PUVODNI PRACE

Korelace p,0, a apoptdzy u fokalni mozkové
ischemie a vliv systémové hypertenze

Correlation between p,0, and Apoptosis in Focal Brain
ischaemia and the Influence of Systemic Hypertension

Souhrn

Uvod: Soucasna neurochirurgie a intenzivni medicina se ¢asto setkava s pacienty ohroZenymi fokalni ische-
mii mozku. Docasna ischemie se pouziva zdmérné pfi nékterych neurochirurgickych vykonech. V centru is-
chemie je tkan ohrozena nekrdzou, ale v okolni tkani (penumbra) bunky zanikaji cestou apoptdzy. Systé-
mové hypertenze muize oddalit zanik bunék apoptdzou ve tkani v oblasti penumbry pravdépodobné zapo-
jenim leptomeningealnich kolaterél. Material a metodika: Pouzili jsme nitovy model fokéIni ischemie mozku
u potkana, ktery umozniuje provést kontrolovanou fokalni ischemii po zvolenou dobu s dlouhodobou reper-
fuzi. Zkoumali jsme vliv systémové hypertenze na parcidini tlak O, v penumbralni tkani a mnoZzstvi bunék
zanikajicich cestou apoptézy pomoci TUNEL testu. Celkem jsme operovali 70 potkan(, ktefi byli rozdéleni
na skupiny normotenznich a hypertenznich potkant a tyto skupiny dale na skupiny s 15 nebo 30 minutami
fokalnf ischemie. Reperfuze trvala 48 hodin. Vysledky: Prokdzali jsme signifikantnf rozdil (p < 0,001) mezi
normotenzni a hypertenzni skupinou u 15minutové ischemie jak v hodnotach p;0,, tak v poklesu mnoZzstvi
TUNEL+ bunék, a to ve prospéch hypertenznich potkand. Ve srovnani 15minutové normotenzni ischemie
a 30minutové hypertenzni ischemie je zajimavy signifikantni rozdil v pocate¢nich a koncovych hodnotach
PO, (p<0.001) ve prospéch hypertenze, ale pokles p;O, nenf signifikantné rozdilny (p = 0,141). TUNEL+
neurontl kortexu bylo méné v hypertenzni skupiné (p = 0,005). Zavér: Systémova hypertenze oddali zanik
bunék cestou apoptdzy ve tkani v oblasti penumbry. Poc¢et TUNEL+ bunék je zavisly spise na absolutni hod-
noté p,O, nez na velikosti poklesu hodnot béhem ischemie. Monitoring p;O, v klinické praxi mize proto
slouzit i jako indikator ohrozeni mozkové tkané apoptézou.

Summary

Introduction: Current neurosurgery and intensive medicine often deal with patients threatened by focal
brain ischemia. Temporary ischemia has been used purposefully in some neurosurgical interventions. In the
centre of ischemia, the tissue is menaced with necrosis but in the surrounding tissue (penumbra) the cells
become extinct via apoptosis. Systemic hypertension can delay the extinction of cells by apoptosis in the tissue
in the penumbra region probably by means of involving leptomeningeal collaterals. Material and Methods:
We have used a thread model of focal brain ischemia in a sewer-rat which enables to perform controlled
focal ischemia for the selected interval with long-term reperfusion. The effects of systemic hypertension on
partial O, pressure in the penumbral tissue and the number of cells disappearing via apoptosis were stu-
died by means of TUNEL test. The total of 70 sewer-rats were operated on, which had been divided into
groups of normotensive and hypertensive animals and then into groups with 15 or 30 minutes of focal
ischemia. Reperfusion lasted for 48 hours. Results: Significant difference (p 0.001) was demonstrated be-
tween normotensive and hypertensive groups with 15-minutes’ ischemia both in the values of p,;0, and de-
crease of the number of TUNEL+ cells, namely in favour of hypertensive rats. The comparison of 15-minu-
tes’ normotensive and 30-minutes’ hypertensive ischemias showed an interesting significant difference in
the initial and terminal values of ptiO2 (p 0.001) in favour of hypertension but the decrease of p;O, is not
significantly different (p = 0.141). TUNEL+ neurons of the cortex were fewer in number in the hypertensi-
ve group (p = 0.005). Conclusion: Systemic hypertension delays the extinction of cells via apoptotis in the
tissue in the penumbra region. The number of TUNEL+ cells depends rather on the absolute value of p,0,
than on the size of decrease in values during ischemia. Monitoring p;;O, in clinical practice can also serve
as an indicator of threatening the brain tissue with apoptosis.
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Uvod

