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1. Tabulka zkratek

ADCw aparentni difiizni koeficient vody ve tkani
ALCAM activated leukocyte cell adhesion molecule
adhezivni molekula aktivovanych leukocytt
ASIA American Spinal Injury Association
BDNF brain-derived neurotrophic factor
z mozku izolovany neurotroficky faktor
BMC bone marrow cells, buriky kostni dfene
BMCT bone marrow cells transplantation, transplantace bunék kostni diené
CD cluster of differentiation, povrchové molekuly leukocytl
CNS centralni nervovy systém
D difuzni koeficient
ECM extracelularni matrix
EGF epidermal growth factor, epidermalni ristovy faktor
FBS fetal bovine serum, teleci sérum
FGF fibroblast growth factor, fibroblastovy ristovy faktor
G.CSE granulocyte-colony stimulating factor
granulocytdrni kolonie stimulujici faktor
GFAP glidlni fibrildrni acidicky protein
HEMA 2-hydroxyethyl methacrylate
HGF hepatocyte growth factor, hepatocytarni ristovy faktor
HPMA 2-hydroxypropyl methacrylamide
ICAM intercellular cell adhesion molecule, interceluldrni adhezivni molekula
IFN interferon
IL interleukin
ISM iontovée selektivni mikroelektroda
KB kmenové bunky
leukocyte function-associated adhesion molecule
A leukocytarni adhezivni molekula
LIF leukemia inhibitory factor, leukemii inhibujici faktor
LTS light touch score, taktiln{ skore




MEP

motorické evokované potencialy

MIB-1 nejcastéji pouzivany klon protilatky proti antigenu Ki-67
MNC mononuclear cells, jednojaderné bunky
MS motor score, motorické skore
MRI magnetic resonance imaging, magneticka rezonance
NG macrophage-colony stimulating factor
makrofdgové kolonie stimulujici faktor
MSC mesenchymal stem cell, mesenchymalni kmenové bunky
NASCIS National Acute Spinal Cord Injury Study
NC nuclear cells, jaderné bunky
NGF nerve growth factor, nervovy ristovy faktor
NMDA N-metyl D-aspartat
PBS phosphate buffered saline, fosfatovy pufr
PDGF platelet-derived growth factor, destickovy ristovy faktor
PPS pin prick score, algické skére
SCF stem cell factor, faktor kmenovych bunék
SDF stromal cell derived factor, faktor stromélnich bunék
SEP somatosenzorické evokované potencidly
TGF transforming growth factor, transformujici ristovy faktor
TMA tetrametylamonium
topo-Ilo fosfo-topoizomeraza I1-o
VCAM vascular cell adhesion molecule, vaskularn{ adhezivn{ molekula
VEGF vascular endothelial growth factor, endotelidlni ristovy faktor




2. DIFUZNi PARAMETRY CNS U VYBRANYCH
PATOLOGICKYCH STAVU

2.1. UVOD
2.1.1. Extracelularni prostor CNS

Extracelularni prostor (ECP) v CNS predstavuje mikroprostfedi, které zménami
svého slozeni (iontl, metabolitl, neuropfenasecl, neuropeptidli, neurohormoni a
extracelularni matrix) a své struktury pfimo nebo nepfimo ovliviiuje funkce neuront i
gliovych bunék. Primérny obsah nejdulezitéjSich iontt ECP je podobny jako
v mozkomisnim moku: extracelularni tekutina obsahuje asi 141 mM Na*, 124 mM CI', 3
mM K*, 121 mM HCOj3', 1,2 mM Ca®*, a 2,5 mM Mg*". Mé&feni in vivo pomoci iontové
selektivnich mikroelektrod vSak prokazala, ze pri fyziologické neuronalni aktivité
dochazi v iontovéem slozeni ECP k vyznamnym lokalnim iontovym zménam (Sykova,
1992a). ECP je také dulezitym komunikaénim kanalem mezi nervovymi a gliovymi
bunkami. Gliové bunky nevytvareji synapse a mohou tudiz s neurony nebo mezi sebou
komunikovat pouze difuzi iontl a neuroaktivnich latek v ECP. Mnohé soucasné studie
rovnéz naznacuji existenci komunikace mezi synapsemi (tzv. ,synaptic crosstalk®),
jehoz podkladem je unik (,spillover) glutamatu ze synapse a jeho difuze
extracelularnim prostorem (Barbour a Hausser, 1997; Kullman a Asztely, 1998).
Neuropfenasece uvoinéné na jedné synapsi mohou vést k aktivaci receptor na jinych
synapsich, ale mohou se také vazat na receptory s vysokou afinitou, které jsou
umistény extrasynapticky na membranach neuront a gliovych bunék (Berger a spol.,
1995). Extrasynapticky, neboli ,objemovy” pfenos (Agnati a spol., 1995; Jansson a
spol., 2000) hraje vyznamnou roli pfi vytvareni novych synapsi (napfiklad v procesu
uceni) a rovnéz u komplexnich funkci, jako je spanek, bdélost, hlad, strach a chronicka

bolest.



2.1.1.1. Difuze latek v ECP

Pohyb molekul mezibunécnym prostorem je uskute¢novan difuzi. Molekuly
uvolnéné do ECP difunduji ve formé kratkych pohybl nahodnym smérem (tzv. Brown(v
pohyb), které presné& kopiruji strukturu tohoto prostoru. Sledovanim pohybu molekul
muzeme proto popsat a kvantifikovat velikost a geometrii mezibunééného prostoru, do
kterého byly molekuly vpraveny (Nicholson a Sykova, 1998).

Rychiost difuze latek v ECP zavisi jak na viastnostech difundujici molekuly, t.j. jeji
velikosti, tvaru, pfipadné neseném elektrickém naboji, tak na vlastnostech ECP. Difuzni

vlastnosti ECP charakterizuiji tfi difuzni parametry (obr. 1):

k’ o = Vecp / Ve

A=+VD/ADC "uptake" objemova frakce
tortuosita

Obr. 1. Schematické znazornéni architektury CNS a difuznich parametrd ECP. Tkan CNS
obsahuje neurony, gliové bunky, bunééné vybézky a extracelularni matrix. Velikost p6rt mezi
burtkami, mnozstvi pfekazek a propustnost bunécnych membran uréuje difuzni viastnosti ECP,
které popisuiji tfi difuzni parametry: objemova frakce ECP ¢, tortuozita 4 a nespecificky bunéény

-

prijem (,uptake“) k. (Upraveno podle Sykové, 1997.)



1. Velikost ECP, neboli extracelularni objemova frakce « - predstavuje prostor, ve
kterem latky difunduji a vyjadfuje pomér mezi objemem extracelularnino prostoru a
celkovym objemem tkané CNS.

2. Geometricky faktor tortuozita A, Cesky ,zakfivenost” - odrazi geometrické
uspofadani ECP a mnozstvi prfekazek, které musi difundujici molekula ,obchazet* a
které zpomaluji jeji difuzi mezi dvéma body. Tyto pfekazky predstavuji napfiklad tenké
vybéZky glie nebo makromolekuly extracelularni matrix. Pro difuzi malych ionti mohou
byt dalSi prekazkou elektricky nabité ¢astice, naopak pro velké makromolekuly
predstavuje limitujici faktor velikost mezibunéénych pért (Nicholson a Tao, 1993; Tao a
Nicholson, 1996).

3. Difundujici molekuly se dale mohou ,ztracet® z ECP, jestlize prochazeji
membranami do bunék nebo do cév. Tento nespecificky ubytek molekul z ECP
vyjadfuje tfeti difuzni parametr tzv. nespecificky zpétny pfijem (,uptake“) k' Difuze
nékterych molekul (napf. dopaminu a glutamatu) je rovnéz ovlinéna specifickym
aktivnim transportem téchto molekul z ECP do bunék. Latky, pro které je hodnota k-’
zanedbatelna (napf. tetrametylamoniové kationty - TMAY), mohou slouzit jako

extracelularni ,markery*.

2.1.1.2. Heterogenita a anizotropie ECP

ECP ma heterogenni strukturu, t.j. jeho slozeni a difuzni vlastnosti se liSi v riznych
oblastech CNS (Nicholson a Sykova, 1998). V mozkové kufe potkana hodnota
objemové frakce ECP stoupa z 0,19 v Il. korové vrstvé na 0,23 v VI. korové vrstvé a
tortuozita se pohybuje mezi 1,51-1,65 (Lehmenklhler a spol., 1993). Jesté vysSSi
heterogenita difuznich parametri byla nalezena v mozec¢ku Zzelvy, kde hodnota

objemove frakce v molekularni vrstvé byla 0,31, zatimco v granularni vrstvé 0,22 (Rice



a spol., 1993). Prekazky v ECP mohou byt usporadany tak, ze difuze je usnadnéna
v jednom smeéru, napriklad ve smeéru myelinizovanych vlaken (Rice a spol., 1993;
Vorisek a Sykova, 1997a). Tento stav se nazyva anizotropie. Anizotropni difuze neni
jen doménou bilé hmoty, ale vyskytuje se také ve hmoté Sedé, napf. v hippokampu
(Mazel a spol., 1998). Anizotropie mlizZe mit vyznam pfi procesu uceni, kdy usnadnéna
difuze v jednom sméru usmérmuje neuroaktivni molekuly na ,spravné“ misto a napf.
prispiva k mechanizmu dlouhodobé potenciace (,long-term potentiation“ - LTP), ktera

umoznuje ukladani pamétovych stop (Sykova a spol., 2000a; Jansson a spol., 2000).

2.1.1.3. Zmeény difuznich parametru ECP béhem fyziologickych a patologickych
stavu

Zmeény bunécného objemu bé&hem neuronaini aktivity a naslednych regulacnich
procesu jsou kompenzovany zmensenim nebo zvétSenim ECP (Sykova,1987; Svoboda
a Sykova, 1991). Kromé téchto kratkodobych oscilaci dochazi k vyraznym zménam ve
velikosti ECP i b&éhem ontogeneze. Nékolik studii ukazalo, ze pomér ECP k celkovému
objemu tkané CNS je nejvysSi u novorozenych zvifat a béhem postnatainiho vyvoje
postupné klesa (Vernadakis a Woodbury, 1965; Lehmenkiihler a spol., 1993). Pokles
velikosti ECP v Sedé hmoté mozku potkana béhem prvnich 14 dnl postnatalniho vyvoje
¢asové odpovida ukonceni intenzivni gliogeneze, zatimco v bilé hmoté jsou nejvetsi
zmeny v objemu ECP pozorovany v souvislosti s ukonéenim obdobi myelinizace
(Lehmenkuhler a spol., 1993). Zmény velikosti a geometrie ECP byly prokazany také
béhem starnuti (Sykova a spol., 1998).

Mnohem vétsi zmény velikosti ECP a jeho difuznich parametrid vSak vyvolavaji

patologické podnéty.
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Difuzni parametry ECP béhem anoxie

vedoucim béhem nékolika minut k rozvratu bunééného metabolizmu a smrti bunék, je
uplné preruseni privodu kysliku, t.j. anoxie. V praxi je globalni anoxie nej¢astéji
dUsledkem zastavy krevniho obéhu, b&éhem které nervova tkan trpi kromé nedostatku
kysliku také =zastavenim pfisunu zivin a nedostateCnym odstranovanim zplodin
latkového metabolizmu. Tvorba energeticky bohatych molekul ATP v mitochondriich
neuronl je plné zavisla na oxidativni degradaci glukézy, pfipadné pyruvatu. Snizeni
tvorby ATP béhem hypoxie ma za nasledek inhibici Na*™-K" pumpy vytvarejici
elektrochemicky gradient na membrané a vylev K do ECP.

Prfesuny iontd béhem ischémie/anoxie doprovazi pohyb odpovidajiciho mnozstvi
molekul vody v zajmu zachovani stejné osmolality vné a uvnitf bunék a zvétseni
bunétného objemu (Kimelberg a Ransom, 1986). Protoze vSak v akutnich stavech in
vivo plati, ze celkovy objem nervové tkané zlstava staly, musi se zvétSeni objemu
odrazit na velikosti a geometrii ECP. ZmenSeni velikosti ECP béhem ischémie/anoxie
popisuje fada praci (Lunbaek a Hansen, 1992, Sykova a spol., 1994, Vofisek a Sykova,
1997b). Toto snizeni ECP vede ke zvySenému nahromadéni neuroaktivnich latek a
metabolit(, které mohou dosahovat toxickych koncentraci a vést k dalSimu poskozeni
bunék. Navic zhorSena nesynapticka komunikace mezi burikami prohlubuje funkéni

deficit nervové tkané, ktery mize ovlivnit také reparaéni pochody.

Difuzni parametry ECP po poranéni CNS
Experimenty zalozené na difuznich mérenich glioticky zménéné tkané po poranéni
mozku potkana (Roitbak a Sykova, 1999) prokazaly, ze objem ECP v blizkosti poranéni

nejdrive vzroste (asi 0 20%) a nasledné se vraci do normalnich hodnot, zatimco vznikla
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astroglioza a zmnozeni molekul extracelularni matrix v oblast gliotického jizveni vedou
k dlouhodobému zvyseni tortuozity ECP. Takto zmnozené difuzni bariéry v ECP pak

zhorsuiji difuzi neuroaktivnich latek do této oblasti.

Difuzni parametry ECP nervové tkané po RTG ozareni

Béhem normalniho vyvoje tvofi objem ECP v kife novorozeného potkana 35 - 40%
z celkového objemu tkané, ale béhem dalSiho vyvoje se tento pomér zmenSuje
(Lehmenkdhler a spol.,, 1993). Jednorazové RTG ozafeni davkou 20 i 40 Gy
zablokovalo tento fyziologicky pokies objemu ECP a hodnoty a zlstavaly nadale vysoké
(Sykova a spol., 1996). Hodnoty tortuozity akutné po ozafeni poklesly a nasledné se
postupné signifikantné zvysily. Takové zmeény v nervové tkani poskozuji proces signalni

transmise a vedou k poruse vyvoje CNS.

Difuzni parametry ECP béehem demyelinizacnich onemocnéni

V pokusech s modelem demyelinizac¢ni leukoencefalitidy a roztrousené sklerdzy
mozkomisni (experimentalni autoimunitni encefalomyelitida, EAE) bylo prokazano, ze
rozvoj EAE doprovazi zveétSeni objemu ECP v raznych oddilech michy spole¢né

s poklesem tortuozity ECP (Simonova a spol., 1996).

12



2.1.2. Energeticky metabolismus mozkové tkané

V klasickém pohledu neuroenergetiky je glukéza povazovana za témeér vyluény zdroj
energie pro mozkovou tkan. Glukéza, pfitomna v krevni plazmé, vstupuje po pfechodu
pfes hematoencefalickou bariéru do neuronii a gliovych bunék pomoci specifickych
pfenasecu (Maher a spol., 1994). V burikach je okamzité fosforylovana hexokinazou a
vstupuje do glykolytického Fetézce. Konecny produkt glykolyzy, pyruvat, difunduje pres
dvojitou membranu do mitochondriaini matrix kde je pfeménén komplexem pyruvat-
dehydrogenazy na acetyl CoA. Ten je dale metabolizovan v citratovém cyklu za vzniku
vysokoenergetickych fosfatli, redukovanych koenzym( (NADH, FADH,) a CO,. Vétsina
energie z glukosy je vSak ziskavana procesem oxidativni fosforylace v dychacim
fetézci, pfi kterém se transformuje potencialni energie obsazena v redukovanych
koenzymech na ATP.

O zmeénu této konvencni predstavy se v roce pokusil Pellerin a Magistretti (1994)
navrzenim tzv. ,astrocyte-neuron lactate shuttle hypothesis (ANLSH)“, ktera je
v poslednich letech stale castéji diskutovana. Podle této predstavy (Pellerin a
Magistretti 1994, 2003; Bouzier-Sore a spol., 2003) je glutamat uvolnény z neuronu
primarné pfijiman astrocyty pomoci membranového prenasece, ktery spolu s jednou
molekulou glutamatu transportuje tii ionty Na* a jeden H™ dovniti buriky, zatimco jeden
iont K* je pfenasen ven (Attwell, 2000). Tento pfenos vede k aktivaci Na™K*-ATPazy a
syntézy glutaminu. Soucasne vétsi energeticka spotifeba vede k poklesu koncentrace
ATP a zvySeni koncentraci AMP, ADP a P;, coz vede ke stimulaci glykolyzy s naslednou
produkci laktatu. ZvySena koncetrace laktatu vede k jeho pohybu ve sméru
koncentracniho gradientu - ven z bunék - pfes monokarboxylovy pfenase¢ MCT1
v membrané astrocytl. ZvySena extracelularni hladina laktatu ,nuti“ jeho molekuly ke

vstupu do okolnich neuronl pfes jejich membranovy prenase¢ MCT2. Uvniti neuronl
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pak laktat, spolu s glukozou, slouzi jako zdroj oxidativniho energetického metabolismu,
ktery je aktivovan zvySenou cinnosti Na'-K'™-ATPazy a resyntézou glutamatu
z glutaminu.

