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Abstrakt:

Klinické chirurgické techniky pinealektomie a intracerebroventrikularni (i.c.v.)
kanylace jsou v indikovanych piipadech stile pouzivany. Ve vyzkumu je snaha
klasické chirurgické techniky nahrazovat jinymi zpuisoby. Tyto nejriznéjsi nové
modely vsak casto neodrazeji komplexitu funkci probihajicich v zivém organizmu
jako celku. V praci je ukazano, ze tyto chirurgické techniky by mély byt i nadale
soucasti biomedicinského vyzkumu, nebot’ stile pfinaseji potiebné nové
informace. V experimentu mutze slouzit technika pinealektomie jako model
resekce ¢i deplece (odstranéni pfirozené sekrece hormonu), zatimco i.c.v. aplikace

ucinné latky do mozkovych komor naopak jako model adice ¢i substituce.

Experimentalni ¢ast prace je rozdélena do 4 okruhii: A) pinealektomie — animalni
modely, B) pinealektomie — v experimentu, C) pinealektomie — v klinické praxi a
D) intracerebroventrikularni aplikace — v experimentu. V praci je podrobné
popsana chirurgickd technika a diskutovany mozné dusledky provedené
pinealektomie u 6 druhu zvifat (a jejich porovnani) a u ¢lovéka. Soucasti je i
provedeny experiment s pinealektomii u potkana a klinicka studie u pacientl
s pinealni cystou a naslednou pinealektomii. Prace dale obsahuje podrobny popis
techniky i.c.v. aplikace, kanylace cév a telemetrického méfeni funkcnich
parametri krevniho ob&hu u potkana. Ptilohou prace jsou 4 impaktované

publikace obsahujici zvolenou tématiku.

Kli¢ova slova:

pinealektomie, intracerebroventrikularni (i.c.v.) aplikace, kanylace, chirurgie,

melatonin, potkan, mys, morce, kralik, prase, pes



Vyznam animalniho modelu pinealektomie

Pinedlni zldza a jeji hlavni hormon melatonin neovlada pouze spanek resp.
periodické déje, ale ma dulezity vztah k fad¢ dalSich vyznamnych biologickych
pochodil v organizmu. Je evidentni, Ze jeji odstranéni musi podstatné ovlivnit
homeostazu. Dosud vSak neexistuje soubor fyziologickych a biochemickych
hodnot a zpisob jejich systematického sledovani u pinealektomovanych pacientd,
ktery by detekoval a umoznil piedchazet komplikacim, které po pinealektomii
vznikaji a rozvijeji se. Proto je tfeba hloubé&ji prostudovat fyziologické,
biochemickeé i behavioralni zmény na animalnim modelu pro prevenci ev. véasny
zasah proti moznym nezddoucim, casto zdvaznym a trvalym nasledktim

pinealektomie v humanni medicing.

Vyznam animalniho modelu i.c.v. aplikace

Intracerebroventrikularni (i.c.v.) prostor je pro svoje morfologické i fyziologické
vlastnosti velmi Casto pouzivan ve fyziologickém i behavioralnim vyzkumu i
v preklinickém testovani potencidlnich terapeutik, nebot’ umoziuje nejsnadnéjsi
pranik latek pfimo do tkani CNS. U nejéastéji vyuzivaného animalniho modelu —
potkana, je i.c.v. prostor relativné snadno dosazitelny i bez vétsiho poskozeni
okolni mozkové tkang€, bezprostiedné k nému ptiléha fada dulezitych mozkovych
center (napi. hipokampus). Jeho topologické rozlozZeni je u potkana velmi blizké
¢loveéku, srovnatelné jsou i fyziologické charakteristiky. Proto ma i.c.v. aplikace v

experimentalnich technikach velky vyznam.



Experimentalni ¢ast:

V této Casti jsem se zamerila zejména na ty okruhy, u kterych jsem sama provadéla
chirurgické zakroky.
0ddil je rozdélen do 4 jednotlivych, postupné probiranych okruhti:

Pinealektomie - animalni model
Pinealektomie — v experimentu

Pinealektomie — v klinické praxi

T a w »

Intracerebroventrikularni (i.c.v.) aplikace — v experimentu

Cile, hypotézy zavéry:

Celkovy cil:
Obhgjit trvaly vyznam a pouzivani chirurgickych technik i v soufasném

biomedicinském vyzkumu, nejen v klinické praxi.

