 2009)

Rehabilitace po CMP se zaméiuje na zlepSeni piestavby neurondlnich drah
a na podporu obnovy ztracené funkce. K tomu pfispiva stimulace ze zevniho prostiedi
a fyzicka aktivita ovlivitujici funkéni a strukturdlni poskozeni a obnovujici spoje mezi
neurony v dospélém mozku. K této formé prestavby dochdzi diky plasticité nervové
tkdn€. Rehabilitace tedy podporuje reorganizaci v okolni neporusené tkani a ma podil
na nahrad¢ Skody a/nebo na obnové porusené funkce. (Keiner et al., 2008)

Keiner a kolektiv (2008) zdaraznuje také efekt rehabilitace na gliové buiiky,
které maji dulezitou roli v patofyziologii mozkové ischemie. O tomto zékladnim
bunééném mechanizmu je zatim znamo jen velmi malo. Ukdzalo se ale, ze rehabilitace
po mozkové piithod€ jednak zlepSuje obnovu funkce, ale také vyznamné ovliviiuje
novotvorbu a preziti gliovych bunék v poskozené tkani.

Vhodna doba pro rehabilitaci je béhem prvnich tfech mésicti od vzniku piiznaki.
Divodem je rychlejsi Giprava neurologického deficitu v tomto ¢asovém obdobi. Casové
okno je zplisobeno zejména ustupem edému mozkové tkan¢€, tvorbou novych funkénich

spojit mezi neurony a mozkovou plasticitou. (Lorencova, 2009)
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Cilem rehabilitace, bez ohledu na zavaznost poruchy, je dosahnout co nejvetsi
kvality zivota, zapojeni do riznych Zivotnich situaci a snizeni zavislosti na cizi pomoci.
Dtlezitd je komplexni rehabilitace, na které se podili cely multidisciplinarni
rehabilitaéni tym, do kterého patii 1ékaf, fyzioterapeut, logoped, ergoterapeut,
psycholog, socialni pracovnik a protetik. V Ceské republice je momentalné asi 15
specializovanych pracovist' a center zabyvajicich se terapii iktu v akutnim stadiu.

(Muchova, 2008)

2.5.8 Neuroplasticita

Rakus (2009) ve svém clanku Neuroplasticita uvadi: ,, Neuroplasticita je
zakladni a velmi dilezity mechanizmus neurondlniho fungovéni, pomoci kterého mozek
pfijima a zpracovava informace, pfiCemz se sam piizpiisobuje a méni, a to podle svych
geneticky danych moznosti a environmentalnich stimuld. Pod neuroplasticitu patii
vSechny funk¢ni a strukturni zmény stavebnich jednotek nervového systému®.

Trojan a Pokorny (1997), ktefi se zabyvali také neuroplasticitou charakterizuji
neuronalni zmény dvéma zdkladnimi projevy. Prvnim projevem jsou funkcéni zmény,
jednd se o ,funkéni typ plasticity, ktery nastupuje pomérné rychle a je dobie
reverzibilni. Druhym projevem je adaptace, jejimz vysledkem je zména exprese
genotypu a fenotypu.

Procesy neuroplasticity probihaji v mnohych strukturach nervového systému
a podle toho se nékdy mluvi o neuronalni plasticité, synaptické plasticité, plasticité
mozku, plasticité ur¢itych anatomickych oblasti mozku a podobné. (Rakus, 2009) Podle
Trojana a Pokorného (1997) plastické zmény probihaji na tfech Grovnich: synapticka
uroven, uroven lokalnich okruhti a multimodalni uroven.

Tito autofi uvadi také klasifikaci neuroplasticity a rozdé€luji ji podle vysledného
efektu. Plasticita evolucni: jedna se o pfiznivé a nepfiznivé zmény za vyvoje. Plasticita
reaktivni: bezprostiedni reakce nervové tkané na zmény prostiedi, kdy zmény jsou
vymezeny na obdobi plisobeni podmétu nebo na obdobi casové velmi blizké. Plasticita
adaptacni: pfi dlouhodobé nebo opakované zatézi. Plasticita reparacni: pfi funkéni

nebo morfologické obnove poskozenych neuronélnich okruhi.
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2.5.9 Neuroplasticita po CMP

Pacienti po akutni ischemické CMP ztrati 120 milionli neuronii kaZzdou hodinu.
Proto neni ptekvapujici, Ze vétSina pacienti ma po mozkové pithod¢ urcité urovné
svalové slabosti a smyslové poruchy. Nicméné, Casem se u vétSiny ukaze urcity stupen
funk¢ni obnovy, kterou lze vysvétlit mozkovou plasticitou. (Lakhan et al., 2009)

Tato schopnost nervové tkané obnovit svoji funkci porusenou patologickymi
zménami CNS se nazyva reparacni neuroplasticita. Zakladem téchto dé&jii je geneticky
program, ktery urcuje Cinnost jednotlivych elementli nervové tkané a je spoustén
zménami vnitiniho prostfedi zptisobenymi patologickym procesem. (Trojan, Pokorny,
1997)

Podstatou reparacni neuroplasticity jsou jak zmény strukturdlni, tak funkéni.
Podkladem strukturdlnich déji je zména Gc¢innosti nebo poctu synapsi, tvorba novych
veétvi dendriti a axonti. Tyto déje jsou doprovazeny zménou funkéni, prestavbou
lokalnich neuronélnich okruhi a vztahy mezi jednotlivymi funkénimi mozkovymi

celky. (Trojan, Pokorny, 1997)

Svynapticka plasticita

vvvvvv

se mozek pfizplsobit vliviim prostiedi a uchovavat informace po cely zivot. Tento
pojem zahrnuje zmény, které zvysi nebo snizi silu nebo uc€innosti synapsi, stejné
jako vytvareni nebo odstranéni synapsi. Na stabilizaci neuronalnich synapsi a obvodi
ma vliv rovnovdha mezi aktivitou excitaCnich synapsi, které pouzivaji jako
neurotransmitr glutamat a inhibicnich synapsi vyuZivajici neurotransmitr GABA.
(Johnston et al., 2009)

Dlouhodobd a opakovana aktivace NMDA receptori glutamatem vyvolava
dlouhodobou potenciaci neboli LTP (long-term potentiaton), coz je dlouhodobé
zlepSeny ptenos signalu mezi dvéma neurony. LTP je forma synaptické plasticity, ktera
zvySuje pevnost synapsi a tak jsou realizovany pamétové mechanismy. Aktivace
NMDA receptorti také stimuluje vlozeni vice receptort AMPA do synaptické
membrany a déle stimuluje produkci mozkovych neurotrofickych faktora, které zvysuji
vkladani receptori NMDA. (Feldman, 1999) Diky této neurondlni plasticité je

umoznovan proces uceni a pamatovani.
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Obr. 7: Dlouhodoba potenciace — LTP ( long-term potentiaton)

Ptevzato z: http://web.bvu.edu/faculty/ferguson/Course Material/Gen Psy New/Modul
es 18 19 Memory/Default.htm

Dentriticky rust

Po mozkové ischemii, béhem nckolika minut, jsou pozorované rychlé zmény
v poctu adélce dendritickych trnli v ischemickém polostinu. (Lakhan et al., 2009)
Brown s dal$imi autory (2008) tyto zmény potvrzuji a zminuji se o studiich, které
popisuji akutni dysmorfické dendritické procesy béhem nékolika minut ischemie.

Lakhan a kolektiv (2009) uvadi, Ze za nékolik mésicl po mozkové piihodé
nasleduje obnova dendritickych synapsi, ktera je soucasti procesu obnoveni mozkové
funkce. K neuroplastickym déjim prispiva také zvySena stimulace, kterd miize vést

v terminalnich oblastech dendritd k jejich ristu a vétveni. (Trojan, Pokorny, 1997)

Obr. 8: Schéma remodelace dendritickych trnt ve zrakové kiif'e u Zivych mysi

Ptevzato z: http://medgadget.com/archives/2005/12/functional plas.html
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Axonalni puceni (..sprouting*)

Mnoho pacientt po CMP ukazuje r0zné stupné uzdraveni. Jednim
mechanismem obnovy je axondlni puceni, kdy axony zni¢enych mozkovych neuronti
odumiou a jejich synapse se uvolni. Ze zachovalych axonii vypuci vétévky, které
dortistaji k uvolnénym synapsim a obsadi je (tzv. sprouting neboli puceni). Tim se
vytvaii nové fungujici synapse. (LaPash Daniels, 2009; Votava, 2001) Ischemické
poskozeni vyvolavd axondlni puceni vramci lokélni, intrakortikdlni projekce
a na dlouhé vzdalenosti, interhemisfericka projekce. (Carmichael, 2003)

Toto postischemické axonalni puceni podstatné zfizuje nové kortikalni spoje
v poskozené oblasti mozku a je vyvoldno nizkou neuronalni aktivitou v kortikalni
oblasti spojen¢ s infarkterm. Tento vzor neuronové aktivity, ktery vyvoldva axondlni
puceni u dospélych po ischemickém poskozeni, se podoba vyvijejicimu mozku béhem
axonalniho prodlouzeni asynaptogenesi. Mozkova piihoda zptsobuje tak proces
piemapovani a opétovné piipojeni prostfednictvim zmén v neuronové Cinnosti.
(Carmichael, 2003)

Zmény aferentni stimulace vyvoléavaji reaktivni synaptogenezi, coZ je schopnost
obnovy, ale i schopnost upravit svoji ¢innost v souladu se zménénymi podminkami.
Proto 1zvySeny tok signala pii specifickém tréninku nebo u zvifat Zzijicich
v komplexnim prostfedi, zanechava v urcitych neuronalnich okruzich pamét'ové stopy.

