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Cile prace

Cilem této prace bylo sledovat expresi enzymi hemoxygendzy a biliverdinreduktazy v
ependymalnich buitkach potkand v reakci na subarachnoidalni krvaceni ve srovnani s pfipady
aplikace artificialntho mozkomisniho moku do mozku, pii které doSlo ke zvySeni

intrakranidlniho tlaku. Vysledky téchto skupin byly jesté srovnany s intaktnimi zviraty.
Anotace

V této praci se zabyvame reakci ependymadlnich bunck na subarachnoidalni krvaceni.
Ependymalni buiiky jsou specidlni gliové builky, které se nachéazeji v centrdlni nervové
soustave. Jejich primarni funkei je produkovat mozkomisSni mok, diky ¢emuz se podileji na
regeneraci, které ale pomahaji i vypousténim jinych enzymii. Vystylaji centralni kanal misni a
dutinu mozkovou. Mozek je zasobovan krvi z dvou parovych tepen; vertebralni a vnitini
kréni. Vétve téchto tepen jsou navzajem propojeny a vytvareji tzv. Willisiiv okruh, ktery se
nachazi v subarachnoidalnim prostoru, coz je prostor mezi arachnoideou a omozecnici
(dvéma ze tfi mozkovych plen), vyplnény mozkomiSnim mokem. K subarachnoidalnimu
krvaceni (SAK) dochdzi nejCastéji z divodu ruptury aneurysmatu (vyduté) cévni stény
Willisova okruhu. SAK zptsobuje, ze v mozku dojde k nartstu intrakranidlniho tlaku, coz
zpusobuje poSkozeni bunék. Mimo to je jeSté ¢ast mozku, kterd byla doposud prokrvovana
tepnou, u které doslo k ruptufe, najednou bez ptisunu krve, coz miize vést k mrtvici. Z
ditvodu tohoto nebezpeci dojde k reakci ependymadlnich bunck tim, Ze za¢nou produkovat
enzymy, diky kterym se snazi krve zbavit a rozlozit subarachnoiddlnimu prostoru skodlivy

hemoglobin.

Proto jsme se v této praci zaméiili na sekreci enzymi hemoxygenazy-1 (HO-1) a
biliverdinreduktazy (BR), které se podileji na rozkladu hemu, produkovanych ependymalnimi
buitkami a zkoumali jsme jejich koncentraci po 1, 3 a 7 dnech po subarachnoiddlnim
krvaceni. Vyzkum jsme provadéli na potkanech, jimz byla do subarachnoidalniho prostoru
vsttiknuta krev jako simulace krvaceni (skupina SAK). Do pokusu byla zafazena i1 skupina s
nazvem ACSF, u niZ se misto krve vstiiknul artificidlni mozkomisni mok (ACSF = artificial
cerebrospinal fluid) pouze pro zvySeni intrakranidlniho tlaku bez vlivu krve. Hladinu enzymt
jsme zjistovali metodou nepifimé imunohistochemie a porovnavali jsme ji s hladinou u

intaktnich jedincti, ktefi byli pouze usmrceni. U skupiny SAK exprese HO-1 postupné
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stoupala a 7. den byla nejvétsi. Skupina ACSF méla zvySenou hladinu HO-1 pouze 3. den a
jinak se pohybovala zhruba na urovni intaktd. Exprese BR u skupiny SAK 1. den stoupla a
postupné klesala a u skupiny ACSF se drzela stale skoro na stejné urovni jako u intaktnich
zvitat, az na mensi odchylky.

Timto jevem muzeme sledovat, ze sekrece téchto enzymu je dilezitd jak pro rozklad
hemoglobinu, tak i1 pro regeneraci, proto byly vypoustény i bez pfitomnosti krve.
Ependymalni buniky zahajuji reakci na pfitomnost krve 1 zvySeni intrakranidlniho tlaku.
Pomoci enzymi HO-1 a BR odbouravaji hemoglobin a brani se proti nebezpeci zpisobeném
zvySenym intrakranidlnim tlakem. ZvySeni intrakranialniho tlaku samo o sob¢ také mohlo

zpusobit lehké krvéaceni, ¢imz doslo opét k sekreci hemoxygenazy.

Klic¢ova slova

Ependymalni buiiky; subarachnoidalni krvaceni; hematolikvorova bariéra; hemoxygenaza-1;

biliverdinreduktaza; hemoglobin



Annotation

This paper deals with the reaction of ependymal cells to subarachnoid hemorrhage.
Ependymal cells are a special type of glial cells (neuroglia) located in the central nervous
system. Their primary function consists in the production of cerebrospinal fluid, thus assisting
regenation to which secretion of other enzymes by said cells is also instrumental. The central
canal of the spinal cord and the cranial cavity is lined with ependymal cells. The brain is
supplied with blood from two paired arteries; the vertebral and internal carotid. The branches
of these arteries are connected to each other to form what is called the Circle of Willis, which
is located in the subarachnoid space, the space between the arachnoid and the pia mater (two
of the three meninges) and which is filled with cerebrospinal fluid.Subarachnoid hemorrhage
(SAK) occurs most often due to the rupture of an aneurysm (bulge) in the vascular wall of the
circle of Willis. SAK causes an increase in intracranial pressure in the brain, which results in
cell damage. In addition, the part of the brain that was previously blood-supplied by the artery
that ruptured is suddenly left with no blood flow, which can lead to a stroke. Because of this
danger, the ependymal cells respond by producing enzymes to remove the blood and break

down the hemoglobin that is harmful to the subarachnoid space.

Therefore, in this study, we focused on the secretion of the enzymes heme oxygenase-1
(HO-1) and biliverdin reductase (BR) (both are involved in heme degradation and are
produced by ependymal cells) and examined their concentration at 1, 3 and 7 days after the
occurrence of subarachnoid hemorrhage. The study was conducted on rats that had blood
injected into the subarachnoid space to simulate hemorrhage (SAK rat group). An ACSF rat
group was also included in the experiment, in the case of which artificial cerebrospinal fluid
(ACSF) was administered instead of blood simply to increase intracranial pressure without
the presence of blood. Enzyme levels were determined using the method of indirect
immunohistochemistry and compared with those of intact subjects who were only killed. In
the SAK rat group, HO-1 expression increased gradually and was highest on day 7. The
control rat group had elevated HO-1 levels only on day 3 and was otherwise roughly at the
level of intact subjects. BR expression in the SAK rat group increased and gradually
decreased on day 1, and in the control rat group it remained almost at the same level as in the
intact animals, except for minor deviations.

