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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva tématem experimentalnich modelt ischemického poskozeni
mozku, které souvisi s jednou z nejéastéjSich forem posSkozeni mozku ¢lovéka, a to ischemickym
insultem. Tento druh poranéni mozku je tzce spojen Spozdé€jSimi vaznymi neurologickymi
deficity. Ztohoto divodu je pro zakladni i aplikovany vyzkum zcela esencialni studium
experimentalnich modelti ischemického poskozeni mozku. Prvni dvé ¢asti bakalaiské prace jsou
vénovany struénému popisu cévni mozkové piihody u ¢loveka z hlediska druht, Cetnosti vyskytu,
rizikovych faktori a molekularnich mechanismii poranéni mozku. Dal§i ¢ast prace pojednava
o vyzvach spojenych s experimentalnim modelovanim ischemického poskozeni mozku a uvadi
nejpouzivangjSich modeld. Vybrané modely byly rozdéleny na fokalni a globalni a v kazdé této
skupin¢ byly dale charakterizovany z hlediska proceduralniho provedeni, mortality zvitat
¢i uspésnosti tvorby lézi. V praci jsou taktéz popsany klicové modifikace modeld zavadéné
v pribéhu let z diivodu zvySeni reprodukovatelnosti vznikajiciho zranéni. V zavéru prace je shrnuto
vSech 11 vybranych experimentalnich modelt do ptehledné tabulky z hlediska jejich dalezitych

prednosti a nejcastéjsi vyzkumné oblasti jejich aplikace.

Kli¢ova slova: ischemicky insult, animalni modely, neurobiologie ischemického poskozeni, fokalni

ischemie, globalni ischemie



ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the experimental models of ischemic brain injury closely related
to one of the most common forms of brain damage, the ischemic stroke. This type of brain injury
is connected to subsequent serious neurological deficits. The studies of experimental models
of ischemic brain injury are therefore essential for primary and secondary research. The first two
parts of the thesis are dedicated to brief characterization of stroke with focus on types of stroke,
incidence, risk factors and molecular mechanism of injury. Next part summarizes the challenges
of experimental modeling of ischemic brain injury and the specifics of small and big laboratory
animals. The core of the thesis is the description of 11 most frequently used models. Selected
models were divided into focal and global models and in each of these categories were furthermore
characterized according to procedural performance, animal mortality or success of lesion induction.
The key modifications of models introduced during the years in order to increase
the reproducibility of brain injury are described as well. All 11 selected experimental models are
summarized at the end of the thesis into a well-arranged table according to their important

advantages and most common application area.

Key words: ischemic stroke, experimental models, neurobiology of ischemic damage, focal

ischemia, global ischemia
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UvVOD

Mezi nejcastéjsi a nejzavaznéjsi civilizacni choroby patii cévni mozkova piihoda. Kazdym rokem
toto onemocnéni postihuje miliony lidi, z nichZ ¢ast na jeho nasledky umira a ¢ast zistava po
zbytek svého zivota fyzicky a dusevné disabilni. Ischemicka cévni mozkova piihoda neboli
ischemicky insult, je proto pfedmétem intenzivniho vyzkumu, jehoz cilem je piedevsim odhalit
rizikové faktory a podrobné porozumét patofyziologii tohoto onemocnéni. Pochopeni mechanismu

pribéhu tohoto onemocnéni mozku je zcela klicové pro urc¢eni moznych cilti klinickych intervenci.

Jednim z krok k pochopeni komplexnich mechanismil je popis vzniku ischemické cévni mozkové
ptihody. K ischemické cévni mozkové piihodé dochazi nejéastéji pti ucpani nékteré velké mozkové
tepny. Okluze tepny vede ke snizeni mnozstvi energetickych substrati dodanych do mozku.
Nasledné selhani energetického metabolismu nervovych bunék spousti ischemickou a zanétlivou

kaskadu, jejimz kone¢nym disledkem miize byt smrt zasazenych bunék.

Dal§im krokem k pochopeni pribéhu ischemické cévni mozkové piihody je urceni rizikovych
faktori rozvoje tohoto onemocnéni. Hlavnim rizikovym faktorem je vysoky vek spojeny
se zvySenym vyskytem chorob, jako je aterosklerdza, poruchy srazlivosti krve ¢i diabetes mellitus.
Z dalsich rizikovych faktort je v soucasnosti diskutovana hypertenze, koufeni, abdominalni obezita
a nespravna zivotosprava. Pfesné urCeni rizikovych faktord je ale stile predmétem populacnich

studii.

Z etickych divodi neni mozné studovat ischemickou cévni mozkovou piihodu na lidskych
pacientech. Od konce 60. let minulého stoleti jsou proto cilené vyvijeny experimentalni modely
ischemického poskozeni mozku. Jejich primarnim cilem je snizit zasobeni mozku glukézou
a kyslikem a napodobit tak podminky ischemické cévni mozkové piihody, napiiklad za tcelem
vyvoje neuroprotektiv. Ischemické poskozeni je u laboratornich zvifat vyvolavano fadou metod,
jmenovité napiiklad mechanickou okluzi nékteré z hlavnich mozkovych tepen ¢i lokalnim podanim
vazokonstriktoru. Nejpouzivanéj§im zvifetem je potkan, dostupna je ale i fada dalSich zivo¢isnych
druhii, naptiklad mysi, kocky, psi ¢i kralici. Kazdy zivocisny druh ma ovSem vlastni specifika

a je tedy vhodny k jinému druhu experimentd.

Pouziti experimentalnich modeld je kli¢ové pro vyzkum ischemické cévni piihody, je vSak spojeno
s n¢kolika vyzvami. Piedevsim klinicka relevance model v Soucasnosti neni dostate¢na, a proto
jen velmi malo 1é¢iv prokazatelné uc¢innych v preklinickych studiich bylo u¢innych pfi klinickych
testovanich. Védecti pracovnici se tak snazi o neustalé zdokonalovani modeld, aby experimentalni
modelovani ischemického poskozeni mozku dosahovalo vyssi Grovné a vice se pfiblizilo k redlné

klinické situaci.



Cile bakalaiské prace spole¢né s jejich zatazenim do prisluSnych kapitol jsou:

= Na zékladé literarni reSerSe zahrani¢ni odborné literatury struéné charakterizovat
ischemickou cévni mozkovou ptihodu — Kapitola 1 Cévni mozkova piihoda.

= Na zaklad¢ literarni reSerSe zahraniCni odborné literatury strucné charakterizovat
molekuldrni mechanismy ischemického poSkozeni mozku — Kapitola 2 Molekularni
mechanismy ischemického poskozeni mozku.

= Vzhledem K rozdilnym specifikim zivo¢isnych druhl porovnat specifika vybéru zvifete
pro nasledné experimentalni modelovani — Kapitola 3 Selekce animalnich modelt.

= Vybrat v soucasnosti nejpouzivanéjsi experimentalni modely a porovnat je dle vybranych
kritérii — Kapitola 4 Experimentalni modely ischemického poskozeni mozku.



1 CEVNI MOZKOVA PRIHODA

1.1 Druhy cévnich mozkovych prihod a jejich incidence

Vv populaci
Cévni mozkové ptihody (zkracené CMP) jsou spole¢né s chorobami srde¢nimi nejcastéjsi pticinou
umrti a disability lidi ve véku mezi 45 a 69 lety na svété a piedstavuji tak obrovské
socioekonomické biimé (Strong, Mathers, & Bonita, 2007). Ro¢né podlehne néasledkim cévnich
mozkovych piihod ptiblizné 5,7 miliont lidi (Strong et al., 2007). Existuji domnénky, Ze pokud
nedojde v nejblizsich letech k vyraznym celopopulaénim intervencim v oblasti 1é¢by ischemie,

bude do roku 2030 pocet obéti CMP ¢itat 7,7 — 8,4 milionti roéné (Mathers & Loncar, 2006).

Prvnim podtypem cévnich mozkovych piihod je hemoragicky insult (zkracené HI). Jeho hlavni
charakteristikou jsou rychle se rozvijejici klinické symptomy neurologické dysfunkce ptisouditelné
lokalnimu méstnani krve uvnitf mozkového parenchymu a subduralniho ¢&i subarachnoidalniho
prostoru (Sacco et al., 2013). Poranéni tkané je primarné zapii¢inéno expanzi hematomu, ktera
vyvolava narist nitrolebniho tlaku. V soucasnosti dostupné poznatky z preklinickych a klinickych
studii poukazuji na moznost, ze by druhotné poskozeni mozkové tkan€ po HI mohlo byt vyvolano
zanétem (Del Bigio, Yan, Buist, & Peeling, 1996). Oproti ischemickému iktu vykazuje HI vyssi
riziko umrtnosti. (Andersen, Olsen, Dehlendorff, & Kammersgaard, 2009). Pfi¢inou HI mize byt
mimo jiné ruptura cévy, aneurysma ¢i fistuly. Dal§i moznosti vzniku HI je i hemoragicka
transformace insultu ischemického pfti trombolytické terapii (The National Institute of Neurological
Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995).