Tato hypotéza v souhrnu tedy predpoklada, ze v astrocytech pfevazuje glykolyticky
metabolismus, zatimco v neuronech je vétsina energie ziskavana oxidativni preménou

laktatu.

Metabolismus a neurotoxicita glutamatu

Glutamat je nejrozsifenéjSim excitacnim neuropfenasecem v centralnim nervovém
systému savcl. Glutamatové synapse tvori nezbytnou soucast nervovych drah, které
zajistuji napf. planovani a vykonavani volnich pohybl (Vezina a spol., 1999; Walvyn a
spol., 1999), vedou senzorické informace (Bradley a Grabauskas, 1998; Thoreson a
Witkowsky, 1999), moduluji bolest (Urban a Gebhart, 1998) a v neposledni fadé se
pomoci mechanizmu LTP ucastni vytvareni pamétovych stop (Kaczmarek a spol.,
1997; Raymond a spol., 2000). Okamzity ucinek glutamatu na postsynaptické
membrané je zprostfedkovan AMPA/kainatovym a NMDA subtypem glutamatovych
ionotropnich receptorl (Mayer a Westbrook, 1987). Za pomaly a dlouhotrvajici uc¢inek
glutamatu odpovidaji metabotropni receptory sprazené s adenylatcyklazou (Pin a
Duvoisin, 1995).

VétSina neuronu a gliovych bunék obsahuje vysoké mnozstvi glutamatu - kolem 10
mM (Lipton a Rosenberg, 1994) a jeho nadmérné uvolnéni nebo protrahované
pusobeni mize vést k poskozeni bunék. Poprvé byl tento jev popsan na gangliovych
bunkach vnitfni vrstvy retiny (Lucas a Newhouse, 1957) a o desetileti pozdéji byl
nazvan excitotoxicitou (Olney, 1969). V soucCasnosti se predpoklada, ze excitotoxicky

ucinek glutamatu hraje dualezitou roli pfi poskozeni neuronu vradé akutnich i
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chronickych neurologickych stavli (trauma CNS, mozkové ischémie, Alzheimerova a
Parkinsonova choroba, amyotroficka lateralni skleréza, roztrousena skleréza nebo HIV
encefalopatie). Jako spole¢ny patofyziologicky mechanismus se oznacuje nadmérna
aktivace NMDA receptort, ktera zplsobi vtok Ca™ iontli do bunék a naslednou aktivaci
fady déju (aktivace lytickych enzymu, cytochromu C a kaspaz, zvySena tvorba oxidu
dusného a kyslikovych radikall). Dusledkem je pak bunééna smrt formou nekrézy nebo

apoptozy (Bonfoco a spol., 1995).
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2.1.3. Gliové nadory CNS

Gliové nadory (gliomy) patii podle histogeneze do skupiny neuroepitelialnich
nadorl a predstavuji asi 70% vSech primarnich intrakranialnich malignit. Mohou vznikat
z astrocytu (astrocytomy), oligodendroglie (oligodendogliomy), ependymu
(ependymomy) nebo mohou byt vzacné smiSené, napf. oligoastrocytom.

Gliové nadory CNS maji vysoky maligni potencial, ackoli rostou vétSinou jen
lokalné, nebot destruuji okolni mozkovou tkan svym invazivnim ristem. Prakticky nikdy
nemetastazuji mimo CNS. Bunky mozkovych nadorl vétSinou nemaji schopnost
proniknout sténou cév, zejména jejich bazalni membranou. Schopnost invazivniho
Sifeni je tedy nejvyraznéjsi vlastnosti gliomovych bunék. Invazivni rlst je umoznén
komplexnimi zménami jak ve funkénim vybaveni nadorovych bunék (schopnost
proliferace a migrace), tak ve schopnosti interakce téchto bunék se strukturami okolniho
extracelularniho prostoru, zejména s extracelularni matrix (ECM), ktera vede k adhezi a
nasledné penetraci a destrukci okolnich struktur.

Invaze mozkovych nadort probiha prednostné podél ur€itych struktur, jakymi
mohou byt jednak preformované cévy a nervova vlakna, jednak komponenty ECM, at

uz pavodné pfitomné nebo nadorem novotvorené.

Difuzni infiltrujici astrocytomy

Nejvétsi skupinu vramci astrocytarnich nadora tvorfi skupina tzv. difuznich
infiltrujicich astrocytomu. Tvofi asi 60% vSech primarnich intrakranialnich malignich
nadord. Jedna se o nadory stejné histogeneze s rozdilnym stupném malignity, jejichz
spoleénym znakem je pozitivita pfi barveni na gliaini fibrilarni acidicky protein (GFAP).
Podle WHO klasifikace (Kleihues a Cavenee, 2000) se rozeznavaji 3 stupné malignity

(v praxi oznacované jako tzv. grade) difuznich infiltrujicich astrocytom:
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. difuzni astrocytom (WHO grade Il)
. anaplasticky astrocytom (WHO grade lII)

. glioblastom (WHO grade V)

Difuzni astrocytom (grade i)

Difuzni astrocytom tvofi 10 - 15% vSech astrocytarnich nador s vrcholem vyskytu
mezi 30 - 40 rokem zivota a incidenci 1,4/1 milion obyvatel ro¢né (Davis a Preston-
Martin, 1998). Difuzni astrocytomy mohou vzniknout kdekoli v CNS, nejCastéji jsou
lokalizovany supratentorialné, v mozkovéem kmeni nebo misSe, spiSe neobvyklé jsou
v mozecCku.

Histologicky jsou tyto nadory tvoreny z dobre diferencovanych fibrilarnich nebo
gemistocytarnich nadorovych astrocytd na jemném fibrilarnim, ¢asto mikrocystickém
pozadi. Bunécnost nadoru je v porovnani s normalni mozkovou tkani jen mirné zvysena
a nadorové bunky vykazuji velmi mirné bunétné a jaderné atypie. Mitoticka aktivita
vétSinou chybi, ojedinélé mitdzy vSak jesté nedovoluji diagnézu anaplastického
astrocytomu.

Udavana stfedni doba pfeziti po chirurgické intervenci je 6 - 8 let. Celkova
dynamika nelééeného nemocnéni je vSak vyrazné ovlivnéna tendenci astrocytom(
k postupné maligni transformaci smérem ke glioblastomu, ktery se vétSinou rozvine

béhem 4-5 let (Roelcke a spol., 1999; Watanabe a spol., 1997).

Anaplasticky astrocytom (grade Ill)
Anaplastické astrocytomy vznikaji na podkladé difuznich astrocytomu v obdobnych
lokalizacich s maximalnim vyskytem kolem 40. roku zivota. Zakladni odlisnosti od

difuznich astrocytoml je zvy$ena bunécénost, zietelné jaderné atypie a pritomnost
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zvy$ené mitotické aktivity. Anaplastické astrocytomy maji také vyraznou tendenci
k progresi do glioblastomu, vétSinou béhem 2 let (Watanabe a spol., 1997), a celkova

primérna délka onemocnéni je 3 roky (Donahue a spol., 1997).

Glioblastom (grade 1V)

Glioblastomy jsou nejmalignéjsi astrocytarni nadory, predstavuji 12 - 15% vSech
intrakranialnich malignit (Zulch, 1986) a az 60% astrocytomu. Vyskytuji se v jakémkoli
véku, maximum vyskytu je ale mezi 45. - 70. rokem Zzivota. Glioblastom se mlize
rozvinout na podkladé difuzniho nebo anaplastického astrocytomu (tzv. sekundarni
glioblastom), ¢astéji vSak vznika de novo bez zretelné prekurozorové léze (tzv. primarni
glioblastom). Primarni a sekundarni glioblastom se li§i nejen molekularné biologickym
podkladem rozvoje nadorové proliferace, ale také klinickymi rysy (Kleihues a Ohgaki,
1999). Od astrocytomu Il. a lll. stupné malignity se glioblastomy odliSuji jesté vyraznéjsi
bunéénosti, atypiemi, mitdzami a zejména prfitomnosti vaskularnich proliferaci a
typickych nekréz, ¢asto s pseudopalisadovitym usporadanim nadorovych bunék na
jejich periferii. Progndza glioblastom( zlstava velmi nepfizniva — uvadi se, ze 5-ti letého

preziti nedosahuje 2% pripadl (Scott a spol., 1998).

Pilocytarni astrocytomy (grade I)

Od skupiny difuznich infiltrujicich astrocytomt (grade 1I-1V) se klinicko-patologicky
vyrazné lisi pilocytarni astrocytomy (WHO grade 1), nejcastéjsi gliomy détského véku
s maximem vyskytu v prvnich dvou dekadach zivota. Jsou to vétSinou pomalu rostouci,
ohrani¢ené a ¢asto cystické tumory, lokalizované nejc¢astéji v optickém nervu (Hoyt a
Baghdassarian, 1969), v oblasti hypothalamu, thalamu, bazalnich ganglii (Rodriguez a

spol., 1990) a v mozecku (Hayostek a spol., 1993).
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Histopatologicky se jedna o hypocelularni nadory c¢asto s bifazickou stavbou:
v riznych proporcich se stfidaji oblasti kompakiné ulozenych bipolarmich nadorovych
astrocytll nékdy s eozinofilnimi Rosenthalovymi vidakny v intersticiu a hypocelularni
oblasti s mikrocystickou stavbou a spise multipolarnimi nadorovymi burfikami. Ojedinélé
mitdzy, pfitomnost drobnych nekr6z nebo dokonce infiltrace mékké pleny jsou jesté
kompatibilni s diagndzou pillocytarniho astrocytomu.

Jedna se o nador relativné benigni bez tendence k progresi a neni presvédcivé
prokazan prechod kdifuzné infiltrujicim astrocytomim. Progndéza pacienta a
pravdépodobnost recidivy nadoru zavisi spiSe na moznosti chirurgické exstirpace nez
na jeho biologické agresivité. Je znama stabilita téchto nadorl i bez 1é€by po fadu let az

desetileti (Pagni a spol., 1991).

Oligodendrogliomy

Oligodendrogliomy jsou nepomérné méné casté nez astrocytomy a citaji zhruba
4,2% vSech primarnich intrakranialnich nadort (Mork a spol., 1985). Jsou to infiltrativné
rostouci nadory lokalizované typicky v mozkovych hemisférach dospélych jedincu
s maximem vyskytu v 5.-6. dekadé zivota (Shaw a spol., 1992). Jsou stfedné bunécéné a
byvaji tvofeny ze solidné uspofadanych bunék s monoténnimi kulatymi jadry
s charakteristickym perinuklarnim halé a bledou cytoplazmou. V nadoru jsou typicky
pfitomny pocCetné vétvené kapilary a Casto také mikrokalcifikace. WHO klasifikace
rozeznava 2 stupné malignity: grade Il a grade lll (anaplasticky oligodendrogliom), ktery
se od svého méné agresivniho protéjsku liSi pritomnosti zvySené mitotické aktivity,
mikrovaskularnimi proliferacemi a nekrézami. Korelace mezi takto stanovenymi stupni

malignity a klinickym pribéhem je velmi dobra (Shaw a spol., 1992). Stfedni doba
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preziti pro oligodendrogliom grade Il je 3,5 - 4 roky s primérnym 5-ti letym pfezitim

kolisajicim v rznych studiich mezi 38 — 47% (Wharton a spol., 1998).

Ependymomy

Tato skupina nadort vychazi z ependymalni vystelky mozkovych komor, pfipadné
ze zbytk( centralniho misniho kanalu. WHO klasifikace rozeznava nékolik podskupin
zcela odlisnych ependymalnich nadorl. Myxopapilarni ependymom (grade 1) se
vyskytuje témér vyluéné v oblasti filum terminale michy. Subependymom (grade 1) je
benigni pomalu rostouci nador s intraventrikularni lokalizaci, ¢asto diagnostikovany
pouze nahodné. Jak myxopapilarni ependymom, tak subependymom maji vylu¢né
dobrou prognozu (Sonneland a spol., 1985) a vyrazné se tak lisi od skupiny
ependymomu a anaplastického ependymomu (grade Il a lll).

Ependymomy jsou v porovnani s astrocytomy pomaleji rostouci nadory. Predstavuji
jen 3 — 9% vSech neuroepitelialinich nadord, tvofi vdak az 12% vsSech intrakranialnich
nadorl détského véku. Ependymomy se mohou vyskytnout v jakémkoli véku, maximum
vyskytu je vSak v prvni dekadé zivota. Tyto nadory se vyskytuji kdekoli v oblasti
komoroveho systému a misniho kanalu. V mise jsou ependymomy nejCastéjsi nadory a
tvofi az 60% misnich glioma. Intrakranialné se vyskytuji zejména v oblasti zadni jamy
lebni a v oblasti postrannich komor (Duncan a Hoffman, 1995).

Klasicky ependymom je stfedné bunécny nador, ve kterém je KkiiCovym
histologickym znakem tvorba tzv. perivaskularnich pseudoroset nebo ependymalnich
roset a kanalki. WHO klasifikace rozeznava dva stupné malignity ependymomu (grade
Il a Ill), avSak i vtéto klasifikaci jsou kriteria histologického rozliseni mezi
ependymomem a anaplastickym ependymomem wuvadéna jako kontroverzni.

Navrhované histologické znaky malignity ependymomu (zvySena bunécnost, mitoticka

20



aktivita, vaskularni proliferace a pfitomnost nekroz) byla opakované zpochybnéna a
korelace mezi histologickym stupném malignity a skute¢nych biologickym chovanim
nadoru zustava Spatna (Bouffet a spol., 1998; Ross a Rubinstein, 1989). Pfitom
moznost ur€it stupen agresivnino chovani téchto v détském véku realtivné Castych
mozkovych nadord ma obrovsky prognosticky a zejména terapeuticky vyznam.

Ackoli se jedna o nadory relativné pomalu rostouci, 5-ti leté preziti kolisa

v jednotlivych studiich mezi 40 — 50% (Bouffet a spol., 1998).
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2.1.4. Extracelularni matrix

Extracelularni matrix (ECM) je pfirozenou soucasti mezibunééného prostoru vSech
tkani, slouzici jako substrat pro migraci, proliferaci a diferenciaci bunék. V neposledni
fadé slouzi tato matrix jako biologicky "tmel", ktery umoznuje udrzovat normalni

cytoarchitektoniku tkani s danym prostorovym uspofadanim rliznych bunéénych typa.

2.1.4.1. Slozeni ECM v centralnim nervovém systému

Ackoli ma ECM mozku mnoho komponent spoleénych s ECM ostatnich tkani
lidského organismu, existuji vyrazné rozdily v jejim slozeni a uréité unikatni slozky,
které jsou pritomny pouze v CNS. Hlavnim rozdilem je skuteénost, ze ECM zdravého
mozkového parenchymu obsahuje jen velmi malé mnozstvi fibrilarnich proteina jako je
kolagen nebo fibronektin, naopak ve velkém mnozstvi jsou pfitomny polymerizované
polysacharidy, glykosaminoglykany, at ve formé vazané na proteinové jadro
(proteoglykany) nebo volné ulozené (Novak a Kaye, 2000).

Zakladni  komponenty ECM v CNS muzeme rozdélit na  skupinu
glykosaminoglykanu, proteoglykant a glykoproteind, které byly v centru zajmu nasich

studii.

Glykosaminoglykany a proteoglykany

Glykosaminoglykany (GAG) jsou v CNS ubikvitni a tvofi mukoidni zakladni hmotu
nervové tkané. Jsou to vysoce polymerizované nevétvené fetézce polysacharidl
slozené z opakujicich se disacharidovych jednotek. Odlisné slozeni, typ sulfonace a
zplUsob navazani sacharid uréuje jejich klasifikaci do nékolika skupin - hyaluronat,
chondroitin sulfat, dermatan sulfat, heparan sulfat a keratan sulfat. GAG jsou vysoce
hydrofilni a nesou negativni naboj (Sugahara a Kitagawa, 2000). Hyaluronat je
jedinym GAG, ktery se vyskytuje ve tkanich volné, bez vazby na protein, zatimco

ostatni GAG se vazi na proteinova jadra a vytvareji tak proteoglykany. Ty jsou podle

22



typu proteinového jadra a polysacharidové slozky fazeny do mnoha podskupin
(Bosman a Stamenkovic, 2003) a dlouhy seznam znamych proteoglykand

extrahovanych z mozkové tkané stale narusta.