Celkova hypotéza:
Chirurgické zakroky stale pfindSeji nové a potfebné informace a zjisténi v
biomedicinském vyzkumu, kterych by nebylo mozno dosahnout bez pouziti

chirurgie.

Celkovy zavér:
Podafilo se prokazat, ze i v soucasné dobé ma chirurgicka technika své misto nejen

v klinické praxi ale i ve vyzkumu.



A Pinealektomie - animalni model

Metodika:

Pii studiu této problematiky jsem nejprve testovala chirurgickou obtiznost
pinealektomie u rlznych potencidlnich animalnich modeli. Provedla jsem
pinealektomii jednotnym supracerebelarnim-infratentorialnim (SCIT) piistupem
na kadaverech. Modelovymi druhy byli: mys, potkan, mor¢e, kralik, ovce, prase
a pes. Pinealektomii jsem provedla na nékolika zvifatech od kazdého druhu.
Hodnotila jsem také celkovou vhodnost a pouzitelnost vyse zminénych animalnich
modelti pro Gcely této studie v nasich podminkach.

Nasledné jsem celkoveé zhodnotila naro¢nost chirurgického vykonu, fyziologickou
podobnost modelu s cilovym organizmem (Elovékem) a moznost uZiti testovaného
modelu k vyzkumu. Struény popis vyhod a nevyhod jednotlivych model je shrnut

v tabulce a v diskusi.

Obrazek 1a,b

Kralik - pohled na gl. pinealis (oznacena bilou Sipkou); odstranéna gl. pinealis.
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Obrazek 2a, b

Potkan - pohled na gl. pinealis (0znac¢ena bilou Sipkou); kosténé trepanaéni vicko

a gl. pinealis velikosti sklenéné Spendlikové hlavicky.

Obrazek 3a, b

Ovce- pohled na gl. pinealis (oznacena bilou Sipkou); odstranéna gl. pinealis.
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Obrazek 4a, b

Prase - pohled na gl. pinealis (oznac¢ena bilou Sipkou); odstranéna gl. pinealis.

Obrazek 5a, b

Pes - pohled na gl. pinealis (oznacena bilou Sipkou); odstranéna gl. pinealis.




B Pinealektomie — v experimentu

Metodika:

Pouzili jsme laboratorni potkany kmene Wistar, zvifata byla rozdélena do tii
skupin: PN — pinealektomie (n = 10); SH — sham operace (sham operated - podvaz
sagitalniho splavu) (n = 5); KO —kontroly (n = 8). Chovné podminky: voda a dieta
Altromin standard ad libitum (pouze pii testech OGTT 8 hod hladovéni pied
testem), svételny rezim 12/12, teplota v chovech 23°C. Potkani béhem 40 tydnii
trvajiciho experimentu podstoupili operaci (skupiny PN a SH), a pravidelné vazeni
Ix tydné. Dale byli potkani vystaveni nékolika testim: 2x oralni glukézovy
toleranéni test OGGT (29 tydnl mezi testy) 24 hodinové profilové odbéry krve ke

stanoveni plasmatickych hladin melatoninu a kortikosteronu.

Grafl

Denni profil plasmatického melatoninu u jednotlivych skupin.
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Experimentalni skupiny: PN (pinealektomie, n = 10), SH (sham operace, n = 5), KO (kontroly, n = 8).
Hladiny melatoninu byly stanoveny v ¢ase ve dvouhodinovém dennim profilu. (Krev nebyla odebrana

v 10 a 14 hodin, aby byla sniZzena z4téz pro zvirata.)
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Rozdily mezi skupinami ukazuji nasledujici grafy. Snazili jsme se analyzovat
rozdily mezi denni a no¢ni produkei melatoninu.
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Experimentalni skupiny: PN (pinealektomie, n = 10), SH (sham operace, n = 5), KO (kontroly, n = 8).
(Od souctu hodnot namétenych ve 2 a 4 hodiny odecten soucet hodnot 22 a 24 hodin, to celé déleno
dvéma).

Skupina s pinealektomii PN postrada no¢ni vrchol melatoninu a nedosahla
hodnot skupiny KO kontrolni T-test: (P<0,05).
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Experimentéalni skupiny: PN (pinealektomie, n=10), SH (sham operace, n=5), KO (kontroly, n=8).