By this phenomenon, we can observe that the secretion of these enzymes is important for both



hemoglobin breakdown and regeneration, which is why they were secreted in the absence of
blood. Ependymal cells initiate a response to the presence of blood as well as an increase in
intracranial pressure. With the help of the enzymes HO-1 and BR, they break down
hemoglobin and defend against any danger caused by increased intracranial pressure. The
increase in intracranial pressure itself may also have caused light bleeding, again causing the

secretion of heme oxygenase.

Keywords

Ependymal cells; subarachnoid hemorrhage; hematoliquor barrier; heme oxygenase-1;

biliverdin reductase; hemoglobin
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1 Seznam zKkratek

SAK - subarachnoidélni krvaceni

EC - ependymalni bunky

HO-1 - hemoxygenaza-1

BR - biliverdinreduktaza

CNS - centralni nervovy systém

CSF - mozkomisni mok (cerebrospinal fluid)
ACSF - artificidlni mozkomiSni mok

HEB - hematoencefalicka bariéra

Hb - hemoglobin
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2 Uvod do problematiky

2.1 Mozkové komory

Mozkové komory piredstavuji Ctyfi navzajem propojené prostory, z nichz jsou dvé postranni -
prava a leva postranni komora, které jsou uloZeny v hemisférach - a na né¢ navazujici tieti a
ctvrtd komora. Existuje propojeni mezi postrannimi komorami a tfeti mozkovou komorou
pomoci foramen interventriculare. Prodlouzenim komorového systému mozku je centralni
kanal, ktery obsahuje micha a ktery v dospé€losti chatra a obliteruje. Cely komorovy systém je
vyplnény mozkomi$nim mokem, produkovanym v choroidnim plexu (Lowery and Sive,

2009).
2.2 Cévni zasobeni mozku

Centralni nervovy systém (CNS), stejné jako kazdy jiny télesny systém, vyzaduje neustalé
okyslicovani a vyzivu. Mozek ma obzvlasté¢ vysoké ndroky na kyslik - v klidovém stavu
predstavuje pétinu celkové spotieby kysliku v téle. Je také velmi citlivy na nedostatek kysliku

a béhem nékolika minut dochazi k ischemické smrti bunék.

Mozek je prokrvovan dvéma parovymi tepnami: vertebralni a vnitinimi kréni tepnou. Tyto
tepny vychazeji z krku a stoupaji do lebky. V lebecni klenbé tvoii koncové vétve téchto tepen
anastomoticky kruh, ktery se nazyva Willistiv kruh. Z tohoto kruhu vychazeji vétve, které
zasobuji vétSinu mozku. Ostatni ¢asti CNS, jako je naptiklad micha, jsou zdsobovany

mens§imi vétvemi z vertebralnich tepen (Trojan, 2003).
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Obr 1: - Pohled na mozek zespodu se zdkladnimi tepnami

(“Mozek - cévni zasobeni,” 2022)

Centralni nervovy systém vyZaduje neustdlé okyslieni a vyzivu. Mozek ma obzvlast
vysokou spotfebu kysliku — v klidu predstavuje jednu pétinu celkové spotieby kysliku v téle.
Je také velmi citlivy na nedostatek kysliku, pficemz ke smrti ischemickych buné¢k dochézi bez

pristupu kysliku béhem nékolika minut.
2.3 Ependymalni bunky

Ependym je vrstva gliovych bunék. Jedna se o specialni cylindricky epitel nachazejici se v
dutiné mozkové a centralnim kanale miSnim. Kromé sekrece mozkomiSniho moku ma jesté
dilezitou funkci co se tyce podilu na regeneraci v ptipadé poSkozeni CNS (centralni nervovy
systém).

Ependymalni buiiky (EC) maji nejcastéji dlazdicovy, kvadrovy nebo sloupcovy tvar,
pravidelné kulaté jadro (granulovany chromatin) a nenapadné jadérko (Del Bigio, 2010).
Vyznacuji se morfologickou a funk¢ni polaritou. Vrcholova ¢éast cytoplazmy téchto bunék
obsahuje ¢etné mitochondrie. Na povrchu ependymalnich bunék je mnoho cytoplazmatickych

vycénélkl, mikroklkl a ve vétSing bunék jsou ptitomny shluky pohyblivych fas.
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Z hlediska povrchu ependymadlnich bun€k existuji tfi typy nachazejici se v mozkovych
komorach. Nejbéznéjsim typem jsou mnohotasinkové (E1). Vyskytuji se i dvoutasinkové EC
(E2) s jednou nebo dvéma pohyblivymi fasinkami — strukturou 9+2 mikrotubuld, ale 1i$i se od
bunék E1 o pfitomnost konkrétnich bazalnich téles. Jednotasinkové EC (E3) predstavuji teti
typ EC. Obsahuji pouze jednu primarni nepohyblivou fasinku. V roce 2006 bylo zjisténo jiné
rozlozeni EC ve tfeti komote mozkové u mysi a lidi. Zatimco je ventralni ¢ast tfeti komory u
mysi pokryta vyluéné E2 a E3 buiiky a dorzalni ¢ast je pokryta buitkami E1 a okrajem mezi
nimi je ostry, zietelny, lidské ependymalni bunky také neobsazuji specificka mista (Delgehyr

et al., 2015).
2.4 Mozkové pleny:

Mozkové pleny neboli meningy, jsou membranové obaly mozku a michy, zajist'ujici ochranu
a krevni zdsobeni CNS (centralniho nervového systému) a maji své vlastni mizni cévy, které
mozek sadm o sobé neobsahuje. Existuji tii vrstvy mozkovych plen, zndmé jako dura mater,

arachnoidea mater a pia mater (Decimo et al., 2021).