Ischemickd CMP je definovana jako epizoda neurologické dysfunkce zplisobend fokalnim
mozkovym, patefnim ¢i retinalnim infarktem (Sacco et al., 2013). Oproti hemoragickému insultu
je castgjsi, statisticky tvoti az 87 % vsech ptipadi CMP (Lloyd-Jones et al., 2009). Pfi¢inou
rozvoje ischemického insultu maze byt trombotickd nebo embolicka okluze nékteré z hlavnich
mozkovych tepen. Tato CMP muze byt taktéz vyvolana systémovou hypoperfuzi zpusobenou

snizenim ¢i selhanim srde¢ni aktivity nebo zastavou dechu (Adams et al., 1993).

v

Cetnost vyskytu CMP je u jednotlivych vékovych skupin rozdilnd. Za nejrizikovéjsi jsou
povazovana obdobi perinatalni® a stafecké. Zvyseny vyskyt CMP ve staieckém obdobi souvisi
se zhorSenou zdravotni kondici ¢lov€éka a soucasnym vyskytem chorob, jako je ateroskleroza,
diabetes mellitus, hypertenze atd. Perinatalni insult je dle studii oproti CMP vyskytujicim
se pozdé&ji v détstvi mnohem castéjsi a to s Cetnosti piiblizné 1:5000 (Lee et al., 2005). Hlavnim
faktorem znesnadnujicim jeho diagnozu je, Ze se tento insult nemanifestuje zadnymi specifickymi

symptomy. K jeho odhaleni dochazi nejcastéji pomoci zobrazovacich metod na zakladé

! Perinatalnim obdobim rozumime periodu Zivota poéinajici 28. gestaénim tydnem a kon&ici 7. dnem
poporodnim.



nespecifickych symptomii 2. Né&které déti ovSem tyto nespecifické symptomy nevykazuji,
a proto u nich vySeteni nejsou provedena. K odhaleni insultu pak mtze dojit az v pozd¢jsich
obdobich, kdy se objevi zachvatovita aktivita ¢i asymetrie V pouzivani hornich koncetin (Golomb

etal., 2001).

1.2 Rizikové faktory pro rozvoj cévnich mozkovych prihod

Rizikové faktory pro rozvoj CMP jsou odborniky v soucasnosti neustale diskutovany. V dosud
nejveétsi mezinarodni studii INTERSTROKE, jez se ucastnilo 3000 lidi z 22 zemi o rizném stupni
vyspélosti, se na 80 % globalniho rizika CMP podilelo pét faktora — hypertenze, koufeni,
abdominalni obezita, nevhodna dieta a nizky stupen fyzické aktivity. Z téchto faktort se zda byt
hypertenze nejrizikovéjsim faktorem pro rozvoj obou podtyptit CMP. Zaroven ze studie vyplyva,
ze by hypertenze mohla byt padnéjsi pro rozvoj hemoragického insultu nez pro rozvoj insultu
ischemického (O’Donnell et al., 2010). Jina studie se zna¢nym poétem sledovanych osob (39 484)
poukazuje na korelace mezi vyskytem diabetu, fibrilacemi srde¢nich sini ¢i ischemickou chorobou
srde¢ni a vyskytem ischemického insultu (Andersen et al., 2009). Je ov§em nutno zminit, Ze mimo
uvedené studie existuji i dalsi, jejichz zavéry se s uvedenymi caste¢né piekryvaji, ale také
se od nich odlisuji (Ariesen, Claus, Rinkel, & Algra, 2003; Kurth et al., 2003). Z uvedeného plyne,
zZe otazka rizikovych faktord a jejich relativnich ptispévki ke vzniku CMP ¢i konkrétnich podtypu

CMP jesté zdaleka neni uzaviena a bude tak dozajista cilem budoucich studii.

1.3 Ischemické jadro a ischemicka penumbra

Ischemie mozku je definovana jako sniZeni krevniho toku mozkem pod Kritickou hranici, ktera
jiz vyvolava poskozeni a omezeni funkce celého mozku (globalni ischemie) nebo nékteré z jeho
oblasti (fokalni ischemie). Ischemicka tkan neni homogenni a vyznacuje se existenci ischemického

jadra a ischemické penumbry.

Ischemické jadro je oblasti vzniku ischemie. V tomto misté doslo k energetickému a nasledné
i metabolickému selhdni bunék. Nedojde-li do né&kolika minut k reperfuzi ¢i terapeutickému
zasahu, zasazena tkan postupné€ odumira (Astrup, Siesjo, & Symon, 1981). Ischemicka penumbra
oznacuje oblast mén¢ zasazenou ischemii. Funkce bun¢k je omezena, jejich metabolickd aktivita
je ale do urcité miry zachovana. EXistuje vyssi pravdépodobnost uzdraveni a obnoveni ¢innosti
V této oblasti (Astrup et al., 1981). Zda dojde k pfeziti a obnoveni bunééné aktivity zasazenych
neuront zavisi jednak na jejich selektivni citlivosti k ischemii a na kombinovaném vlivu
rezidualniho toku a délky trvani ischemie (Heiss & Rosner, 1983). Ob¢ uvedené struktury vykazuji
casoprostorovou dynamiku, jez nejcastéji vede k rozsifeni nekrotického loziska ischemického jadra

na tkor ischemické penumbry (Obrazek 1).

2 Mezi tyto nespecifické symptomy patii naptiklad zachvatovita aktivita, apnoe i hypotonie.



V ischemickém jadie dochazi pouze k jednorazové depolarizaci neuront, jelikoZ nejsou neurony
dusledkem selhani energetického metabolismu schopny repolarizace. V penumbie je diky
castecnému kolateralnimu zasobeni Zivinami repolarizace mozna a dochazi tak k periodickému
stifidani depolarizaci a repolarizaci, které se po vlnach S§ifi ischemickou penumbrou. Tyto
periinfarktové depolarizace mohou zpisobovat dal$i poskozeni ischemické penumbry (Chen,
Chopp, Bodzin, & Chen, 1993). Existuji hypotézy, ze by se mohly podilet na poranéni pfi akutnich
patofyziologickych stavech mozku ¢lovéka (Fabricius et al., 2006).

ischemickd penumbra

ischemické jadro

Obrazek 1 Schematické znazornéni ¢asoprostorové dynamiky ischemického jadra (modie)
a penumbry (zeleng). Oblast jadra (1éze) se postupné zvétSuje, zatimco plocha penumbry
se snizuje. Ne&které klinické symptomy pacienta ustupuji, jelikoz zaroven dochazi
k obnoveni ¢innosti neuront v ¢asti penumbry. Pfevzato a upraveno dle Dirnagl, ladecola

a Moskowitz (1999).

1.4 Fokalni a globalni ischemie

Mrwe

dochazi nejcastéji diasledkem srde¢ni zastavy. Dojde-li pouze ke kratkodobému nebo jen mirnému
poklesu perfuze (perfuze mezi 20 ml/100 g/min az 7 ml/100 g/min), muze byt tento stav provazen
pouze ztratou védomi s naslednym obnovenim funkce zasazenych neuront. Pii tézké globalni
ischemii (perfuze nizs§i nez 7 ml/100 g/min) ¢&i ischemii trvajici déle neZ piiblizné pét minut

jiz dochazi k nekrdze vétsSiny neurond (Kaufmann et al., 1999).

K fokalni ischemii dochazi nejéastéji po okluzi mozkové tepny ¢&i jejich vétvi. Okluze vede
k omezeni perfuze Vv regionu zasobovaném touto tepnou. Nejvyraznéj$im snizenim krevniho toku
je postizena oblast tvorici ischemické jadro. Pokud nedojde k okamzité reperfuzi, vétsina neuront
v tomto misté nekroticky umira v disledku metabolického selhdni a souvisejicich jevi ischemické

kaskady. S rostouci vzdalenosti od ischemického jadra je neurontim zajistén alesponl Castecny



piisun krve z nezasazenych kolateralnich cév. Tato prstencovita oblast tvoii ischemickou penumbru

(Astrup et al., 1981).