Z vysledkt vyplyva, ze sham operace neovlivnila primérnou koncentraci
melatoninu. Operované skupiny PN (pinealektomie) a skupina SH (sham operace)
se vzajemné vysoce vyznamné lisi: T — test SH vs PN (P<0,001). Naproti tomu u
pinealektomovanych zvifat doslo k vyraznému snizeni této hodnoty.



C Pinealektomie — v klinické praxi

Metodika:

Na Neurochirurgické klinice v UVN bylo do této studie postupné vybrano 7
pacientti s diagnézou pinealni cysta. Pacienti, kteti méli vyrazné obtize a byli
nasledné¢ indikovani kresekci, tvofili skupinu operovanych, ostatni
asymptomaticti pacienti byli pouziti jako skupina kontrolni. Pti hospitalizaci byl
proveden 24 hodinovy profil pro stanoveni biochemickych parametrt (melatonin,
kortizol, glukéza). U operovanych pacienti byly tyto profilové odbéry

zopakovany pied propusténim do domaci péce. Vice viz Majovsky M. et al. 2017.

Tabulka 1

Velikost pinealni cysty a melatoninova produkce.
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Velikost zlazy s cystou byla po proméfeni tii rozmérti na snimcich z MR vypoctena podle vzorce
obecného elipsoidu (4/3 w abc), kde a b ¢ jsou poloosy rozmérti. Celkova melatoninova produkce byla
vypoctena jako suma ziskanych hodnot béhem 24 hodinového profilu s intervalem 2 hod. Sefazeno dle
véku pacientll.

Pripousténa souhrnna chyba u vypocteného objemu pinealni cysty (chyba zobrazeni, méfeni a vypoctu)
0,2 — 2,4 % objemu. Mozna chyba pfi stanoveni hladiny melatoninu v jednotlivych ¢asovych bodech
+/- 0,3 — 3,1 pg/ml (dle specifikace pouzitého analyza¢niho kitu). Statistika vzhledem k malému poctu
hodnot a jejich nehomogennosti nebyla provedena.



Obrazek 6

Sagitalni fezy lidskym mozkem, medianni linie, zobrazeni MR 3T.

A — Zdrava gl. pinealis; B — velika, jasné ohranicena pinealni cysta; C — stfedné
velka pinealni cysta s dvéma oddily; D — detail dvouoddilové cysty; E — stfedné

velka pinedlni cysta pfed operaci; F — stejny pacient po pinealektomii — zcela

odstranéna gl. pinealis.

Zavér:
Pinealektomie zplsobila ocekdvané znacné snizeni produkce melatoninu.
Rezidualni nizké hodnoty po pinealektomii jsou pravdépodobné nasledkem

extrapinealni produkce. Denni glukézovy profil se pfed a po operaci

u jednotlivych pacienti nelisil. Kortizol byl po operaci zvyseny.



D L.c.v. aplikace latek (i.c.v.) — v experimentu

Metodiky:

Jako zplisob aplikace latek do CNS pouzivame i.c.v. kanylaci.

K méfteni fyziologickych odpovédi obéhového systému pouzivame nepfimé a
piimé¢ méfeni kardiovaskularnich parametrii. Nepifimé tonometrické meéteni
provadime pletysmograficky na ocase. Presnéjsi je piimé meéteni, které vyzaduje
chirurgicky zakrok - kanylaci (arteria carotis) nebo implantaci telemetrické sondy
(do bfisni aorty). Provaddime téz ovéfeni polohy a funkcnosti i.c.v. kanyly:

V ptipadé akutniho experimentu jsou na konci méfeni podany i.c.v. jednorazove

2 ul 3M roztoku NaCl, coz zplsobi zna¢né zvyseni krevniho tlaku i srdecni
frekvence. Polohu i.c.v. kanyly je mozno ovétit téz histologicky na
kryomikrotomovém fezu tkdn¢ mozku v oblasti zavedené kanyly. Polohu
implantované i.c.v. kanyly je mozno lokalizovat vstiiknutim malého mnozstvi
inkoustové barvy skrz zavedenou i.c.v. kanylu (na nésledné provedeném nativnim
pri¢ném fezu mozkem kadaveru jsou probarveny komory nikoli vSak okolni
intaktni tkan). V neposledni fad¢ je vlastni kontrolou polohy i.c.v. kanyly zména
reakci ob&hového systému po aplikaci testované latky. Ur€itou kontrolou polohy
a funkce cévnich kanyl ¢i telemetrické sondy je také vlastni zaznam ob&hovych
reakci.

Podrobng;jsi popis jednotlivych postupii viz piilozené publikace: Rezacova et al.