Tyto obaly maji dvé hlavni funkce:
1. jako pojivova tkan poskytuji podptirnou vrstvu pro cerebralni a kranialni vaskulaturu

2. spolecné s mozkomisnim mokem slouzi k ochrané CNS pied mechanickym poskozenim
2.4.1 Dura mater

Dura mater (tvrdd plena mozkova) tvoii vnéjsi vazivovy obal mozku a nachéazi se hned pod
kosténou ¢asti lebky a patefniho kanalu. Je silnd, pevnd a neroztazitelnd. Tvofi ji kolagenni
vazivo s cévnim zasobenim. Probihaji v ni tepny 1 Zily a pomoci vendznich splavi je z nich

krev odvadéna.
2.4.2 Arachnoidea mater

Arachnoidea mater (pavucnice) je stiedni vrstva mozkovych blan, lezici pfimo pod dura
mater, ale neptiléha k povrchu mozku. Sklada se z vrstev pojivové tkan€, je avaskularni a
neni inervovana. Vyzivuji ji jemné cévy. Pod arachnoideou je prostor zndmy jako

subarachnoidalni prostor, ktery obsahuje mozkomiS$ni mok. Malé vybézky arachnoidey do
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tvrdé pleny (znamé jako arachnoidélni granulace) umoziuji mozkomiSnimu moku znovu

vstoupit do ob&hu pies duralni venozni siny.

2.4.3 Pia mater

Pia mater (omozecnice) se nachdzi pod subarachnoiddlnim prostorem. Je velmi tenka a tésné

priléhé k povrchu mozku a michy. Je to jediny obal, ktery kopiruje obrysy mozku.

Stejné jako dura mater je vysoce vaskularizovana, a jeji cévy prostupuji az k mozkové tkani a
podileji se na jejim krevnim zasobeni a ochrané mozku, jeji cévy pronikaji i do tkdni CNS
(centralni nervovy systém). Pia mater tvoii podklad pro choroidni plexus. Mezi arachnoideou

a omozecnici se nachdzi tzv. subarachnoidalni prostor, ktery je naplnény mozkomi$nim

mokem.

Obaly mozku

kiiZze a podkozi

periost

kost

epiduralni prostor

dura periostealni vrstva

mater  meningealni vrstva

subduralni prostor
arachnoidea

subarachnoidealni prostor
pia mater

y
o

LTS

<

»
L e S

S
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Ry

|

Obrazek 2: - Koronarni fez lebkou, mozkovymi plenami a mozkovou tkani

(“Elektronické ucebnice - ELUC,” n.d.)

2.5 Mozkomi$ni mok

Mozkomisni mok (CSF) je ¢ird, bezbarva tekutina podobné plazmé, kterd omyva centralni
nervovy systém (CNS) a vypliiuje mozkové komory, ve kterych je tvoten, a subarachnoidalni

prostor, tvorici se z krevni plazmy v choroidnim plexu (Brinker et al., 2014).
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VétSina mozkomiSniho moku je vyluCovéana specializovanou tkdni zvanou choroidni plexus,
ktera se nachazi v lateralni, tfeti a ¢tvrté komote. Sekrece mozkomisniho moku je rovna jeho
vsttebavanim, takze v CNS je neustale pfitomno kolem 150-270 mililitr CSF, z nichz se v
dutindch nachéazi pouze ctvrtina. Obsahuje bilkoviny, glukézu a plazmatické soli. Jeho

cirkulace jde od lateralnich komor pfes 3. a 4. komoru az do subarachnoidélniho prostoru.

Hlavni funkci mozkomiSniho moku je mechanickd ochrana mozku a michy, poskytovani
zékladni imunologické ochrany CNS, odstrafiovani metabolického odpadu a také transport
neuromodulatorii a neurotransmiter. Vzhledem k tom, ze miSni i mozkova tkan jsou
extrémné jemné a citlivé, jsou nachylné k poruseni i bez ndmahy téla, takZe to, ze jsou plné v

CSF je pro né klicové. Je také velmi uzitecny pro klinickou diagnostiku (Chrisman, 1992).
2.5.1 Choroidni plexus

CSF (mozkomiS$ni mok) je produkovan specializovanou tkédni zvanou choroidni plexus.
Choroidni plexy jsou umistény ve sténach postrannich komor a ve stfechach treti a ¢tvrté
komory. Choroidni plexus obsahuje cetné klky (villy), kterymi vylucuje mozkomisni mok.

Strukturalné se kazdy villus sklada ze tti slozek:

1. Vrstva modifikovanych ependymadlnich bunck (buiiky cévnatky), kterd sméfuje k lumen
komor a vylucuje CSF. Buiiky vykazuji mnoho apikélnich viléznich vybézki a jsou navzajem

pevné spojeny tésnymi Spoji.
2. Vrstva pia mater
3. Fenestrovana kapilara pfimo pod pia mater.

Ependymalni buiiky choroidniho plexu piijimaji rizné chemikalie z krevni cévy, ktera je pod
nimi, a pouzivaji je k aktivni sekreci CSF. Kapalina CSF tedy neni pouhym ultrafiltratem
krve, ale 1i81 se od ni obsahem elektrolytti, glukozy a bilkovin. Cévni zdroj pro choroidalni

plexy se lisi mezi lateralni, tieti a ¢tvrtou komorou (Cserr, 1971).

Pfedni ¢éast choroidniho plexu v postrannich komorach a tieti komofe je zasobovana predni
choroidalni tepnou, zatimco jejich zadni Casti jsou vaskularizovany zadnimi lateralnimi a
medidlnimi choroidnimi tepnami (vétvemi zadni mozkové tepny). Ve Ctvrté komoie je

zasobovan dolnimi cerebrarnimi tepnami.
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2.5.2 Hematoencefalicka bariéra

Hematoencefalicka bariéra (HEB) je specifické biologické rozhrani, které oddéluje mozek od
periferniho obéhového systému. Funkci této bariéry je udrzovat homeostazu v mozku, branit

vstupu potencidlné Skodlivym latkdm, a regulovat transport Zivin (Bechmann et al., 2007).

HEB je tvofena mozkovymi endotelidlnimi buitkami vystylajicimi mozkovou
mikrovaskulaturu a je dileZitym mechanismem pro ochranu mozku pted kolisanim sloZeni
plazmy a pted cirkulujicimi latkami, jako jsou neurotransmitery a xenobiotika, kterd jsou
schopna narusSit nervovou funkci. Bariéra také hraje dileZitou roli v homeostatické regulaci
mozkového mikroprostiedi nezbytné pro stabilni a koordinovanou aktivitu neuronii (Abbott,

2002).
2.5.3 Hematolikvorova bariéra

Hematolikvorova bariéra se nachdzi v choroidnim plexu mozkovych komor. Choroidni plexus
je epitelové-endotelidlni konvolut, skladajici se z vysoce vaskularizované vazivové tkané
fenestrované kapilarami a souvislé vystelky epitelovych bunck spojenych tésnymi spoji, které
jsou pro vytvareni hematolikvorové bariéry klicové. Exprimuje receptory jako napiiklad
pachové, vomeronazani a chut'ové, které by mohly poméhat s monitorovanim sloZeni krve a
mozkomis$niho moku (Solar et al., 2020b).