(Trojan, Pokorny, 1997)

-Rezervni* funkéni spoje

Votava (2001) wuvadi: ,, Plasticita mozkové kury predstavuje aktivaci
morfologicky existujicich, ale dosud nefunkénich spojeni. V mozku existuje fada
»rezervnich® paralelnich funkénich spojt, které se uvadéji do aktivniho stavu

odstranénim inhibi¢nich synapsi. Nahradi tak buiiky a spoje zni¢ené nasledkem CMP*.

Zobrazovaci studie prokazaly reorganizaci korovych oblasti u lidi po CMP
avmnoha pfipadech tato plasticita souvisi se zotavenim. Zotaveni po poSkozeni
motorické kiry je obzvlasté zajimavé, protoze tato oblast je Casto ovlivnéna mrtvici
a obvykle ma za nésledek znicujici funkéni nedostatky souvisejici s poruchou kontroly

kontralateralni strany obliceje, hornich a dolnich koncetin. (LaPash Daniels, 2009)
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2.5.10 Ovlivnéni neuroplasticity

Regeneracni schopnost neuront CNS je ovliviiovana vlastnostmi vnitiniho
prostiedi mozkové tkan¢. Plasticita neuront je ovliviiovana signaly a faktory. Signaly
produkuji aktivni bufiky (neurony, glie) a udrzuji funkéni vztahy v nervové tkani.
Faktory stimuluji (inhibuji) rast nervové tkané. (Trojan, Pokorny, 1997)

Mezi faktory patii Nerve Growth faktor (NGF). Tato latka ma trofické Gc€inky
na nervové spoje, stimuluje rast axond a uplatiiuje se pii rstu a diferenciaci nervové
tkané nebo pii jeji reparaci po poskozeni. Ridi aktivitu sodiko - draslikové - ATPazové
membranové pumpy a tim 1 vSechny bunécéné déje zavisejici na intraceluldrni hladiné
Na“ a K", (Trojan, Pokorny, 1997)

Papadopoulos s dal§imi autory (2006) jsou nazoru, ze neiplné funkéni zotaveni
po CMP v dospélém nervovém systému je vysledkem neschopnosti centralnich neuroni
vytvaret spravné axonalni a dendritické spojeni prostfednictvim regenerace nebo
plasticity. Dale upozoriiuji, Zze selhdni dospélych neuront navézat nova spojeni neni
s nejveétsi pravdépodobnosti deficitem rastového potencidlu neuronu, ale spiSe vlivem
vnitiniho prostiedi mozkové tkan€. Predev§im pfitomnosti inhibi¢nich rdstovych
proteint nachazejicich se v myelinu.

Nékteré inhibi¢ni riistové proteiny jsou produkovany oligodendrocyty, patii sem
Nogo-A, glykoprotein napojeny na myelin - MAG, myelinovy oligodendrocitarni
glykoprotein - OMgp. Inhibi¢ni efekt axondlniho rtstu zprostiedkovava receptor (Ng-
R). Ukazalo se, ze Nogo-A, MAG, OMgp pouzivaji stejny receptor a proto vyskyt jedné
z téchto molekul miize byt dostacujici pro utlumeni regenerace. Proto antagonista Nogo
receptor, pfispiva ke zlepSeni regenerace. (Selzer, 2003)

V poslednich letech byl Nogo-A identifikovan jako primarni inhibitor
axondlniho rustu. Studie ukézaly, Ze neutralizace Nogo-A specifickym antigenem
zpusobuje axondlni plasticitu kortikalnich neuronli v kontralaterdlni neporusené
mozkové hemisféfe. Tato axondlni plasticita paralelné¢ zlepSuje obnovu motorické
funkce. Ukazalo se také, ze po CMP Nogo-A omezuje i dendritickou plasticitu. Proto
jeho neutralizace vyznamné zvySuje dendriticky rist a to v kontralateralni hemisféte
od 1éze. (Papadopoulos et al., 2006)

Emerick a kolektiv (2003) uvadi ucinnost léCby anti-Nogo-A antigenem
po kortikalni 1ézi, kterd ukazuje neuroanatomickou plasticitu a/nebo neuronalni

regeneraci. Podporou téchto zmén dochazi k fyziologické reorganizaci motorické kury,
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ktera je funk¢éné vyznamna. Tato funkCni reorganizace muze byt dilezita pro obnovu

zmén vzniklé v dusledku CMP.

2.5.11 Stimuly prispivajici k plasticité mozku

Neurondlni ztrata v disledku mozkové mrtvice mize vyustit v chronické
posSkozeni senzorickych a motorickych funkci. Dulezitou strategii, jako je
enviromentalni stimul ,.enrieched enviroment®, bylo prokdzano zvySeni dendritické
plasticity a zlepSeni funkéniho vysledku. (Papadopoulos et al., 2006)

Johansson (2000) ptedpokla, ze ptiznivy ucinek ,.enrieched enviroment muze
byt zpisoben zvysSenou syntézou neurotrofickych faktorti. Tyto faktory jsou schopny
podpofit jednak preziti neuront a také podpofit synaptické remodelace.

Mattsson spolu s dalSimi autory (1997) sleduji vliv ,.enrieched enviroment*
u zdravych zvitat. Zjistili, Ze ,,enrieched enviroment mtize vyvolat rozsahlé chemické
a anatomické zmeény, vcetné zmén v hmotnosti mozkové kiry a obsahu bilkovin,
dendritickd vétveni, zmény v poctu synapsi a v poctu a velikosti astrocytli. Toto zjisténi
muze byt mozné vysvétleni zlepSeni vykonu po poskozeni mozku.

Keiner a kolektiv (2008) se zabyvali nejen vlivem ,,enrieched enviroment®,
ale 1 vlivem fyzické aktivity na podporu obnovy funkce, ale i na novotvorbu a pteziti
gliovych bunck v poskozené tkani. Experiment byl proveden na potkanech s vyvolanou
fokalni mozkovou ischemii (fototrombotickou). Potkani byli rozdéleni do tfi skupin
a umisténi do kleci s rozdilnymi podminkami. Prvni skupiné se dostavalo standardnich
podminek. Druhd skupina byla pod vlivem ,.enrieched enviroment®. Tieti skupina
podstupovala ,,denni trénink“. Vysledek expozice ,.enriched enviroment™ a ,,denniho
tréninku“ po fokalni ischémii u potkanti ukézal jednak obnovu funkce, ktera se projevila
zlepSenim funkcni zdatnosti pfi provadéni senzomotorickych tkoli, ale také doslo
1 k vyznamnému ovlivnéni gliovych bunék.

Kidd (2009) ukazuje ptiklad vlivu stimulace na opici, které byly dohromady
slepeny dva sousedni prsty a tak ponechdno ptes tyden. Prsty se staly funkéné jednim
prstem, tj. jeden funkéni celek pro kortikalni ,,senzomotorickou oblast™. Model ukazuje,
Ze neurony piijimajici vice stimulace vytvofi vice spojeni, zatimco neurony dostavajici
méné nebo zaddnou stimulaci ztradci spojeni. Tato pfizplsobivost je pravdépodobné
mechanismem pro neuroplasticitu, kterd je zakladem rehabilitace po mozkové piihode¢.

Johansson (2000) ve svém c¢lanku, také potvrzuje efekt ,,enrieched enviroment™

na plasticitu mozku. Zabyva se vSak i otdzkou jestli v€k ovliviiuje funkéni obnovu
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nervové tkané. Ztrata neuront u starnouciho ¢lovéka je do jisté miry kompenzovana
selektivnim dendritickym rstem. Byla provedena pitva pro srovnani dendritii II. vrstvy
pyramidovych neuronti u dospélych ve véku 51 let a u neurologicky zdravych ve véku
80 let. Ukazalo se, ze dendritické stromy byly delsi a vice rozvétvené ve zdravé 80 let
staré mozkové tkani. V populaci ve véku 65 let a starsi, uroven kognitivni funkce ma
jasnou souvislost s frekvenci a intenzitou poznavaci ¢innosti. Nicméné, bylo prokazano
pfi poranéni hlavy v mladé dospélosti, i kdyz dobie vté dobé kompenzované, se
zhorSuje kognitivni funkce v pozdéjsich letech. To miize byt dilezit¢ pro osoby

s opakovanou cévni mozkovou piihodou.

2.6 Detekce zmén neuronalnich drah

2.6.1 Neuronalni znaceni

Na zaklad¢ anterogradniho nebo retrogradniho axondlniho transportu jsou
pouzivany metody pro sledovani neuronu od jeho téla az k terminalnimu axonu.
Ke sledovani této projekce existuji anterogradni a retrogradni tracing metody
pouzivajici pro tento ucel rizné latky neboli tracery. Techniky k zavedeni traceru
do tkdn¢ se pouzivaji tii: aplikace injekéné, iontoforeticky a vlozeni krystalického
barviva. Po aplikaci jsou latky absorbovany télem neuronti a anterogradné pievedeny
do terminalniho axonu nebo jsou absorbovany axony a retrogradné pievedeny do téla
neuronu.