2019; Rezacova et al. 2021.

Uzité chirurgické techniky:

a) Intracerebroventrikularni aplikace
b) Méfeni krevniho tlaku a dalSich parametri obéhového systému
ba) Nepiimé - Tonometrie
bb) Primé
bba) Kanylace cév
bbb) Telemetrie
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Obrazek 7a, b

Schematické znazornéni variant i.c.v. kanyly - vlevo kanyla akutni (volna,
jednoduchd); vpravo i.c.v. kanyla chronicka spojena s osmotickou minipumpou
(nahote ve schématu), oba typy kanyl jsou k lebce ukotveny Sroubkovou retenci a
fixovany v samopolymerujici pryskyfici Duracrol (zlut€), aplikovand latka

cervené.

obrazek lebky ex.: DOI:10.1016/0165-0270(85)90026-3Corpus ID: 36734348, upraveno
Bregma, lambda and the interaural midpoint in stereotaxic surgery with rats of different sex,
strain and weight George Paxinos, Charles Watson, +1 author Ann Topple

Published 1985, Medicine, Biology, Journal of Neuroscience Methods

Obrazek 8a, b
Jehlovy fixa¢ni trn upevnény v ramenu stereotaktického aparatu a i.c.v. kanyla
nasazena do i.c.v. navrtu v lebce; i.c.v. kanyla zavedend do spravné konecné

hloubky.
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Obrazek 9a, b

Fixace i.c.v. kanyly a retenénich Sroubkli ve spravné pozici samopolymerujici
pryskyfici Duracrol a vytvofeni pryskyfi¢né korunky; zasiti operacni rany v jedné

kozni vrstvé jednotlivymi stehy.

Obrazek 10a, b
Operované zvife 5 minut po uvolnéni ze stereotaktického aparatu (na hibetu
v podkoZi jasné patrna implantovana osmoticka minipumpa oznacena ¢ervenou

Sipkou a rameckem); totéz zvife po 4 hodinach od operace.
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Obrazek 11a, b
Post mortem vyjmuty implantat (dole i s kusem kalvy, ke kterému je pfipevnén
fixaénimi §roubky). Sroubky prochazeji kosti, ale nevy&nivaji do dutiny lebni.;
Post mortem kontrola umisténi a prichodnosti i.c.v. kanyly (misto vstupu kanyly
naznaceno bilou Sipkou). Vypreparovany mozek je napfi¢ v misté prichodu i.c.v.
kanyly roziiznut ziletkou (pokud je kanyla dobfe umisténa a je prichodna,

komorovy systém je obarven).

Obrazek 12a, b
Duracrolova ¢epicka fixujici polohu vodici kanyly, vysunuti implanta¢niho drzaku

z vodici kanyly; vodici kanyla uzaviena docasnym draténym mandrenem.




b) Méteni krevniho tlaku a dalSich parametri obéhového systému

ba) Nepiimé — Tonometrie

Obrazek 13a, b
Ptistroj HATTERAS uzivany v nasi laboratofi; foto pfi tonometrickém méteni

tlaku krve.

HATTERAY Specinen Plafom
WC4000 Blood Pressure Analysis System e

bb) Piimé
bba) Kanylace cév
Na nasem oddéleni pii nize popsaném postupu se nejcastéji k méfeni parametrt
ob&hového systému v akutnim pokusu pouziva kanyla umisténa do a.carotis

jednostranng. K aplikaci latek kanylujeme nejéastéji v. jugularis externa.

Obrazek 14a, b, ¢
Postup implantace karotické méfici kanyly za pomoci cévni svorky — nastfizeny

otvor a.carotis (bila Sipka); zavedena kanyla; zafixovand kanyla.
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Obrazek 15a, b

Potkan s implantovanymi kanylami k pfimému méfeni krevniho tlaku (arterialni

karoticka méfici kanyla - oznacena ¢ervenou Sipkou a vendzni jugularni aplikacni

kanyla - ozna¢ena modrou Sipkou).

Obrazek 16

Vlevo schema piimého kontinualniho méfeni a zdznamu zmén krevniho tlaku a
pulzu u kanylovaného zvifete (modie vendzni kanyla, Cervené arterialni kanyla,
Sedé oznaceno detekeni Cidlo a prevodnik signalu ptipojeny k pocitaci).

o ___\




Obrazek 17

Snimek z laboratofe pii kontinualnim sou¢asném meéfeni 4 zvirat.

bbb) Telemetrie
Na naSem oddéleni pfi nize popsaném postupu se nejcastéji k méfeni parametrt
obéhového systému v chronickém pokusu pouziva telemetricka sonda zavedena do

bfisni aorty nad ileofemoralni bifurkaci.