Hematolikvorova bariéra oddéluje mozkomisni mok a krev. Podobné jako hematoencefalicka
bariéra se sklada ze tfi strukturalné odlisSnych casti:

1) Choroidalni epitelové buiniky propojené tésnymi spoji (které jsou propustnéjsi nez spoje
mezi endotelovymi buitkami mozkovych kapildr) a vylucuji mozkomisni mok. Strana
piivracend k likvoru ma sviij povrch zvétSeny piitomnosti vyb&zkl zvanych mikrovilly.

2) Bazalni membrana

3) Endotel kapilar pia mater obsahujici fenestrace.

18


https://www.zotero.org/google-docs/?vJ5dGp
https://www.zotero.org/google-docs/?D0YuDl
https://www.zotero.org/google-docs/?D0YuDl
http://fblt.cz/skripta/regulacni-mechanismy-2-nervova-regulace/12-likvor-hematoencefalicka-a-hematolikvorova-bariera/
https://www.zotero.org/google-docs/?ueNOny

fenestration

endothelium
@ e ol

- s sssssmesssssemesssssss—— pasement membrane

m choroid cells
/AT

tight junction

cerebrospinal fluid

Obrazek 3.0 - Rez hematolikvorovou bariérou
(“11. Cerebrospinal Fluid, Blood-Brain Barrier and Blood-CSF Barrier ¢ Functions of Cells
and Human Body,” n.d.)

Hematolikvorova bariéra také omezuje piestup latek z krve do likvoru. Je propustnéjsi nez
hematoencefalickd bariéra a mnoho bilkovin se tak dostavd do mozkomisniho moku. Jejich
koncentrace jsou niz$i nez v krevni plazmé. Porucha hematolikvorové bariéry tak vede ke
zvyseni koncentrace proteini v mozkomiSnim moku. Transport probiha i opacnym smérem a
latky z likvoru se mohou dostat do ob&hu (“11. Cerebrospinal Fluid, Blood-Brain Barrier and

Blood-CSF Barrier * Functions of Cells and Human Body,” n.d.).

2.6 Subarachnoidalni krvaceni

Subarachnoidalni krvaceni (SAK) je jednim ze tii typl nitrolebnich krvaceni (epiduralni
krvaceni (mezi lebkou a dura mater), subduralni krvaceni (mezi dura mater a arachnoideou) a
subarachnoidalni krvaceni (mezi pavucnici a omozecnici). SAK je tudiz pfitomnost krve v

subarachnoidalnim prostoru.
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Obrazek 4: CT zobrazeni subarachnoidalniho krvaceni

(“Diagnostika subarachnoidéalniho krvaceni (SAK) | Cerebrovaskuldrni manual,” 2019)

Muze byt zplsobené roztrzenim aneurysmatu (vydut tepny zpasobena strukturdlnimi
zménami Vv jeji sténé), arteriovendzni malformaci, zranénim hlavy, zvySenim krevniho tlaku.
Vlivem krvaceni do subarachnoiddlniho prostoru naroste v mozku tlak, coz zplsobuje
poskozeni bun¢k. Kdyz dojde k roztrzeni aneurysmatu, krev se dostane v mozku do prostoru,
kam nema a ¢ast mozku, ktera byla prokrvovana danou tepnou je bez pristupu ke krvi, coz

vede k ischemii mozku.
2.6.1 Diagnostika SAK

Ptiznaky subarachnoidalniho krvéaceni jsou: nesnesitelnd bolest hlavy, nevolnost, zvraceni,
fotofobie, ztuhlé svaly v oblasti krku, zhorSeny zrak, aj. Diagnostiku uskutecnime pomoci CT
vysetieni (computer tomography), magnetickd rezonance v piipadé subarachnoidalniho
krvaceni neni dostate¢né efektivni. CT vySeteni krvaceni nejen prokaze, poptipadé témet s
jistotou vylouci, ale také urci jeho mohutnost a dokdzeme SAK diky nému dobfe lokalizovat.
Nicméné, co se tyCe tzv. leaku, tedy prosakovani malého mnozstvi krve, signalizujiciho
blizici se rupturu, pocitacova tomografie jej nedokaze pokazdé odhalit (CT vySetfeni mozku
nezachyti asi 5% subarachnoidalnich krvaceni) (Neumanovd, n.d.). VysSetieni likvoru je

provedeno, pokud CT krvaceni neprokazalo, ale stale na n¢j pietrvava podezieni.
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2.6.2 Lécba SAK

V pfipad¢ aneurysmatu lze provést slozity neurochirurgicky zékrok, ve kterém I¢kafi na
vydut’ nasadi specialni svorku a tim ji uzaviou. Tuto metodu oznacujeme jako clipping, coz
zabrani opakovanému krvaceni. Jinou metodou, kterd je vice zatézujici pro pacienta, je
zakrok, kdy se lékaf k aneuryzmatu dostane zevniti skrze tepnu tak, ze se do vétsi tepny
zasune tenka hadicka, ta se pak pfisluSnou tepnou posouvd k aneuryzmatu a do vaku
vychlipky se pak vypusti drobné kovové dratky. Dratky vyplni vak, vysrazi se na nich krev a
aneuryzma je uzavieno — tento postup se oznacuje jako tzv. coiling (“Subarachnoiddlni

krvéceni,” 2010).