Pacienti s uzavéry mozkovych tepen, pa-
cienti po poranéni mozku, ale také pacienti
operovani pro mozkové cévni patologie mo-
hou byt ohroZeni nasledky fokalni mozkové
ischemie. Docasné svorkovani privodnych
cév se Casto uplatiiuje napriklad v chirurgii
mozkovych aneuryzmat. Tato fizend fokalnf
ischemie nesmi trvat pfilis dlouho, protoze
hrozi riziko ireverzibilniho ischemického po-
Skozeni mozku, ale musi umoznit vlastni
chirurgicky vykon. Proto je nutné védét, za
jakych okolnosti k ireverzibilnim zménam
tkané dochazi, a pracovat na rozvoji neuro-
protektivnich metod, které by dokazaly pro-
dlouzit interval fokdlni mozkové ischemie
bez zvySeného rizika trvalého poskozeni. Jako
jedna z variant se v soucasné dobé uplat-
nuje systémova hypertenze [1-3], kdy zvy-
Seny krevnf tlak mdze zmirnit Skodlivy efekt
fokéIni mozkové ischemie. Podstatou je, ze
prostfednictvim zvyseného krevniho tlaku
se zvysi kolaterdInf krevni pritok (cerebral
blood flow — CBF) do ohrozené oblasti. Bez-
prostfedné po akutnim uzavéru mozkové
tepny dochazi k vyznamnému poklesu per-
fuzniho tlaku v oblasti mozku zasobovaného
touto tepnou. V sousedstvi ischemického
loZiska je prutok krve zachovan na normal-
nich hodnotach. Tento déj vede ke zméné
v cirkulaci krve okolnfm mozkem a stéva se
podnétem pro otevieni nevyuzitych cévnich
anastomdz, které mohou vytvorit podminky
pro kolaterdlni zasobenf ischemického lozi-
ska krvi. Diky kolateraldam potom dochazi

k retrogradnimu plnénf krevniho fecisté is-
chemické oblasti ze sousednich oblasti moz-
ku, tedy ve sméru nového tlakového gra-
dientu. NejdFive se pini ty ¢asti ischemické
z6ny, které jsou v bezprostiednim soused-
stvi's oblastmi dobrého pratoku (oblast ische-
mického polostinu — tzv. penumbra), za-
timco oblasti mozku v centru ischemie jsou
nejvice ohrozeny. Je pravdépodobné, Ze ¢im
distalngji na mozkové cévé lezi misto uza-
véru, tim je ischemicka oblast mensi, a tim
kolaterdIni perfluze snadnéji dosahne az
k centru ischemie [4].

Lécebné aplikovana systémova hypertenze
by méla jesté zvysit perfuzni tlak v oblastech
normélniho pratoku a facilitovat anasto-
mdzy, aby se krev dostala kolateralami co
nejblize k centru ischemie. Vysledna perfu-
ze by tak méla v rizikové oblasti zajistit ta-
kovy pratok krve mozkovou tkani, ktery by
neznamenal vyvoj infarktu. Existuje mnoz-
stvi praci, které pozitivni efekt systémové
hypertenze na lozisko fokalni mozkové is-
chemie podporuji [4-8]. Zminénd forma
terapeutické intervence vsak neni bez rizika.
Bylo téZ prokdzano, Ze hypertenze muze
zvysit vazogenni edém [9], umoznit makro-
molekuldm penetraci hematoencefalickou ba-
rierou a zvysit riziko krvaceni v ischemické
mozkové tkani [10]. Vsechny tyto vedlejsi
Ucinky mohou vést k redukci tlakovych gra-
dientd v mikrocirkulaci a zpUsobit postis-
chemickou hypoperfuzi [11]. Vy3e uvedené
procesy vedou ke zhorseni ischemického

poskozen, které se jesté prohloubi nasled-
nou reperfuzi krve po uvolnéni uzavéru cévy
(reperfusion injury). Rozsah nevratnych skod,
které nakonec vzniknou, pravdépodobné za-
leZi nejen na intenzité a trvani samotné is-
chemie, ale také na mife poskozeni tkané
v ischemickém lozisku na zacatku reperfuze.