Obrazek 18a, b
rizné modely telemetrickych sond pouZivanych na nasem oddéleni slouZzici

k pfimému méfeni krevniho tlaku a pulzu; a/nebo kontinualniho snimani ekg.




| 20
Obrazek 19

Schematicky znazornéna zavedena telemetricka sonda slouzici k detekei krevniho

tlaku a pulzu.

Obrazek 20a, b
Schematické znazornéni systému pienosu signalu z telemetrické sondy do
detekeni podlozky; schema zapojeni celého systému (pfevzato z instruktazniho

materialu Millar telemetry, upraveno).
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Souhrnna diskuse

Historicky vyvoj poznani funkce jednotlivych biologickych soustav byl
v minulosti vice mén¢ odkazdn na vyskyt vrozenych vad, které zptisobi
nefunkénost systému. Vnéjsi projevy takového defektu napovidaji pravy vyznam
systému ve funk¢nim stavu. S postupem poznani bylo mozno takové vady uméle
vytvaret a tak provéfovat, zda predstavy o funkci a vyznamu systému jsou
pravdivé. S dal§im stupném poznani bylo moZno simulovat nejen vady ve smyslu
ztraty funkce, ale nové i ve smyslu posileni funkce ¢i alternativnich moznosti jeji
aktivace. Chirurgicky pfistup se podili na obou smérech vyzkumu, jak ve smyslu

navozeni ztraty funkce, tak i ve smyslu jejiho zesilovani.

Dnes je mozno vytvofit model prakticky jakékoli poruchy konkrétniho genu, ale
komplexita ne¢kterych patologickych a patofyziologickych stavi stale s vyhodou
vyuziva i chirurgického modelu, ktery poskytuje komplexni dasledky.

Navic u véts§iny onemocnéni a vad neni ani v soucasné dobé znamy geneticky
kontext a ve vétsing piipadi ani neni porucha zplisobena jednotlivymi geny, nybrz
jejich spoleénym pusobenim. Navic ani dnes jesté neumime genetické poruchy

1é¢it ,,opravou** genomu.
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Souhrnny zavér

Operacni pinealektomie je klinicky velmi vyznamny a stale nenahraditelny
zakrok, ktery slouzi k odstranéni tumorovych zmén nebo jen zmiriuje pfiznaky u
diagnoézy pinedlni cysty a ulevuje tak pacientim v bézném zivoté. Jako
experimentalni technika je tento zakrok sice Casto vyuzivan, ale dle mého
osobniho néazoru je jeho spravné provedeni velmi problematické. Pfi tomto
zvoleném zpusobu pinealektomie s pferusenim centralniho duralniho splavu
dochazi ziejmé Casto k pfidruzenym zménam, které znacné komplikuji interpretaci

ziskanych vysledku, jak se ukazalo zejména u skupiny sham operovanych zvirat.

Metoda intracerebroventrikularni aplikace jak v provedeni akutni aplikace, tak i
v podobé dlouhodobé infuze testované nebo terapeutické latky do mozkovych
komor je i v dnesni dobé velmi dobie vyuzitelny model zvlasté v biomedicinském
vyzkumu, omezen¢ také v klinice.

V experimentu je pouzitelna napiiklad ke studovani vlivu centralné aplikovanych
latek na zmény a fizeni krevniho tlaku. To je zvlasté vyhodné v kombinaci
s technikami pfimého méfeni ob&hovych parametrii (kanylace cév, telemetrie).
Punkce mozkovych komor se naopak v experimentu vyuziva k ziskani vzorku
(mozkomisniho moku nebo jeho mikrodialyzati), tak v klinice zejména ke snizeni

nitrolebniho tlaku (napf. pii obstrukénim nebo traumatickém hydrocefalu).

Celé tato prace doklada, ze vyuziti raznych chirurgickych postupt je stalou a
dosud nenahraditelnou soucasti biomedicinského vyzkumu a vysledky ziskané
v experimentech mohou dale slouzit k rozvoji poznani a pochopeni provazanosti
fyziologickych dé&ji a pfispivaji i k hledani a rozvoji novych potencialnich

terapeutik.
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