1.5 Poranéni zpusobené reperfuzi

Po dlouhou dobu panovalo ptesvédceni, ze rychla reperfuze ischemické tkané vede k regeneraci
a obnoveni funkce organu. Tento piedpoklad byl zpochybnén v 70. letech minulého stoleti
pozorovanimi, jez odkazovala na paradoxni prohloubeni poSkozeni reperfuzované srdecni tkané
(Hearse, Humphrey, & Chain, 1973). Tato pozorovani dala zaklad domnénkam, jenZ pfisuzovaly
uvedeny negativni efekt ¢innosti kyslikovych radikalid. O nékolik let pozdéji byly formulovany
hypotézy, ze nadbytek reaktivnich forem kysliku (angl. reactive oxygen species, zkracené ROS)
hypotézy byly pozdéji podpoteny vysledky experimentalnich pozorovani (Guarnieri, Flamigni, &
Caldarera, 1980).

2 MOLEKULARNI MECHANISMY
ISCHEMICKEHO POSKOZENI MOZKU

I kdyZz prozatim neni dopodrobna porozuméno vSem bunéénym procesim a draham, jenz jsou
pfi ischemickém insultu aktivovany, panuje pfesvédCeni, ze dochdzi k postupné aktivaci
mechanismit vedoucich k bunéfné smrti nervovych bunék. Klidovy membranovy potencial
neurond je udrzovan a obnovovan piedevsim elektrogenni ¢innosti Na*/K* ATPazy, ktera udrzuje
nizkou koncentraci sodnych iontl v intracelularnim prostoru a draselnych iont v prostoru
extracelularnim. UdrZzovani membranovych potenciali Na*/K* ATPazou je zodpovédné za spotiebu
velké &asti energie dodané do mozku. Zaroveh je také Cinnosti Ca?* ATPazy udrzovana nizka

intracelularni koncentrace vapniku.

Pfi ischemii, béhem niz je narusena syntéza makroergnich fosfatovych molekul, dochazi
k rychlému vycerpani zasob ATP a depolarizaci membran neuronti a glii. Tato depolarizace
je zptusobend predevsim influxem sodnych iontli do buiiky a efluxem draselnych iontl z buiky.
Depolarizace membrany neuront vede kK hromadnému vylevu excita¢nich aminokyselin glutamatu
a aspartatu. Nadmeérna stimulace excitaénimi neurotransmitery, ozna¢ovana pojmem excitotoxicita,

mize nervové buiiky poskodit ¢i je dokonce usmrtit (Olney, 1969).
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Obrazek 2 Casova posloupnost a vliv poskozujicich jevii na vysledné poranéni pti fokalni

mozkové ischemii. Pfevzato a upraveno dle Dirnagl, ladecola a Moskowitz (1999).

2.1 Excitotoxicita

Jelikoz je glutamat nejcastéj$im excitaénim neurotransmiterem savéiho mozku, hraje
pfi ischemickych kaskddach hlavni roli. Pfi depolarizaci neuronti je glutamat vyloucen
do synaptického prostoru po sméru svého koncentraéniho gradientu. Za fyziologickych podminek
je ze synaptického prostoru aktivné odCerpavan ptedevS8im astrocyty, které tak brani rozvoji
excitotoxicity. Béhem ischemie jsou od¢erpavaci mechanismy glutamatu, stejné jako fada dalSich
protektivnich funkci astrocytl, naruSeny (viz podkapitola Reaktivni astrocytéza a formovani
gliové jizvy). Masivni a neregulovany vylev glutamatu jiz na pocatku ischemie aktivuje velké
mnozstvi NMDA, AMPA a kainatovych receptori a umoziuje influx Ca**, Na* a Cl- do bunék.
Influx iontd také provazi pasivni vtok vody vedouci k tvorbé edému. Edém muze ztizit perfuzi
okolni tkan¢, zvysit nitrolebni tlak ¢i jinymi zplsoby negativné ovlivnit dal$i vyvoj zranéni.
Hypotéza glutamatové excitotoxicity byla podpofena experimenty, pfi nichZz byly pozorovany
protektivni u¢inky NMDA antagonistl proti ischemickému poskozeni (Simon, Swan, Griffiths, &
Meldrum, 1984).

2.2 Signalizace zprostFedkovana vapenatymi ionty

Vépenaté ionty se ucastni bunécnych signaliza¢nich drah jako univerzalni druzi poslové a moduluji
¢innost bunéénych proteaz, lipaz, nukledz a dalSich molekul. Nekontrolovana cinnost téchto
enzymu a jejich metabolickych produktd (kyselina arachidonova, ROS,...) vSak poskozuje bunééné
membrany, strukturni proteiny a nukleové kyseliny. Poskozeni mitochondrii t€émito enzymy mize
zapusobit jako stimul vedouci k uvolnéni cytochromu ¢ a apoptoézu-indukujiciho faktoru
Z mitochondrialniho intermembranového prostoru a vyustit tak v apoptézu buriky (Susin et al.,
1999).



2.3 Laktatova acidoza

Anaerobni metabolismus, jenz nervové buniky béhem ischemie vykazuji, souvisi s tvorbou laktatu
a okyselenim bunék. SniZeni pH vede k aktivaci kysele ovladanych iontovych kanalt (angl. acid-
sensing ion channels, zkracené ASICs) propustnych pro Na* a Ca?* (Krishtal & Pidoplichko, 1980).
Laktatova acidoza tak prostiednictvim dal$iho zvyseni intracelularni koncentrace Ca?* prohlubuje
poskozeni buriky. Modulace aktivity ASICs je potencidlnim cilem neuroprotektiv pfi ischemickém
insultu (Simon, 2006).

2.4 VIliv reaktivnich forem kysliku a oxidu dusnatého

ROS jsou chemicky reaktivni kyslikové molekuly schopné oxidativné poskozovat bunééné
struktury. Mezi ROS se fadi mnoho molekul, jmenovité napiiklad peroxidy, hydroxylové radikaly,
superoxidy ¢i singletovy kyslik. Produkce ROS je soucasti bézné ¢innosti mozku, pii které vznikaji
jako meziprodukt metabolismu kysliku (Boveris & Chance, 1973). Bylo zjisténo, ze se koncentrace
ROS zvysuje pii ischemickém poskozeni a pfi reperfuzi (Cao, Carney, Duchon, Floyd, & Chevion,
1988; Guarnieri et al., 1980). Tehdy je zna¢né naruSen zejména mitochondrialni elektrontransportni
fetézec a ROS jsou produkovany ve zvySené mife. Zaroven jsou antioxidacni mechanismy bunky
oslabené a redukce ROS neni dostateéné efektivni. Mezi vyznamné zdroje ROS v mozku fadime
mimo jiz zminéného také xantinoxidazu, monoamin oxidazu a NADPH oxidazu (Kleinschnitz
et al., 2010; Patt et al., 1988). Pichledné a detailné jsou soucasné poznatky o ROS a jejich produkci
zpracovany v reSersi od Granger a Kvietys (2015).

NO je plyn syntetizovany z L-argininu enzymem NO-syntazou (zkracené NOS) v neuronech,
bunikach cévniho endotelu, gliich, makrofazich a bilych krvinkach. V zavislosti na stupni
ischemického poSkozeni a pfislusné izoformé¢ NOS ma NO dudlni efekt na pribéh ischemické
kaskady. Ihned po vzniku ischemického insultu je mira omezeni krevniho toku do uréité miry
snizena vasodilatatnim efektem NO, ktery je produkovan piedevsim endotelialni NOS (Huang
et al., 1996). V pozdé&jsim stadiu ischemie se NO produkovany inducibilni a neuronalni NOS podili
na oxidativnim a nitrosativnim poskozeni (ladecola, Zhang, Casey, Nagayama, & Ross, 1997).
Kombinaci NO a superoxidového radikalu vznika velmi reaktivni peroxynitrit poskozujici bunécné

komponenty a podilejici se na tvorbé dalsich ROS (Gursoy-Ozdemir Y, Bolay H, Saribas O, 2000).
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Obrazek 3 Zjednodusené schéma pribéhu ischemické kaskady a déji na tuto kaskadu

navazujicich.

2.5 Zanétlivé zmény
Postischemicka zanétliva odpoveéd” mozku je charakterizovana rychlou aktivaci rezidentnich bungk,

kterou nasleduje infiltrace aktivovanymi zanétlivymi buikami (Clark et al., 1993; Schilling et al.,

2003). Mezi zanétlivé buiky fadime mimo jiné neutrofily, leukocyty a makrofagy.

V akutni fazi ischemického insultu jsou ischemickou tkani rapidné produkovany ROS a cytokiny.
Cytokiny jsou rozlicnou skupinou malych glykoproteind, jenz jsou po aktivaénim stimulu
uvoliiovany nékterymi buiikami. Po navazani na cilovou bunku moduluji jeji genovou expresi.
Nekteré cytokiny moduluji expresi adheznich molekul klicovych pro rekrutaci a adhezi leukocyti.
Mezi cytokiny patfi i chemokiny, které jsou vyraznymi chemoatraktanty. Shrnuti dosud zndmych

funkci vybranych cytokint je obsazeno v Tabulce 1.