Glykoproteiny ECM

Glykoproteiny ECM jsou relativné veliké a vétSinou fibrilarni makromolekuly
(molekularni hmotnost > 100 kD). Déli se na skupinu kolagent a nekolagennich
fibrilarnich glykoproteinli, kam patfi zejména tenascin, fibronektin, laminin, vitronektin
a nékolik dal§ich glykoproteinl jako je entaktin.

Kolageny

Kolageny jsou glykoproteiny zodpovédné za zachovani strukturalni integrity
obratlovelt a mnoha jinych organismd (Myllyharju a Kivirikko, 2001) a tvofi az 25%
celkového obsahu proteinti v lidskych tkanich (Novak a Kaye, 2000). Je znamo vice
nez 20 geneticky rozdilnych typd kolagend (Brown a Timpl, 1995). VétSina kolagenu je
tvofena ze tfi helikalné sto¢enych polypeptidovych fetézclh. Polymerizaci téchto
trojitych helix pak vznikaji v pripadé kolagenu typu I, II, Ill, V, VI a Xl kolagenni fibrily
a vlakna, znama ze struktury veskerych podpurnych tkani organismu od vaziva,
chrupavku az po kost. Jiné typy kolagenu (zejména kolagen IV, VIl a X) vytvareji
polymerizaci zakladni trojitych helixti spiSe nez linearni viakna sitovité struktury.

Ackoli jsou kolagenni viakna v lidském téle zakladni soucasti podpurné kostry
vétsiny tkani a organu, jejich vyskyt ve zdravém CNS je velmi omezeny.

V lidském organismu jsou nejvyznamnéji zastoupeny kolageny typt | - 1V. Kolagen
typu | se vyskytuje prakticky ve vSech tkanich mimo hyalinni chrupavku, v CNS vsak je
jeho vyskyt omezen na mozkomisni pleny a fibromuskularni struktury stény velkych
cév (Bosman a Stamenkovic, 2003). Kolagen Il je soucasti hyalinni chrupavky a
nékterych mezenchymalnich komponent oka (Eyre, 2002). Jeho pfitomnost v CNS

zatim nebyla popsana. Kolagen typu lll se nachazi ve sténé velkych krevnich cév a
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travicich organd, kopolymerizuje s kolagenem |, s ¢imz souvisi i vyskyt kolagenu Il
v CNS ve stejné lokalizaci jako kolagen |. Kolagen typu IV je pravidelnou soudasti
bazalnich membran savéich organismu a je pritomen také v bazalnich membranach
mozkovych cév. PresvédcCivé zpravy o distribuci ostatnich typa kolagenu ve zdravé
mozkové tkani chybi (Bosman a Stamenkovic, 2003; Myllyharju a Kivirikko, 2001).

Tenascin

Rodina genl pro tenascin zahrnuje nejméné 5 genu, které koduji tenascin-C,
tenascin-X, tenascin-R, tenascin-W a tenascin-Y. Tenasciny jsou veliké molekuly
heterohexamerickych nebo homohexamerickych glykoprotein, ve kterych jsou
jednotlivé podjednotky vazany disulfidickou vazbou. Tenasciny maji ¢tyfi funkeni
domény, pficemz doména TA ("tenascin assembly") je spole¢na pro vSechny z nich
(Jones a Jones, 2000).

RGzné typy tenascinli jsou exprimovany béhem vyvoje organismu véetné
neurogeneze (Mitrovic a spol., 1994) a byl prokazan vyznamny vliv téchto molekul na
bunécénou diferenciaci (Crossin, 1996). Vyzkumy nepotvrdily pfitomnost tenascinu ve
zdravych tkanich dospélych organisml (Bosman a Stamenkovic, 2003), opakované
v8ak byl prokazan jejich vyskyt a funkce v patologickych situacich, jako je hojeni ran,
neovaskularizace a nadorovy rust (Joester a Faissner, 2001; Jones a Jones, 2000).

Fibronektin

Fibronektin je velky dimerni glykoprotein, jehoz fetézce sestavaji z pfiblizné 2500
aminokyselin (Kornblihtt a spol., 1985). Funkce jednotlivych domén tohoto proteinu
byly detailné charakterizovany (Vogel a spol., 1993) a spocivaji predevSim ve
zprostiedkovavani interakce mezi bunécnymi receptory a kolagenem. Vyznam
exprese fibronektinu v dospélém zdravém mozku neni jasny, jednoznaéné vsak byle

prokazana jeho funkce béhem fetalni neurogeneze (George a spol., 1993).
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Laminin

Lamininy jsou velkou skupinou adheznich glykoproteini znacéné velikosti
s molekulovou hmotnosti az 400 kD (Beck a spol., 1990). Jsou to flexibilni proteiny
skladajici se ze tfi dlouhych polypeptidovych fetézcli spojenych disulfidickou vazbou.
Ackoli bylo doposud izolovano 12 izoforem lamininu liSicich se v zastoupeni
jednotlivych o, B a v fetézclh (Colognato a Yurchenco, 2000), vSechny maji spole¢né
strukturalni soucasti, zejména malou globularni doménu slouzici k polymerizaci
jednotlivych fetézcu. Laminin, podobné jako fibronektin, obsahuje nékolik funkénich
domeén, které umoznuiji interakci s kolagenem typu IV, heparan sulfatem, entaktinem a
lamininovymi receptory z rodiny integrint (Ryan a spol., 1996). Lamininy jsou soudasti
vétsiny bazalnich membran lidského organismu, ty vSak ve zdravé mozkové tkani vSak
nejsou vyznamné pritomné (Novak a Kaye, 2000). Tyto glykoproteiny jsou multifunkéni
a podobné jako uostatnich proteind ECM byla i unich prokazana role
v embryogenezi, bunécné migraci a diferenciaci, a pfi interakci s dalSimi proteiny na
bunéénych povrsich (Ryan a spol., 1996). Mutace nebo delece genl pro soucasti
lamininu vedou k riznym lidskym onemocnénim jako je kongenitalni svalova dystrofie
nebo epidermolysis bullosa (Pulkkinen a spol., 1995; Zhang a spol., 1996).

Vitronektin

Za fyziologickych okolnosti je vitronektin produkovan v jatrech a cirkuluje
v plazmé, kde je zapojen do regulace hemokoagulace a fibrinolyzy (Gladson a spol.,
1995). Jako soucast ECM byl detekovan zejména v kuzi, kde byla také ukazana jeho
role pfi hojeni ran (Grinnell a spol., 1992). Je exprimovan v centralnim nervovém
systému v pribéhu vyvoje (Seiffert a spol., 1991), jeho pfitomnost ve vyvinutém CNS
vSak zatim prokazana nebyla (Uhm a spol., 1999). Fyziologickou funkci vitronektinu
jako soucasti ECM je zprostiedkovani adheze bunék pres jejich integrinové receptory

(Gladson, 1999).
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2.1.4.2. Vliv molekul ECM na funkci gliomovych bunék

Potencialni funkce molekul ECM v biologii bunék mozkovych nadord, zejména
dynamika interakce mezi ECM a gliomovymi bufikami, byly intenzivné studovany
v experimentu. Ackoli maji experimenty zkoumajici expresi ECM nadorovymi bunkami
in vitro ruzna omezeni (Mahesparan a spol.,, 1999; Paulus a spol., 1994), jsou
vysledky téchto praci zasadni pro pochopeni interakce mezi nadorovymi bunkami a

jejich extracelularnim prostorem. Vysledky mnoha praci Ize shrnout do nékolika bodu:

1. Adheze nadorovych bunék na okolni ECM je prvnim krokem pfi jejich migraci a
invazivnim Sifeni. Interakce mezi glykoproteiny ECM a nadorovymi burikami vedouci
k adhezi a nasledné migraci je vyrazné regulovana, jednak pfitomnosti dalSich
komponent ECM jako jsou proteoglykany, jednak dalSimi proteiny asociovanymi
s integriny (Katagiri a spol., 1999). Dulezitym faktorem ovliviiujicim mechanismus
adheze je i vzajemné ovlivhovani funkce jednotlivych integrinovych receptor(, tzv.
"integrin cross talk" (Pijuan-Thompson a Gladson, 1997).

2. ECM podporuje mitogenezu nadorovych bunék (Chung a spol., 1996)

3. ECM prodluzuje zivotnost bunék inhibici apoptézy (Liang a spol., 1997; Uhm a
spol., 1999)

4. Vazba na molekuly ECM vede ke zméné intracelularni signalizace v nadorové
bunce s prokdazanou aktivaci riznych typl fosfokinaz (Liang a spol., 1997; Rutka a

spol., 1999)
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2.2. OTAZKY A CILE PRACE

Cilem této prace bylo studium zmén difuznich parametrd ECP a energetickeho
metabolismu béhem prfechodne hypoxie a hypoxie/ischémie a studium vlastnosti ECP u
gliovych nadort mozku.

Polozili jsme si tyto otazky:

1. Jak se méni difuzni parametry ECP béhem tranzientni hypoxie a
hypoxie/ischémie v mozku potkana? LiSi se od difuznich parametrda zjisténych béhem
mozkoveé anoxie?

2. Jaké jsou zmény v extracelularni koncentraci energetickych metabolitd a
glutamatu béhem tranzientni hypoxie a hypoxie/ischémie v mozku potkana? Koreluji
tyto zmény se zménami v difuznich parametrech?

3. Lisi se difuzni parametry zdravé mozkové tkané od difuznich parametrt tkani
mozkovych nador{?

4. Jak se méni velikost a geometrie extracelularniho prostoru nadorove tkané pfi
maligni progresi nadoru?

5. Jak se na zménach difuznich parametrl podileji strukturalni zmény v nadorové
tkani jako hustota nadorovych bunék, hustota jejich vybézkl a proliferace nadorovych
cév?

6. Lisi se slozeni extracelularni matrix v nadorové tkani od nalez( ve zdravé tkani a

souviseji zmény ve slozeni ECM se stupném malignity gliom?
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2.3. METODIKA

2.3.1. Experimentalni modely
Tranzientni hypoxie a hypoxie/ischémie

VSechny pokusy jsme provadéli na dospélich samcich potkana kmene Wistar (300
— 350 g). Zvirata jsme uvedli do celkové anestézie intraperitonealni injekci uretanu (1,5
g/kg; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko). Po zaintubovani byla pfipojena
k ventilatoru (CIvV 101, Columbus Instruments, USA), relaxovana
pankuroniumbromidem (0,6 mg/kg, Pavulon, Organon, Nizozemi) a ventilovana
vzduchem. Jejich télesnou teplotu jsme béhem celého pokusu udrzovali na 36 - 37 °C
pomoci vyhfivaci podlozky. Otvor pro elektrody s polomérem 2-3 mm jsme vytvorili
trepanaci parietalni kosti nad somatosenzorickym neokortexem a odstranénim tvrdé
pleny. Odkryty povrch mozku byl béhem celého pokusu omyvan fyziologickym roztokem

(37°C). Tranzientni hypoxii jsme navodili ventilaci plynnou smési se snizenym obsahem

kysliku (6% Q> v 95% N») po dobu 30 minut. V pfipadé tranzientni_hypoxie/ ischémie

byla zvifata po dobu 30 minut ventilovana hypoxickou plynnou smési (10% O, v 90%
N2) a zaroven jsme provedli podvaz jedné arteria carotis communis. Nasledné byla
zvifata opét ventilovana vzduchem a uvolnéna ligace a. carotis po zbytek pokusu (90

minut).

2.3.2. lontové-selektivni mikroelektrody

lontové-selektivni mikroelektrody (ISM) jsou vyznamnym nastrojem pro dynamickeé
méreni aktivity specifickych iontl ve tkanich. Jejich pouzivani vedio k novému rozvoiji
poznatkll nejen v neurofyziologii, ale také ve fyziologii smysll, svall a pochodl

v ledvinném parenchymu.
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ISM jsou v podstaté miniaturni potenciometrické senzory, jejichz hlavni slozkou je
elektrochemicka membrana, ktera je videalnim pfipadé selektivné propustna jen pro
urCity iont. Jestlize tato membrana oddéluje dva roztoky s riznou koncentraci daného
iontu, pohybuiji se ionty z oblasti s vysokou koncentraci do oblasti s nizkou koncentraci
a nesou s sebou elektricky naboj. Vyrovnani rozdilu potencialli na obou stranach
membrany zastavi dalsi tok iontll a vznika rovnovazny stav. Velikost potencialu (E),
vytvofeného na ISM, popisuje Nernstova rovnice:

E=FE,+ sloga (1],
kde E, je referencni potencial v milivoltech, sje Nernstova odezva (“slope”) a a je
aktivita sledovaného iontu. Nernstova odezva je pfi 25 °C definovana jako:

§=2,303 RT/ zF=59,16/z [2],
kde R je plynova konstanta (8,314 JK'mol”), T absolutni teplota (K), F Faraday(iv
elektrochemicky ekvivalent (9,6487 x 10° Cmol') a z je naboj iontu.

V praxi v§ak musime rovnéz pocitat s interferenci ISM k jinym iontlim a proto potencial
ISM lépe vystihuje Nikolského rovnice:

E=E,+ slogla + Zj™(a)”] [3],
kde a je aktivita interferujiciho iontu, z naboj jim neseny a Z* je koeficient
potenciometrické selektivity. V praxi se obyCejné pouziva misto aktivity koncentrace.
Pro potencial ISM v roztoku dvou interferujicich iontl potom plati zjednoduSeny tvar
Nikolského rovnice:

Ei- E>=5sl10g(Cs+ K)/(Cs+ k) [4],
kde E;a E» jsou potencialy elektrody pfi riznych koncentracich (C; a Cs) méfeného
iontu a kje interference. V praxi se otazka interference resi pfidanim interferujicich

iontl do kalibrac¢nich roztoku.
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Moderni ISM, pouzivané v neurofyziologii, jsou dvoukanalové sklenéné elektrody,
kde jeden kanal slouzi jako referenéni a druhy jako skuteC¢na iontové-selektivni
elektroda (Sykova, 1992b; Nicholson, 1993) (obr. 2). Toto uspofadani je nutné
pfedevSim pro méfeni v nervové a svalové tkani, protoze ISM registruje i jiné
biopotencialy (akéni, synaptické potencialy a potencidly pole), které mohou zkreslovat
signal tvofeny zménami pfislusné iontové aklivity (Sykova, 1992b). Referencéni kanal
takovéto elektrody obsahuje roztok NaCl, nebo jiny indiferentni roztok; iontové-
selektivni kandl ma ve hrotu kratky sloupec iontové-selektivni tekuté membrany, neboli
iontoménice, a je zezadu plnén roztokem obsahujicim pfislusny iont v nadbytku. Tekuta
membrana obsahuje obecné:

- neutralni pfenase¢ daného iontu

- membranové rozpoustédlo, napf. nitrobenzén
- membranovou matrix, napf. PVC

- jina aditiva

Tekuté membrany jsou komeréné dostupné (Fluka Chem. Corp.) pro mnoho iontu
(napt. Ca®*, K*, H*, Na*) ve formé& hotovych koktejlii.

Kromé tekutych membran na bazi neutralnich nosi¢l existuji rovnéz tekuté
membrany, obsahujici nosi¢e s nabojem, pouzivané predevsim pro méfeni K" a ClI'. Pro
méfeni koncentrace TMA™ iontll se pouziva bud ptvodni K* iontoméni¢ Corning 477317
(Rochester, NY), obsahujici 3 vahova % tetrakis(p-chlorofenyl)boratu draselného
rozpusténého v 2,3-dimetylnitrobenzénu nebo obdobny K™ iontoméni¢ Potassium
lonophore | — Coctail A (Fluka, katalogové Cislo 60031).