Cailing
(wnitFni pfistup)

Clipping
[zewni pFistup)

Obrazek 5 - Zakroky pii ruptufe aneurysmatu
(“‘Subarachnoidalni krvaceni,” 2010)

2.6.3 Komplikace zptiisobené SAK

Asi tretina pacientll postizenych subarachnoidalnim krvacenim zemte diive, nez se dostane
do nemocnice a dalSich 12-40% umird do 2 dnti od momentu, kdy byli hospitalizovéni. Tato
¢isla jsou zapfic¢inéna nejen disledky mozkovymi, ale také srdecni arytmii. Pti chirurgické
1é¢bé se pak pridavaji komplikace vykonu. Pokud dojde k vyvoji op€tovného krvaceni, byva

jeho prubéh vaznéjsi nez kdyz se subarachnoidalni krvaceni objevilo poprvé.
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vniknutim rozpadlych krevnich produktli do subarachnoidalniho prostoru, pficemz cévy
reaguji vazokonstrikei, pii které dojde ke stazeni a zzeni cévy, coz sniZi prokrveni tkdné v
urCité ¢asti mozku. U nékterych typi mozkovych krvaceni se vazospasmy vyskytuji méné
Casto, ale v ptipadé SAK jsou typické. Zptsobi nedokrveni a ischemii mozku, ke kterym

dojde v mistech, které jsou zadsobeny krvi z tepen, ve kterych dojde k vazospasmu.

(CVS). Jedna se o d¢j zptuisobeny vniknutim rozpadlych krevnich produktii extravaskularné
do subarachnoidalniho prostoru. Postizené cévy reaguji vazokonstrikci — dojde ke spazmu
(stazeni a zGzeni cévy), ktery zplisobi hypoperfuzi ur¢ité ¢asti mozku. Zajimavé ale je, Ze u
nekterych typi mozkovych hemoragii se vazospasmy vyskytuji méné casto (kupf.
intraparenchymalni hemoragie). Pro subarachnoidalni krvaceni je ale pfitomnost masivnich
vazospasml vzdy typickd. Vazospasmus zpiisobi nedokrveni a ischemii mozku, ke které
dojde v oblastech, které jsou zasobeny témito tepnami. Velmi casto tedy piitomnosti
vazospasml dojde k pozdni mozkové ischemie (Delayed Cerebral Ischemia, DCI), nebo
dokonce sekunddrnimu iktu. VSechny tyto komplikace mohou mit fatdlni ucinky pro

mozkovou tkan (Qureshi et al., 2000).

2.6.4 Willisav okruh

NejcCastéji dochdzi k ruptufe aneurysmat v oblasti Willisova okruhu. Willisiv okruh je
anatomickd struktura poskytujici anastomotické propojeni mezi predni a zadni mozkovou
cirkulaci a mezi pravou a levou hemisférou (Vrselja et al., 2014). Willisiiv kruh obklopuje
stopku hypofyzy a zajistuje dilezitou komunikaci mezi pfednim a zadnim mozkem (tj. mezi
vnitini krkavici a vertebrobazildrnim systémem po obliteraci primitivnich embryonalnich
spojeni). Ackoli je u nékterych jedinci pfitomen kompletni Willistiv kruh, zfidkakdy je
viditelny cely; anatomické odchylky jsou velmi Casté a dobfe vyvinutd komunikace mezi
jednotlivymi ¢astmi je identifikovana u méné nez poloviny populace. Willisiv kruh se za¢ina
tvofit v okamzZiku, kdy prava a leva vnitini krkavice vstupuji do lebecni dutiny a kazda z nich
se déli na dvé hlavni vétve: pfedni mozkovou tepnu a stifedni mozkovou tepnu. Piedni
mozkové tepny se pak spojuji a krev miize diky tomu kiizem proudit predni komunikaéni

tepnou.
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Obrazek 6 - Schéma Willisova okruhu
(“Circle of Willis,” 2023)

2.6.5 Hemoxygenaza

Hemoxygenaza (HO) je enzym dulezity pro metabolismus hemu. Rozkldd4d molekulu hemu,
obsazenou v hemoglobinu, na zelenou slouceninu biliverdinu, nésledn¢ rozkladanou
enzymem biliverdinreduktazou. Dochazi pfitom k uvolnéni Zeleza z hemu a vzniku oxidu
uhelnatého. U savci existuji alesponn dva funkéné aktivni isozymy HO, HO-1 je 32-kDa
protein, ktery je indukovatelny cetnymi Skodlivymi podnéty a HO-2 je konstitutivné
syntetizovany 36-kDa protein, ktery se hojn¢ vyskytuje v mozku a varlatech. Navzdory tomu,
7ze oba isozymy katalyzuji degradaci hemu podobnym mechanismem, vykazuji vyznamné
rozdily ve své molekularni struktufe, biochemickych charakteristikach, distribuci ve tkdnich a

genové regulaci, coz naznauje, ze izoformy HO mohou mit odlisné bunécné funkce.
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Posmrtné studie na lidskych mozcich ukazaly, ze exprese HO-1 je zapojena do patologie
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimer, Parkinson a Huntington. Na druhé

stran¢ je HO-2 pfevladajicim izoenzymem nervové tkan€¢ a mozkovych cév a je dikazem jeho

role v buné¢né signalizaci. (Chauveau et al., 2005).
2.6.6 Biliverdin reduktaza

Biliverdinreduktaza (BR) je enzym redukujici biliverdin, vedlejsi produkt katabolismu hemu,
na bilirubin. Vazebné motivy pfitomné v isozymech BR umoziiuji Sirokou $kalu interakci se
slozkami metabolicky dulezitych signalnich drah, jako jsou kaskady enzymu inzulinového
receptoru, proteinkinazy a zanétlivé mediatory. Kromé toho byly hladiny bilirubinu v sérech

negativné€ spojeny s abdominalni obezitou a hypertriglyceridémii (O’Brien et al., 2015).
2.6.7 Redukce hemoglobinu po SAK

Hemoglobin (Hb) je Cervené krevni barvivo. Zajistuje prenos krevnich plynd, pfedevsim
kysliku, z plic do perifernich tkani, a je pfevazné syntetizovan v kostni dfeni. Hb je sféricka
molekula a sklada se ze dvou zékladnich €asti - molekul globin a molekul hemu. Cyklicky
hem ma jako centralni kation Fe*". Cela molekula tim pAdem obsahuje Gtyfi fetézce - globiny
a Ctyfi molekuly hemu, z nichz kazda obsahuje jeden kation Fe?*. Kdyz se t&lo chce Hb
zbavit, prevazné kvili regeneraci po krvaceni, je Hb odbouravan v MFS (mononuklearni
fagocytarni systém), tvofeném fagocytujicimi bunikami, zejména makrofagy jater, sleziny,
kostni dfen¢ a podkozi. Molekula Hb je nejdfive rozdé€lena rozpadem cervené krvinky na
molekuly globint a molekuly hemu. Globinové fetézce jsou nasledné preménény na
aminokyseliny a reutilizovany. Nasledné¢ probéhne degradace hemu. Enzym HO-1 pomoci
molekuly O2 rozstépi cyklickou molekulu uvolnénim jednoho methylenového mustku,
nasledné vylouc¢eného z t&la ven v podob& CO, a uvolni zelezo v podobé kationtu Fe**. Timto
vznikne molekula zeleného barviva, s ndzvem biliverdin. Ta je poté enzymem BR
(biliverdinreduktaza) redukovéana na hlavni degradacni produkt katabolismu hemu - bilirubin.
Ten se nasledné navédze na albumin, plazmatickou bilkovinu, a je pfenesen do jater nebo
vyloucen moci, ¢i stolici (“4. Metabolismus hemoglobinu a transport krevnich plynti « Funkce

bunék a lidského téla,” n.d.).
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Obrazek 7 - Katabolicka draha hemu
2.6.8 Imunofluorescenc¢ni barveni a metoda imunohistochemie