V subakutni fazi ischemického insultu je infiltrujicimi leukocyty sniZena perfuze mikrovaskulatury
a dochazi k produkci cytotoxickych latek v nervovém parenchymu. Témito procesy jsou
amplifikovany poskozujici mechanismy, které mohou vést k naruseni hematoencefalické bariéry,
tvorbé edémut ¢i bunécné smrti. Pfiblizn¢ den po iktu dochazi k aktivaci astrocyt a reaktivni
astrocytoze (viz dale). Vétsina aktivovanych mikroglii se béhem nékolika dni méni ve fagocyty,
jenz se taktéz podileji na dalSim poskozeni postischemické tkané (Yrjanheikki et al., 1999; Z.

Zhang, Chopp, & Powers, 1997).



Tabulka 1 — Shrnuti dosud znamych funkci vybranych cytokind

Cytokin Funkce Zdroj

o exprese adheznich molekul

o zvySeni excitotoxicity (NMDA)
IL-1 O [PYIEEE (Dinarello, 2009)

o vazodilatace

o hypotenze

o hyperalgesie
CINC o chemoatrakce zanétlivych bunék (Campbell et al., 2003)

o protein akutni faze

o syntéza protein( akutni faze o

R (Heinrich, Castell, &

IL-6 o protizanétlivé ucinky

o stimulace bunécnych i latkovych Andus, 1990)

obrannych mechanismu

o pyrogenni efekt

o exprese adheznich molekul (Sriram & O’Callaghan,
TNFa o aktivace astrocytl a jejich proliferace 2007)

o zmény v mikrovaskulature ’

" . . . (Barone et al., 1997)

o role pfi naruseni integrity HB

O neuroprotekce

o neuroprotekce

o pfispiva k uvolnéni NO (Gross, Bednar, Howard,
TGFB o chemoatrakce zanétlivych bunék & Sporn, 1993),

o angiogeneze (Roberts & Sporn, 1988)

o reparace tkané

2.6 Reaktivni astrocytoza a formovani gliové jizvy

Astrocyty svym poctem mnohonasobné ptevySuji neurony. Stejné jako neurony jsou poSkozeny
pii ischemickém insultu, kdy jsou v dusledku metabolického selhani naruseny jejich funkce
spojené s udrzovanim fyziologické nervové ¢innosti. Jedna se predev§im o protektivni funkce, jako
je eliminace ROS, homeostaza iontdi, metabolicka podpora a v neposledni fad¢ jiz zminéna
schopnost vychytavat glutamat. Béhem ischemie a pozdé&jsi reperfuze mohou astrocyty prispét
K regeneraci poskozeni ¢i naopak ke zhorSeni poranéni. Zda bude vliv astrocytli pozitivni

¢i negativni se odviji od nékolika faktort, naptiklad na rozsahu a charakteru poskozeni.

Jednim z charakteristickych znakt reaktivni astrocytozy je zvySena exprese glialniho fibrilarniho
acidického proteinu (angl. glial fibrillary acidic protein, zkracen¢ GFAP) a dalSich proteint
intermedialnich filament, které se podileji na tvorbé filamentarnich siti. Dal$im specifikem
astrocytozy je proliferace astrocytt a hypertrofie bunéénych vybézka na jejich povrchu. Dle miry
uvedenych zmén jsme schopni rozliSit mirnou, stfedné tézkou a tézkou astrocytézu. Zatimco
pii mirné az stiedné t€zké astrocytoze prakticky nesledujeme reorganizaci tkanové architektury,

tézkd astrocytdza se jiz vyznaCuje vyraznymi a ireversibilnimi zménami ve struktufe tkané.
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Proliferace astrocytti a tvorba prekryvii mezi sousednimi astrocyty pfi t€zké astrocytéze miize byt
spojena s tvorbou husté a kompaktni gliové jizvy (Obrazek 4). Tyto jizvy zastavaji funkci
neuroprotektivnich bariér chranicich neporusenou tkan pied zanétlivymi buiikami a infek¢énim
agens. Studie poukazuji i na inhibi¢ni u¢inek reaktivnich astrocytii a gliové jizvy na regeneraci
CNS po zranéni (Davies et al., 1997). Shrnuti experimentalnich dat o dudlnim G¢inku astrocytozy
na zranéni mozku je ptehledné shrnuto v review od Pekny, Wilhelmsson a Pekna (2014).

Obrazek 4 Srovnani mikrofotografii astrocytli s imunohistochemicky barvenym GFAP.

Prvni snimek zachycuje astrocyty ve zdravé mysi tkani (A). Zbylé snimky zobrazuji
astrocyty pfi stredné tézké (B) a tézké (C) reaktivni astrocytdze cerebralniho kortexu mysi.
Na snimku C je patrnd oblast formovani gliové jizvy (hranice oblasti oznaceny Sipkami).

Ptevzato a upraveno dle Sofroniew (2009).
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3 SELEKCE ANIMALNICH MODELU

Béhem uplynulych desetileti byla zavedena fada experimentalnich modelt, jejichz cilem bylo
co nejpresneji napodobit pribeh ischemického insultu ¢lovéka a poskytnout tak pidu pro studie
mechanismu ischemického poskozeni, zanétu a novych klinickych intervenci. Experimenty jsou
provadény na dospélych malych ¢i velkych zvitatech, pficemz kazdd z téchto kategorii ma své
prednosti i slabé stranky (viz déale). Vyjimkou je vyzkum perinatalniho insultu, pfi kterém jsou

majoritné uzivana mlad’ata potkant?®,

3.1 Velké animalni modely

Nejcastéji vyuzivanymi velkymi zvifaty jsou kocky, psi, primati a prasata. Jejich ptfednosti
je snadny monitoring fyziologickych hodnot a dobra snimatelnost pomoci zobrazovacich technik.
Velka zvitata maji, stejné jako ¢lovek, gyrencefalicky mozek a jsou mu tak blizsi ve strukturnim
a funkénimu ¢lenéni mozku (Obrazek 5). Obecné jsou tato zvifata vhodna zejména k testovani
metod endovaskularni rekanalizace (Fisher et al., 2009). Vyhodou také je, Ze sestupné anatomické
drahy téchto zvifat (napf. kortikospinalni trakta) jsou inervovana podobné jako u ¢lovéka (Courtine
et al., 2007). Primati a prasata jsou uzivani pii vyzkumu regenerace bilé hmoty (Fisher et al., 2009).
Nevyhodou velkych animalnich modeld je jejich znacna nakladnost a limitovana dostupnost (plati
zejména pro primaty). Ischemicky insult je u velkych zvifat vétSinou nutné navozovat
i monitorovat invazivng, coz skyta riziko druhotného poranéni mozku chirurgickym zakrokem.
Velka zvitata navic vykazuji vy$8i vnitrodruhovou variabilitu rozsahu poskozeni a infarktu
V porovnani se zvifaty malymi. Praci s velkymi zvifecimi modely ztézuji i pfisna legislativni

a etickd ustanoveni.

3.2 Malé animalni modely

Mala zvifata jsou pii preklinickych studiich vyuZivana nejéast&ji. Radime sem mysi, potkany,
piskomily ¢i kraliky. Jejich potizovaci cena i dlouhodoby chov nejsou pro pfislusnou laboratof
ptiliSnou finanéni zatézi. Vyhodou je také pomérné nizka vnitrodruhova variabilita téchto zvifat,
zejména pak hlodavcu. Maly mozek se rychle a snadno fixuje pro potiebu dalsi analyzy (Pontén,
Ratcheson, Salford, & Siesjo, 1973). Manipulace s témito zvifaty a péce o né je relativné snadna.
Mala zvifata jsou navic mnohem lépe uskladnitelnd nez zvifata velkd, a proto je mozné jich
na stejné plose chovat mnohem vétsi pocet. Experimenty provadéné na malych zvifatech jsou
ve srovnani s velkymi zvifaty méné Casove narocné. V neposledni fad€ jsou u malych zvifat dobre
diagnostikovatelné neurosenzorické a neuromotorické deficity nasledujici po iktu. Mezi negativa

malych zvifat patii zejména lisencefalicky typ mozku, jenz naznaCuje odlisné strukturni

3 Pro ucely vyzkumu perinatalniho insultu jsou pfevazné vyuZzivana 7 dni stard mldd’ata potkanti (zkracend
P7, angl. postnatal day 7). V tomto stadiu vyvoje je histologie mozku mlad’at potkand srovnatelna s 32. — 34.
tydnem gestacéniho obdobi fetu a novorozencem (Vannucci et al., 1999). Ze stejného diivodu jsou vyuzivana i
mlad’ata P12 a P13, ktera jsou vyvojoveé na Grovni novorozence narozen¢ho V terminu.
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uspofadani, nez ma lidsky mozek (Obrazek 5). Potkan vykazuje podobnou cerebralni vaskulaturu
a fyziologii jako ¢loveék (Yamori, Horie, Handa, Sato, & Fukase, 1976), a proto je vyuzivan
ke studiu mechanismi ischemického insultu nejcastéji. Oproti tomu mys$ je vhodna zejména
pro genetické modifikace, pomoci kterych je mozné navodit knockout ¢i overexpresi riznych genti

a sledovat jejich vliv na molekularni patofyziologii ischemického insultu (Fujimura et al., 1999).
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Obrazek 5 Srovnani stupné gyrifikace mozku potkana (A), makaka rhesus (B), prasete (C)

a ¢lovéka (D). Pievzato a upraveno dle Howells a kol. (2010).