Zatimco v centru ischemie mdze docha-
zet k nekroze tkané, v penumbralni oblasti
zpUsobuje porucha pritoku nastartovani
apoptotické kaskady. Pokud existuje kore-
lace mezi hladinou p,O, a intenzitou apo-
ptézy ve tkani, mohl by mit monitoring
O, novy klinicky vyznam. Méfenf p,O, je
dnes jiz zavedena klinickd metoda, zatimco
stanoveni apoptézy v klinické praxi nenf do-
sud redlné (vyZaduje biopsii tkané). K ové-
feni této hypotézy jsme proto pouzili model
fokaIni mozkové ischemie u potkana, ktery
umozriuje dlouhodobou reperfuzi. Bioche-
mickym znakem apoptdzy je fragmentace
genomické DNA, jde o ireverzibilni proces,
jehoz nasledkem burky umiraji. Jedna se
o prelytickou fragmentaci, jenz se objevuje
drive nez dochazi ke zméndm permeability
plazmatické membrany. Apoptotické frag-
mentace DNA se lisi od fragmentaci, které
provazejf jiné zpUsoby bunécné smrti tim,
Ze vzdy predchazi zmény morfologické [12].
Tato DNA fragmentace je vysledkem akti-
vace endogenni Ca** a Mg* - dependentni
nukledrni endonukledzy, ktera selektivné
stépi DNA v mistech mezi nukleosomalnimi
jednotkami (linker DNA) a vytvaii tak mono-
a oligonukleozomalni fragmenty DNA [13].

Obr. 1a, b. Prikaz spravného zavedeni oxymetrického cidla do inkriminované oblasti ze sek¢niho materidlu z pfi-

pravné faze.
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Obr. 2 a, b.

Cilem této experimentdini prace bylo
ovéreni hypotézy, Ze existuje zavislost mezi
vyskytem pozdnich apoptotickych markerd
U neurond v rlznych ¢astech penumbralni
tkané a hladinou parcidlniho tlaku kysliku
(P4O,) v ischemickém okrsku mozku. Zaro-
ver jsme testovali, zda a jaky vliv ma na tu-
to zavislost pritomnost systémové arteridlni
hypertenze.

Material a metodika

Potkan rodu Wistar (250-400 g) pres noc
lacny byl anestezovan smeési Narkamonu
a Rometaru 0,5 ml/100 g t.h. i.p. Operacni
pole byla oholena. Na hlavé byl proveden
fez kdzi a bylo lokalizovano misto trepana-
ce do fronto-parietalni oblasti na starné
budouciho uzavéru a.cerebri media (ACM).
Raspatoriem byl odstranéna galea a obna-
Zena kost. Sterilni jehlou G14, krouZivymi
pohyby byla opatrné provedena trepanace
lebky pres obé vrstvy kosti. Luminem troa-
karu zavednym pod kUzi v oblasti Sije bylo
provleceno cidlo pro monitoring tkanové
mozkové oxymetrie (Licox). Obnazend kost
byla odmasténa éterem a do otvoru v lebce
bylo zavedeno cidlo aZ do kontaktu se spo-
dinou lebe¢ni kolmo na povrch kosti. Vyté-
kajici mozkomi&ni mok byl odsat tampo-
nem a otvor s Cidlem zakapnut parafinem
(obr. 1a, b).

Déale byla provedena fokdlni mozkova
ischemie umoznujici dlouhodobou reper-
fuzi. Pfedpokladem je zavedeni 4-0 mono-
filniho vldkna do zaklinéni v ACM [14].