Metoda imunohistochemie je laboratorni metoda, béhem které dochazi k vazbé protilatky s
antigenem. Za antigen mizeme povazovat libovolnou makromolekularni latku ciziho ptavodu,
kterd vnikne do nitrobunééné tekutiny. U nepifimé imunohistochemie se pouzivaji dvé
protilatky; primarni a sekundarni. Primarni protilatka pfisedd na svilj antigen a sekundarni
protilatky, viditelné pod fluorescenénim mikroskopem, se vdzou na primarni protilatky.
Antigen je diky tomu oznacen vysSim poctem molekul markerd, ¢imz se zvySuje citlivost

reakce (Ramos-Vara, 2005).
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3 Material a metodika

3.1 Zvirata a biologicky material

Vyzkum byl provaddén na 17 potkanech kmene Wistar (hmotnost 200 — 250 g, samci).
Sledovani byli ve sterilnich podminkach (teplota 22°C, dvanactihodinovy rezim stiidani
svétla a tmy v Pavilonu biomodeli MUNI. Ve sterilnim prostfedi byly také provadény
zakroky, vSechny podle protokolu, ktery byl schvalen Odbornou komisi pro zajisténi dobrého
zivotniho standardu pokusnych zvirat Lékarské fakulty Masarykovy univerzity a komisi

Ministerstva zemé&délstvi Ceské republiky. Stravu méla zvifata ad libitum.
3.1.1 Chirurgické zakroky

Jako anestezie byla potkaniim poddna smés 5% ketaminu a 2% xylazinu. Poté byl zvifatim
proveden podélny fez v Sijové krajin¢ do svalii, které se anestezii rozvolnily. Odhalila se tim
atlanto-okcipitalni membrana, pifes kterou probehl aplikace 100 pl arterialni krve do mozkové
komory cisterna magna u skupiny SAK a 100ul syntetického likvoru do subarachnoidalniho
prostoru u skupiny ACSF za ucelem zvySeni tlaku v oblasti mozkovych komor. Zakrok byl
proveden stiikackou s 30 G jehlou. Tato metoda aplikace byla plvodné publikovana

Solomonem (Schwartz and Solomon, 1996).

Zvitata skupiny SAK a ACSF prezivala 1 den (pocet zvifat — ACSF: 2, SAK: 3), 3 dny (pocet
zvitat — ACSF: 2, SAK: 3), a 7 dni (pocCet zvitat — ACSF: 2, SAK: 3). Pro porovnani vysledkt

se vyzkum provadél na dvou intaktnich zviratech (Solar et al., 2020a).
3.1.2 Zpracovani vzorki

Zvitata pro vyzkum skupiny ACSF a SAK po preziti urcitého po¢tu dni spolu s intaktnimi
jedinci byla usmrcena za pomoci CO2. Poté byla provedena transkardidlni perfuze pomoci
Zamboniho fixaéniho roztoku a roztoku PBS. Potkaniim byl odebran mozek a naloZen do
Zamboniho fixa¢niho roztoku po dobu tii dnl, potom byl umyt 10% sacharézou a zalit do
smési Tissue-Tek OCT. Nasledné na vzorky ptisobila 5 minut smés methanolu a acetonu v
teploté¢ -20°C a byly oplachnuty smési PBS-BSA-Tween. Poté z nich byly piipraveny
kryostatové tezy o praméru 20 um (kryostat Leica 1800; Leica Microsystem, Weltzlar,

Némecko).
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3.2 Imunohistochemicka detekce hemoxygenazy-1 a biliverdinreduktazy

Vzorky se inkubovaly s polyklondlni priméarni krali¢i protilatkou proti hemoxygenaze 1
(1:100; Serotec) za pokojové teploty na 16 hodin. Poté se aplikovala osli sekundarni
anti-krali¢i protilatka konjugovana s CY5 (1:100; Chemicon) na 90 minut. Na dalsi sklicka se
aplikovala polyklondlni primérni kréli¢i protilatka proti biliverdinreduktaze (1:100; Abcam)
na 16 hodin a poté osli sekundarni protilatka konjugovana s CYS5 (1:100; Jackson) na 90

minut. Bun&¢na jadra byla vizualizovana Hoechstem (Solar et al., 2020a).
3.3 Analyza obrazu

Analyza obrazu byla vzdy provedena na vice nez 10 fezech s odstupem 60 pm u vSech skupin
zvifat. Analyza imunofluorescenéni intenzity hemoxygenazy-1 a biliverdinreduktdzy kolem
pozitivnich oblasti ependymalnich bun¢k byla po manudlnim oznafeni pozitivnich oblasti
provedena v programu NIS-Elements AR Analysis (verze 4.20.00 Nikon, Brno, Ceska
republika).