Vyroba iontové-selektivnich mikroelektrod
V na$i laboratofi jsme pro vyrobu ISM pouzili borosillikatové skio (Rickl a synové,

Otvovice), které se tavi jiz pfi relativné nizkych teplotach. Dvé sklenéné trubicky o rizné
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delce jsme spojili poletylénovou gumickou. Po ohrati nad Bunsenovym kahanem jsme
spojené trubicky stocili 0 360° a mirné povytahli. Ze stocenych trubicek upevnénych do
vertikalniho tahace mikroelektrod (Narishige, Japonsko) byly vytazeny dvé
mikroelektrody. Sila tahu magnetu a intenzita zhaveni platinové spiraly urcila tvar a
délku hrotu elektrod. Vyhodou stoCenych trubicek oproti tzv. theta trubickam se
sklenénym septem (nazev podie prirezu, pfipominajici fecké pismeno theta), rovnéz
pouzivanych pro vyrobu dvoukanalovych mikroelektrod, je SirSi septum ve hroté, které

nepraska a rozdilna délka kanall, zabranujici styku elektrolytt, tzv. solnému mustku.

zesilovac

iontové-selektivni
kanal

referencni
kanal

sténa

pipety pochloridovany
stfibrny dratek

plnici referencni

roztok elektrolyt
tekuty
iontoménic

vzorek

Obr. 2. Schéma dvoukanalové iontove-selektivni mikroelektrody. Otvor ve hrotu elektrody pro
extracelularni méreni ¢ini 2-4 pum. Referenc¢ni kanal je naplnén referencnim elektrolytem,
nej¢astéji NaCl. lontové selektivni kanal ma ve hrotu tekuty iontoménic, nad kterym je roztok
obsahujici nadbytek sledovaného iontu. Oba kanaly jsou spojeny se zesilovacem
pochloridovanymi stfibrnymi dratky. (Upraveno podle Sykové, 1992b.)
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Silanizace elektrod

Sklenény povrch je do zna¢né miry hydrofilni a proto odpuzuje organické tekutiny,
jako jsou iontoménice. Nanesenim tenké vrstvicky silanu do hrotu iontové-selektivniho
kanalu se vnitfrni povrch stane hydrofobni a lépe “drzi” iontoméni¢. Obecné
rozeznavame dvé metody silanizace:

1. ponoreni hrotu ISM do roztoku obsahujici reaktivni silikonovou slouceninu (napf.
chlorosilan, aminosilan, siloxan), rozpusténou v organickém rozpoustédle (napfr.
v karbontetrachloridu nebo xylénu).

2. silanizace parami, pfi které je elektroda vystavena param silikonové slouceniny
(napf. dimetylaminotrimetylsilanu) v uzaviené komurce pfi vysoké teploté (Sykova,
1992b). Tento zpusob se pouziva zviasté pro silanizaci elektrod, uréenych pro
intracelularni méreni.

ISM uzivané vtéto praci pro extracelularni méfeni koncentraci TMA* byly
silanovany prvni metodou. Aby elektroda nenasala silan do obou kanall, byl hrot
referenéniho kandlu pred silanizaci napInén redestilovanou vodou. Po ponofeni ISM do
silanu, vzlinal tento do hrotu iontové-selektivniho kanalu a vytvoril sloupec asi 200-500
um. Elektrody byly poté vypaleny v peci pfi 150-200 °C po dobu jedné hodiny. Po
odpareni vody a pfebyte¢ného silanizacniho roztoku byly elektrody pfipraveny k pInéni.
Pinéni elektrod

Pro vyrobu ISM v této praci jsme pouzili metodu predniho plnéni (Sykova, 1992b).
Nejprve byl pod mikroskopem prilomen hrot elektrody na 2-3 um. Referencni kanal byl
zezadu naplnén roztokem 150 mM NaCl. Poté byl hrot ISM byl ponofen do iontoménice
na 10-60 s, pokud sloupec iontoméni¢e nedosahl vySku 100-500 um. lontové-selektivni

kanal byl dopinén roztokem obsahujicim sledovany iont. Pfitomné bubliny byly

32



odstranény pomoci jemného hmatového vousu koCky nebo psa, ¢ pomoci

mikrokauteru.

Elektricke zapojeni ISM
Oba kanaly ISM byly spojeny pomoci pochloridovanych stfibrnych (Ag/AgCl)
dratkl se vstupem diferencialniho zesilovaée se vstupnim odporem 10’ Q a s moznosti

kompenzace kapacity negativni zpétnou vazbou.

2.3.3. Méreni difuznich parametra ECP

Strukturu nervové tkané mazeme pfipodobnit péné, kde plynnou fazi predstavuji
bunky a ECP tvofi kapalnou fazi. V této kapalné fazi se nachazeji latky, které se
pohybuji z mista na misto difuzi. Difuzni pohyb molekul ve volném vodnim médiu
popisuji Fickovy zakony, které odrazeji na makroskopické urovni Brownlv pohyb
molekul. Tento pohyb je vysledkem kratkych pfimych pohyb( difundujicich molekul
nahodnym smérem a jejich srazek s molekulami rozpoustédla. Jestlize v soustave
rozpousténa latka — rozpoustédlo existuje koncentrac¢ni gradient VC, pak mikroskopicky
tok difundujicich molekul J ve sméru koncentra¢niho gradientu, predstavuje vektor, pro
ktery plati:

J=-DVC (5]

Tato rovnice je prvni Fickliv zakon, kde D znamena difuzni koeficient difundujici latky ve
vodé, C jeji koncentraci a Vgradientovy operator. ECP vSak predstavuje komplexni
médium a jeho geometricka struktura spolec¢né s velikosti mezibunéénych pérl tvofi
nevyhnutelné prekazky pro volnou difuzi. Navic mohou difuzi omezovat i mozné
interakce s makromolekularni v bunéénych membranach, které na svém povrchu nesou
elektricky naboj, pfipadné vychytavani difundujici latky do bunék, ¢i kapilar. Difuzi

v mozku je proto mozné popsat po zavedeni parametrd extracelularni objemové frakce
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o a tortuozity A do difuznich rovnic popisujicich difuzi latek v poréznim mediu.
Extracelularni objemova frakce « je definovana jako:

a = Vece/Vror [6],
kde Vror predstavuje celkovy objem definovaného vzorku tkané a Vecp je objem
extracelularniho prostoru. V pfipadech, kdy se objem ECP méni spole¢né s koncentraci
difundujici latky, jsou parametry « a Vecp funkci prostoru a ¢asu, zatimco Vror zlistava
staly.

Pfitomnost riznych prekazek zplsobuje, ze difuzni cesta molekuly v komplexnim
meédiu je delSi nez ve volnem médiu (vodé, nebo ziedéném agaru). Proto je tzv.
aparentni difuzni koeficient ADC pro danou latku v komplexnim médiu nizsi nez difuzni
koeficient D ve volném médiu. Toto prodlouzeni difuzni cesty vyjadfuje tortuozita A,
ktera je definovana jako:

A= (D/ADC)'"? [7]

Pro homogenni izotropni porézni médium potom muzeme rovnici [5] modifikovat
(blize viz Nicholson a Phillips, 1981) na tvar:

J=-aADC VC (8],
pficemz C je koncentrace dané latky v ECP mérfena iontové-selektivni mikroelektrodou.
J a C predstavuji primérné hodnoty v celém vzorku tkané.

DalSi upravou, a zavedenim tretiho difuzniho parametru, ktery predstavuje nespecificky
bunécény zpétny pfijem k', a ktery vyjadiuje ztratu difundujicich molekul z ECP do bunék
nebo kapilar, dostaneme modifikovany tvar druhého Fickova zakona (Nicholson a
Phillips, 1981):

dHC/lot=(D/ 1) VC+(Q/a)-—kC [9],

kde tje ¢as a Q je tok difundujici latky od zdroje.
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Jestlize je difundujici molekula aplikovana do tkané iontoforetickym pravouhlym
pulsem s dobou trvani S, zmény jeji koncentrace v Case predstavuji difuzni kfivku se
vzestupnou a sestupnou fazi, pficem pro vzestupnou ¢ast plati:

C=G() S
a pro sestupnou ¢ast:
C=G()-G(t-S) S,
kde C je koncentrace difundujiciho iontu v ECP v ¢ase t ve vzdalenosti r od bodového
zdroje.
Matematickymi upravami prvniho a druhého Fickova ziskame rovnici funkce difuzni
kfivky G(u), kde u = tnebo t— S pro vzestupnou, respektive sestupnou cast krivky:
G(u) = (QA?/ 8nDar) {exp [rA(k "/ D)'"?] erfc [rA/ 2(Du)'"? + (k1)

+exp [~ rAi(k '/ D) erfc [rA/ 2(Du)"? - (ku)"?]} [10]

MnozZstvi iontu, dodaného iontoforeticky do tkané za 1 s, je oznaceno jako Q. Plati, ze
Q = In/ zF, kde I je zvySeni proudu aplikovaného do iontoforetické mikropipety béhem
pulsu, n je transportni ¢islo elektrody, zje naboj neseny iontem a F je Faradayuv
elektrochemicky ekvivalent . Funkce ,erfc“ je komplementarni chybova funkce. Podle
rovnic [6] a [7] pro difuzi ve volném médiu (vodé nebo zfedéném agaru) plati: =1, 1 =
1 a k' = 0. Pouzitim nelinearniho algoritmu pro fitovani kfivek lze z rovnice [10]
vypocitat hodnoty n a D. Po dosazeni hodnot n a D do rovnice [10] mizeme urcit

parametry ¢, 4 a k”ve tkani.
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TMA"® - iontoforeticka metoda v realném case

Metodu mérfeni difuznich parametri vyvinuli plivodné Nicholson a Phillips (1981).
Je zalozena na tlakové nebo iontoforetické aplikaci iontl do tkané a mérfeni jejich
koncentrace pomoci iontové-selektivni mikroelekirody. Aplikovany iont pfitom musi
splnovat nasledujici podminky:
- musi zustavat v ECP, t.j. bunéfné membrany musi byt pro néj relativné
nepropustné
- musi byt pomérné maly, aby mohl volné prostupovat mezibunéénymi prostory
- musi pro né&j existovat iontové-selektivni mikroelektroda

Tyto podminky splnuji napf. tetrametylamoniové (TMA™) a tetraetylamoniové (TEA™)
kationty. Nespecificky zpétny prijem TMA® do bunék se za normalnich okolnosti
pohybuje fadové kolem 10 az 10 za sekundu (Nicholson a Phillips, 1981), jeho
relativni molekulova hmotnost Mr = 74 a iontoméni¢ Corning 477317, pouzivany pro
vyrobu draslikovych ISM, je vysoce citlivy na TMA™. lontové-selektivni kanal je plnén
100 mM TMACI. TMA™-ISM je nutné pfed pokusem kalibrovat v roztocich obsahujicich
definované mnozstvi TMA". V nasich pokusech jsme pouzili roztoky s obsahem 0,01;
0,03;0,1;0,3; 1; 3a 10 mM TMA™ na pozadi budto 3 mM KCl a 150 mM NaCl nebo 50
mM KCI a 103 mM NaCl. Vysledky kalibrace po dosazeni do Nikolského rovnice [4]
umoznily urc¢it Nernstovu odezvu elektrody a interferenci s jinymi ionty, pfedevsim s K*.
Nernstova odezva stejné elektrody na pozadi 3 nebo 50 mM KCI se nelisila.

lontoforetické mikropipety byly vyrobeny ze sklenénych theta trubi¢ek vytazenim na
tahaci mikroelektrod a pfilomenim hrotu na 2-3 um. Pfed napinénim 100 mM TMACI
byla mikropipeta nékolik milimetrd od hrotu mirné ohnuta tak, aby hroty TMA™-ISM a
iontoforetické mikropipety byly rovnobézné. Po upraveni jejich vzdalenosti pod

mikroskopem na 80-200 um, jsme elektrody slepili zubnim cementem. Typické
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iontoforetické hodnoty, pouzité v nasich pokusech, byly: +20 nA tzv. bias proud
(aplikovan po celou dobu méfeni, ktery udrZoval stalou klidovou hladinu TMA™ a
konstantni transportni Cislo n) a 60 s trvajici pravouhly puls s amplitudou +100 nebo
+200 nA, pro vytvoreni difuzni kfivky v agaru nebo ve tkani.

Soustava mikroelektrod byla nejprve zavedena do 0,3 % agardzového gelu (Difco,
Detroit, Ml, Special Noble Agar), pfipraveného z roztoku obsahujiciho 150 mM NaCl, 3
mM KCl a 1 mM TMACI. Po uréeni hodnot transportniho &isla n a difuzniho koeficientu
D analyzou difuznich krivek, ziskanych méfenim v agaru, jsme opakovali méfeni ve

tkani a urcili hodnoty tfech difuznich parametra: o, A a k.

2.3.4. Mikrodialyza

Mikrodialyza je metoda umoZznujici monitorovat lokalni koncentrace léka a
metabolitll v mezibunééném prostoru riznych tkani. Mikrodialyzaéni zafizeni se sklada
z perfuzni pumpy a mikrodialyzaéni sondy. Sonda, ktera se béhem pokusl zavadi do
vybranych tkani nebo tekutin, je navrzena jako tenka duta trubicka s vnitfnim pramérem
obvykle v rozmezi 0.15-0.3 mm a v oblasti hrotu obsahuje polopropustnou membranu.
Sonda je neustale promyvana perfuznim roztokem. Perfuzni roztok vstupuje do sondy
konstantni rychlosti (vétsinou 0,5-5 ul/min). Jeho sloZzeni iontll se musi co nejvice blizit
iontovému slozeni mezibunécéné tekutiny v okoli sondy, aby se zabranilo nadmérnému
presunu molekul na podkladé koncentra¢niho spadu pfes membranu sondy. Difundujici
molekuly, do urcité velikosti (zavisi na velikosti pérd v membrané), prochazi pres
membranu sondy do perfuzniho roztoku. Ten je pak po prichodu sondou odvadén jako
dialyzat do zkumavky umisténé ve sbéraci (viz obr. 3). Protoze, béhem odebirani
vzorkl dialyzatu témér nikdy nedojde k vyrovnani koncentraci sledované latky uvnitf a
vné sondy, zméfena koncentrace ve vzorku pfedstavuje pouze urcity podil jeji aktualni

koncentrace v extracelularni tekutiné. Pomeér mezi témito koncentracemi se oznacuje

37




jako extrakeni ucinnost nebo Castéji jako relativni vytéznost, ktera je zavisla na mnoha

faktorech a proto je nutné kazdou sondu kalibrovat pro kazdou ze sledovanych latek.

Obrazek 3. Schématické znazornéni napojeni mikrodialyzaéni sondy k perfuzni pumpé a
vzorkovnici. Perfuzni pumpa zajistuje cirkulaci perfuzniho roztoku mikrodialyza¢ni sondou, jejiz
hrot je opatfen semipermeabilni membranou umoznujici prostup latek ve sméru koncentraéniho
gradientu. Permeabilita je omezena velikosti pord v membrané. Roztok obohaceny o latky
pritomné ve tkanich je shromazdovan jako dialyzat ve vzorkovnicich pro naslednou analyzu
koncentraci sledovanych latek.
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Relativni vytéZnost (recovery)

Termin relativni vytéznost popisuje pomér mezi koncentraci latky v dialyzatu ku
koncentraci v extracelularni tekutiné. Pokud dojde k vyrovnani obou téchto koncentraci,
hovofime o 100% relativni vytéznosti. Ta je zavisla predevsim na:

rychlosti difuze latky pres membranu sondy ( ta je ovlivnéna teplotou,

velikosti porli a plochy membrany, koncentraénim gradientem)

sloZeni perfuzniho roztoku

rychlosti pratoku perfuzniho roztoku sondou

tortuosité extracelularniho prostoru
Rychlost difuze pres membranu- viiv teploty

Relativni vytéznost pro riizné molekuly se muze liSit v zavislosti na jejich difuznich
koeficientech (D), které mohou byt vypocteny ze Stokes-Einsteinovy rovnice:

D=kyT/6mNd
kde ky, je Boltzmannova konstanta (1,38066 x 10 J/K), T je absolutni teplota, n je
viskozita tekutiny, o je polomér difundujici ¢astice. Z rovnice vyplyva, Ze rychlost difuze
je pfimo umérna teploté prostfedi. Proto je dulezité, aby cely experiment probihal pfi
konstantni teploté.

Plocha membrany a velikost poru

V zavislosti na velikosti pord membrany mohou pfes membranu pfechazet jen latky
o urcité molekularni hmotnosti. Propustnost membrany je dana tzv. hmotnostnim
prahem (cut-off) membrany a vyjadfuje se v Daltonech. K dosazeni pfijatelné relativni
vytéznosti je vhodné pouzit membranu priblizné se 4-nasobnym hmotnostnim prahem
nez je molekularni hmotnost méfené latky. Kromé velikosti péri membrany ma na

relativni vytéznost vliv také velikost plochy. Podle Fickova zakona je rychlost difuze pres
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membranu umérna k velikosti jeji plochy. Proto prodlouzeni membrany sondy a tudiz
zvétseni velikosti plochy pro difuzi povede ke zvySeni relativni vytéznosti.
Slozeni perfuzniho roztoku

Slozeni perfuznich roztokl uzivanych pfi mikrodialyzaénich experimentech by se
videdlnim prfipadé mélo iontovym slozenim, osmolaritou a pH blizit co nejvice
extracelularni tekuting, ve které jsou provadény experimenty. Odchylky v iontovém
slozeni perfuzniho roztoku vedly ke zménéné koncentraci neurotransmiterd a Iéku
v dialyzatu.
Rychlost pratoku

Obecné plati, ze ¢im je vétsi rychlost pratoku, tim je menSi relativni vytéznost.
Tento vztah je vyjadfen v nasledujici rovnici:

RR=(1-e™F)x100
kde RR je relativni vytéznost, r hmotnostni transportni koeficient, A plocha membrany

a F je rychlost pritoku.