Celkem bylo operovano 60 zvifat, ktera
byla rozdélena do nasledujicich skupin:

Normotenzni skupina (n = 30), rozdéle-
na na 2 skupiny s délkou ischemického in-
tervalu 15 (n = 15) a 30 (n = 15) minut.

Hypertenzni skupina (n = 30), rozdélena
na dvé skupiny s délkou ischemického in-
tervalu 15 (n = 15) a 30 (n = 15) minut.

Po skonceni ischemické faze byla nit vy-
tazena a zvife bylo déle observovano po
dobu 48 hodin s volnym pfistupem k potra-
vé a vodé. Poté bylo zvife utraceno, mozek
vyiat, ochlazen, nafezan a fixovan. Systé-
mové hypertenze bylo dosaZeno u zvifat
hypertenzni skupiny koarktaci abdominalini
aorty. Timto manévrem docilujeme u vy-
branych zvitat zvyseni systémové vaskularni
rezistence (SVR) a jejim dusledkem je pak
zvyseni stfedniho arteridlniho tlaku (MABP)
0 30-40 torrd [15].

U vSech zvifat byla udrzovéana SpO,
90-100 %.

Pro stanoveni apoptdzy byly zvoleny stied-
nédobé az pozdni znamky apoptdzy (TUNEL
test). Tento test je dostate¢né senzitivni pro
stanoveni exekuc¢ni faze apoptdzy. Tato
metoda je zaloZend na znacenf jadernych
DNA fragmentd pomoci terminalni deoxy-
nukleotidyl-transferdzy (TUNEL — TdT-me-
diated dUTP-biotin Nick End Labeling). Me-
toda je zalozena na specifické vazbé termi-
nalni deoxynukleotidyl-transferdzy (TdT
k 3'-OH konci DNA a nasledné syntéze po-
lydeoxynukleotidu).

DNA v tkaniovém vzorku byla nejprve vy-
stavena plsobeni proteolytického enzymu
k odstranéni maskujicich nukleoproteind,
pak pomoci TdT byl do mist zZlom{ DNA
inkorporovan biotinylovany deoxyuridin,
ktery byl vizualizovan pomoci avidin-pero-
xidazového znaciciho systému.

Rezy o sile 5 um byly odparafinovany, re-
hydratovany a preneseny do destilované
vody. Odstranéni nukleoproteint bylo

Obr. 3. TUNEL pozitivni jadra kortikal-
nich neuronl (granuldrni) po 15 mi-
nut trvajici normotenzni ischemii
(zvétseno 400x).
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Tab. 1. U normotenznich zvifat doslo po 15 minutach ischemie ke statisticky vyznamnému poklesu p;0, oproti hyper-
tenznim zvifatim, konecny p,;0, byl statisticky vyznamné nizsi. Dale byl pozorovan statisticky vyznamny vyssi pocet
TUNEL+ bunék jak v kortexu, tak v subkortexu u normotenzni skupiny.

N PO, (mmHg) p«0, (mmHg)  pO,(mmHg) % Tunel+ bb. % Tunel+ bb.
start konec pokles KORTEX SUBKORTEX
normotenze 15 Primér: 54,3 37,4 16,8 11,3 2,1
15 minut Median: 54,5 38,3 17,0 10,0 2,0
hypertenze 15 Préimér: 64,8 57,0 7,8 53 0,5
15 minut Median: 64,8 57,2 8,2 5,0 0,0
P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001

Tab. 2. U hypertenznich zvifat ischemizovanych 30 minut doslo ke statisticky vyznamnému poklesu p,;0, oproti hyper-
tenznim zvifatim ischemizovanym 15 minut, konec¢ny p,;O, byl statisticky vyznamné nizsi. Dale byl pozorovan stati-
sticky vyznamny vyssi pocet TUNEL+ bunék jak v kortexu, tak v subkortexu u 30 minutové ischemie.