Obrazek 8 - Snimky ependymu z fluorescenéniho mikroskopu

Snimky A, D: fluoreskujici HO-1 pozitivni ependymdlni buiiky pod mikroskopem v
cerveném spektru

Snimky B, E: zvyraznéna jadra ependymaélnich bun¢k v modrém spektru

Snimky C, F: ptekryti obou obrazki pro lepsi lokalizaci cytoplazmy
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Snimky A - C: skupina SAK, 3 dny
Snimky D - F: skupina SAK, 7 dni

Obrazek 9 - Snimky ependymu z fluorescen¢niho mikroskopu

Snimky A, D: fluoreskujici BR pozitivni ependymalni buniky pod mikroskopem v cerveném
spektru

Snimky B, E: zvyraznéna jadra ependymalnich buné€k v modrém spektru

Snimky C, F: piekryti obou obrazki pro lepsi lokalizaci cytoplazmy

Snimky A - C: skupina SAK, 3 dny

Snimky D - F: skupina SAK, 7 dni

3.4 Statistické vyhodnoceni

Data tykajici se intenzity imunofluorescence ziskand pomoci programu NIS-Elements AR
Analysis byla vyhodnocena Mann-Whitneyho U-testem v programu Statistica 13.5 (TIBCO
Software Inc., Tulsa, USA). U skupin ACSF 1 SAK byla vyhodnocovéana primeérna relativni
intenzita imunofluorescence pozitivnich oblasti v ¢erveném spektru zatfeni fluorescenc¢niho
mikroskopu. Data byla srovnavdna s primérnou relativni intenzitou fluorescence tkané
intaktnich zvirat. Hodnoty primérné relativni intenzity fluorescence byly zpracovany v

programu Statistica a grafy byly vytvofeny v programu Microsoft Excel.
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4 Vysledky

4.1 Exprese hemoxygenazy-1 v ependymalnich buiikach po SAK

Ptitomnost enzymu byla pozorovana ve vSech skupinach a ve vSech periodach v cytoplazmé
bunék. Vysledky prokazaly, Ze po prodélani SAK (subarachnoidalni krvaceni) doslo hned v
prvnim dni k vyraznému zvySeni hladiny hemoxygenazy-1 oproti intaktnim jedincim. U
skupiny ACSF k nartstu doslo az béhem tietiho dne, v prvnim dni byla hladina skoro stejna
jako u intaktu. Ve tfetim dni se hladina u skupiny SAK drZela viceméné na stejné trovni jako
v prvnim, ale u sedmého dne doslo k jesté vétSimu zvySeni hladiny. Oproti tomu u skupiny

ACSF v sedmém dni hladina trochu klesla a pfiblizila se tim hladin¢ u intaktu.

4.1.1 Graf 1: Primérna relativni intenzita hemoxygenazy-1 v ependymalnich

burikach po SAK
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1D - signifikantni rozdil oproti dané period¢ na hladiné 5%

dvojita znacka - signifikantni rozdil na hladiné 1% v dané periodé

SAK - skupina zvifat, jimz byla vstiiknuta do subarachnoidélniho prostoru krev

ACSF - skupina zvirat, jimz byl vstiiknut do subarachnoidéalniho prostoru synteticky likvor

Naive - intaktni skupina zvitat
4.2 Exprese biliverdinreduktazy v ependymalnich buiikach u SAK

Pritomnost enzymu byla ve vSech skupinach a ve vSech perioddch pozorovéana v cytoplazmé
bunék. Pomoci dvoustupnové imunohistochemické fluorescenéni analyzy se prokazalo, ze po
SAK (subarachnoidélni krvaceni) dochéazi u skupiny ACSF béhem prvniho dne k mirnému
poklesu biliverdinreduktazy, naopak u skupiny SAK se jeji hladina zveda. U skupiny ACSF
bylo nasledné zaznamendno, Ze béhem tietiho dne se exprese biliverdinreduktdzy mirné
zvysila a priblizila se intaktu. U sedmého dne jeji hladina opét klesla a vykazuje odchyleni od
prvniho 1 tetiho dne, ale nezaznamenali jsme zZadné vyrazné vykyvy. Skupina SAK prokazala
nejvetsi nartst biliverdinreduktdzy hned béhem prvniho dne a nasledujici dny hladina

postupné klesala.
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4.2.1 Graf 2: Prumérna relativni intenzita biliverdinreduktazy v ependymalnich

buiikach po SAK
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SAK - skupina zvirat, jimz byla vstfiknuta do subarachnoidélniho prostoru krev

ACSF - skupina zvifat, jimz byl vstiiknut do subarachnoidalniho prostoru synteticky likvor

Naive - intaktni skupina zvifat
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5 Diskuze

Cilem této prace bylo zjistit, k jaké dochazi reakci v EC po subarachnoidalnim krvéceni.
Chovani ependymalnich bunék je zkouméno a sledovéano jiz dlouhou dobu. Demonstrace na
zvifatech tak diky tomu vérné pomahaji k lepSimu pochopeni patofyziologie poskozeni
mozku pii ischemické tak hemoragické cévni piihodé€, kterou se zabyva tato prace. Zametili
jsme se proto na navozeni podminek, simulujici spontanni subarachnoidélni krvaceni pro

moznost pozorovani reakce ependymalnich bunék.

EC byly objeveny jiz v roce 1837. Valentin a Purkinje zviditelnili vystelku vnitinich dutin
mozku, systém mozkovych komor, pozorovanim napadnych fasinek na jejich povrchu. Tuto
vystelku nazvali "ependyma" a burky, které ji tvofi, oznacili jako ependymalni buiiky. Po
jejich prvotnim objevu vyzadovalo objasnéni této bunééné vrstvy jako mimoradné dilezité
soucasti vyvijejiciho se a zralého mozku mnoho desetileti vyzkumu.

Systém degradace hemu byl objeven v roce 1968 Tenhunenem a jeho spolupracovniky, ktefi
popsali unikatni mikrosomalni enzym identifikovany jako hemoxygenaza (HO). HO-1 je jeji
konstitutivni forma je pfitomna v nizkych hladinéch ve vétSin€ savéich tkani a je regulovana
biologickych aktivit svych metaboliti piisobi hemoxygenaza cytoprotektivné, degraduje totiz,
spolu s enzymem biliverdinreduktdzou, hem obsaZeny v hemoglobinu. Zaméfili jsme se na
HO-1 jako na kli¢ovou molekulu podilejici se na reakci nervového systému na poskozeni.
Role, kterou HO-1 hraje, je velmi komplexni a neni zcela objasnéna. I kdyz bylo jasné
prokdzéno, ze aktivace HO-1 v neuronech, mimo podilu na rozkladu hemoglobinu, silné
chrani pfed poSkozenim bunék. To ndm napovidd, Ze kromé degradace hemoglobinu maji
enzymy HO-1 a BR i Cisté regeneracni funkci, ktera nesouvisi s pfitomnosti krve (Nitti et al.,

2018).