Jedna z latek pouzivand pro detekci neurondlnich zmén je BDA (biotinylated
dextran amin), o kterém Reiner et al. (2000) piSe jako o velmi citlivé pomiicce
pro anterogradni tak retrogradni zobrazeni nervovych drah. Do nervového systému
muze byt BDA spolehlivé dodan iontoforeticky nebo aplikovan tlakové. Blizsi studie
odhalily, Ze zalezi na jeho molekularni hmotnosti a pH. Podle toho muze byt BDA
pouzivan jako anterogradni nebo retrogradni sledovaci latka. (Reiner et al., 2000)

Ma-li BDA nizkou molekuldrni hmotnost (3 k) je dobie transportovan
retrogradné. Pouziva se tedy pro retrogradni zobrazeni a detailni znaci tél neurond.
Oproti tomu BDA svysokou molekuldrni hmotnosti (10k) je transportovan
anterogradné a je doporucen pro anterogradni zobrazeni nervovych drah. Poskytuje tak

citlivé a detailni znaceni axonti a terminalnich zakonceni. (Reiner et al., 2000)
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Dalsi latka, kterd je moznd k pouziti pro neurondlni znacCeni je PHA-L
(Phaseolus vulgarit leucoagglutinin). Reiner a kolektiv (2000) o PHA-L pisSe jako
o latce poskytujici citlivé a selektivni anterogradni znaceni axont a jejich terminald.
Jako nedostatek uvadi potfebnou iontofoetickou aplikaci, kterd v podani vice badatelti
nebyla spolehliva.

Uz vroce 1993 Wouterlood a Jorritsma-Byham zkoumali vlastnosti BDA
jako neuroanatomického traceru aplikovaného v riznych oblastech mozku potkanii.
Vysledky poté porovnavali s vysledky traceru PHA-L ziskanymi v minulosti. Zjistili,
ze proniknuti BDA do oblasti mozku bylo kompletni, zatimco pii PHA-L bylo
proniknuti neuplné. Dalsi vyhodu vidéli v metod¢ pro detekci transportované BDA,
kterd je mnohem rychlejsi a méné komplikovana nez metoda pro detekci PHA-L.
V zavéru uvedli, Ze pouziti BDA jako neuroanatomického traceru je dobra ndhrada za
PHA-L.

Hao-Gang Xue spolu s dalSimi autory (2004) piSou o BDA jako o latce, ktera je
dobfe transportovana jak anterogradné tak retrogradné. Stejné tak se zminuji
o biocytinu. Oba tyto ,,tracery* maji stabilni molekularni strukturu, ktera je vyhodou pro
dlouhé obdobi skladovani a zkouSeni a jejich vizualizaci lze provést jednoduchou
histochemickou reakci. Pro tyto vyhody jsou BDA a biocytin Siroce pouzivany pfii
neuroanatomickych studiich ke sledovani nervovych drah.

Hao-Gang Xue a kolektiv (2004) uvadéji vysledky ziskané pii aplikaci BDA
a biocytinu v riznych oblastech nervové soustavy u kostnatych ryb (Teleostei). BDA
a biocytin byly kvalitativné totozné a zietelné¢ oznacily téla bunék, vétveni axonil
a terminalni axony. Nicméné, biocytin vykazoval lepsi anterogradni transport nez BDA,
mohl znacit tenké axony, jejich termindlni ¢asti a axondlni kolateraly. Zatimco BDA
vykazoval lepsi retrogradni transport nez biocytin a ukazal kvalitnéjsi znaceni dendritt,

vcetné vétveni a dendriticky trnd.

2.6.2 Metody pro vizualizaci traceru

Ugelem metod je zobrazeni bunék pro pozorovéani ve svételném, fluorescenénim
a elektronovém mikroskopu. Techniky zpracovéani jsou histologické, histochemické
(prikaz latek, napf. enzymi) a imunohistochemické. (Markvartovd, Vozeh, 2007)
Naptiklad enzym aplikovany do terminalniho axonu muze byt zjiStovan pomoci
histochemické techniky, kterd zobrazi jeho cestu do bunécného téla. Pti studii

axonalniho transportu je latka aplikovana do buné¢ného téla a jeji cesta do terminalniho
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axonu je analyzovana imunohistochemicky s vyuzitim specifickych protilatek pro

sledovaci latku. (Oztas, 2003)

2.6.2.1 Histologické metody

Jedna se o nespecifické, pfehledné barvici metody zobrazujici tkdné¢ pomoci
ruznych barvicich technik pouZzivajici barviva zasaditd nebo kyseld. Naptiklad barveni
podle Nissla zasaditou kresylovou violeti, stejné jako toluidinova modf, barvi
cytoplazmu nervovych bunék svétle modie a hrudky tigroidni substance a jadérko
tmavomodfe. (Markvartovd, Vozeh, 2007) Vyhodou histologickych metod je moZnost

detekce riiznych latek piimo v buiitkach a tkdnich a to i v malém mnozstvi.

Barveni podle Nissla

Jedna se o specidlni neurohistologickou metodu, kde se pouzivaji bazické
anilinové barvy (kresyloviolet, gallocyanin, toluidinova modr aj.) barvici plazmatickou
Nisslovu substanci (tygroidni substanci), kterd predstavuje okrsky nahromadénych
kanalkti a cisteren endoplazmatického retikula v nervovych buiikédch. Nervova burika,
ktera je bohatd na Nisslovu substanci, svéd¢i o vysoké proteosyntetické aktivité
neuronu. Naopak pfi urcitych patologickych stavech Nisslova substance zanika.
(Markvartova, Vozeh, 2007)

Nisslovo barveni se nejcastéji uziva k zobrazeni funkcniho stavu neuront
a morfologickych zmén mozkové tkdn€ po urazu, ischemii, reperfuzi. Preparaty barvené
dle Nissla mohou poslouzit k popisu mozkového infarktového loziska a jeho objemu,
ale také vzniklého edému. Nésledn€ po tomto zjiSténi byl pak zkoumén efekt fyzického
cviCeni pfed experimentalni ischemii na rozsah edému u potkant. (Markvartova, Vozeh,

2007)

Zobrazeni podle Golgiho

Tato metoda pouziva roztoky stiibrnych soli a je vhodna ke studiu morfologie
neuronll. Zobrazuje jednak bunécna téla, tak 1 vétveni vybézkl, zejména dendritické
stromy 1 s trny, které jsou indikatorem hustoty synapsi. (Markvartova, Vozeh, 2007)

Leuner s dal§imi autory (2003) pouZzil Golgiho metodu ke studiu dendritického
vétveni a hustoty trnti v hipokampu (oblasti spojované s u¢enim a paméti) v zavislosti
na tréninku podminovaného uceni u krys. Dalsi studie popisuje morfologické zmény

v hipokampu po opakovanych epileptickych zachvatech. V této studii bylo pomoci
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Golgiho barveni odhaleno zmnozeni mechovych vldken ve vrstvé pyramidovych bunék.

(Liu et al., 1999)

2.6.2.2 Histochemické metody

Metoda, kterda slouzi ke kvalitativnimu, kvantitativni a topickému prikazu
pfitomnosti chemickych latek ve vySetfované tkani nebo bunikach. Lze tak prokézat
anorganické latky (Ca, Fe), cukry, tuky, bilkoviny, ale i enzymy.

Markvartova a Vozeh (2007) uvadi princip katalytické histochemie enzymii: ,,
Principem je reakce enzymu se substratem. Vznikne $té€p substratu, ktery se prevede

na barevny produkt®.

Barveni technikou Fluoro-Jade

Fluoro-Jade je fluorochrom pro citlivou a spolehlivou histochemickou detekci
odumirajicich neurond. Metodou se znaéi buiky, které jsou vrizném stadiu
degenerace, coz umoznuje sledovat pribéh neurodegenerativniho procesu uz v jeho
zacatcich a kvantifikovat rozsah odumielé tkané. (Markvartova, Vozeh, 2007) Barveni
Fluoro-Jade je vyhodné&jsi nez obvyklé histologické Nisslovo barveni. Divodem je jeho
specificnost pro degenerujici nervové buniky. Vyhodou je dobry kontrast a konstantnost,
nevyhodou je relativni naro¢nost na ptipravu. (Lutovska, 2008)

Duckworth a kolektiv (2005) pouzili tuto barvici techniku pii studii
ischemického poskozeni mozkové tkané po experimentalnim uzévéru a. cerebri media.
Markvartova a Vozeh (2007) uvadi vyuziti této barvici metody k znazornéni

odumirajicich neuroni na ischemickém ¢i reperfuznim podkladé.