N p:iO, (mmHg) PO, (mmHg)  pO,(mmHg) % Tunel+ bb. % Tunel+ bb.
start konec pokles KORTEX SUBKORTEX
hypertenze 15 Préimér: 64,8 57,0 7.8 5,3 0,5
15 minut Median: 64,8 57,2 8,2 5,0 0,0
hypertenze 15 Prameér: 67,7 48,1 19,6 9,1 1,6
30 minut Median: 67,9 50,0 19,7 9,0 2,0
P=0,015 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001

Tab. 3. V poklesu p,;0, nebyl mezi normotenznimi zvifaty ischemizovanymi 15 minut a hypertenznimi zvifaty ischem-
izovanymi 30 minut statisticky vyznamny rozdil. Poc¢atecni i kone¢na hodnota p,0, byla statisticky vyznamné nizsi
u normotenzni skupiny. Dale byl u normotenznich zvifat pozorovan statisticky vyznamné vyssi pocet TUNEL+ bunék
kortexu. V subkortexu nebyl pozorovan vyznamny rozdil.

N p:i0, (mmHg) PO, (mmHg)  p;O,(mmHg) % Tunel+ bb. % Tunel+ bb.
start konec pokles KORTEX SUBKORTEX
normotenze 15 Proimér: 54,3 37,4 16,8 11,3 2,1
15 minut Median: 54,5 38,3 17,0 10,0 2,0
hypertenze 15 Préimér: 67,7 48,1 19,6 9,1 1,6
30 minut Median: 67,9 50,0 19,7 9,0 2,0
P < 0,001 P < 0,001 P=0,141 P =0,005 P=0,132

provedeno inkubaci fezll v proteindze-K
(20 pg-ml PBS) pfi pokojové teploté na 15 mi-
nut. Aktivita endogenni peroxidazy byla
zrusena 3% roztokem peroxidu vodiku pfi
pokojové teploté a fezy byly preneseny do
destilované vody. Znaceni 3°-OH koncl
(TDTpufr, TdT 0,3 e.u.-ul, biotinylovany
dUTP) bylo provedeno ve vihké komdirce pri
37 °C na 60 minut. Aplikaci avidin-peroxy-
dézy a vyvolanim aktivity peroxidazy za po-
moci DAB (diaminobenzidinu v peroxida-
zovém pufru) byla vizualizovana pozitivni
jadra. Nasledovalo dobarveni negativnich ja-
der. Jako ,kontrabarva” byl pouzit hema-
toxylin. Déle byly preparaty zpracovavany

obligatnim histochemickym zplsobem (od-
vodnéni, projasnéni a montovani).

TUNEL neurony byly pocitany vzdy z 200 na-
hodné selektovanych bunék v dané a vy-
jadreny v procentech.

Statisticka metodika

Statisticka analyza dat byla provedena po-
moci software STATISTICA (data analysis
software system), verze 7.1. StatSoft, Inc.
(2005). www statsoft.com. Shoda zjisténych
hodnot p,;0, a po¢tu TUNEL pozitivnich bu-
nék v kortexu a subkortexu mezi jednotlivy-
mi skupinami zvifat byla testovana pomoci
neparametrického Mannova-Whitneyova

testu, hladina vyznamnosti prokdzaného
rozdilu byla 0,05.

Vysledky

TUNEL test byl dostatecné specificky i senzi-
tivni i pro kratkodobé ischemizace. V nor-
motenzni skupiné v 15minutovém intervalu
ischemizace nésledované reperfuzi byla na-
lezena fragmentace DNA. Postizeny byly
neurony kortikaIni i subkortikdIni. Fotografie
TUNEL pozitivity v rdznych oblastech mozku
ukazuje obr. 3. 30minutovou ischemii bez
protektivniho vlivu systémové hypertenze zvi-
fata prezivala jen ojedinéle a nebylo mozno
vytvorit konzistentni skupinu. Ze skupiny
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30minutové ischemizace bez hypertenze
preZilo pokus jenom 5 zvifat a reperfuzni
fazi pouze 2. Vytvofit konzistentni skupinu
nebylo mozné. V hypertenzni skupiné pre-
Zivala zvifata dobfe i 30minutovy ische-
micky interval.