3.3 Vyzvy spojené s prevodem poznatkii do praxe
AC bylo pomoci experimentalnich modelti ziskano mnoho novych poznatki o ischemickém
poskozeni mozku, je prevod téchto poznatki do klinické praxe limitovany. Rada 1é¢iv
a neuroprotektiv se osvédcila pii preklinickych studiich, jejich G¢innost pti klinickych studiich v§ak
prokazana nebyla (Kaste, 2005). Hlavni pfi¢inou zminéného neuspéchu je pravdépodobné fakt,
7e zadny z doposud uzivanych modeli piesné nereflektuje mechanismy poskozeni a neuroprotekce
tak, jak probihaji u CEloveéka. Modelova zvifata jsou vétSinou zdrava, mlada, bez medikace
a ischemické poskozeni je u nich vyvolavano standardizovanymi metodami. Ischemicka CMP
¢loveka je oproti tomu znacné€ variabilni a dochdzi k ni pfevazne v kontextu starnuti, hypertenze,
srde¢nich chorob, diabetu atd. Diskutovana je taktéZ otazka spoluptisobeni vice 1é¢iv (Shi, Morike,
& Kilotz, 2008). Na netGspé€$ném pienosu poznatki se téz mohou podilet i metodické
a administrativni aspekty klinickych testovani. Castym nedostatkem je naptiklad nevhodné

nacasovani podani u¢inné latky ¢i nizsi davkovani 1é¢iva z diivodu zajisténi bezpecnosti pacienta.

Kvuli potiebé zvyseni konzistentnosti a reprodukovatelnosti experimentti byla Stroke Therapy
Academic Industry Roundtable zavedena doporuceni pro provadéni preklinickych testovani. Mezi
tato doporuceni patfi napiiklad to, ze pfi signifikantni u€innosti 1é¢iva na jednom druhu zvirete

je tieba tento vysledek vZzdy verifikovat na jiném zvifecim druhu (Fisher et al., 2009).
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4 MODELY ISCHEMICKEHO POSKOZENI
MOZKU

4.1 Modely globalni ischemie

4.1.1 Ischemie vyvolana strangulaci

Globalni ischemie je navozena pomoci vysokotlaké vzduchové manzety umisténé na krku
anestetizovaného zvifete. Nafouknuti manZzety vyvolava bilateralni okluzi velkych krénich arterii
a vén a dalSich krénich struktur. Pii spravném provedeni zaskrceni je hodnota krevniho toku
snizena az na mén¢ nez 1% oproti kontrole. Nevyhodou modelu je vysoka Cetnost zachvatl

(Siemkowicz & Hansen, 1978). V poslednich letech nepfilis ¢asto vyuzivany model.

4.1.2 Modely vyuzivajici ventrikularni fibrilaci

Modely vyuZzivajici srdeéni zastavu jsou vhodné zejména ke studiu mechanismi opozdéné bunééné
smrti neuronti a k posouzeni u¢inku neuroprotektivnich latek. Radime sem ventrikularni fibrilaci

(zkracené VF) stiidavym proudem a injekci kardioplegik.

Model VF stfidavym proudem Se vyznacuje rychlym poklesem tlaku a pulzu a velmi dobie
tak napodobuje klinicky projev srdeéni zastavy ¢lovéka. Metoda dle von Planta a kol. (1988)
zahrnuje indukci fibrilace stfidavym proudem do pravého ventrikularniho endokardia
anestetizovanych potkand. Zvifata jsou po specifikované dobé kardiopulmonaln€ resuscitovana.
Nevyhodou tohoto typu VF je komplikovana procedura a tepelné poranéni srdce v misté elektrod,
které je pravdépodobné zodpovédné za vysokou timrtnost zvitat (pfiblizné 43%) (von Planta et al.,
1988). Nedavno navrzena modifikace modelu navozuje srdeéni zastavu pomoci niz§iho
elektrického impulzu a vykazuje niz§i tmrtnost potkant (Dave, Della-Morte, Saul, Prado, & Perez-
Pinzon, 2013).

Druhou moznosti vyvolani VF je intraventrikularni injekce KCI, ¢i jiného kardioplegika,
ptes jugularni katetr. Pfi spravné aplikaci kardioplegika je mozné sledovat okamzity pokles
pramérného arteridlniho krevniho tlaku. Po n€kolika minutach globalni ischemie jsou zvifata
kardiopulmonalné resuscitovana. Vyhodou metody je minimalni chirurgicky zasah, dobie
pozorovatelné postinsultové behavioralni zmény a produkce 1ézi na mnoha mistech mozku. Model
je klinicky relevantni. Nevyhodou je komplikovana procedura a fakt, Ze jen velmi malo zvifat

preziva déle nez dva dny po resuscitaci (Kofler et al., 2004).

4.1.3 Model okluze ¢tyi cév

Model okluze ¢ty cév (angl. four-vessel occlusion, zkracené 4-VO) je velmi cCasto uZivan

k produkci reverzibilni ischemie pfedniho mozku u potkant. Principem této metody je vratna
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bilateralni okluze arteriae carotides communes kombinovana s elektrokauterizaci arteriae
vertebrales na neanestetizovanych potkanech tstici v bilateralni hemisférickou ischemii. Okluze
arteriae carotides communes je dosazeno pomoci atraumatickych svorek, jez jsou po definované
dobé vyjmuty, a je posuzovana troven védomi zvitat. PoSkozeni mozku se odviji od délky trvani
ischemie s nevyraznéjs§im efektem v oblasti hippokampu, neokortexu a striatu. Velkou piednosti
modelu je pravdépodobné neanestetizace potkant. Dal§i vyhodou je nizka incidence zachvati
a velmi dobfe predikovatelna lokalita poskozeni (Pulsinelli & Brierley, 1979). Nevyhodou modelu
4-VO dle Pulsinelli a kol. (1979) je zejména riziko nespravného technického provedeni
elektrokauterizace arteriae vertebrales, jenz mize zkreslit vysledky experimentti. Je nutno zminit,
ze se rozsah poskozeni u jednotlivych druhti potkant vyrazné 1isi. Tento jev je prisuzovan rozdilim
Vv kolateralni vaskulatufe mezi plemeny (Pulsinelli & Buchan, 1988; Pulsinelli & Brierley, 1979).
Model 4-VO byl vpribéhu let dale modifikovan. VétSina téchto modifikaci byla zacilena
na zvySeni poctu potkanti, ktefi po rekananalizaci vykazuji kompletni a dlouhotrvajici ztratu
vestibularniho reflexu (Pulsinelli & Buchan, 1988; Pulsinelli, Levy, & Duffy, 1983). Vyraznou
obménou metody je piechod z dvoufazové techniky na techniku jednofazovou (Atlasi, Naderian,
Noureddini, Fakharian, & Azami, 2013). Tento model nachazi svoje uplatnéni naptiklad pfti studiu

ucinku neuroprotektiv.

4.1.4 Model okluze tfi cév

Model okluze tii cév (angl. three-vessel occlusion, zkracené¢ 3-VO) vznikl ve snaze vyhnout
elektrokauterizace arteriae vertebrales. Dvoukrokovy zakrok se sklada z okluze arteria basilaris
a docasné bilateralni okluze arteriae carotides communes potkana. OkKluzi arteria basilaris
je mozno vizualné zkontrolovat. Procedura se provadi bud’ samostatné, nebo v kombinaci s ligaci
krku. V obou piipadech dochazi k vyraznému a konstantnimu sniZeni krevniho toku mozkem.
Prednosti modelu je velmi dobra reprodukovatelnost zranéni. Pfi planovani vlastniho experimentu
je tieba vzit v uvahu, Ze ligace krku miZe podrazdénim nervus vagus vyvolat poruchy
autonomniho nervového systému (Kameyama, Suzuki, Shirane, & Ogawa, 1985). Studie poukazuji
na opozdénou bunéfnou smrt kortikdlnich a striatalnich neuroni ve srovnani s neurony
hippokampu po aplikaci 3-VO modelu (Thal, Thal, & Plesnila, 2010). Model je mozno uplatnit

napiiklad pii studiu mechanismii ischemického insultu a poranéni vyvolaného reperfuzi.