Nizka rychlost perfuze je vSak ¢asto limitovana malym mnozstvim ziskaného vzorku
a nesplnénim kvantifikacniho limitu prfislusné analytické metody. Na druhou stranu,
vysoky prutok (nad 10 ul/min) mize zvySovat tlak v mikrodialyza¢nim systému a vést
tak k procesu ultrafiltrace smérem ven ze sondy. V praxi se proto rychlost perfuze voli
nejCastéji v rozmezi 0.1-5 pl/min.
Tortuozita extracelularniho prostoru

V porovnani sin vitro experimenty muaze byt relativni vytéznost sondy in vivo
redukovana faktorem tortuozity v experimentalni tkani. Diky tomuto faktoru, s ohledem
na nemoznost simulovat exaktné podminky in vivo, se obvykle lisi vypocitana relativni

vytéznost sondy in vitro od skute¢né, v in vivo experimentech.
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Kalibrace

Protoze relativni vytéznost nikdy nedosahne 100% (kromé situace nulového toku-
viz dale), mikrodialyza¢ni sonda musi byt pro spravny vypocet koncentraci kalibrovana.
Pro vypocet relativni vytéznosti byly navrzeny rizné metody kalibrace, které se lisi
riznou ¢asovou naroénosti a presnosti vysledk.

Metoda variace rychlosti pratoku

Kalibrace se u této metody provadi pfi rlznych rychlostech pritoku sondou, pfi
kterych dostaneme odlisSné koncentrace sledované latky v dialyzatu. Vysledky se
vynaseji do grafu a extrapolaci kfivky k nulovému priatoku (pfi kterém je dosazeno
rovnovaznych podminek a koncentrace v dialyzatu dosahuje aktualni koncentrace ve
sledovaném prostfedi) Ize odhadnout relativni vytéznost sondy. Tento proces byl
aplikovan na rtzné slou¢eniny a popsan nasledujici rovnici (Jacobson a spol., 1985)

Caial = Co(1 - e’ ),
kde Cga je koncentrace slouceniny v dialyzatu, C, koncentrace v okoli sondy, r
hmotnostni transportni koeficient, A plocha membrany sondy a F je rychlost pritoku.
Nevyhodou této metody je Casova naroCnost a navic, pouhou extrapolaci kfivky do
bodu nulového pritoku na zakladé pfedpokladané exponencialni funkce, ziskame
pouze odhad relativni vytéznosti, ktery nemusi odpovidat skute¢né hodnoté.
Metoda nulového toku (no-net-flux)

Tato metoda byla vyvinuta pro in vivo kalibraci a vyuziva rozdilnych koncentraci
slou¢enin v perfuznim roztoku (Lonnroth et al., 1987). Pokud koncentrace dané
slouceniny v perfuznim roztoku (Cper) je mensi nez jeji koncentrace v okoli sondy (Cy),
pak bude dochazet k difuzi této slouceniny pfes membranu sond do perfuzniho roztoku
a vysledna koncentrace v dialyzatu (Cga) bude tedy vySSi nez pavodni v perfuznim

roztoku. Naopak, pfi vyssSi koncentraci latky v perfuznim roztoku, bude koncentrace
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v dialyzatu mensi. Pokud Cyet bude stejna jako Cgia, znamena to, ze i Cy je rovno Cper
a tudiz v dusledku nulového koncentraéniho gradientu nedochazi k difuzi sledované
slou¢eniny pfes membranu sondy.

Ke kazdé koncentraci v perfuznim roztoku jsou nasledné vynaseny do grafu ubytky,
resp. pfiristky koncentrace v dialyzatu dle vztahu (Cgiai — Cpen). Prusecik ziskanych
kfivek pak odpovida Cy:. Ze strmosti regresni kiivky pak Ize vypocitat relativni vytéznost
sondy in vivo.

Metoda proménného nulového toku (dynamic no-net-flux)

Tato metoda pro kalibraci in vivo za proménnych podminek byla vyvinuta nedavno
(Olson a Justice, 1993) s moznosti jejiho vyuziti na monitorovani odpoveédi
extracelularnich slouc¢enin na aplikaci urc¢itych 1ékd. Hlavni rozdil oproti metodé
nulového gradientu spociva v tom, ze se vyuziva perfuzniho roztoku pouze s jednou
koncentraci latky, ale kalibrace se provadi na nékolika riznych jedincich.

Retrodialyza

Tato metoda, na rozdil od pfedchozich, je casové nenarona a nevyzaduje kalibraci
na rozdilnych jedincich. Proto je vhodna i pro klinické studie. Pfi kalibraci touto metodou
je perfuzni roztok obohacen sledovanou latkou, ktera prechazi pfes membranu sondy
do extracelularni tekutiny. Ze ztraty dané latky zjisténé v dialyzatu se pak vypocita
relativni vytéznost pomoci této rovnice:

vytéznost (%) = 100 — (Cgiai/ Cperi X 100)

Nezbytna podminka pro ziskani spravného vysledku je nepfitomnost mérené latky
v extracelularni tekutiné pred zahajenim kalibrace.

Endogenni referenéni sloucenina
Plavodni snahou bylo nalézt casové nenaro¢nou kalibraéni metodu, ktera

nevyzaduje rovnovazné podminky. Zvolné difundujicich molekul byla nakonec
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navrzena jako nejvhodnéjsi urea (Deguchi a spol., 1991). Na zakladé plvodnich praci
bylo zkoumano pouziti urey k vypoctu relativni vytéznosti za in vivo podminek. Vysledky
vSak nejsou dosud jednoznacné (Strindberga a Lonnroth, 2000).
Analyza vzorki dialyzatu

V soutasné dobé je mozné vyuzit pfimou analyzu vzorkl k ziskani dat témer
vrealném cCase. VétSina aplikaci vSak vyzaduje predchozi oddéleni sledované latky
z endogennich slou¢enin. Zasadni rozdil spoCiva v tom, ze pri pouziti nékteré separacni
metody mame moznost zjednoho vzorku stanovit koncetrace nékolika latek.
V nasledujici tabulce jsou uvedeny sou¢asné pouzivané metody ke zpracovani vzorkd a

nasledné detekci koncetraci sledovanych latek.

Analyza Detekce

Metody zalozené na separaci latek

kapalna chromatografie imunochemické techniky
mikroborova kapalna chromatografie UV absorbance

kapilarni kapalna chromatografie fluorescence

kapilarni elektroforéza LIF, elektrochemické techniky

hmotnostni spektrometrie
Ostatni metody
biosensory
imunochemické techniky

hmotnostni spektrometrie

Tabulka €. 1. Moznosti analyzy vzorku dialyzatu (upraveno podle Davies a spol., 2000). LIF-
laserem indukovana fluorescence
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2.3.5. Priprava tkanovych fezu a jejich histologické zpracovani

Méfeni difuznich parametrl jsme provadéli v Cerstvé resekované tkani gliovych
nadorli mozku. Jako kontrolni tkan jsme pouzili mozkovou klru temporalniho laloku,
odstranénou v ramci chirurgické léCby farmakorezistentni epilepsie. Histologickym
vySetfenim jsme v této tkani nenalezli zadné zmény. lhned po chirurgickém vynéti jsme
vzorek ulozili do ledem chlazeného transportniho roztoku nasledujiciho slozeni: 134
mM NaCl, 1,25 mM Ko:HPO4, 26 mM NaHCO3;, 3,3 mM MgCl. a 20 mM glukdzy. Thned
po preneseni z chirurgického salu byla tkan upevnéna do vibrokatu (725M, Camden
Instruments, U.K.), ve kterém jsme zhotovili 400 um silné fezy. Po nakrajeni jsme fezy
ulozili na nylonové sitce do roztoku se slozenim 134 mM NaCl, 1,25 mM K,HPO,, 26
mM NaHCOs, 2 mM CaCl,, 1.3 mM MgCl, a 20 mM glukézy. Rezy byly v roztoku
postupné oteplovany za soucasného syceni 95% O, a 5% CO, na pokojovou teplotu
(22-24 °C). Na zacatku méfeni jsme jednotlivé fezy prenesli do méfici komurky kde byly
fezy pfidrzovany pomoci platinového dratku ve tvaru U se siti nylonovych vliaken. Rezy
byly po celou dobu pokusu omyvany vySe uvedenym roztokem (10ml/min). Mé&feni
probihala v rlznych oblastech tkanového fezu v hloubce 200 um. Méfeni jsme
provadéli ve dvou az Sesti fezech z kazdého vzorku tkané, ve dvou az ¢tyfech rliznych
lokalizacich a ziskané hodnoty jsme zprimérnili.
Histopatologie

Tkané, ve kterych probihalo difuzni méreni, jsme ihned po dokonc¢eni experimentu
fixovali, podobné jako pfedtim nepouzité ¢asti resekovanych nadorl, 10% pufrovanym
formolem a pfipravili jsme standardni parafinové blo¢ky. Z parafinovych blocka byly
krajeny na rotacnim mikrotomu Leica (RM 2135) 3 — 4 um silné fezy, jak pro pfehledna

histologicka barveni, tak pro potfeby imunohistochemickych vysetfeni. Rezy byly na
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vodni hladiné natazeny na podlozni skla, které byly predem potazené silanem. Na takto
pfipravenych fezech probihala potom dalsi barveni a imunohistochemické reakce.
Hodnoceni histologickych parametra nadorové tkané

V8echny vzorky nadorové tkané jsme histologicky vySetfili a zaradili podle kriterii
WHO klasifikace mozkovych nadorl (Kleihues a Cavenee, 2000).

Dale jsme cilené posuzovali histopatologickou stavbu mist v fezech z nadoroveé
tkané, ve kterych byla provedena difuzni méreni a tu jsme korelovali s difuznimi
parametry ECP. Vysledky difuznich mérfeni provadénych v oblastech prokrvaceni,
z blizkosti okraje nadoru v nepostizené peritumordzni tkani nebo z blizkosti velkych cév
byly zdalsich analyz wvylouéeny. Vysledky diflznich méfeni zoblasti nekroz
v glioblastomech jsme posuzovali zvlast a do celkové analyzy jsme zallenili pouze
vysledky z vitalnich oblasti nador.

Ve studii difuznich bariér v astrocytomech jsme kvantifikovali nasledujici jednotliva
histologicka kriteria nadorové tkané.

a) Mitotickou aktivitu (mitoticky index, MI) studovaného nadoru jsme stanovili jako
pocet typickych i atypickych mitéz v 10 nahodné vybranych zornych polich pfi velkém
zvétdeni v mikroskopu Olympus Bx51 (high-power field, HPF; 400x, 1 zorné pole =
0,017 mm?).

b) Hustota nadorovych bunék: Ve sledovanych fezech byla provedena pfesna
kvantifikace hustoty nadorovych bunék - stanovili jsme ji spo¢itanim véech nadorovych
bunék v tkanovych fezech v nejméné 10 zornych polich (HPF) a hustotu jsme vyjadfrili
jako primérny pocéet nadorovych bunék v jednom zorném poli.

c) Vaskularni proliferace jsme v nadoru definovali jako pfitomnost zvySeného
mnozstvi kapilar s hyperplazii endotelialni vystelky tvofici vicevrstevnou strukturu nebo

glomerularni  formace. Pfitomnost hyperplastickych cév  jsme  klasifikovali
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semikvantitativné jako velmi vyraznou (+++), stfedné vyraznou (++), mirnou (+) nebo
chybéjici (-).

d) Pfitomnost nekrozy jsme v nadoru uznali pouze tehdy, pokud jsme nalezli
alespon malé lozisko koagulacni nekrézy. Jednotlivé nekrotické bunky nebyly
povazovany za nekrozu v nadoru.

e) Mimoto jsme v pfehlednych barvenich hledali pfitomnost dalSich histologickych
znakl nadorové tkané - bunééné a jaderné pleomorfie, solitarni hypercelularni uzly,
trombdézy v drobnych cévach, lymfocytarni celulizaci, kalcifikace a produkci kolagenu
s pfipadnou chrupavéitou nebo kostni metaplazii.

2.3.6. Imunohistochemie

Imunohistochemie vyuZiva k detekci antigenll ve tkanovych fezech kovalentni
vazby mezi specifickou protilatkou aplikovanou na tkan (primarni protilatkou) a
antigennim epitopem ve tkani. Pfed aplikaci protilatky je nutné epitop ve tkanovém fezu
zpfistupnit pro plasobeni protilatky. Déje se tak riznym zpusobem — tepelnou indukci
(,heat induced antigen retrieval®), natravenim tkané enzymem (nejCastéji pepsinem
nebo trypsinem), plsobenim roztokl s riznym pH nebo plsobenim mikroviného zareni.
Pokud vyuziva metoda enzymatickou detekci navazané protilatky (napf. peroxidazova
metoda), je nutné pred viastni reakci zablokovat endogenni aktivitu tohoto enzymu.
Pomoci rdznych detekénich systému liSicich se barevnou koncovkou i citlivosti je
navazana protilatka vizualizovana vznikem barevného precipitatu ve tkani v misté
hledaného epitopu. Nejc¢astéjSim systémem detekce je pouziti polyklonalnich protilatek
znacenych biotinem vazicich se na primarni protilatku na zakladé mezidruhové
specifity. Po aplikaci komplexu avidin-enzym dojde k vazbé avidini na molekulu biotinu
(v laboratorni praxi se pouziva avidin z bakterie Streptomyces avidini, oznacovany jako

streptavidin). Molekula enzymu navazana na streptavidin pfeméni svoji aktivitou
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bezbarvy roztok na barevny precipitat. Po dobarveni jader hematoxylinem, které je
duiezité pro orientaci v morfologii tkané a pro presnou lokalizaci precipitatu, je preparat
odvodnén a zamontovan pod kryci skliCko; vysledky se potom hodnoti ve svételném
mikroskopu.
Postup imunohistochemického barveni

Pro kazdou primarni protilatku jsme nejdfive provadéli zkuSebni reakce na paleté
raznych tkani slouzicich jako pozitivni a negativni kontroly s cilem stanovit pro danou
reakci nejvyhodnéjsi postup. Takto jsme pro kazdou reakci vybrali sérii pokusu
optimalni fedéni, typ revitalizace antigentl pred aplikaci protilatky a optimalni detekéni
systém, s cilem pfipravit reakci s co nejvyraznéjSim specifickym imunoprecipitatem pfi
minimalizaci (nejlépe zamezeni) nespecifickych reakci v pozadi. V tabulce €. 2 jsou
uvedeny tkané, které jsme pouzivali pfi testovacich reakcich jako pozitivni kontroly pro
dany typ protilatky. Jako negativni kontrolu jsme pouzivali reakce, pfi kterych jsme

behem barveni neaplikovali primarni protilatku.

Tabulka ¢. 2.

Tkané pouzivané jako pozitivni kontroly pfi reakcich na prikaz uvedenych antigenu.

antigen pozitivni kontrola

proliferacni markery

. ) . karcinom tlustého stfeva
Ki67, topoizomeraza-llo

oyclin D1 maligni lymfom z plastovych bunék
strukturalni proteiny
cytokeratiny, EMA

GFAP

karcinom tlustého stieva
astrocytom

onkoproteiny
p53
bcl-2, kaspaza 3

karcinom mlé¢né zlazy

zdrava lymfaticka uzlina

glykoproteiny ECM klize s jizvici se granulacni tkani a ledvina
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EMA, epitelovy membranovy antigen;, GFAP, glidini fibrilarni acidicky protein; ECM,

extracelularni matrix

Prokazované antigeny, primarni protilatky a postupy detekce

A. Proliferaéni markery

Jako imunohistochemické proliferaéni markery slouzi priikaz antigend pfitomnych
v bunkach jen v urcitych fazich bunééného cyklu.

Antigen Ki-67 (MIB-1)

Ki-67 je jaderny nehistonovy protein, ktery je imunohistochemicky detekovatelny
protilatkou MIB-1 ve vSech fazich bunécného cyklu mimo GO-faze (Gerdes a spol.,
1991). Souvislost mezi stupném exprese MIB-1, prolifera¢ni aktivitou a klinickym
pribéhem byla ukdazana u mnoha lidskych malignit, véetné nékterych mozkovych
nadort (Brown a Gatter, 1990). V nasi studii jsme pouzivali klon MIB-1 monoklonalni
mysSi  protilatky (DakoCytomation) v fedéni 1:100 s revitalizaci antigenu pomoci
mikrovinného zareni. Pro detekci komplext antigen-protilatky jsme pouzivali kit LSAB2
System HRP s chromogenem DAB.