Srovnani vysledkd normotenznich a hy-
pertenznich skupin s 15minutovou ischemif
uvadi tab. 1:

Srovnani vysledk( hypertenznich skupin
s 15- a 30minutovou ischemif uvadi tab.2.

Srovnani vysledkd normotenzni skupiny
s 15 minutovou ischemif a hypertenzni sku-
piny s 30 minutovou ischemii uvadf tab. 3.

Prehledné srovnani predchozich vysledkd
umoznuji grafy 1 a 2.

Diskuse
Nedostatkem fady experimentalnich studif
docasné fokalni mozkové ischemie je velmi
kratce trvajici doba reperfuze. Experimen-
talni modely vyZaduijici extenzivni chirurgic-
kou fézi zahrnujici kraniektomii a enukleaci
bulbu, jsou ¢asto mutilujici a po ukoncenf
experimentu je nutno zvife Casné utratit.
Reperfuzni faze je potom kratka (maximal-
né nékolik hodin) a vysledné poskozenf vy-
kazuje jinou charakteristiku, nez jakou by
mélo pfi dostatecné dlouhé reperfuzi, kte-
rou Ize predpokladat v klinické praxi. Sou-
Casny trend se orientuje na Setrné zviteci
modely, kdy po probéhlém chirurgickém
zakroku dochézi bez zbyte¢ného utrpeni
zvifete k dlouhodobému preziti, a tak se
dociluje dostatecné dlouhé reperfuzni faze.
Ve shodé s ocekavanim u 15minutové
ischemizace doslo u hypertenzni skupiny
ve srovnani s normotenzni ke zmenseni
procenta TUNEL pozitivnich jader (kortex/
subkortex) z 11,33 % resp. 2,09 % na
5,26 % resp. 0,46 %. p;O, klesd o prU-
mérné 16,84 mmHg u normotenznich pot-
kant oproti poklesu o 7,84 mmHg u navo-
zené hypertenze (p < 0,001 u viech sledova-
nych velicin). Potkani 30minutovy ischemicky
interval s hypertenzi dobre prezivaji, zatimco
v normotenzni skupiné prezila reperfuzni
interval jen 2 zvitata. | tento fakt hovofi pro
projektivni vliv systémové hypertenze. Zaji-
mavé je ovsem srovnani 15minutové nor-
motenzni ischemie s 30minutovou hyper-
tenzni ischemii. U 30minutové hypertenzni
skupiny sice dochézi k nevyznamné (p =

Pokles p,;0, a jaderna TUNEL pozitivita (n = 15 v kazdé skupiné)
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Graf 1. Srovnani poklesu p,;0, (mmHg) s % TUNEL pozitivnich bunék v jed-
notlivych skupinach, ¢asovych intervalech a oblastech mozku.
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Graf 2. Rozdil v absolutnich hodnotach primérné p,;0, (mmHg) u NORMO-
TENZNI a obou HYPERTENZNICH skupin. Je zfejmé, Ze u hypertenze jsou hod-
noty p;O, po celou dobu vyssi nez u normotezni skupiny.

=0,141) vétsimu poklesu p;0, (19,64 mmHg
vs 16,84 mmHg), ale procento TUNEL pozitiv-
nich jader je v kortexu vyznamné (p = 0,005)
vy3si u 15minutové ischemie bez hypertenze.
V subkortikalni oblasti je tento rozdil pouze
nevyznamny (p = 0,132). Tato skute¢nost
je pravdépodobné dana vyssimi absolutnimi
hodnotami p;O, u hypertenze (p < 0,001).

Doba ischemie v3ak byla dvojnasobna. Za-
jimavym vedlejSim zjisténim bylo, Ze po vy-
tazeni nité z MCA po 30minutové ischemii
dochazi nadale k poklesu p,O, (viz graf 2).
Tento jev je moZné pravdépodobné picist
vazospazmu v oblasti stfedni mozkové tep-
ny zplsobenym mechanickym podrazdé-
nim cévy.
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Vys3i mozkovy krevni pritok (CBF) pred
zavedenim okluze tedy zmirfiuje dopad
ischemie, prestoze hladina p,O, poklesne
nevyznamné vice.