2.6.2.3 Imunohistochemické metody

Imunohistochemie (IHC) se rozvijela jako jedna z modernéjSich metod, které
puvodné vychézely z histochemie. Jejim cilem je identifikovat a lokalizovat chemické
latky v misté jejich vyskytu ve tkdnich. Do IHC spadaji vSechny techniky vyuZzivajici
protilatky, kterymi lokalizujeme a vizualizujeme pfislusné tkanové antigeny. (Beranova,
Tonar, 2002)

Zakladnim cilem imunohistochemickych metod je detekce specifickych molekul
(antigent) s vyuzitim imunologické vazby. To znamena na principu vazby mezi
antigenem a protilatkou. Protilatka je zpravidla volna a tkanovy antigen je zpravidla

fixovan na urcitou strukturu, napiiklad na povrchu bun¢k nebo v jejich cytoplasmé.
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(Beranova, Tonar, 2002)

IHC se pouzivd pro znaeni jednotlivych typl buné€k, iontovych kanald,
mediatori nebo bilkovin obsazenych v extracelularnim prostoru, ke kterym patii
albuminy, proteoglykany a glykoproteiny. Protilatkou jsou imunoglobuliny (nej¢astéji
pouzivame IgG) a k jejich zobrazeni slouzi jako markery (znacky) enzymy, castice

koloidniho zlata, fluorochromy a biotin. (Markvartova, Vozeh, 2007)

Typy imunohistochemickvch metod

Prima IHC metoda je nejjednodussim zptisobem lokalizace antigenu ve tkani.
Pro detekci antigenu je aplikovana primarni protilatka pfimo znacena enzymem a jeho
rozmisténi v tkani pak hodnotime. Pifimé metody mulzeme vyuzit, je-li antigen
ve studované tkdni pfitomen ve vysoké koncentraci. Tato metoda mé vyuziti v nativnich
fezech. Pii pouziti v parafinovych fezech je metoda malo citlivad. (Beranova, Tonar,
2002)

Neprima IHC metoda je komplikovangjsi, ale mnohem citlivéjsi. Na tkanové
fezy se nejdiive aplikuje primarni protilatka (imunoglobulin nebo sérum). Poté
seaplikuje sekundarni protilatka znacend ferochromem nebo enzymem, kterd se

imunologickou vazbou vaze na protilatku primarni. (Beranova, Tonar, 2002)
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3 Cile a hypotézy

3.1 Cile

Zamérem diplomové prace je vytvofit pomoci axonalniho anterogradniho
transportu metodiku vhodnou pro prozkoumani neuronalnich drah v CNS a porovnat
dvé pouZzivané metody pro aplikaci anterogradni latky. Vypracovand metodika mize byt

dale vyuzita pro detekci prestavby nervové tkané po 1ézi CNS.

1. Vypracovat metodiku pro znaceni drah pomoci latky pfenaSené axondalnim

anterogradnim transportem.

2. Porovnat iontoforetickou a tlakovou aplikaci.

3.2 Hypotézy

1. Aplikace BDA do nervové tkané je ndsledovana jeho transportem do axonil

a zakondeni.

2. Aplikaci BDA dojde k dostatecné hustému probarveni umoziujici detekovat

zmény v inervacnich oblastech.
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4 Metody

4.1 Aplikace BDA iontoforeticky

4.1.1 Zvirata pro experiment

Experiment probéhl na dospé€lych potkanech (samice) rodu Wistar, o vaze 300-
400 g. Zvitata byla chovéana ve zvéfinci pii teplot¢ 22 + 1 °C, vlhkosti 50-60%, pfii
svétle 06:00-18:00 h a s poskytnutim volného piistupu k vod¢ a krmivu.

Experiment byl schvalen etickou komisi Fyziologického ustavu Akademie véd
Ceské republiky. Péle o zvifata a experiment probihaly v souladu s platnymi

smérnicemi pro praci s laboratornimi zvitaty (vyhl. 265/19 Sb.).

4.1.2 Operace

Operace byla provedena za celkové anestezie pouzitim inhala¢niho anestetika
isofluranu. Nejprve byla anestezie vyvoland v indukénim boxu a poté byla zvifata
umisténa do stereotaxického aparatu s dychaci maskou. Intenzita anestetika (1,5-3%)
byla regulovana dle reakce na algické podnéty. Operace byla uskutecnéna v poloze
na bfiSe na operacnim stole, hlava zvifete zajiSténa ve stereotaxickém aparatu za stalého
ptivodu anestetika béhem celé¢ho vykonu.

Operacni oblast byla oholena a proveden fez medialnim smérem v sagitalni roviné
ptes kuzi, podkozi, galea apponeurotica. Lebka nasledné ocisténa.

Dalsim krokem bylo opatrné provrtani dura mater (kranioktomie) o primeéru
2 mm, nad senzorimotorickym kortexem levé hemisféry (2mm laterdlné¢ od bregmy).
Do vytvoreného otvoru byla zavedena sklenénd mikropipeta naplnéna 10% BDA (10 k).
Nasledovala iontoforetickda aplikace BDA (10k) do mozkové tkan¢ v hloubce
1,5 mm -2 mm od povrchu kiry (viz. 4.1.4). Po dokonceni aplikace byla mikropipeta
vyndéna a skalp zasit.

Potkan byl umistén do Ccistého kotce, sledovan nez procitne zbezvédomi
a po dobu jednoho tydne nechan ve zvétinci. Tato doba preziti byla stanovena pro nas

experiment a je potiena pro anterogradni transport BDA (10 k) do oblasti naseho zajmu.
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4.1.3 Anterogradni tracer BDA

Pro axonalni anterogradni transport byl pouzit 10% BDA (biotinylated dextran
amin) s vysokou molekuldrni hmotnosti (10 000 mw). Tento tracer je po aplikaci
do mozkové tkané absorbovdn (na strané vpraveni) bunécnymi tély a dendrity
a anterogradné transportovan do odpovidajici cilové oblasti. (Hao-Gang et al., 2004) Je
vhodny pro znaceni nervovych drah od téla neuronu po jejich termindlni ¢asti. Oproti
tomu BDA s nizkou molekuldrni hmotnosti (3000 mw) je pfednostn€¢ pouzivan pro
retrogradni transport a znaci tak buné¢na téla neuront.

Jako neuroanatomické tracery jsou vyuzivany dextran aminy s molekularni
hmotnosti 3k, 10k, 20k a 70k. (Haeften, Wouterlood, 2000) Reiner s dalS§imi autory
(2000) pisi o BDA 10k jako o velice detailni latce pro anterogradni znaceni axont
a jejich zakonceni. Pii experimentu pouzili BDA 10k na zékladé ptedchozich studii.
Tyto studie navrhly BDA s molekuldrni hmotnosti 10 000 mw pro anterogradni znaceni
kvili jeho vétsi efektivité nez BDA s vétsi molekularni hmotnosti (70 000 mw). Je
mozné, ze dextrany s trochu vyS$i molekularni hmotnosti nez 10k (20 k) miizou byt
vice selektivni nez BDA 10k pro anterogradni transport, ale tyto moznosti nebyly

zkoumany.

4.1.4 lontoforeticka aplikace BDA (10 k)

Pro aplikaci BDA (10k) byla pouzita sklenénd mikropipeta se Spickou
o pruméru 30-40 um, ktera byla vytvorena z tenké sklenéné kapilary. Praimér Spicky byl
zm&fen pod mikroskopem pii zvétSeni 200x. Mikropipeta byla naplnéna 10% BDA
(10 k) (BDA rozpustény ve fyziologickém roztoku s pH 7,44 v poméru 1:10). Poté byl
do ni zaveden kovovy drat slouzici pro pripevnéni elektrody a zakapan voskem.

Mikropipeta obsahujici tracer byla Setrné zavedena do vytvofené¢ho otvoru
v dura mater (viz. 4.1.2) Nasledovalo pfipevnéni elektrod: 1. elektroda (zemnici)
pfipevnéna na $ijovych svalech potkana, 2. elektroda pfipevnéna na drat v mikropipete.
Pro iontoforetickou aplikaci BDA (10 k) do mozkové tkané byl pouZit stejnosmérny
elektricky proud:
potkan €. 1: 8 uA, Ss on/of, po dobu 30 min

potkan €. 2: 15puA (po 30 min sniZzeno na 10 pA), Ss on/off, po dobu 1hod
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4.1.5 Histologie

4.1.5.1 Fixace

Pro histologické zpracovani vzorki musi byt tkan fixovdna. Podstatou fixace je
zachovani struktury bunc¢k a tkani v takovém stavu jako v dobé odbéru. Fixacni
prostfedky musi tedy rychle proniknout do tkdn¢ a zachovat co nejlépe jeji strukturu
a barvitelnost. V nasem experimentu byla pouzita chemicka fixace. Jednak perfuzni
(vpraveni fixa¢ni tekutina do cév), kterd byla doplnéna naslednou imerzni fixaci
(ponoteni tkdn¢ do fixacni tekutiny). Jako fixacni tekutina byl pouzit paraformaldehyd
ato pro jeho schopnost dobré fixace BDA a pro jeho pouzitelnost pii svételné
mikroskopii.

Potkan byl anestezovan uretanem letalni davkou 2 g/1 kg (intraperitonealn¢)
a v hluboké narkoze mu byla oteviena hrudni dutina. Poté byla provedena fixace tkané
transkardialni perfuzi. Cévni feCiSt¢ bylo nejprve perfundovano fyziologickym
roztokem (pH 7,4) pies levou komoru do aorty. Po fyziologickém roztoku nasledoval
4% fixacni roztok paraformaldehyd. Po dokonceni perfuze byl mozek vyjmut z lebky
a tkan byla déle fixovana v paraformaldehydu po dobu 3 hodin. Poté byla tkan vloZzena
do kryoprotektivniho roztoku sacharozy (10, 20 a 30%) o +4°C. Po procesu sachardzy
probihajiciho postupné ( 10% - 1 den, 20% - 1 - 2 den, 30% - 3 - 4 den) byla mozkova
tkan zmrazena v suchém ledu a uskladnéna v -70°C.