Fosfo-topoizomeraza ll-o. (topo-lla)

Topoizomeraza ll-o. je enzym, ktery se Uucéastni segregace a kondenzace
chromozomu v priibéhu bunééného déleni (Holm a spol., 1989) a jehoz prlikazem Ize
ve tkani identifikovat buniky nachazejici se v S, G2 a M fazi buné¢ného cyklu (Lynch a
spol., 1997). V nasi studii jsme pouzivali kion PT/3D4 monoklonalni mysSi protilatky od
firmy Immunotech v fedéni 1:100. Reakce jsme s uspokojivymi vysledky provadéli bez
zvlastni revitalizace antigen. Prlkaz vzniklych imunokomplex( jsme provadéli

obdobné jako u Ki-67.
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Hodnoceni reakci na priikaz proliferacnich markeru:

Preparaty jsme studovali pod velkym zvétsenim v mikroskopu Olympus BX51
(high power field, HPF; 400x, 1 zorné pole = 0,017 mm?). Pro kazdy studovany marker
jsme po digitalizaci obrazu spocitali alesporn 1000 bunék v nejmené péti zornych
polich. Krevni buriky a buriky cev v nadoru jsme vyloucili z kvantitativni analyzy a
pocitani bunék jsme provadeéli pouze v téch zornych polich, kde byl vitalni nador. Pro
analyzu jsme vybirali ty oblasti tkanovych fezli, ve kterych byla pfi pfehledném
zvétSeni nejvétsi intenzita provadéné imunohistochemické reakce.

Vysledky reakci proti antigenim odrazejicim prolifera¢ni aktivitu nadoru jsme

vyjadrovali procentem imunoreaktivnich jader ve tkani - proliferacnim indexem (Pl).

B. Imunohistochemicka detekce glialni a epitelialni diferenciace

nadorovych bunék

a. Glialni fibrilarni acidicky protein (GFAP)

Glialni fibrilarni acidicky protein je intermedialnim filamentem neuroglie o velikosti
50 kDa a je to dobfe znamy imunohistochemicky marker astroglialnich bunék jak
normalnich tak nadorovych (Kleihues a spol., 1987). V naSich studiich jsme pracovali
s protilatkou firmy DakoCytomation, klon 6F2, v fedéni 1:1000 s revitalizaci antigenu
aplikaci mikrovinného zareni a detekénim kitem LSAB2 System HRP.

Hodnoceni: Imunohistochemicka reakce dobfe znazornovala nenadorové i
nadorové astrocyty, Cehoz jsme wvyuzivali k potvrzeni diagnozy astrocytarni
histogeneze nadorl. Ve studii zabyvajici se difuznimi bariérami v astrocytomech jsme
také hodnotili semikvantitativné hustotu sité GFAP-pozitivnich vybézkl nadorovych
bunék, nezavisle tfemi pozorovateli na Skale: fidka (+), stfedné husta (++) nebo velmi

husta (+++) sit GFAP-pozitivnich vybézkl; definitivni vysledek byl potom stanoven
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konsensualné. V ependymomech jsme touto reakci prokazovali stupen glialni
diferenciace - reakce proti GFAP ozfejmila v pozitivnich pfipadech vybézky

ependymomovych bunék v perivaskularnich pseudorosetach.

b. Glykoproteiny extracelularni matrix

Pro prikaz pfitomnosti a distribuce glykoproteind ECM in situ v nadorové tkani
jsme vybrali vSechny dostupné imunohistochemické protilatky reaguijici s parafinovym
materialem a s vysokou senzitivitou i specificitou k lidskym epitoptm.

Ve studiich zkoumajici slozeni ECM v lidskych gliomech jsme glykoproteiny ECM
prokazovali protilatkami v daném fedéni a s prislusnym detekénim systémem, jak je

uvedeno v tabulce ¢é. 3.

Tabulka ¢. 3.

Primarni protilatky proti glykoproteinim ECM pouzivané v nasich studiich.

Antigen (klon protilatky) Firma Redéni Demaskovani antigenu,
detekéni systém

Tenascin (klon BC-24) Sigma Aldrich 1:500 mikrovinné zareni*

Laminin (klon LAM-89) Sigma Aldrich 1:500 40 min. natraveni trypsinem*

Vitronectin (klon BV2) Chemicon 1:100 mikrovinné zareni**

Fibronectin (klon IST-4) Sigma Aldrich 1:50 30 min. natraveni trypsinem,
mikrovinné zareni**

Kolagen typu | (kat.¢c. 2150-0020) Biotrend 1:10 40 min. natraveni trypsinem*

Kolagen typu Il (kat.c. NCL-COLL-lIp) Novocastra 1:20 30 min. natraveni trypsinem*

Kolagen typu Il (kat.c. AM167-5M) Biogenex 1:100 30 min. natraveni trypsinem*

Kolagen typu IV (klon CIV 22) Dako 1:50 mikrovinné zareni*

Kolagen typu V (klon V-3C9) Chemicon 1:150 mikrovinné zareni*

Kolagen typu VI (klon VI-26) Chemicon 1:150 mikrovinné zafen{*

(* LSAB detection system, ** ChemMate detection system; DakoCytomation)
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Hodnoceni reakci:

Distribuci sledovanych glykoproteint ECM jsme po imunohistochemickém
znazornéni sledovali oddélené ve tfech tkanovych kompartmentech: 1. v souvislosti
s cévami, 2. v mezibunééném prostoru obklopujicim vlastni nadorové bunky, 3. v tzv.
infiltrativni zoné, tj. v konfrontaéni oblasti mezi nadorovou a okolni nepostizenou tkant,
pokud byla tato oblast v resekovaném materialu zastizena. Vzhledem k extracelularni
lokalizaci a ¢asto diskrétnim imunoreakcim proti glykoproteinlm ECM v ECP jsme se
snazili zvysit citlivost naSeho hodnoceni provedenych reakci - kazdy tkanovy fez jsme
odecitali dvakrat - nejdfiv bez dobarveni hematoxylinem (zejména pro stanoveni
pfiblizné hustoty daného glykoproteinu ve tkani), poté byla lokalizace a distribuce
proteinu morfologicky upfesnéna po dobarveni fezl Harrisovym hematoxylinem.
Pfitomnost glykoproteini v mezibunéném prostoru obklopujicim nadorové buriky
jsme hodnotili jako silnou (++), slabou (+) nebo nepfitomnou (-) fibrilarni nebo
teCkovitou imunopozitivitu. Zaznamenavali jsme rovnéz fokalni nebo difuzni charakter
distribuce daného glykoproteinu ve tkani. Pro kazdy glykoprotein vyskytujici se ve
sténé nadorovych cév jsme spocitali pfesné procento pozitivnich cév viezech a
vysledek jsme vyjadrili semikvanititativné: glykoprotein v cévni sténé neni pfitomen (-),
je pritomen v méné nez 50% zastizenych cév (+), je pfitomen ve vice nez 50% cév
(++) a je pritomen ve sténé vSech zastizenych cév (+++). Vzdy jsme také sledovali
distribuci studovaného glykoproteinu ve sténé cévy ve vztahu napf. k bazalni
membrane nebo adventicii.

Stupriovitou kvantifikaci mnozstvi glykoproteini ECM jsme pouzili v korela¢nich

analyzach se zménami geometrie ECP v astrocytomech.
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2.3.7. Statistické hodnoceni

Zavislost mezi kategorickymi proménnymi jsme testovali pomoci Pearsonova chi-
kvadrat (Xz) testu, vztah mezi numerickymi veli¢inami pomoci Spearmanovy korela¢ni
analyzy (s korelacnim koeficientem, r) a zavislost mezi kategorickymi a numerickymi
velicinami pomoci Mann-Whitneyho testu. Stupen zavislosti mezi nominalnimi
veli¢inami jsme stanovovali vypoc¢tem kontingenéniho koeficientu (C).

Veskere statistické vypocty jsme provadéli pomoci pocitacového programu SPSS
(verze 10, SPSS Inc.). Hodnoty vyznamnosti (p) < 0,05 jsme povazovali za
signifikantni, p < 0,01 za vysoce signifikantni. Pouzivali jsme interval spolehlivosti

95%.
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2.4. VYSLEDKY
2.4.1. Difazni parametry ECP béhem tranzientni hypoxie/ischémie

Energeticka deplece a dysfunkce transportnich systémi béhem ischémie/anoxie
vede ktransmembranovému presunu iontl, ktery je doprovazen pohybem
odpovidajiciho mnozstvi molekul vody v zajmu zachovani stejné osmolality vné a uvnitf
bunék a zvétSeni bunééného objemu (pro prehled viz Sykova, 1983; Kimelberg a
Ransom, 1986; Sykova, 1992a). Zmeény difuznich parametri vyvolané zvétSenim
objemu bunék béhem anoxie ma dva zavazné disledky:

1. neuroaktivni latky a metabolity jsou nahromadény ve zmenseném prostoru,
nemohou volné difundovat a tudiz jejich koncentrace mize snadno dosahnout toxickych
hodnot a vést k dalSimu poskozeni bunék,

2. nesynapticka komunikace mezi burikami je ztizena az znemoznéna a vysledkem
je funkéni deficit nervové tkané, ktery mize ovlivnit reparaéni pochody v tzv. penumbre,
tj. z6né, ktera ma c¢asteCné krevni zasobeni z okolnich oblasti a kde jsou burky
poskozeny jen mirne.

Uvolnéni glutamatu z neuronl za fyziologickych nebo patologickych podminek je
spojeno se zvySenim extracelularni koncentrace K¥, alkalicko-kyselou zménou
extracelularniho pH a zvy$enim metabolizmu Ca®* (Chesler a Kaila, 1992). Glutamat,
uvoinény do ECP, je zné rychle odstranén a pomoci vysokoafinitnich a
vysokokapacitnich nosi¢l prenesen do syncytia astrocytl (Attwell, 2000). Tento pfenos
vSak selhava za patologickych podminek, jako je ischémie nebo anoxie. Opakované
uvolhovani glutamatu potom vede kvzestupu jeho koncentrace vECP az na
neurotoxické hladiny (Benveniste a spol., 1988). Presuny iontll pfes bunéénou
membranu, ke kterym dochazi po uvolnéni glutamatu, doprovazi pohyb vody z extra- do

intracelularniho prostfedi. Rada praci provedenych na tkanovych kulturach popisuje
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rychlé zvétSeni objemu bunék, nasledujici po aktivaci ionotropnich i metabotropnich
glutamatovych receptort (Kimelberg, 1987; Hansson a spol., 1994). ZvéSeni objemu
astrocytll je zplsobeno aktivaci Na*-K™-2CI" kotransportu glutamatem a vstupem Na*,
CI' a vody do bunék (Kempski a spol., 1991). Kromé toho pUsobi glutamat zvétSeni
objemu astrocyt rovnéz stimulaci vstupu K* do bunék, které je zavislé na extracelularni
koncentraci Ca®* (Bender a Norenberg, 1994). ZvétSeni objemu astrocytl b&hem
acidozy tkané pri ischémii nebo traumatu je rovnéz zavislé na koncentraci
extracelularniho Ca®*, zatimco zmény [Ca®'];, jak se zda, nehraji roli (Plesnila a spol.,
1998). ZvétSeni bunééného objemu vSak mulze in vivo zpusobit zmény difuznich
parametru ECP (Vorisek a Sykova, 1997b; Sykova a spol., 1999; Sykova a spol.,
2000b), zpomalit difuzi glutamatu v ECP a tim zvySit jeho neurotoxicitu a nasledné
poskozeni neuronl.

Dosud provedené experimenty studujici zmény difuznich parametrii v mozkové
tkani in vivo béhem hypoxie/ischemie byly provedeny na modelu terminalni anoxie
(Lundbaek a Hansen, 1992; Sykova a spol., 1994; Vofisek a Sykova, 1997b).

V nasi studii (Homola a spol, 2006) byla tranzientni ischémie/hypoxie vyvolana
snizenim obsahu kysliku ve vdechované smeési (10% O, + 90% N»,) a soucasnym
podvazem arteria carotis communis na jedné strané na dobu 30 minut.

Difuzni parametry ECP v pribéhu experimentu jsme sledovali v somatosenzorické
klre ipsilateralné k podvazané a. carotis v hloubce 1200 — 1500 um (korova vrstva V)
v 5-ti minutovych intervalech.

Kontrolni hodnoty difuznich parametri ECP (poc¢ate¢ni hodnoty za normoxickych
podminek) v Sedé hmoté V. korové vrstvy byly o= 0.19 + 0.03 a A = 1.57 + 0.01, (n =
12, primérna hodnota + stfedni chyba priméru, S.E.M.). Béhem hypoxie/ischémie se

hodnoty o postupné snizovaly az na 0.07 + 0.01 (Obr. 4A). Tortuozita se soucasnée
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postupné zvysSovala az na 1.88 + 0.03 (Obr. 4B). Po uvolnéni podvazané a. carotis a
normoxické ventilaci, oba sledované parametry se zacaly navracet zpét k pocate¢nim
hodnotam, kterych dosahly po 20 minutach normoxie. Béhem nasledujicich 20 minut
o nadale zvolna vzrlstala az na 0.23 + 0.01, zatimco A poklesla na 1.53 + 0.06. Ve
Zbyvajicim ¢ase 90 minutové reperfuze zustaly oba sledované parametry na téchto

hodnotach (Obr. 4A, 4B).

A Hypoxie/lschemie
0.3-
(a
O
w
3
= 0.2+
©
|-
(T
(O
5
E 0.1'
o
£
O
Oc | ] ) | ] ) ] ] v v v L} U |} ]
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120
B Hypoxie/lschemie

2.- ——
|

Tortuozita
— — -—
N o ©
[ | [ [ 1

-
(=2
[]

1.5+

1.44+—TTrrrrTTTTTTT
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120

Cas (min)

Obrazek 4. Casovy pribé&h zmén v objemové frakci (A) a tortuozité (B) extracelularniho
prostoru mozkove klry potkana béhem tranzientni hypoxie/ischémie a nasledné reperfuze.
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2.4.2. Energeticky metabolismus a glutamat béhem tranzientni hypoxie/ischémie

V této studii jsme pro stanoveni koncentraci energetickych metabolitll a glutamatu v
extracelularni tekutiné pouzili mikrodialyzu (Homola a spol., 2006). Mikrodialyzaéni
sonda byla zavedena do somatosenzorické kliry na stejnou stranu jako byl podvaz a.
carotis. K odbéru jsme pouzili sondy s dvojitym lumen, zevniho priiméru 0,5 mm, délkou
membrany 2mm a propustnosti do 20 kDa (CMA 12, 2mm, CMA Microdialysis,
Svédsko). Zavedena mikrodialyzaéni sonda byla pfipojena k perfuzni pumpé (CMA 102,
CMA Microdialysis, Svédsko) a kontinualné promyvana rychlosti 2ul/min perfuznim
roztokem s obsahem 147 mmol/l NaCl; 2,7 mmol/l KCI; 1,2 mmol/l CaCl, a 0,85 mmol/I
MgCl, (Perfusion fluid CNS, CMA Microdialysis, Svédsko). Mikrodialyzaéni vzorky byly
odebirany v intervalech 10 minut a ihned zamrazeny pri teploté -40 °C. P¥i této teploté
byly skladovany az do doby analyzy. Po rozmrazeni a odstfedéni dialyzatu byly vzorky
analyzovany enzymaticky (CMA 600 Microdialysis Analyser, CMA Microdialysis,
Svédsko).

Na zacatku a konci kazdého experimentu byla zjisténa vytéznost pouzivané sondy
pomoci kalibratniho roztoku se znamou koncentraci rGznych sloucenin. Kalibraéni
roztok obsahoval 2,5 mmol/l laktatu; 250 umol/l pyruvatu; 5,55 mmol/l glukozy; 250
mmol/l glycerolu a 25 umol/l glutamatu (Calibrator, CMA Microdialysis, Svédsko).
Porovnanim zjisténych koncentraci v dialyzatu ke koncentracim v kalibraénim roztoku
jsme vypocitali relativni vytéznost sondy, ktera byla 24,3 + 1,6% pro laktat, 23,1 + 0,6%
pro pyruvat; 13,7 + 0,8% pro glutamat a 14,1 + 0,8% pro glukézu.

Kontrolni skupinu tvofila zvifata, kterym byla vypreparovana a. carotis, ale
neprovedli jsme jeji podvaz, a po celou dobu experimentu byla ventilovana vzduchem (n

= 5). Abychom ukazali do jaké miry jsou zjisténé koncentrace metaboliti ovlivnény
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zménami ve velikosti ECP, do vyslednych grafu jsme uvedli i koncentrace upravené
podle zmén v objemové frakci ECP.