Pro spravnou funkci mozku je nutné udrzet v CNS (centralni nervovy systém) vysoce
regulované prostiedi a zbavovat se patogenii a jakychkoli Skodlivych latek. Proto
ependymalni bunky na poskozeni mozku velmi rychle a intenzivné (Sarnat, 1995). Hraji
klicovou roli v homeostdze mozkomisniho moku (CSF), metabolismu mozku a odstraiiovani
odpadnich latek z mozku. EC se podileji na vzniku onemocnéni v pribéhu celého zivota,
vcetné vyvojovych poruch, rakoviny a neurodegenerativnich onemocnéni. Presto zlistavaji

ependymalni bunky z velké ¢asti nedostatecné prozkoumané (MacDonald et al., 2021). V
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prostoru, obsahujiciho pouze CSF, coz zajistily sekreci enzymti HO-1 a BR, které zajist'uji
degradaci hemoglobinu. SAK s sebou nese dva hlavni patofyziologické faktory. Vliv krve a
produkti vytvofenych rozpadem hemoglobinu na tkan mozku a s jeji pfitomnosti v
subarachnoidalnim prostoru souvisejici zvySeny intrakranidlni tlak. Z téchto dvou faktori
byly sledovany oba na skupiné SAK a na skupiné ACSF pouze zvySeny intrakranialni tlak. V
n¢kolika studiich bylo prokazano, ze po subarachnoidalnim krvaceni jsou enzymy HO-1 a BR
produkovany v choroidnim plexu (Solar et al., 2020a) a jejich pfitomnost jsme v této praci
prokazali i v cytoplazmé ependymalnich bunék. Vysledky této prace ukazuji, ze hned 1. den
po prodélani SAK se hladina HO-1 vyrazné zvysila oproti intaktu, coz bylo zptisobeno nédhlou
pritomnosti krve v subarachnoidalnim prostoru. Po 3. dni zistala hladina skoro stejnd a v 7,
dni se zvedla jesté vic. Vidime tak, ze HO-1 odbourdva hemoglobin u skupiny, které¢ bylo
zpiisobeno subarachnoidalni krvaceni, ¢cimz jsme potvrdili experimentalni studie tykajici se
sekrece HO-1 po SAK (Schallner et al., 2015). U skupiny ACSF jsme zaznamenali nartst
hladiny HO-1 béhem 3. dne v reakci na zvySeny intrakranialni tlak. Expresi
biliverdinreduktdzy v cytoplazmé ependymadlnich bunék jsme pozorovai na stejné
koncipovanych skupindch. Dle vysledkli mizeme fict, Ze koncentrace subarachnoidalniho
hemoglobinu hraje dilezitou roli v regulaci hladiny hemoxygenazy-1 (Matz et al., 1996) a ze
se jedna o hlavni enzym zodpovédny za odstraiiovani krve ze subarachnoidéalniho prostoru po
subarachnoidédlnim krvaceni (Schallner et al., 2015).

Hladina BR se u skupiny ACSF drZela skoro na stejné urovni, zaznamenali jsme mirny pokles
béhem 1. dne a mirné zvySeni béhem 3. dne, ale hladina se oproti intaktu neménila nijak
vyrazné. Dle vysledkii miizeme tedy konstatovat, ze u skupiny SAK se hladina velmi vyrazné
zvysila hned prvni den po indukci krvaceni a poté se postupné snizovala. Tato zvySena
hladina biliverdinreduktazy se navic postupné zvySovala po celou dobu trvani
subarachnoidalniho krvaceni. Bylo také zjisténo, Ze biliverdinreduktaza usnadiiuje feSeni

hematomu a tlumi zanét po hemoragické cévni mozkové piihodé (Zhang et al., 2018).

Vysledky naznacuji, Ze krev sama o sobé a produkty vzniklé degradaci hemoglobinu
zpisobuji silnou reakci v pocate¢nim stadiu SAK. Poté co vysledky skupiny SAK srovname
se skupinou ACSF, mlzeme fict, Ze na zvySeny intrakranidlni tlak reaguje predev§im HO-1, a
to nejvice 3. den. V této praci jsme zjistili zvySené hladiny hemoxygenazy-1 a

biliverdinreduktdzy v ependymalnich bunkéch po indukci subarachnoidéalniho krvaceni, coz
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je zpusobeno degradaci hemoglobinu, ale zvySena hladina hemoxygenazy-1 byla zjiSténa 1
tieti den po aplikaci umélého mozkomiSniho moku. Tuto zvySenou hladinu hemoxygenazy-1
lze povazovat za obranny mechanismus bun¢k choroidalniho plexu proti oxidaénimu stresu
vyvolanému zvySenym intrakranialnim tlakem (Conzen et al., 2019). Na druhou stranu,
hladina biliverdinreduktazy nebyla v choroiddlnim plexu zvifat po podani umélého
mozkomisniho moku vyznamné zménéna, coz naznacuje, ze biliverdinreduktdza neni

ovlivnéna oxida¢nim stresem vyvolanym zvySenym intrakranialnim tlakem.
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6 Zavér

Prokazali jsme, Ze po prodélani SAK dochazi ve vSech periodach k progresivnimu zvyseni
hladin enzyma podilejicich se na odbourdvani hemoglobinu, hemoxygenazy-1 a
biliverdinreduktazy. Ke zvySené sekreci téchto enzymu doSlo jednak kvili reakci na
pritomnost krve v subarachnoidalnim prostoru a jednak vlivem zvyseni intrakranialniho tlaku.
Aplikace krve do subarachnoidalniho prostoru ve skupiné SAK zptsobila velmi vyraznou
reakci ependymalnich bunck, které zahajily sekreci HO-1 a BR hned béhem prvniho dne po
SAK, ¢imz zahajily odbouravani Hb. Cisté na zvyseni intrakranialniho tlaku reaguji EC také,
sice ne v takové mife, ale stale ne zanedbateln€. Zahdji predevsim sekreci HO-1, coz mizeme
brat jako obranny mechanismus EC. Enzym BR na zvySeny intrakranialni tlak nema az

takovy vliv.

Zavérem tedy mizeme fici, ze ependymalni buiiky na pfitomnost krve zplisobenou SAK
reaguji produkci enzymt, pomoci kterych degraduji hemoglobin, HO-1 a BR, ¢imz se zbavuji
nechténé krve v subarachnoidalnim prostoru, jinak naplnéném pouze CSF. Jedna se také o

obranny mechanismus na zvysSeni intrakranialniho tlaku, kterym je SAK zptusobeny.
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