4.1.5 Model okluze dvou cév

Model okluze dvou cév (angl. two-vessel occlusion, zkracené 2-VO) je, podobné jako 4-VO model,
zacilen na vyvolani reverzibilni ischemie pfedniho mozku na anestetizovanych potkanech.
K navozeni globalni ischemie dochazi pomoci bilateralni okluze arteriae carotides communes
svorkami ve spojeni se systémovou hypotenzi, které je dosazeno snizenim primérného arterialniho

krevniho tlaku na 50 mm Hg. Tlak je sniZzen krvacenim ¢i aplikaci perifernich vasodilatatort.
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Poskozeni vyvolané ischemii pfedniho mozku zasahuje predevsim selektivné citlivé oblasti, jako
jsou struktury neokortexu, pyramidové neurony CAl hippokampu a striatum (EkI6f & Siesjo,
1972; Smith ML, Bendek G, Dahlgren N, Rosen I, Wieloch T, 1984). Vyhodou modelu je rychly
nastup ischemie i reperfuze. Model 2-VO je ve srovnani s 4-VO modelem proceduralné jednodussi,
méné invazivni a navic pln¢€ reverzibilni. Nevyhodou je nutnost hypotenze a anestetizace zvifat.
Model byl v pribéhu let n¢kolikrat modifikovan (McBean et al., 1995; Smith ML, Bendek G,
Dahlgren N, Rosen I, Wieloch T, 1984). Podobné jako 4-VO model je tento model vyuzivan

pfi vyzkumu neuroprotektivnich latek.

4.2 Modely fokalni ischemie

Nejcastéji uzivanou metodou vyvolani fokalni ischemie je okluze arteria cerebri media. Je tomu
tak z divodu klinické relevance, jelikoz ischemické insulty lidskych pacientii jsou nejcastéji
vyvolany pravé embolickou ¢i trombotickou okluzi této tepny (Olsen, Skriver, & Herning, 1985).
U vétSiny podtypi okluze arteria cerebri media je moZzno pozorovat vznik ischemické penumbry
strukturné podobné penumbte u lidi. Obecné jsou zvlasté mechanické okluze arteria cerebri media
snadno proveditelné a vedou ke vzniku reprodukovatelnych 1ézi. Uzivana je i okluze arteria carotis

communis, a to samostatné ¢i v kombinaci se systémovou hypoxii.

4.2.1 Okluze arteria carotis communis

Unilateralni ¢i bilateralni okluze arteria carotis communis je u piskomill, na rozdil od vétSiny
ostatnich modelovych zvifat, dostacujici k vyvolani fokalni ischemie. Pfiinou je neuplny
a funkéné odlisny circulosus arteriosus cerebri piskomili (Levine & Payan, 1966; Suzuki,
Yamaguchi, Kirino, Orzi, & Klatzo, 1983). Okluze arteriae carotides communes je provedena
pomoci chirurgickych svorek na neanestetizovaném zvifeti. Zranéni je pozorovano piedevsim
Vv oblasti striatu a hippokampu, pficemz pozoruhodna je predev§im opozdénd bunééna smrt CAl
neuront (Chesselet, Gonzales, Lin, Polsky, & Jin, 1990; Suzuki et al., 1983). Nevyhodou je
variabilni dopad poskozeni vyzadujici monitoring kazdého zvitete. Jako mozné negativum se zda
byt obecné vysoka Cetnost epileptickych zachvati u piskomild. Nebylo ale prokazano, Ze by tyto
zachvaty mély jakykoliv vliv na dopad ischemického insultu (Herrmann, Stern, Vollenweider, &
Nitsch, 2004). Model je ocefiovan zejména v oblasti studia prahovych hodnot krevniho toku ve
vztahu Kk naruSeni funkénich a biochemickych drah (Paschen, Djuricic, Bosma, & Hossmann,
1983).

4.2.2 Hypoxicko-ischemicka encefalopatie

Tento model vyuziva kombinovaného uc¢inku ischemie a anoxie k produkci fokalnich cerebralnich
unilateralnich 1ézi u potkani. Metoda dle Levine (1960) na dospélych potkanech zahrnuje
jednostrannou ligaci arteria carotis communis, po které nasleduje anoxie vyvolana inhalaci dusiku

¢i NO. Nejvyrazngjsi 1éze je mozno pozorovat v oblasti Sedé hmoty hippokampu (Levine, 1960).
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A¢ mél tento model phvodné slouzit ke zjisténi obecné vnimavosti Sedé a bilé hmoty vuci
anoxicko-ischemickému poskozeni, pozdg&ji zacal byt aplikovan predev§im ve vyzkumu
perinatalniho insultu. Rice a kol. (1981) aplikoval metodu dle Levine (1960) na mlad’ata potkant
P7. Vysledkem je dobfe reprodukovatelné poskozeni, které je vyvolano az u 90% piezivSich
jedincd. Poskozen je pfedevs§im ipsilaterialni kortex, striatum a hippokampus (Rice, Vannucci, &
Brierley, 1981). Procedura dle Levine (1960) ztstala zachovana a do dnesni doby prosla pouze
drobnymi modifikacemi (Xu et al., 2015). Upraveny model hypoxicko-ischemické encefalopatie
dle Rice a kol. (1981) je vhodny ke studiu plasticity mozku a odlisnosti mezi po§kozenim mozku
mlad’at a dospélcii. Pouzivan je i K testovani novych klinickych intervenci v oblasti perinatalniho

insultu.

4.2.3 Mechanické okluze arteria cerebri media

Tamura a kol. (1981) zavedl okluzi arteria cerebri media pomoci chirurgickych svorek. Okluze
je provedena pomoci malé subtemporalni kraniektomie u potkana. Léze jsou pozorovany v oblasti
kortexu a bazalnich ganglii. Nevyhodou je chirurgicka invazivita metody, ktera muze zapfiinit
infekci, subarachnoidalni krvaceni ¢i Unik cerebrospinalni tekutiny. Vyhodou metody je jeji
nenaroéné provedeni, reprodukovatelnost a tvorba konzistentnich 1ézi (Tamura, Graham,

McCulloch, & Teasdale, 1981).

Rozsifenou se stala i okluze arteria cerebri media ligaci, ktera stejné jako okluze svorkami
vyzaduje kraniektomii. Mimo ligace pravé arteria cerebri media zahrnuje i bilateralni ligaci
arteriae carotides communes. Metoda se vyznacuje tvorbou konzistentnich 1ézi v oblasti kortexu

a bazalnich ganglii a dale nizkou mortalitou (Chen, Hsu, Hogan, Maricqg, & Balentine, 1986).

Dalsi z moznosti je okluze arteria cerebri media elektrokoagulaci. Stejné jako obé piedchazejici
metody vyZaduje kraniektomii. Pokud je kauterizace provedena v useku arteria cerebri media
distalné vuci lentikulostriatalnim artériim, je poskozen kortex, zatimco je-li arterie kauterizovana
proximalné od nich, dochazi k poskozeni nejen v oblasti kortexu, ale i striatu (Brint, Jacewicz,
Kiessling, Tanabe, & Pulsinelli, 1988).

Okluze arteria cerebri media intraluminalnim vlaknem nevyzaduje na rozdil od ostatnich
mechanickych modeld okluze této cévy kraniektomii. Artérie je okludovana pomoci nylonového
vlakna, jeZ je nejcastéji vedeno kanylou pies arteria carotis interna (Longa, Weinstein, Carlson, &
Cummins, 1989). Nejednd se o slozitou techniku, jeji chybné provedeni ovSem skyta riziko
subarachnoidalni hemoragie ¢i hypertermie (Li, Omae, Fisher, Dietrich, & Kuluz, 1999).
Intraluminalni okluze arteria cerebri media dobie napodobuje ischemicky insult ¢loveéka
a vyvolava i strukturné podobnou ischemickou penumbru. Od klinického ischemického insultu jej
odlisuje poskozeni arterii béhem vlozeni vlakna. Velikost a reprodukovatelnost 1ézi vznikajicich

v oblasti frontoparietalniho kortexu a striatu se odviji od velikosti uzitého vlakna (Tiireyen,
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Vemuganti, Sailor, & Dempsey, 2005). Vyhodou je zejména moznost kdykoliv vlakno vyjmout
a navodit rychlou reperfuzi. Metoda byla dale modifikovana za cilem zvyseni reprodukovatelnosti
zranéni. Mezi tyto modifikace patii naptiklad pokryti vlakna vrstvou poly-L-lysinu, ktera zlepsuje
prilnuti vlakna k cévnimu endotelu (Belayev, Busto, Zhao, & Ginsberg, 1996). Model je vhodny
pro studie zaméfené na opozdénou bunéfnou smrt neuronidt po ischemii, poskozeni

hematoencefalické bariéry a behavioralni a zanétlivé postischemické zmeény.

magneticka rezonance  histologie poH glukoza laktat

mmol/kg
jednotky

mmol/kg
mmol/kg

Obrazek 6 Multiparametrové zobrazeni akutni cerebralni ischemie zplsobené okluzi
arteria cerebri media u potkana. Porovnat je mozné snimky pofizené magnetickou
rezonanci s histologickymi snimky pofizenymi post mortem a snimky zachycujicimi obsah

metabolitil v tkani a jeji pH. Pfevzato a upraveno dle Back a kol. (1994).