Zmrazeni fixované tkané¢ je dilezit¢é pro zpevnéni a vytvofeni dostatecné

homogenniho bloku, umoznujici zhotovit tenké a kvalitni fezy pro mikroskopovani.

4.1.5.2 Krajeni histologickych rezl

Z mozkové tkané byly zhotoveny histologické fezy tenké néckolik tisicin mm
(um). Ke kréajeni byl pouzit specidlni pfistroj Cryocut Leika 1600. Jedna se o pfistroj
s velmi ostrym ostfim slouzici na fezani velmi tenkych fezi pro mikroskopovani. Je
umistén v mrazicim boxu s teplotou kolem -20 °C.

Zmrazena mozkova tkan byla nakrijena na tenké frontdlni (korondrni) fezy
o Sifce 50 pm. Jednotlivé fezy byly Stéteckem piendSeny do jamkové kultivacni desticky
s poc¢tem jamek 24 naplnénych roztokem 0,01M PBS (pH 7,6). Do kazdé jamky byla
uloZena série fezt (1-6) v potadi od frontalniho k dorzalnimu, ve vzdalenosti £ 5 mm

retrogradné od bregmy. Takto byly ulozeny v roztoku pro dal$i zpracovani.
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4.1.5.3 Vizualizace BDA

Imunohistochemické barveni

Postatou této metody je vyuZiti vazby antigenu k protilatce, coz umozni detekci
antigenu ve tkani. Pro pozorovani této specifické vazby mezi antigenem a protilatkou, je
potieba oznacit ji markrem. Pro imunohistochemii se pouzivaji markery: fluorochromy,
biotin, enzymy. (podrobnéji 2.6.2) Pfi naSem experimentu byla pouZita neptima ICH
metoda, coZ znamena aplikace primarni a sekundarni protilatky. Jako prvni se aplikuje
anavaze na antigen neznacena primarni protilatka, kterou poté prokazujeme aplikaci
znacen¢ sekundarni protilatky, kterd se na ni vaze specifickou vazbou.

Pro vizualizaci BDA je pouzivan proces ABC (avidin-biotin-peroxidase
complex) nasledovany DAB (diaminobenzidine) reakci k vytvotfeni hnédého zbarveni
a k vizualizaci za pouziti svételného mikroskopu.

Barveni bylo provedeno ve 2 dnech.

Den 1. fezy byly 3x proplachnuty v 0,01M PBS (pH 7,6) a inkubovany v AB komplexu
(avidin-biotin-peroxidase complex) po 24 hodin.

Den 2. ve stejny cas, byly fezy 3x proplachnuty v 0,01M PBS (pH 7,6) a2x v 0,05M
TRIS. Mezi proplachy (1-2 v TRIS) byl piipraven barvici roztok DAB
(diaminobenzidine) a nechan 20 minut stat v zaklopené nadobé. Poté byl piefiltrovan
apomoci pipetmanu aplikovan do jamkové kultivaéni desticky s fezy. Nasledovala
inkubace v roztoku DAB po dobu 30 min. Po dokonc¢eni inkubace v roztoku DAB byla
do kazdé¢ jamky wvstiiknuta destilovand vody a to prourychleni konce ptsobeni
barviciho roztoku. V posledni fazi byl proveden 2x proplach v 0,01 PBS (pH 7,6) a fezy
ulozeny v roztoku 0,01 PBS (pH 7,6) do chladirny pro dalsi zpracovani.

DAB je karcinogenni latka a potencialné skodlivé pti vdechnuti nebo poziti. Je
nutné sni zachazet sodpovidajici bezpec¢nosti, pii manipulaci pouzivat ochranné

rukavice a pouzité nastroje desinfikovat.

-63 -



Postup dle tohoto protokolu:
Neuronalni tracing pomoci BDA- zakonéeni ,.peroxidase-DAB-nickel®.

(upraveno dle P. Luo et al., Brain Research Protocols 7, 2001)

1. 3x 5 min. proplach 0,01M PBS

2. AB komplex (v AB komplexu inkubace 24 hodin):
10ml 0,01M PBS
2 kapky substance A
2 kapky substance B
K PBS pridat 2 kapky substance A protiepat a hned ptidat 2 kapky substance B,

promichat a nechat 30 minut stat

3. 3x 5 min. proplach 0,01M PBS

4. 2x 5min. 0,05M TRIS

5. 20-30 min. inkubace v roztoku DAB

100 ml 0,05M TRIS

40 mg DAB

35 u H202
Za tmy navazit DAB, ptidat TRIS a michat. Po rozpusténi piidat H202 zamichat
a nechat 20 minut zaklopené stat. Prefiltrovat ptes WATMAN ¢. 2.
6. Proplach v 0,01M PBS
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MNH

MNH.,

2
Obr. 9: 3,3’- diaminobenzidine-tetrahydrochloride-dihydrate (DAB)

Prevzato z: http://en.wikipedia.org/wiki/3,3'-Diaminobenzidine
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4.1.6 Napnuti fezli na podlozni sklicko

Rezy byly pomoci $téte¢ku postupné natahovany na podlozni skli¢ka v pofadi
od nejfrontalnéjsiho k nejdorzalnéjSimu. Na jedno sklicko bylo tak natazeno 6 fezi.
Po zaschnuti byla sklicka oplachnuta v destilované vodé, usuSena na vzduchu
aprojasnéna v xylenu. Nakonec byly fezy piekryty sklicky krycimi a pfipraveny

tak k pozorovani pod mikroskopem.

4.1.7 Mikroskopovani

Rezy mozkové tkané byly zkoumany pod svételnym mikroskopem Olympus AX
70 provis za pouziti nékolika objektivii (2x, 10x, 20, 40x). U jednotlivych fezl
sledovano misto aplikace BDA, hustota probarveni, kvalita a probarveni nervovych

vlaken v jednotlivych oblastech.

4.2 Tlakova aplikace BDA

4.2.1 Zvirata pro experiment

K experimentu byl pouzit dospé€ly samec potkana rodu Wistar, o vaze 300-400 g.
Potkan byl chovan ve zvéfinci pii teplot¢ 22+ 1°C, vlhkosti 50-60%, pii svétle
06:00-18:00 h a s poskytnutim volného ptistupu k vod¢ a krmivu.

Experiment byl schvalen etickou komisi Fyziologického ustavu Akademie véd
Ceské republiky. Péée o zvife a experiment probihaly v souladu s platnymi smérnicemi

pro praci s laboratornimi zvitaty (vyhl. 265/19 Sb.).

4.2.2 Operace

Zacatek operace byl vykonan stejnym postupem jako pii iontoforetické aplikaci
BDA (viz. 4.1.2). Kraniotomie byla provedena o priméru 2 mm,
nad senzorimotorickym kortexem levé hemisféry (2mm laterdlné od bregmy). Do
otvoru byla zavedena uzké kanila z nerezové oceli o priméru 100 pm naplnénd 10%
BDA (10k). Kanylou byl aplikovan 1 ul BDA pfi rychlosti 0,2 ul za minutu,
do hloubky 1,5 mm —2 mm. Celkova doba aplikace byla 5 minut. Po dokonceni
aplikace byla kanyla vyndéna a skalp zalepen keloidem.
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Potkan byl poté¢ umistén do cisté¢ho kotce a sledovan nez procitne z bezvédomi.
Po dobu jednoho tydne byl nechén ve zvétinci. Tato doba preZiti byla stanovena pro nas

experiment a je potieba pro anterogradni transport BDA (10 k) do oblasti naSeho zdjmu.

4.2.3 Anterogradni tracer BDA

Pifi experimentu byl pouzit BDA (biotinylated dextran amin) s vysokou
molekularni hmotnosti (10 k), ktery je pfednostné pouzivan pro anterogradni transport
aje vhodny pro detailni anterogradni znaceni axond a jejich termindlnich ¢asti. Pfi

tlakové¢ aplikaci byl pouzit 10% BDA netfedény ve fyziologickém roztoku.

4.2.4 Histologie

Fixace, krdjeni histologickych fezii, vizualizace BDA, napnuti fezli na podlozni
sklicko a mikroskopovani bylo provedeno stejnym postupem jako u aplikace BDA

iontoforeticky (viz.4.1.5).

4.3 Sbér a analyza dat

K zjisténi probarveni nervovych vldken byly mozkové fezy analyzovany
pod mikroskopem a uspesnost probarveni byla hodnocena popisné.

Mozkova tkan byla zkoumdna pouzitim svételného mikroskopu Olympus Ax 70
provis. Jednotlivé mozkové ftezy byly pozorovany vyuzitim nckolika objektivi.
Nejdiive pro piehledné zobrazeni byl pouzit objektiv s cockou se zvétSenim 2x. Pro
detailn¢j$i zvétSeni byly pouzity objektivy 10x, 20x a 40x. Maximalni zvétSeni bylo
provedeno objektivem 100x s olejovou imerzi. Pro pfesné zjisténi oznacenych neuronit
byl kazdy fez zkouman jednotlivé.