Po 60-ti minutové stabilizaci nasledujici po zavedeni mikrodialyzaéni sondy do
mozkové klry byly po¢ateé¢ni hodnoty laktatu 0.99 + 0.06 mmol/l a pomér laktat/pyruvat
23.44 + 1.85, (n=9). Hypoxie/ischémie vedla k okamzitému vzestupu laktatu a po 20
minutach se extracelularni koncentrace ustalila na hodnoté 3.01 £ 0.62 mmol/l (obr.
5A). Podobny casovy pribéh jsme zaznamenali i u poméru laktat/pyruvat, jehoz
hodnota ve 20 minutach vzrostla na 64.79 £ 11.24 (obr. 5B). B&€hem reperfuze hodnoty
laktatu i pomér laktat/pyruvat postupné klesaly a po 30 minutach se priblizily na uroven
kontrolnich hodnot.

Pocatec¢ni koncentrace glutamatu byla 6.85 + 0.97 pmol/l a po celou dobu
hypoxie/ischémie vzrlstala az na 59.30 + 15.90 ymol/l. Po obnoveni normoxie doslo
zpocCatku ke strméjsimu poklesu koncentrace bé&hem prvnich 20 minut, ktery byl ve
zbyvajici ¢asti reperfuze nasledovan dalSim, velmi pozvolnym poklesem k puvodnim
hodnotam. Koncentrace glukézy rychle poklesla z plvodnich 2.94 + 0.18 mmol/l jiz v
prvnich 10 minutach, minimalni koncentraci jsme pak zaznamenali ve 20 minuté (1.45 +

0.23 mmol/l).
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Obrazek 5. Casovy prib&h zmén v koncentraci extracelularniho laktatu (A), poméru
laktat/pyruvat (B), koncentraci extracelularni glukézy (C) a glutamatu (D) béhem tranzientni
hypoxie/ischémie a nasledné reperfuze. PferuSovanou €arou jsou znazornény koncentrace
metabolitu korigované o zmény ve velikosti ECP — ukazuji teoretické koncentrace metabolitu
neovlivnéné zménami ve velikosti objemové frakce ECP.

2.4.3. Difuzni parametry ECP béhem tranzientni hypoxie

V této studii (Zoremba a spol., 2007) jsme sledovali zmény difuznich parametri
ECP v prubéhu prechodné hypoxie. Tranzientni hypoxie byla vyvolana snizenim
obsahu kysliku ve vdechované smési (6% Q> + 94% N,) po dobu 30 minut. Nasledné
byla zvifata ventilovana vzduchem po dobu 90 minut. Difuzni parametry ECP v pribéhu
experimentu jsme sledovali v somatosenzorické klGfe v hloubce 1200 — 1500 um
(korova vrstva V) v 5-ti minutovych intervalech.

Kontrolni hodnoty difuznich parametrd ECP (poc¢ateéni hodnoty za normoxickych
podminek) v Sedé hmoté V. korove vrstvy byly oo = 0.18 + 0.01 a X = 1.54 £ 0.01,(n = 7).
Béhem hypoxie se hodnoty o prvnich 25 minut vyznamné nezménily, k pokiesu doslo

teprve na konci hypoxické periody, kdy primérna hodnota objemové frakce ECP byla
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0.14+0.01 (Obr. 6A). Tortuosita se vyznamné neménila prvnich 15 minut, pak se
postupné zvysovala az na 1.68 + 0.03 (Obr. 6B). Po reoxygenaci, oba sledované
parametry se rychle navratili zpét k pocatec¢nim hodnotam, kterych dosahli po 10 - 20
minutach normoxie. BEhem nasledujicich 20 minut o nadale zvolna vzristala az na 0.21

+ 0.01, zatimco A se jiz dale neménila.
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Obrazek 6. Casovy pribéh zmén ve velikosti objemové frakce ECP a tortuozity béhem
tranzientni hypoxie a nasledné reoxygenace.
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2.4.4. Energeticky metabolismus a glutamat béhem tranzientni hypoxie

Po 60-ti minutové stabilizaci nasledujici po zavedeni mikrodialyzacni sondy do
mozkové kury byly pocate¢ni hodnoty laktatu 0.77 £ 0.03 mmol/l a pomér laktat/pyruvat
20.89 = 2.65, (n = 12). Redukce mnozstvi vdechovaného kysliku vedla k okamzitému
vzestupu laktatu, ktery pokracoval po celou dobu hypoxické periody s dosazenim
maximalni extracelularni koncentrace 2.57 + 0.62 mmol/l na jejim konci (obr. 7A).

Podobny ¢asovy pribéh jsme zaznamenali i u poméru laktat/pyruvat, jehoz hodnota
ve 30 minutach vzrostla na 73.84 £ 12.05 (obr. 7B). Béhem reoxygenace hodnoty
laktatu | pomér laktat/pyruvat postupné klesaly a po 60 minutach se pfiblizily na uroven
kontrolnich hodnot. Koncentrace glukozy rychle poklesia z plvodnich 2.18 + 0.12
mmol/l jiz v prvnich 10 minutach, minimalni koncentraci jsme pak zaznamenali ve 20
minuté (1.18 £ 0.12 mmol/l). Po obnoveni normoxie se koncentrace glukdzy navratila
k vychozim hodnotam béhem 20 minut.

Pocatecni koncentrace glutamatu byla 3.22 + 0.31 pmol/l a v prvnich 20 minutach
hypoxie se vyznamné nemeénila. K narlistu koncentrace glutamatu doslo az na konci
hypoxické periody s dosazenim maxima 34.62 + 11.78 pmol/l za dalSich 10 minut. Poté
jiz koncentrace glutamatu klesala k ptvodnim hodnotam, kterych dosahla 60 minut po

reoxygenaci.
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Obrazek 7. Casovy prib&h zmén vkoncentraci extracelularniho laktatu (A), poméru
laktat/pyruvat (B), koncentraci extracelularni glukézy (C) a glutamatu (D) béhem tranzientni
hypoxie a nasledné reoxygenace.
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2.4.5. Difuzni parametry ECP v gliovych nadorech

Pres intenzivni vyzkum zlstavaji mnohé faktory ovliviujici biologické vlastnosti
primarnich mozkovych nador(i stale neobjasnéné. Je ziejmé, ze biologické chovani
téchto nadord neovliviiuje pouze schopnost nadorovych bunék neregulované se délit a
proliferovat, ale rovnéz schopnost aktivni migrace a invazivniho Sifeni. To jsou faktory,
které jsou kriticky zavislé mimo jiné také na vlastnostech okolniho mezibunééného
prostoru jako je jeho velikost, geometrie a slozeni.

ZvétSeni extracelularniho prostoru v lidskych gliomech bylo pozorovano uz ve
starSich elektron-mikroskopickych studiich (Bakay, 1970a) i pfi studiu mezibunéénych
prostort pomoci radioaktivné znac¢ené sachardzy (Bakay, 1970b). Nicholson a Sykova
(1998) ukazali, ze velikost a geometrii ECP v nervové tkani nejpfesnéji odrazi difuze
latek (extracelularnich marker) v ECP. TMA™-iontoforeticka metoda v realném case je
jedinou metodou, kterda umozriuje zjistit absolutni hodnoty téchto parametr(i, zatimco
ostatni metody studuji pouze jeden z téchto parametrlii nebo méfi jen jejich relativni
zmény (Nicholson a Sykova, 1998).

V nasi studii (Vargova a spol., 2003) jsme pomoci TMA™-iontoforetické metody
v realném c¢ase studovali vSechny tfi difuzni parametry ECP, a to jak ve zdravé
mozkové klre, tak zejména ve tkanovych fezech nejéastéji se vyskytujicich primarnich
mozkovych nadort. Jmenovité pilocytarnich  astrocytoml, ependymomi a
meduloblastomd u détskych pacientd a difuznich infiltrujicich astrocytoml a
oligodendroglioml u dospélych (Davis a Preston-Martin, 1998). Abychom mohli
stanovit vztah mezi zménami difuznich parametrli a biologickymi vlastnostmi
studovanych nador(i, srovnavali jsme ziskané parametry ECP s proliferaéni aktivitou
nadorll vyjadfenou mitotickou aktivitou a imunohistochemickym prikazem
prolifera¢nich markert Ki-67 (MIB-1) a topoizomerazy Il-o.

Tkané pro méfeni difuznich parametrl jsme ziskali béhem neurochirurgickych

operaci 34 pacientl. V 31 pfipadech se jednalo o tkané nové diagnostikovych
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primarnich  mozkovych nadori ruzného stupné malignity (26 gliomli a 5
meduloblastomU), ve 4 pfipadech o morfologicky nezménénou klru temporalniho
laloku resekovanou vramci chirurgické lé¢by epilepsie temporalniho laloku pfi
mesiotemporalni skleroze.

Difuzni parametry v lidském temporalnim neokortexu

Méreni difuznich parametrt ECP jsme provadéli na uarovni lll. a IV. korové vrstvy
temporalniho neokortexu. Pro statistickou analyzu jsme pouzili pouze méreni v téch
fezech, kde byla histologicky vylou¢ena jina nez normalni struktura (respektive bez
pfitomnosti poruseného vyvoje klry v ramci kortikalnich dysplazii nebo astrogliézy
ruzné etiologie). Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 4 (pfipady ¢. 1 - 4).

Pramérmeé hodnoty v kontrolni tkani ¢inily 0,24 + 0,01 pro o, 1,55 + 0,03 pro A a 3,66 =
0,96 (x 10°s™) pro nespecificky uptake k (primér + S.E.M (stfedni chyba priiméru); n
=9, n udava pocet fezl).

Pilocytarni astrocytomy

VSechny zkoumané pilocytarni astrocytomy (WHO grade |, pfipady 5 - 9 v tabulce
¢. 4) mély architektonicky i cytologicky bifazickou strukturu s razné vyraznym
zastoupenim kompaktné ulozenych bipolarnich bunék s Rosenthalovymi fibrilami a
oblasti z fidce ulozenych multipolarnich bunék na mikrocystickém pozadi (obr. 8 - A).

V pilocytarnich astrocytomech byly primérné hodnoty objemové frakce ECP o 0,37 +

+

0,02 a tortuozity A 1,50 = 0,03; priimérna hodnota k“ &inila 5,11 + 0,75 x 10°s™ (n =
12).

V porovnani s kontrolni tkani z temporalni kury byla o v pilocytarnich
astrocytomech signifikantné zvySena, zatimco A a k~ se od kontroly statisticky
vyznamné nelisily (tabulka €. 4, signifikantni odliSnost ozna¢ena *). Nizkou prolifera¢ni
aktivitu pilocytarnich astrocytomu charakterizoval pocet mitdz v pruméru nepresahujici
1 na 10 zornych poli, proliferaéni indexy kolisaly mezi 0,4 - 2,6 % (MIB-1) a 0,1 - 3,2 %

(topo-lla).
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Difuzni fibrilarni astrocytomy

Difuzni fibrilarni astrocytomy (WHO grade Il) se vyznacovaly mirnym zvysSenim
bunécnosti nepravidelné rozlozenych nadorovych astrocytl s jemnymi fibrilarnimi
vybéZky. Nadorové bunky jevily znamky jen velmi mirnych atypii a mitoticka aktivita
byla bud velmi nizka nebo nulova (obr. 8 - B). Difuzni parametry ECP jsme v difuznich
astrocytomech meéfili u péti pfipadu (tabulka ¢. 4, pfipady 10 - 14). Primérmé hodnoty
objemové frakce ECP « (0,29 = 0,01; n = 14) byly signifikantné vyssi nez v kontrolni
tkani, avSak niz8i nez u pilocytarnich astrocytomi. Tortuozita byla podobna
normalnimu kortexu, s primérnymi hodnotami 1,57 + 0,04. Extrémné& vysokou
fortuozitu (> 2,00) jsme nameéfili v pfipadé ¢. 10, kde byl nador histologicky
charakterizovan husté fascikularnim usporadanim nadorovych bunék a jejich vybézku.
Nespecificky zpétny prijlem k“se nelisil signifikantné od kontrol (4,75 + 0,89 x10°s™).
Mitoticky index (0 - 3/ 10 HPF) a proliferacni indexy MIB-1 (1,7 - 7,2 %) a topo-lla. (1,0
- 7,6%) odrazely mirné zvySenou proliferacni aktivitu difuznich astrocytomi
v porovnanim s pilocytarnimi  astrocytomy, ta v8ak byla vyrazné nizSi nez

u astrocytomu s vysokym stupném malignity.
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Tabulka C. 4.

Primeérné hodnoty difiznich parametrd ECP + S.E.M.; objemova frakce o, tortuozita A a
nespecificky zpétny pfijem k°, mitoticky index (MI) a proliferaéni indexy MIB-1 Pl a topo-ll o Pl v
temporalni kife a ve spektru primarnich mozkovych nadoru.

€. Vek, o A k” Ml MIB-1  topo  morfologie lok..
. . | -
pohl (x10°%") P H-a PI
Kontrolnij kortex

1 10,z 0,24+0,01 1,61x0,01 2,57+£0,47 temporainl neokortex
n=2, N=7 :

2 10,z 0,23+0,01 1,65+0,01 1,4110,05 temporainf neokortex
n=2, N=6

3 17,2 D,24x0,01 1,50£0,02 1,87+0,16 temporalni neokortex
n=3, N=8

4 26, m 0,24+0,01 1,48x0,02 8,57+0,32 temporalni neokortex
n=2, N=6

Pilocytarni astrocytom (grade |) ,

& 2,5 2 0,35+0,01* 1,61%0,01 3,3110,23 0 0,6 0,2 alternujfci bifazicka ChO

_ _ struktura (kompaktnf / sin. -

n=2,N=5 ~ mikrocysticka)

6 4,2 0,37+0,02* 1,52+0,03 2,5910,78 0 0,4 0,1 .;'l prevazné mikrocysticka CchO
n=3 N=9 . . struktura sin.

7 7, m 0,38+0,02* ‘1,52;t0,.05 6,90+0,82 1 1,2 0,4 alternujicl bifazicka Crbl

' n=3 N=8 . struktura

8 ‘17', m 0,38+0,01* 1,37:0,01 7,80+0,75* 0 1,8 2,2 prevazné mikrocysticka Crbl
n=2 N=6 struktura

=] 10, m 0,41£0,02* 1,49+0,01 4,9’6i0,26 1 28 3,2 prevazné mikrocysticka Crbl
n=2 N=6 struktura, mimy

perivaskulami edém

Astrocytom (grade 1)