4.2.4 Embolické okluze arteria cerebri media

Embolické modely délime na embolie kulickami z umélého materialu a tromboembolie. Spolecnym
kladem obou podtypti embolickych modelt je jejich zna¢na klinickd relevance. Nékolik hodin
po zakroku je mozné pozorovat predCasnou spontanni reperfuzi zpusobenou endogenni

trombolyzou, extravazaci srazeniny ¢i vymyvanim trombu.

Tromboembolické modely jsou zalozeny na principu vyvolani embolie pomoci pfirozené ¢i uméle
zformované autologni krevni srazeniny. Embolismy byly zpocatku vyvolavany injekci srazeniny
pfes extrakranialni segment arteria cerebri interna. Negativem této procedury je nizka uniformita

Mrwe

ve velikosti a lokalizaci 1ézi (Overgaard et al., 1992). Tento jev je zapfi¢inén nedostate¢nou
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kontrolou lokalizaci okluze arteria cerebri media. Misto okluze arteria cerebri media je klicovym
determinantem velikosti vznikajicich infarktd (Shiino, Harada, & Handa, 1989). Model Zhang
a kol. (1997) zminény problém piekonal vlozenim embolu obohacené¢ho fibrinem do segmentu
intrakranialni arteria cerebri interna 2 — 3 mm proximalné od pocatku arteria cerebri media.
Pomoci této techniky se reprodukovatelnost zranéni mnohonasobné zvysila (Zhang, Chopp, Zhang,
Jiang, & Ewing, 1997). Postupem ¢asu byly popsany dal$i modifikované modely (Atochin et al.,
2004; Busch, Kruger, & Hossmann, 1997), model Zhang et al. (1997) byl vsak i piesto dlouhou
dobu upfednostiiovan. Nejnoveéjsim a velmi slibnym tromboembolickym modelem je model Chen
a kol. (2015). Tento model vykazuje v porovnani s ostatnimi tromboembolickymi modely
markantni snizeni délky trvani procedury a Gmrtnosti zvitat. Jeho aplikaci je mozno dosahnout
takifka uniformnich 1ézi s dobie predikovatelnou lokalizaci (Chen et al., 2015). Tromboembolické
modely velmi blizce napodobuji prevladajici mechanismy vaskularni okluze u lidi a jsou vhodné
pro testovani kombinovaného ucinku neuroprotektiv a trombolytik (Zhang, Zheng, Zhang, Rui, &
Chopp, 2004). Své vyuziti mohou najit i pfi studiich zaméfenych na patofyziologické mechanismy

ischemického insultu a postinsultové terapie.

Druhou moznosti je vyvolani embolie arteria cerebri media pomoci kuli¢ek 0 piesné definovaném
poloméru. Kuli¢ky jsou tvofeny umélym deformnim materidlem, jenz se chova jako artificialni
embolus. Pouzivanymi latkami jsou napiiklad silikon, kolagen ¢i polyvinylsiloxan (Lauer et al.,
2002; Purdy et al., 1989; Yang, Yang, Li, Wang, & Shuaib, 2002). Kulicky jsou injikovany
do arteria cerebri interna ¢i do arteria carotis communis. PouZzijeme-li makrokuli¢ky S polomérem
vétsim nez 300 um, projev embolie dobie napodobuje projev permanentni okluze arteria cerebri
media (Gerriets et al., 2003). Za pouziti mikrokuli¢ek s polomérem mens$im nez 50 um je mozno
vyvolat malé multifokalni infarkty (Miyake, Takeo, & Kaijihara, 1993). Embolie vyvolana
kulickami z umélych materiali je podobné jako tromboembolie vhodnd ke studiim zamétenym

na mechanismy ischemického insultu a nové klinické intervence.

4.2 5 Fototromboticka okluze

Fototromboticka okluze je vyuzivana ke tvorbé dobie reprodukovatelnych fokalnich kortikalnich
1ézi. Zékladem metody je intravendzni aplikace fotosenzitivniho barviva (napi. Rose Bengal,
erythrosin B) a nékolikaminutové osviceni cilové oblasti mozku anestetizovaného zvifete
svételnym paprskem o specifické vinové délce. Fotooxidace barviva vede k tvorbé ROS, poskozeni
endotelu, aktivaci trombocytl a vzniku krevnich srazenin (Watson, Dietrich, Busto, Wachtel, &
Ginsberg, 1985). Hlavni vyhodou metody je moznost selekce oblasti, v niz chceme indukovat
poranéni. Dal§im pozitivem je nizka invazivita metody. Chirurgicky zasah neni nutny, jelikoz
paprsek prochdzi lebkou zvitete. Za klad metody je taktéZ povazovana minimalni umrtnost zvirat
a velmi dobra reprodukovatelnost vznikajicich 1ézi (Watson et al., 1985). Nevyhodou modelu je jiz
samotna povaha poSkozeni, kterd soucasnou tvorbou vazogenniho a cytotoxického edému vice

pfipomina pribéh traumatického poranéni mozku nez fokalniho ischemického insultu (Schneider
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et al., 2002). Tato odlisnost se odrazi i v malé plose ischemické penumbry a mize byt zptisobena
Casnym rozpadem hematoencefalické bariéry (Dietrich, Busto, Watson, Scheinberg, & Ginsberg,
1987). K ischemickému insultu u ¢lovéka navic dochazi vétSinou po ucpani velké tepny, zatimco

procesem fotooxidace se okluduji vS§echny cévy osvétlené oblasti.

vy .

Fototromboticka okluze provadéna na potkanech byla rozsifena i na dalsi zvifata, jako je naptiklad
my$ ¢i kockodan (lkeda et al., 2013; Lee et al., 2007). Pomérné nedavno byla zavedena
modifikace, pfi niZ neni tfeba zvifata anestetizovat, ¢imz je eliminovana mozna interference
anestetik (Lu et al., 2014). Dalsi modifikaci je pouziti cirkularniho laseru ke tvorbé prstencovych
1ézi s centry o charakteru ischemické penumbry (Hu, Wester, Brannstrom, Watson, & Gu, 2001).
Zvyse uvedenych divodi neni fototrombotickd okluze vhodna ktestovani ucinku
neuroprotektivnich latek, jejichZ cilem jsou bunky ischemické penumbry. Své vyuziti nachazi tento
model pfi studiu molekularnich zanétlivych mechanismi, u studii zaméfenych na postischemické
behavioralni zmény, a také pii vyzkumu latek zacilenych na modulaci odpovédi trombocytt

na poskozeni cévniho endotelu (Frederix et al., 2007; C. Kleinschnitz et al., 2008).

vychozistav 5 min 6 min

7 min 9 min 10 min 15

fototrombicka okluze

kontola

Obrazek 7 Zmény v cerebralnim krevnim toku pfed (vychozi stav) a po 5 az 25 minutach

od iniciace fototrombotické okluze. Pro piehlednost je uvedeno srovnani s kontrolou.

Ptevzato a upraveno dle Lu a kol. (2014).