Vysledky byly fotograficky zachyceny pomoci chlazené 3 cCipové kamery
Olympus DP70 a pisemn¢ zpracovany.

K rozeznani morfologie mozku byl kazdy vzorek porovndvan s anatomickym

atlasem The Rad Brain. (Paxinos a Watson, 1998)
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5 Vysledky

Znaceni neurondlnich drah bylo sledovdno v mozkové tkani laboratornich
potkanii pomoci latky Biotinylated dextran amine (BDA) pfenaSené axondlnim
anterogradnim transportem. Tento anterogradni tracer byl pouzit k probarveni axont
a zakonCeni v oblasti mista  aplikace, okoli ak probarveni vlaken jdouci
do kontralaterdlni  mozkové  hemisféry. BDA  (10k) byl aplikovan
do senzorimotorického kortexu tii zvifat vyuzitim metody iontoforetické a tlakové.

Iontoforeticka aplikace 10% BDA (10 k) s pouzitim mikropipety s primérem
30-40 um ukazuje malé misto vpichu, ve kterém je pozorovana nepatrna koncentrace
BDA avelmi slabé probarveni neuronii. Proniknuti BDA do okoli nenastalo. Tyto
vysledky byly ziskdny pfi prvni iontoforetické aplikaci BDA (8 pnA, 5s on/off, po dobu
30 mi). Pii druhé aplikaci (15nA, 5s on/off, po dobu 1 hod) je koncentrace BDA vétsi,
lokalizovana v oblasti mista vpichu. Do okoli BDA proniklo minimalné
a v kontralateralni hemisféfe se nevyskytla zddnd probarvena vlékna.

Tlakova aplikace 10% BDA (10 k) byla provedena kanylou s primérem 100 pm
(1 pl netfedéného BDA, 0,2 pl/minutu). Je pozorovana velkd koncentrace BDA v misté
vpichu. Difuze BDA probéhla do okoli, je vidét probarveni vlédken, kterd jdou skrz
corpus callosum a objevuji se 1 v homotopické kontralateralni hemisféte.

Tlakovéa aplikace anterogradniho traceru BDA (10 k) je zdokumentovéana na nize
uvedenych mikrosnimkach. Obrazek ¢. 10 ukazuje misto aplikace anterogradniho
traceru BDA a s detailnéj$im zabérem na obr. ¢. 11. Na obr. ¢. 12 a podrobnéji na obr. €.
13, 14 je vidét difuze BDA do okoli a husté probarveni axonalnich vldken v této oblasti.
Vlékna prochazejici skrz corpus callosum ipsilateralné jsou znatelna na obr. ¢. 15,
podrobnéji obr. ¢. 16 a obr. ¢ 17 ukazuje detailni znaceni axonalniho vldkna v této
oblasti. Obr. ¢. 18 znazorfiuje vladkno v corpus callosum ve vzdalenéj$i oblasti nez
piedchozi snimky, ale stale na strané¢ vpichu. Mensi pocet BDA znacenych vldken se
objevuje také v homotopické kontralaterdlni strané obr. ¢. 19, 20. V porovnani s BDA
znaCenymi vlakny na ipsilateralni strané je distribuce BDA kontralateralné mensi a je
vidét znacny rozdil mezi hustotou BDA znacenych vlaken ipsilateraln¢

a kontralateraln€ obr. ¢. 16 a 19.
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Obr. 10: Mikrosnimek koronalniho fezu (50 pm) ilustruje misto aplikace anterogradniho
traceru BDA do senzorimotorického kortexu laboratorniho potkana
(objektiv 2x).

Obr. 11: Detailnéjsi mikrosnimek ukazuje misto aplikace a velkou koncentraci BDA v této
oblasti (objektiv 10x).
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7.

Obr. 12: Mikrosnimek znazornuje distribuci BDA do okoli a 0znacena neuronalni vlakna.
Modra Sipka ukazuje misto aplikace, ¢erné Sipky probarvena axonalni vlakna v okoli, bila
Sipka oblast cévy (objektiv 10x).

Obr. 13: Podrobnéjsi mikrosnimek ukazuje probarvena axonalni vlakna (Cerné Sipky) v
okoli aplikace BDA, modré Sipky ukazuji bunééna téla neuroni, bila Sipka oblast cévy
(objektiv 20x).
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Obr. 14: Zvétseny piedchozi mikrosnimek znazoriiuje kvalitni probarveni axonalnich
vlaken (¢erné Sipky) a obarvena bunécna téla neuronu (modré Sipky)
(objektiv 40x).

Obr. 15: Mikrosnimek ilustruje husté probarveni probihajicich axonalnich vliken
v corpus callosum na strané aplikace a bila Sipka ukazuje oblast po cévé
(objektiv 10x).
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Obr. 16: Podrobné&jsi mikrosnimek oblasti corpus callosum na strané aplikace. Cerné
Sipky ukazuji priibéh axonalniho vlakna, modra Sipka bunécné télo neuronu
(objektiv 40x).

Obr. 17: Maximalni zvétSeni vzorku ukazuje detailné anterogradné znacené axonalni
vlakno v oblasti corpus callosum na strané aplikace (objektiv 100x).

-72 -



Obr. 18: Mikrosnimek zobrazuje prubéh axonalniho vlakna v corpus callosum na strané
aplikace ve vzdalenéjsi oblasti nezZ snimky predchozi (objektiv 100x).

Obr. 19: Mikrosnimek ukazuje znacena axonalni vlakna v corpus callosum v homotopické
kontralateralni hemisfére od mista aplikace (objektiv 40x).
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Obr. 20: Mikrosnimek dokumentuje probarvena axonalni vlakna v oblasti corpus
callosum v homotopické kontralateralni hemisféie od mista aplikace
(objektiv 40x).
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Obr. 21: Tlustraéni znazornéni p¥edchozich mikrosnimkii. Cerni znacka ukazuje misto
aplikace BDA. Schéma prevzato z anatomického atlasu The Rad Brain (Paxinos and
Watson).
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6 Diskuze

Experiment byl zaméfen na vypracovani metodiky pro znaceni drah pomoci
BDA (10 k) pfenaSené¢ho axonalnim anterogradnim transportem. Ddle byl zaméten
na porovnani dvou aplikaci: iontoforetické a tlakové a nalezeni tak efektivnéjsi metody
pro vpraveni BDA do mozkové tkdn€. Nasledné vytvoiena vhodna metodika mize byt

vyuzita pro detekci zmén neurondlnich drah po 1ézi CNS.

6.1 Anterogradni tracer BDA

Biotinylated dextran amine (BDA 10k) je pouzivan jako anterogradni
neuroanatomicky marker k dohledani neurondlnich drah a okruhii v CNS. Tato latka ma
mnoho vyhod oproti jinym anterogradnim tracertim. (Luo et al., 2001) Reiner s dalSimi
autory (2000) uvadi tyto vyhody: a) spolehlivé znaéi anterogradné nervové drahy
jak po aplikaci iontoforetické tak tlakové b) jednoduchost vpraveni BDA
do oblasti naSeho z4jmu a néaslednd moznost studovani projekce daného regionu
¢) intenzivné znaci morfologické detaily.

Jini autofi (Hao-Gang Xue et al., 2004) uvadi dalsi vyhody BDA. Jedna se
o vysokou rozpustnost ve vodé, nizkou toxicitu a relativni odolnost. Tyto vlastnosti
délaji BDA efektivnim ukazatelem v Siroké Skale aplikaci. Mezi dal$i vyhody patii
rovnéz jeho stabilni molekularni struktura, ktera je ptinosna pro dlouhodobé skladovani
a pouzivani.

Haeften a Wouterlood (2000) vidi hlavni vyhody BDA v postupu barveni, které
je jednodusi a méné Casové narocné oproti napiiklad vizualizaci PHA-L zalozené
na imunocytochemickém barveni. Dalsim pozitivem je dostacujici inkubace
v avidin-biotin roztoku pfes noc oproti inkubaci na né¢kolik dni, kterou uvadi

Sternbergerova barvici metoda.

Vzhledem ke Skale vyhod BDA (10 k) a k vysledkiim studii, ve kterych byl
pouzit BDA jako anterogradni tracer, byly stanoveny dva pfedpoklady. Prvnim nasim
predpokladem bylo, ze aplikace BDA do nervové tkané je nasledovéna jeho transportem
do axonu a zakonceni. Pti aplikaci iontoforetické i tlakové se podatilo tento predpoklad
potvrdit. V obou piipadech doslo k anterogradnimu transportu BDA, obarveni axonl

ajejich zakonceni. Presto byl =zfetelny rozdil mezi obéma aplikacemi. Pfi
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iontoforetickém vpraveni sice dosSlo k obarveni, ale slabému a pouze v misté¢ vpichu.
Zatimco u tlakové aplikace bylo obarveni znatelné vyraznéj$i, ve vEtSim mnoZzstvi,

velmi zfetelné v misté vpichu a také i v okoli.