TUNEL test se ukazal byt dostatecné sen-
zitivni i pro kratkodobé ischemické inter-
valy. Procento TUNEL bunék se mirné zvét-
Silo ve srovnani s nasi predchozi praci [8],
coz pricitame inzerci ¢idla do stanovované
oblasti tkané. U kontrolni neischemizované
skupiny se zavedenym tkafovym cidlem z pri-
pravné faze experimentu (n = 10) byla na-
lezena jen ojedinéla TUNEL pozitivni jadra.
Daldi narlst pozitivity je tedy mozné pricist
ischemizaci. Zpocatku bylo prekézkou va-
lidniho méfeni hodnot tkanové oxymetrie
konstrukce cidla Licox. Méfici zéna cidla
ma cca 7 mm a k ni je jesté nutno pripocist
cca 3-4 mm zavadéciho konce. Z vySe uve-
deného vyplyva, Ze ¢idlo je tfeba zavést mi-
nimalné 11 mm hluboko do tkané s vylou-
¢enim vlivu okolni atmosféry. Laboratorni
potkan (podle télesné hmotnosti) méa v misté
méfeni primér mozku srovnatelny nebo do-
konce mensi. Tuto technickou potiz jsme
fesili zkracenim zavadéci casti c¢idla (coz
nemélo vliv na samotna méreni) a zakap-
nuti odmasténé lebky v misté trepanace
parafinem.

Stanoveni TUNEL pozitivity jader (irever-
zibilni faze apoptdzy) a soucasné méfenim
tenze tkanového kysliku je zatim mozné
pouze v experimentu. | pfes metodologické
vyhrady, které ndm brani automaticky extra-
polovat nase zavéry z experimentu s potka-
nem na clovéka, je mozné se pfiblizit k po-
rozumeéni déjl na Urovni bunék v lidském
mozku, ke kterym zatim u pacientl nema-
me pristup. Tyto poznatky mohou byt vy-
uZitelné u pacientd v neurointenzivni péci
(poranéni mozku, subarachnoidalni krvacen,
mozkova ischemie) nebo pfi neurochiru-
gickych vykonech (poutiti docasného klipu
v chirurgii aneuryzmat, u bypassd). Nitro-
lebni tlak a mozkovy perfuzni tlak jsou glo-
balni parametry, které nemusi odrazet sku-
te¢nou situaci metabolizmu zvlasté v nejvice
ohrozenych (, penumbrélnich”) regionech

mozku. Monitorace p;O, v postizené ob-
lasti ndm podava presnéjsi informace o re-
giondlnim metabolizmu. Nase experimen-
talni prace prokazuje, Ze mozkova ischemie
s poklesem tkariového kysliku, kterd nemu-
si nutné vést k nekrdéze tkané, mize vést
k rozvoji apoptdzy neuron(. Zjistujeme, Ze
hodnota p,0, je vyznamny faktor urcujici,
zda neurony nastupuji ireverzibilni fézi apo-
ptézy a monitoring tkarové oxymetrie tak
dostdva novou dimenzi. Dalsi prace jsou
potrebné ke zjisténi, zda existuje konkrétni
hladina tkanového kysliku u c¢lovéka, kdy
dochézi k iniciaci apoptdzy, eventudlné jak
dlouhy casovy interval pfi urcité hodnoté
PO, vede k nastupu apoptdzy v mozkové
tkani.

Zavérem je mozno konstatovat, Ze jsme
prokazali na zavedené metodice modelu fo-
kaIni mozkové ischemie u potkana vyznam-
nou korelaci mezi hladinou p,0,, a pfitom-
nosti apoptotickych neuronti a déle pro-
tektivnf vliv systémové hypertenze. S jistou
davkou aproximace lze fici, Ze hladina tka-
riového kysliku je jeden z vyznamnych uka-
zatelt napovidajicich, Ze neurony v oblasti
penumbry jiz nastoupily cestu zaniku apo-
ptézou. Tento déj Ize vyznamné ovlivnit na-
vozenim systémové hypertenze.
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