4.2.6 Aplikace endotelinu 1

Endotelin 1 (zkracen¢ ET-1) je izopeptid s vyraznym a dlouhotrvajicim vazokonstrikénim G¢inkem.
Je produkovan cévnim endotelem a spojovan s fadou vaskularnich chorob (Yanagisawa, Kurihara,
Kimura, Goto, & Masaki, 1988). Pii experimentalnim vyvolani fokalni ischemie pomoci ET-1
existuje vice moznosti, jak jej aplikovat. ET-1 mtzZe byt injikovan do blizkosti arteria cerebri
media, intrakortikalng, intrastriatalné¢ ¢i intrakortikaln€ a intrastriatalné soucasné. VSechny
jmenované zpusoby vpraveni ET-1 vedou k formovani 1ézi v oblasti motorického kortexu a striatu,
vzajemné se vSak lisi svoji uéinnosti (Fuxe et al., 1992; Fuxe et al., 1997; Sharkey, Ritchie,
& Kelly, 1993; Windle et al., 2006). Nejvyssi ucinnost ve vyvolani 1ézi vykazuje kombinace
kortikalni a striatalni aplikace ET-1 (Windle et al., 2006). Lokalni vazokonstrikce vyvolana ET-1
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mikroinjekéné vpraveného do blizkosti arteria cerebri media zptsobuje vznik 1ézi srovnatelnych
slézemi indukovanymi mechanickou okluzi této artérie (Macrae, Robinson, Graham, Reid,
& McCulloch, 1993; Sharkey et al., 1993). Vyhodou endotelinového modelu je moznost vyvolani
ischemie v libovolné ¢asti mozku. Cenéna je také nepfili§ invazivni technika a nizkd Gmrtnost
operovanych potkanti. Vyraznym omezenim modelu je, Ze receptory pro ET-1 a ET-1 konvertujici
enzymy jsou exprimovany i astrocyty (Nakagomi, Kiryu-Seo, & Kiyama, 2000). Aplikace ET-1
mize vyvolat astrocytozu a ovlivnit tak interpretaci vysledkd experimentd (Uesugi, Kasuya,
Hayashi, & Goto, 1998). Model je vhodny k hodnoceni Ginnosti neuroprotektivnich latek
pri preklinickych testech a ke studiim zabyvajicim se obnovami nervovych funkci u dospélych

potkanti a mlad’at P12 (Windle et al., 2006).

Obrazek 8 Snimky pofizené magnetickou rezonanci ukazujici zmény nervové tkané
potkana pted aplikaci ET-1 (A), pul hodiny (B), 4 hodiny (C), 24 hodin (D) a sedm dni (F)
po aplikaci ET-1. Ze snimki je patrné, ze pivodné homogenni bilateralni signal (A)
postupem ¢asu v misté aplikace ET-1 ztraci svoji intenzitu (oznaéeno $ipkami) a znazornuje

tak postupnou formaci léze. Pievzato a upraveno dle Fuxe a kol. (1992).
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Tabulka 2 Shrnuti hlavnich experimentalnich modelt ischemického poskozeni mozku.

Uvedeny jejich klicové vyhody modelii a vyzkumna oblast, v niz jsou nejcastéji uzivany.

Nazev modelu

Strangulaci vyvolana
ischemie

Modely srdecni zastavy

Model okluze ctyr tepen

Model okluze t¥i tepen

Model okluze dvou tepen

Okluze arteria carotis
communis

Hypoxicko-ischemicka
encefalopatie

Mechanické okluze
arteria cerebri media

Embolické okluze
arteria cerebri media

Endotelin 1 model

Fototromboticka okluze

(@)

O O O O

O O O O

o

o

O O O O

O O

o

O O O O

O O O O

O O O O O O

Hlavni vyhody modelu

znacné snizeni krevniho toku
nendrocna procedura

verifikace na velkych zvifatech
nizka invazivita

multifokalni [éze

klinicky relevantni

verifikace na velkych zvifatech
anestezie neni nutna
nizka incidence zachvat(

s

predikovatelna lokalizace lézi

dobra reprodukovatelnost
verifikace okluze arterie
konstantni snizeni krevniho
toku

verifikace na velkych zvitatech
rychly nastup reperfuze

nizka invazivita

pIné reverzibilni

neni nutnd anestezie
nendarocna procedura

reprodukovatelnost
nenarocna procedura

verifikace na velkych zvifatech
nendarocna procedura
reprodukovatelnost
pfitomnost ischemické
penumbry

fada modifikaci
predikovatelnost umisténi lézi
klinicky relevantni

aplikace neuroprotektiv

a trombolytik mozna soucasné

volitelna lokalizace lézi
nizka invazivita

nizka umrtnost zvirat

vice zpUsob aplikace latky

verifikace na velkych zviratech
volitelna lokalizace lézi

nizka invazivita

nizka umrtnost zvirat
reprodukovatelnost

anestezie neni nutna

Nejcastéji aplikace v oblasti

vyvoj neuroprotektiv

opozdéna bunécna smrt neurond
vyvoj neuroprotektiv

vyvoj neuroprotektiv

patofyziologie ischemického
insultu
poranéni pfi reperfuzi

vyvoj neuroprotektiv

vliv riznych hodnot krevniho toku
na integritu biochemickych drah

studie perinatalniho insultu
a souvisejicich klinickych intervenci

studie opoZdéné smrti neuronu
mechanismy poskozeni HB
behaviordlni a zanétlivé
postischemické zmény

patofyziologie ischemického
insultu
rekanalizacni terapie

studie obnovy nervovych funkci
vyvoj neuroprotektiv

studium mechanismu zanétu
behavioralni postischemické
zmény

modulace odpovédi trombocyti
na poskozeni endotelu cév
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5 ZAVER

V ramci bakalaiské prace byla provedena literarni reSerSe relevantnich zdroja. Vzhledem
k nedostatku Cesky psané literatury vztahujici se ktomuto tématu bylo Cerpano pouze
ze zahrani¢nich zdroji. Zahrani¢ni zdroje byly ziskdvany pievdzné z relevantnich databazi

odbornych casopisii (PubMed, Web of Science, Scopus).

Kapitola 1 se zabyvala ischemickou a hemoragickou cévni mozkovou piihodou, rizikovymi faktory
a neurobiologii ischemického poskozeni. Poznatkem plynoucim z reSerSe literatury je, ze otazka
rizikovych faktort a jejich relativnich pfispévkl na vznik tohoto onemocnéni je§té¢ neni zcela

objasnéna.

Dtlezitym aspektem studia ischemické cévni mozkové piithody je rozbor molekularnich
mechanismii poSkozeni mozku. Toto téma je pomérné podrobn¢ zkoumano, coz se odrazi
v mnozstvi dostupné literatury. Z této literatury vyplyva, Ze rozsah poskozeni mozku se odviji
predev§im od délky trvani ischemie, zasazené oblasti a miry omezeni krevniho toku. Zaroven ze
studii plyne, Ze podil na poskozeni mozku maji taktéz zanétlivé zmény, k nimz dochazi nasledné po

ischemické cévni mozkové ptihod¢. Tato problematika byla shrnuta v kapitole 2.

Tteti kapitola pojednava o vybéru animalnich modeld. Specifika vybéru zivocisnych druht jsou
dilezitd zejména, protoze jsou jednotlivé zivocisné druhy vhodné pro rtizné druhy experimentd.
Dulezitym hlediskem vybéru laboratorniho zvifete je taktéz finan¢ni zatéz a prisnost legislativnich

ustanoveni regulujicich jejich chov.

Hlavni ¢asti bakalaiské prace, shrnuté ve ¢tvrté kapitole, bylo studium experimentalnich modelt
ischemického poskozeni mozku. Na zaklad¢ kritéria dostupnosti bylo z desitek modelt vybrano 11
nejpouzivangjSich experimentalnich modelt. Byly vyhledany pivodni formy jednotlivych modeld a
jejich  pozdéjsi modifikace. Nebylo mozné najit absolutni kritérium hodnoceni vSech
experimentalnich modell, a to vzhledem k jejich odlisné podstaté. Piesto byly vyhodnoceny
vlastnosti modelt, jez bylo mozné povazovat za ptednosti a slabé stranky. Poznatky shrnujici
nejvyznamnéjsi vyhody modelt byly v zavéru kapitoly pro piehlednost shrnuty v tabulce spole¢né
s oblasti jejich nejcastejsi aplikace. Za prednost modelu je povazovana naptiklad moznost
verifikace vysledkli experimentl na velkém zvifeti, nenarocnd procedura ¢i nizkd umrtnost

laboratornich zvirat.

Pii sledovani historického vyvoje jednotlivych modeld bylo vypozorovano, ze trend vyvoje modela
vede kjejich postupnému zdokonalovani. Tento fakt se odrazi naptiklad v podobé dobré
reprodukovatelnosti vyvolaného zranéni a ve snizovani invazivity nové&jSich experimentalnich
procedur. Existuje tak realnd moznost, ze bude v budoucnu klinicka relevance experimentalnich

modelti na vyrazné lepsi trovni.
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Budouci vyzkum bude nepochybné sméfovan na dal$i obmény experimentalnich modelti ve snaze
Iépe napodobit podminky a pfi¢iny ischemického insultu. K modifikacim modeld bude
pravdépodobné dochazet diky modernim technikam a zobrazovacim metodam umoziujicim dalsi
zvySovani preciznosti procedur a lepsi manipulaci s laboratornim zvifetem S cilem dal$iho

pribliZzeni experimentalnich modeld k realni klinické situaci.
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