Druhym piedpokladem bylo, ze aplikaci BDA dojde k dostate¢né hustému
probarveni umoznujici detekovat zmény v inervacnich oblastech. Pii iontoforetické
aplikaci se naSe domnénka nepotvrdila. Probarveni vldken v misté aplikace bylo slabé
a pravdépodobné by toto probarveni nebylo dostaCujici pro detekci zmén. Vysledky,
kterych doséahli jini autofi pfi stejné aplikaci, mély vice pozitivni efekt. Napiiklad
Reiner akolektiv  (2000) v jejich studii, kdy aplikovali BDA (10k)
do senzomotorického kortexu laboratorniho potkana, docilili znaéného probarveni
axonu v oblasti mista aplikace i okoli. Také popisuji zobrazeni anterogradné znacenych
vlaken kfizici corpus callosum a promitajici se do homotopické kontralateralni oblasti
senzomotorického kortexu. Obdobnych vysledkt, bylo ziskano pfi naSem experimentu
aplikaci BDA tlakové. Vldkna byla husté probarvena v misté aplikace a okoli, ale také

byla probarvena vlakna v kontralateralni hemisféte homotopické oblasti. (Obr. €. 11, 12,

20)

Z vyse uvedeného vyplyva, ze byla znatelné lepsi aplikace tlakova, ktera splnila

oba naSe predpoklady.

6.2 Diskuze metodiky a moznych chyb

Zavery, kterych bylo dosazeno pii nasi studii, mohly byt ovlivnény chybou.
Dle mého nazoru v kazdém kroku béhem experimentu mohlo dojit k chybé a ovlivnéni
tak kone¢nych vysledkli. Chyba mohla nastat béhem operace, aplikace BDA, pfi fixaci

tkané nebo pfi vizualizaci BDA.

6.2.1 Operace

Postupy béhem operace byly uskute¢nény podle uvedené metodiky. Prob&hly
bez potizi, a proto by v tomto kroku nemély byt zavazné chyby. Je tieba davat pozor
pfi kraniotomii a zavadéni mikropipety nebo kanyly, aby nedoslo k poskozeni mozkové

tkan€. Proto tyto kroky byly provadény s velkou obezietnosti.
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6.2.2 Aplikace BDA iontoforeticky

V naSem experimentu byly provedeny dvé€ rozdilné iontoforetické aplikace. Pfi
prvni aplikaci bylo vysledkem velmi slabé probarveni neuronti v misté vpichu. Nastava
otazka, co mohlo byt pfi¢inou. Uvaha byla o nedostate¢né hlubokém zavedeni
mikropipety do mozkové tkang, kratké dobé aplikace BDA (10 k) nebo provedeni
aplikace pod nizkym proudem.

Tyto eventuelni chyby byly brany na védomi u druhé aplikace. Mikropipeta byla
zavedena hloub¢ji, BDA (10) byl vpraven pod vys$im proudem a doba aplikace byla
prodlouzena. Utinkem bylo vé&t§i probarveni neZ u prvniho experimentu. Piesto
vysledky nesplnily nase ocekéavani, jelikoz probarveni bylo opét nedostatecné
a lokalizované pouze v misté vpichu.

Domnivali jsme se, ze hlavni pfi¢ina neuspésného probarveni muize byt
zpusobena chybné zvolenym proudem a dobou aplikace, proto druha aplikace byla
provedena vyrazné del§i dobu a pod vyS§im proudem. Ptesto vysledky nebyly
uspokojivé. Vzhledem k tomuto efektu byla naSe aplikace porovnana s jinymi autory
(Reiner, Ojima a Luo), kteti pouzili ve svych studiich také anterogradni tracer BDA

(10 k) aplikovany iontoforeticky.

Porovnani pouziti sklenéné mikropipety a iontoforézy s jinvmi autory:

Reiner et al. (2000)

- sklen¢nd mikropipeta se Spickou o pruméru 20-50 um naplnéna 10-15% BDA
10k (BDA rozpustény ve fyziologickém roztoku s pH 7,2 - 7,4)

- 1ontoforéza: 2-5 pA, 7 s on/off, po dobu 30-60 min.

Ojima et al. (2001)

- sklenénd mikropipeta se Spickou o priméru 20 um naplnéna 10% BDA 10k
(BDA rozpustény ve fyziologickém roztoku)

- 1ontoforéza: 6 - 7 uA. 7 s on/off, po dobu 10-15 min

Luo et al. (2001)

- sklenénd mikropipeta se Spickou o priméru 30 um naplnéna 10% BDA 10k
(BDA rozpustény ve fyziologickém roztoku)
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- 1ontoforéza: 3 pA. 2 s on/off, po dobu 20-30 min
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Nas experiment, 1. aplikace

- sklenénd mikropipeta se Spickou o priméru 30-40 um naplnéna 10% BDA 10k
(BDA rozpustény ve fyziologickém roztoku)

- 1ontoforéza: 8 uA. 5s on/off, po dobu 30 min

Nds experiment, 1l. aplikace

- sklenénd mikropipeta se Spickou o priméru 30-40 um naplnéna 10% BDA 10k
(BDA rozpustény ve fyziologickém roztoku)

- iontoforéza: 15uA (po 30 min snizeno na 10 uA), 5s on/off, po dobu 1hod

Po porovnani s témito autory (Reiner, Ojima a Luo) bylo zjisténo, ze pii jejich
experimentu byla pouzita mikropipeta pfiblizn€ se stejnym primérem a byl pouzit také
fedény BDA (10 k). Rozdil je vidét v sile proudu a dobé aplikace. Tito autofi pouzili
k aplikaci niz$i proud po krat$i dobu ve srovnani s naSim experimentem. Vysledkd,
kterych ptfitom dosahli, bylo dostatecné probarveni axonti, jejich termindlnich ¢asti a to
nejenom v misté vpichu. Z toho mizeme usuzovat, ze pfi¢ina nedostate¢ného znaceni

pravdépodobné nebude v dob¢ aplikace a sile proudu.

Dalsi mozna pfi¢ina by mohla byt v dob¢ pieziti zvifat po operaci, kterd je
potiebnd pro anterogradni transport BDA (10 k) axonem az k jeho zakonCeni. Reiner
a kolektiv (2000) uvadi, je-li strana injekce znacen4, ale transport je pouze blizko strany
vpichu, mize byt efektivnéjsi vysledek pii delsi dobé preziti zvifat po operaci. Tito
autori uvadi transport BDA alesponi 15-20 mm b&hem tydne a dodavaji, ze delsi doba
preziti by méla umoznit transport BDA jesté na vétsi vzdalenost. Coz by znamenalo, Ze
pti del§i dobé preziti by mohlo dojit k obarveni neurondlnich vldken nejen v misté
vpichu, ale i v oblastech vzdalenéjsich.

V nasem experimentu zvifata pfezivala 7 dni po operaci. Doba pfeziti zvitat byla
porovnana s dalSimi autory. Reiner (2000) udava 7-21 dnti, Lanciego a kolektiv (2000)
piSe, Ze 7 dni je dostate¢n¢ dlouhé doba pro poskytnuti kvalitniho oznac¢eni. Luo (2001)
uvadi 7 dni a také dalsi autoti (Haeften a Wouterlood, 2000) se zmifiuji o stejném Case
preziti, pfi kterém ziskali znacné probarveni neurondlnich vldken. Podle vyse
uvedenych autorti je tedy 7 dni dostate¢na doba pro anterogradni transport BDA

a k dosazeni ptredpokladanych vysledki. Tato tivaha o kratké dobé preziti zvifat

wrwe
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Z vyse uvedeného by mohla byt vyloucena chyba pti aplikaci BDA a kratka
doba preziti. Otazkou zlstava, co mohlo byt pfi¢inou. Zbyva tedy uvazovat o spravném
provedeni vizualizace BDA a o samotné latce. Jestli byla vhodné skladovéana nebo jestli

byl proveden spravny pomér pii rozpusténi BDA ve fyziologickém roztoku.

6.2.3 Aplikace BDA tlakové

Pti tlakové aplikaci byl pouzit nefedény BDA (10k) a v mnozstvi 1 ul byl
vpraven do nervové tkané rychlosti 0,2 pl za minutu. Celkova doba aplikace trvala
5 minut. Vysledky, kterych jsme dosahli, splnily oba nase ptedpoklady. Tlakové injekce
BDA (10 k) ukazala zna¢né anterogradni znaceni axont a jejich zakonceni v okoli mista
vpichu, byla oznafena neurondlni vldkna jdouci skrz corpus callosum a objevila se
i v homotopické kontralateralni hemisfére.

V ptedchozi provadéné studii (Krausova, 2009) byl BDA (10k) tlakové
aplikovan v mnozstvi 0,5 pl, rychlosti 0,1 pl za minutu, po dobu 5 minut. Vysledky,
které jsou uvedeny, je obarveni vldken pouze v okoli mista vpichu. Probarveni
neuronalnich vlaken jdouci do kontralateralni homotopické korové oblasti se
nepodafilo. V praci je provedena aplikace srovnavana se studiemi Gonga, ktery
aplikoval BDA v mnozstvi 6ul za 4 minuty a Rajakumar 2ul za 8 minut. Chybu
v nedostatecném probarveni autorka vidi ve formé aplikace dané latky, coz se tyka
mnozstvi latky a malého tlaku pti aplikaci.

V porovnani s nasi studii bylo aplikovano vét§i mnozstvi nefedéného BDA. Lze
usoudit, ze mnozstvi vpravené¢ho, nefedéného BDA mohlo zpusobit nase pozitivni
vysledky. Autofi (Kratskin et al., 1997), ktefi zkouseli aplikovat tlakové rozdilné
mnozstvi BDA uvadi vztah mezi mnozstvim aplikované latky a velikosti znacené

oblasti a tuto spojitost ukazuji jako linedrni.

6.2.4 Histologické zpracovani

V prubéhu histologického zpracovani je diilezitd fixace tkané. Pokud by vzorek
nebyl fixovan v€as nebo nebylo pouzito dostatecné mnozstvi fixacni tekutiny, nastane
rozklad a tézké poskozeni mozkové tkané. Takovy vzorek je pak pro studii
nepouzitelny. Vyjmuti mozku z lebky musi byt provedeno Setrné, aby nedoslo
k zhmozdéni mozkové tkané€. Podstatné je také dostacujici zmrazeni fixovaného vzorku

pro zpevnéni a zhotoveni tenkych, kvalitnich fezl pro mikroskopovani.
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Pii procesu vizualizace BDA je nutno pfesné dodrzovat stanoveny protokol
pro barveni, coz se tykd poméru latek pii piipravé a dobé inkubace. V naSem
experimentu byla provedena vizualizace pomoci DAB s vysledkem hnédého zbarveni.
Toto zbarveni bylo pii zavére¢né analyze shledano nevyrazné. Z téchto divodu by bylo
pro lepsi analyzu BDA vhodnéjsi intenzifikace niklem. Reiner s dal§imi autory (2000)

to potvrzuji a uvadi, ze intenzifikace niklem je vice citlivéjsi pro vizualizaci BDA nez

obvykla DAB procedura.

6.3 Hodnoceni metod

Metody iontoforetické a tlakové aplikace tracerti do mozkové tkané jsou obvyklé
u neurobiologickych experimentt. (Kratskin et al., 1997) Hodné autorti ve svych
studiich pouzivé iontoforetickou metodu a vysledky, které zminuji, maji dobry efekt.
Uvadi dostatecné probarveni neuronalnich vldken jednak v misté aplikace, blizkém
okoli a n¢kteti uvadi i probarveni vlaken na delsi vzdalenost.

Kratskin s dal§imi autory (1997) poukazuji naurcité vyhody iontoforetické
aplikace. Naptiklad, moznost vyrobeni malého priméru Spicky sklenéné mikropipety
(mén¢ nez 20 um), ktery umoznuje lokélni aplikaci s malym mistem vpichu a mensim
poskozenim axonti v priichodu. To potvrzuji 1 dalsi autofi (Hao-Gang Xue et al., 2004),
ktefi pisi, Ze po iontoforetické aplikaci je misto vpichu malé a diskrétni. Dodavaji, ze
velikost mista vpichu je zéavislé na praméru Spi¢ky sklenéné mikropipety a casu
vpraveni. Luo s dal§imi autory (2001) stvrzuji tuto vyhodu a uvadi, ze misto vpichu je
malé a precizni bez zahrnuti ptilehlych struktur CNS.

Na druhou stranu je uvedeno (Kratskin et al., 1997), abychom se vyhnuli
poskozeni tkané¢ v misté¢ vpichu a usad ve Spicce mikropipety jsou Casto pozadovany
nizké proudy a dlouhy ¢as aplikace, ktery znacné prodlouzi trvani procedury a vyzaduje
delsi anestezii. Dle mého usudku dlouhy Cas potiebny pro vpraveni latky do tkané je pii
provadéni experimentu neprakticky. Kratskina a kolektiv (1997), kteti aplikovali BDA
iontoforeticky také po dobu 60 min jsou stejného nazoru.

Podle mého pohledu je pro vpraveni traceru BDA metoda tlakova vzhledem ke
srovnatelnosti s vysledky probarveni metodou iontoforetickou efektivnéjsi. Jako hlavni
vyhodu vidim i mensi ndro¢nost na ¢as a snaz$i proveditelnost pii aplikaci. V této
metod¢ spatfuji nevyhodu v pouziti kanyly s vétSim primérem. To mulze zpusobit

poskozeni tkané v pribéhu pronikajici kanyly. Ve studii (Krausova, 2009) kde byla
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pouzita kanyla o priméru 200 um, je ukdzéno, Ze po kanyle ziistala velkd stopa
poskozeni. V na$i studii byla pouzita kanyla s primérem 100 pm a lze soudit, ze
nedoslo k velkému poskozeni tkan¢. Presto pfi porovnani s primérem Spicky pii
iontoforetické aplikaci, ktery je uvadén od 20 pm- 50 pum je vidét znaény rozdil.
Domnivam se, Ze v tomto sméru se jedna o velkou vyhodu iontoforetické aplikace.
Porovnéni vysledki iontoforetické a tlakové aplikace vyplyva, ze pfi nasi studii
byla efektivnéjsi aplikace tlakova. Naopak autofi (Reiner et al., 2000), ktefi pfi studii
také provedli aplikaci BDA (10 k) dvéma zptsoby (iontoforeticky a tlakove) uvadéji, ze
ob¢ tyto metody prokazali rozsahlé anterogradni znaceni axonl a zakonceni na strané
vpraveni BDA (10 k). Dale dodavaji, Ze axony a jejich termindlni Casti jsou barvené

velmi jasné a podrobné.

Vnasi studii byla z casovych divodd provedena aplikace BDA na tfech
laboratornich potkanech. Vzhledem k tomuto po¢tu modelti nelze brat vysledky jako
zcela definitivni. Z mého pohledu vsak tento pocet byl pro zdmér prace dostacujici.
Bylo dosazeno urcitych vysledkd, jak pozitivnich tak negativnich. Ziskané poznatky
z této studie mohou byt uzite¢né pro dal§i experimenty, které se budou déale zabyvat

touto metodikou.

Dle vysledka povazuji BDA (10 k) jako vhodnou latku pro anterogradni transport,
znaceni axoni, jejich zakonceni a pro zobrazeni neurondlnich drah. Pro aplikaci BDA
bych volila metodu tlakovou, kterd se ukézala jako efektivnéjsi. Podle mého nézoru tato

metodika by mohla byt uplatnéna pro detekci zmén neurondlnich drah po 1ézi CNS.
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7 Zaver

Béhem provaddéného vyzkumu jsme aplikovali iontoforeticky a tlakovée

anterogradni tracer BDA do nervové tkané laboratornich potkani.
Na zéakladé toho jsme:

- vytvorili metodiku pro znaceni drah pomoci BDA piendSeného axonalnim

anterogradnim transportem

- porovnali iontoforetickou a tlakovou aplikaci

Zavérecné shrnuti

Vyzkumem jsme ukdzali, Ze biotinylovany dextran amin (BDA) je vhodny
jako anterogradni tracer pro znaceni axond a jejich terminalnich ¢asti.

Ve vysledcich aplikace BDA byl prokazan rozdil mezi aplikaci iontoforetickou
a tlakovou ve prospéch aplikace tlakové, ktera méla lepsi efekt pti znaCeni neuronalnich
drah. Tlakovéa aplikace potvrdila obé nase hypotézy. Za prvé se ukézalo, Ze po aplikaci
BDA do nervové tkan¢ dojde k jeho transportu do axonl a zakoneni. Za druhé se
ukazalo, ze aplikaci dojde k dostate¢né hustému probarveni, které je viditelné v miste
vpichu, jeho okoli a probarveni vlaken je zaznamenatelné i na kontralateralni strané
v oblasti corpus callosum.

Na zékladé vysledkid miizeme usoudit, ze tlakova aplikace je vhodné&jsi metoda
pro vpraveni BDA do nervové tkané. Nicméné studie byla provedena na malém poctu
zvitat a tudiz, nelze brat vysledky jako definitivni. Pfesto nase vysledky a poznatky
ziskané béhem studie mohou pfispét dal§im vyzkumtim tykajicich se zmén neuronélnich
drah po lézi CNS. Pomoci anterograddniho traceru BDA miiZzeme tyto zmény v nervové

tkani Iépe zaznamenat a pochopit tak vice slozitou strukturu mozku.
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8 Seznam pouzitych zkratek

a. - arteria

ABC - avidin-biotin-peroxidase complex

AMPA - a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid receptor
ASA - kyselina acetylsalicylova

ATP - adenosine triphosphate

BDA - biotinylated dextran amin

CBF - cerebral blood flow (mozkovy krevni priitok)
CMP - cévni mozkova ptihoda

CNS - centralni nervova soustava

CPP - crebral peripheral presure (mozkovy perfuzni tlak)
CS - complete stroke (trvaly neurologicky deficit)

CT - pocitacova tomografie

DAB- diaminobenzidine

DNA - deoxyribonukleova kyselina

GABA - gama-aminomaselna kyselina

IHC - imunohistochemie

LTP - long-term potentiation

MAG - myelin-associated glycoprotein

MS - metabolicky syndrom

NGF - nerve growth factor

NMDA - N-methyl-D-aspartate receptor

OMgp - oligodendrocyte-myelin glycoprotein

PBS - phosphatebuffer saline

PHA-L - phaseolus vulgarit leucoagglutinin

RIND - reverzibilni ischemicky neurologicky deficit
RNA - ribonukleova kyselina

SE - stroke in evolution (progredujici neurologicky deficit)
TIA - transitorni ischemické ataka

t-PA - tkanovy aktivator plazminogenu
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