10 12, m 0,27+0,01 2,12+0,07* 7,131,083 0 3,8 4.4 stfedni bunécnost, That
CE A fibrilarni pozadf s fascik. dex.
n1=5, N=15 uspofadanim
kX 28,m 0,28+0,01* 1,52+0,01 7,00+0,27* 3 3,2 3 nizk& bun&cnost, fibrilami TP
n=4 N=12 pozadf dex.
12 26, m 0,28+0,01* 1,57+0,02 3131062 . 3 7.2 7.6 nizka bun&énost, fibrilarni  F
: =4 N= . pozadi, loZiskove sin.
n=4, N=12 gemistocyty
13 24 f 0,3020,01* 1,45:0,01 7,82+0,72* 2 1,7 1 nizka bunétnost, fibriléarni O
ﬁ—5 N=15 pozadi sin.
14 g, m 0,3110,02* 1,6840,02* 3,70x0,50 1 6,6 7.2 stfedni bun&cnost, TP
n=5 N=17 ' fibrilarn! pozadi sin.
Anaplasticky astrocytom (grade 111
15 47,2 0,41£0,01* 1,67+0,03* 512+0,43 11 19,4 18,2 nizké bunéénost, FT
_ _ gemistocyty, sin.
n=4, N=11 perivaskulamf edém
16 8,2 0,52+0,02* 1,6710,03* 5,49+0,78 24 31,2 32,0 vyg§i bunécnost s T
n=3 N=9 vyraznymi atypiemi dex.
17 24,2 0,53x0,01* - 1,87+0,03* 9,93+1,13* 26 33,4 354 hypercelularita TP
sin.
n=2, N=6
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Tabulka €. 4 - pokratovani

c. Veék, a A Kk~ M MiB-1 topo morfologie nadoru ok
ohl. . Pi N
P (x10%s 0! li-o Pl
Glioblastom (grade IV)
18 68, z 0,40+0,01* 1,72+0,03* 9,93+0,76* 15 22,8 19,9 hypercelularita, vyrazngé TP
n=2 N=6 pleomorfie, nekrozy dex.
19 54, m 0,40+0,01* 1,8510,03* 4,40:0,52 14 24.4 214 husté nakupené drobné T
n=5 N=14 bunky, vaskularni sin.
! proliferace, nekrozy
20 43, m 0,42+0,01* 1,86+0,03* 7,87+0,98* 21 23,0 19,4 hypercelularita, vyrazne T
n=5 N=13 pleomorfie, nekrozy dex
21 86, m 0,4640,01* 1,4410,01 9,28+1,15* 12 14,5 12,0 hypercelulami nadorz PO
n=4 N=7 pleomorfnich bunék, sin.
' nekrozy
22 83,m 0,4640,01" 1,74+0,01* 7,27£0,45% 36 32,1 27,0 husté nakupené drobné P
n=3 N=6 bunky, vaskularni sin.
’ proliferace, nekrézy
2% 75m  04B£0,02*  1,67£0,01" 6,51£0,96 27 295 280  hypercelulamingdorz TP
n=4 N=8 pleomorfnich bungk, dex.
! . vaskularni proliferace
24 62, m 0,56+0,01* 1,35+0,04 2,64+0,05 23 28,6 30,4 hypercelularnita, vyrazné PO
n=2 N=6 pleomorfie, rozsahlé dex.
’ nekrozy
25 62, 2 0,58+0,02* 1,6810,03* 5,19+0,32 32 52,2 454 hypercelularita, P
n=3 N=7 protahlé burky, dex.
' : rozs&hlé nekrozy
Oligodendrogliom
26 50,m 0,2210,01 1,4710,01 3,69+0,26 0 2,0 2,3 solidné uspofadané TP
n=4 N=13 polygonalni burky, sin.
' jemna kapilarnf sit
27 46,2 0,2440,01 1,49:0,04 9,16+0,42* 0 2,2 3,2 solidné uspotadané F
n=3 N=8 bufiky, jemna kapilam{  sin.
' sit, kalcifikace
Ependymom -'
28 3m 0,38+0,01" 1,556£0,03 5,610,87 2 58 7.8 klasicky ependymom K.
n=6, N=16
25 39,2 0,42+0,05* 1,58+0,02 7,66+0,54* 4 14,8 13,6 klasicky ependymom LK.
n=2, N=6 sin.
‘Meduloblastom
30 12,m 0,32+0,01* 1,5710,01 6,52+0,57* 18 24,2 246 husté nakupene drobné  Crbi
n=4. N=13 ' ovalné buiky, mirny
’ perivaskularni edém
31 2,2 0,35+0,01* 1,4910,03 4,60+0,68 13 20,8 22,86 husté nakupené drobné  Crbl
n=5 N=18 ovaine bufky
32 1,2 0,58£0,03* 1,7610,08* 6,8410,76* 19 33,2 412 husté nakupené drobne  Crbl
n=2, N=6 ovalne bufiky
33 17, m 0,2210,01 1,80+0,02* 3,89+0,52 4 18,4 16,6 desmoplasticky Crbl
n=4 N=12 meduloblastom
34 . 14, m 0,22+0,01 1,80£0,03* 4,0310,26 7 18,2 17,0 desmoplasticky Crbl
n=3 N=8 meduloblastom

m-muZ; Z-Zena; n- pocet fezil; N - pocet mérenl; lok. - lokalizace: F - frontalné, P-parietainé, O-

okcipitalngé, ChO - chiasma opticum, Crbl - mozedek, Ill.K. - lll. komora, LK - lateréinf komora, Thal -

thalamus, sin. - vlevo, dex. - vpravo; * hodnoty signifikantné zvy$ené oproti kontrolnim hodnotém {( )
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Obr. 8. Studované oblasti v mozkovych nadorech (H&E, originalni zvétSeni 400x) s pfislusnou
imunodetekci proliferace prukazem antigenu Ki-67 (MIB-1) ve vyfezu (vlevo) a odpovidajici difuzni
kfivka TMA' s namérenymi hodnotami difaznich parametru ECP - objemové frakce o, tortuozity 1 a
nespecifického zpétného pfijmu k” (vpravo). Cerve
tkani, zelené krivky jsou teoretické difuzni kFivky
krivek. A: pilocytarni astrocytom, grade | (pfipad ¢.
€.14). C: anaplasticky astrocytom, grade Ill (pfipad ¢. 15). D: glioblastom, grade IV - vitalni oblast
(pfipad €. 18).

né krivky jsou difuzni kiivky namérené v nadorové
generovane nelinearnim algoritmem pro fitovani
9 v tab. 4). B: difuzni astrocytom, grade Il (pfipad
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Anaplastické astrocytomy a glioblastomy (high-grade astrocytomy)

Anaplasticke astrocytomy (WHO grade lll) charakterizovala zvy$ena bunécnost,
vyrazné jaderné i bunécné atypie a zvySena mitoticka aktivita (obr. 8 - C).
Histopatologicky obraz glioblastomd (WHO grade 1V) byl variabilni. Od anaplastickych
astrocytoml je odlisSovala jeSté vyraznéjsi bunécnost, pfitomnost vaskularnich
proliferaci a nekrdz, které byly Casto obklopeny pseudopalisadovité usporadanymi
nadorovymi burikami (obr. 8 - D). Méfeni v oblastech nekréz byla dale analyzovana
oddélené, a do celkové analyzy jsme vlozili pouze data ziskana ve vitalnich oblastech
glioblastomd.

V porovnani s kontrolni kirou a s astrocytomy s nizkym stupném malignity byla
objemova frakce ECP o u high-grade astrocytomd dramaticky zvy$ena (tabulka ¢. 4,
pfipady 15 - 25), s primérnymi hodnotami 0,48 + 0,01 (n = 21). Hodnoty tortuozity A a
k byly take signifikantné vys$si nez u kontrolnich méreni (1,69 + 0,03 a 6,69 = 0,62 x
10%s" v daném poradi). Vysokou proliferadni aktivitu a tedy zvy$enou agresivitu
nadorll odrazela vysoka mitoticka aktivita nadord (11 - 36 / 10 HPF) a vysoké
proliferacni indexy MIB-1 (14,5 - 52,2%) a topo-llo. (12,0 - 45,4%).

Méreni v oblastech nekroz ve dvou glioblastomech (pfipady 19 a 20, obr. 9 - A)
ukazaly enormné zvySenou objemovou frakci ECP « (0,58 + 0,01; n = 5), zatimco
hodnoty tortuozity A vyrazné kolisaly (1,35 - 1,83). Nespecificky zpétny pfijem k-~
v nekroze u glioblastom( (4,15 + 0,62 x 10°s™) byl niz&i ne? ve vitainich oblastech,
signifikantné se vSak neliSil od primérnych kontrolnich hodnot. V nékterych
nekrotickych  oblastech nedoSlo k poklesu tortuozity, jak jsme ocCekavali,
pravdépodobné kvl pfitomnosti tkanoveého detritu z rozpadlych nadorovych bunék,

ktery branil volné difuzi TMA™ iont(.
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Obr. 9. Studované oblasti v mozkovych nadorech (H&E, originalni zvétseni 100x (A) a 400x (B-
D)) s prislusnou imunodetekci proliferace prdkazem antigenu Ki-67 (MIB-1) ve vyfezu (vlevo) a
odpovidajici difdzni kfivka TMA" s naméfenymi hodnotami difiznich parametrd ECP - objemové
frakce «, tortuozity & a nespecifického zpé&tného pfijmu k (vpravo). Cervené kfivky jsou difazni
kifivky naméfené v nadorové tkani, zelené kfivky jsou teoretické difuzni kfivky generované
nelinearnim algoritmem pro fitovani kfivek. A: glioblastom, grade IV - nekroza (pfipad €. 24 v tab. 4).
B: oligodendrogliom, grade |l (pfipad ¢. 26). C: ependymom, grade Il (pfipad ¢. 28). D:
meduloblastom (pfipad €. 31).

71




0.6 5 20+

1.9
0.51
1.8+
o 044 ) S i
1.6 -
0.3
1.54
O-2J I T T T 1 1.4- I T T T 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
MIB-1 PI MIB-1 PI

Obr. 10. Vztah mezi objemovou frakci ECP «, tortuozitou A a proliferaénim indexem MIB-1 ve
studovanych difuznich infiltrujicich astrocytomech (grade 11 - 1V, o). Kontrolni data (o) jsou vynesena
oproti hodnoté MIB-1 PI 0. Kazdy bod odpovida primérné hodnoté a4 £ S.E.M. vypodéitané ze 2 - 3
méfeni v riznych fezech. Rezy ze stejného nadoru maji stejnou hodnotu MIB-1 PI. Regresni kfivky
pro o.a A maji korelacni koeficienty postupné 0,84 a 0,46.

Abychom stanovili vztah mezi difuznimi parametry ECP a proliferacni aktivitou
difuznich astrocytom( rlizného stupné malignity (WHO grade Il - 1V), vynesli jsme do
grafu hodnoty jednotlivych difuznich parametrli oproti proliferaénim aktivité daného
nadoru stanovené prilkkazem MIB-1 (Ki-67). Data z méfeni v nekrotickych oblastech,
stejné jako z mérfeni u pfipadu ¢. 10, nebyla do téeto analyzy zahrnuta. Extrémni
tortuozita pfi pfitomnosti husté nakupenych fascikularné usporadanych vybézk(
nadorovych bunék ve vzorcich nadoru pacienta ¢. 10 totiz mize svédEit pro
skute¢nost, ze difuze v takové tkani nebyla izotropni. V takovych pfipadech nelze
spravné hodnoty difuznich parametrl ziskat méfenim pouze v jednom sméru (Mazel a
spol., 1998; Rice a spol., 1993). V obrazku ¢. 10 je zfetelna zavislost mezi narlistem
objemu ECP nadord, zvySenim tortuozity a rostouci proliferaéni aktivitou (vyjadfenou
proliferaénim indexem MIB-1) difuznich astrocytoml. Korelaéni koeficient regresni
kfivky pro a Cinil 0,92 (p < 0,0001) a pro A 0,68 (p < 0,0001). Podobny vztah jsme také
prokazali pro zavislost mezi difuznimi parametry a proliferaéni aktivitou stanovenou
prikazem topo-lia (pro o r = 0,91, p < 0,0001; pro A: r = 0,63, p < 0,0001) a poctem

mitoz (pro o r = 0,86, p < 0,0001; pro A: r = 0,65, p < 0,0001).
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Oligodendrogliomy

VSechny zkoumané oligodendrogliomy byly stfedné bunéénymi nadory ze solidné
usporadanych pomérné uniformnich polygonalnich bunék s okrouhlymi jadry
obklopenymi opticky prazdnymi halé a s hustou siti kapilar ve stromatu. VysSetrovali
jsme dva oligodendrogliomy (WHO grade II; tabulka ¢. 4, pfipady 26 a 27; obr. 9 - B).
Ziskané hodnoty difuznich parametri ECP (oo = 0,23 + 0,01, A = 1,50 £ 0,02 a k= 5,27
+1,02 x 10°s™) se signifikantné nelisily od parametr(i v kontrolnich tkanich.

Prolifera¢ni aktivita oligodendrogliom(l byla spiSe nizka, srovnatelna s astrocytomy
nizkeho stupné malignity.
Ependymomy

Vysetfené ependymomy charakterizovala stfedni bunéénost. Zakladnim
histologickym znakem byla pfitomnost typickych perivaskularnich pseudoroset, kde
halo kolem ceév tvorily vybézky nadorovych bunék (obr. 9 - C). V nasi studii jsme méli
moznost méfit difuzni parametry ve dvou ependymomech (tabulka ¢. 4, pfipady 28 a
29). Nalezli jsme signifikantné zvysené hodnoty objemové frakce ECP o (0,39 + 0,01,
n = 7); hodnoty tortuozity A (1,55 + 0,04) a nespecifického zpétného pfijmu k(5,30 +
1,06 x 10°%s™") se v8ak signifikantné nelidily od kontrolnich hodnot. Proliferaéni aktivita
byla ve vySetfenych nadorech jen mirné zvySena (tabulka ¢. 4). Ependymom se
zvySenou proliferaéni aktivitou mél v porovnani s druhym ependymomem vétsi objem
ECP.
Meduloblastomy

Klasické meduloblastomy (tabulka ¢&. 4, prfipady 30 - 32) ze skupiny

embryonalnich nadorl CNS byly tvofeny z husté nakupenych malych nediferencované
vyhlizejicich bunék s okrouhlymi nebo ovalnymi jadry (obr. 9 - D). Naméfené hodnoty
ve tfech vySetfovanych vzorcich klasického meduloblastomu vyznamné kolisaly.

V porovnani s kontrolnimi méfenimi byly hodnoty objemové frakce ECP « signifikantné
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zvysené (0,38 + 0,03; n = 11), prdmeérné hodnoty A (1,57 = 0,04) a k" (5,82 + 0,62) se
vsak od kontrol vyznamné nelisily.

Vzorky od pacientl ¢. 33 a 34 tvofila tkan vzacnéjsi varianty meduloblastomu,
desmoplastického meduloblastomu. Tyto nadory vykazovaly nizsi proliferaéni aktivitu
nez klasické meduloblastomy (tabulka ¢. 4), a naméfené hodnoty o (0,22 = 0,01; n =
7) byly nizké podobné jako ve zdravé tkani. Tortuozita vSak byla enormné zvySena
(1,85 + 03). Nespecificky zpétny piijem (4,00 = 0,41 x 10°s™) se statisticky vyznamné

nelisil od kontrolnich hodnot.

2.4.6. ECM a difuzni bariéry extracelularniho prostoru astrocytomu

V této studii (Zamecnik a spol., 2004) jsme navazali na vysledky pfedchozich
experimentd stanovujicich difuzni parametry nadorové tkané TMA™ iontoforetickou
metodou s cilem objasnit, co bylo ve tkani nejCastéjsich lidskych gliomu, astrocytom,
pricinou zvySené tortuozity, zda se charakter difuznich bariér lisi mezi astrocytomy
rizného stupné malignity a zda by se tedy jejich prikaz dal vyuzit v neuroonkologické
bioptické diagnostice. Difuzni bariéry v nervové tkani mohou vytvafet napf. bunééné
vybézky, prfitomnost velkého mnozstvi hyperplastickych cév, nebo také makromolekuly
ECM. Vzhledem k prokdzané schopnosti astrocytoml produkovat patologickou
extracelularni matrix (Gladson, 1999), jsme prikazu ECM a hledani jejiho vztahu ke
zménénym difuznim parametrdm nadorového ECP vénovali velkou pozornost.

Ve vzorcich 21 astrocytarnich nadord rizného stupné malignity jsme srovnavali
vysledky difuznich méfeni se strukturalnimi parametry tkané (s hustotou nadorovych
bunék, s pfitomnosti hyperplastickych cév a hustotou sité tvofené vybézky nadorovych
bunék) a se zménami ve slozeni nadorové ECM. Pfitomnost a distribuci velkych
fibrilarnich makromolekul ECM - tenascinu, vitronektinu, lamininu, fibronektinu a

kolagenu typu | - VI, jsme prokazovali imunohistochemickymi metodami. Vysledky
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jsme porovnali mezi jednotlivymi podskupinami astrocytomi a se &tyfmi vzorky

kontrolni tkané z temporalni mozkové kary.

Kontrolni temporalni neokortex

PFfi  imunohistochemickém vySetfeni kontrolniho temporalniho neokortexu
(tabulka €. 5, pfipady 1 - 4) jsme pfi prikazu GFAP oziejmili jen ojedinélé GFAP-
pozitivni astrocyty, vetSinou v subpialni a perivaskularni lokalizaci. V zevni &asti |.
korové vrstvy a v oblasti glia limitans externa jsme detekovali pfitomnost jemnych fibril
tenascinu v neuropilu. Mirnou pozitivitu tenascinu jsme pozorovali i v ECP nepostizené
pfilehié bilé hmoty (obr. 11). V hlubSich kortikalnich vrstvach, kde probihalo méreni
difiznich parametrl jsme vs$ak pfitomnost tenascinu nezaznamenali. Bazalni
membrany vSech malych cév a kapilar byly pozitivni pfi prikazu kolagenu typu IV,
lamininu a fibronektinu. Kolageny typu Il, v a VI jsme ozfejmili v adventicii vétSich cév
mozkovych plen, zatimco vlakna kolagenu | a lll byla pfitomna v jejich fibromuskularni
sténé. Pritomnost kolagent typu | - lil, va VI jsme rovnéz zaznamenali ve vazivu
mékkych plen mozkovych. Pfitomnost vySetfovanych kolagenu s vyjimkou kolagenu IV
jsme nenalezli v hlubsich korovych vrstvach, které byly mistem difuznich méreni.
Pilocytarni astrocytomy (WHO grade 1)

Ze zkoumanych parametrl nadorové tkané jsme u pilocytarnich astrocytomu
(tabulka €. 5, pfipady 5 - 9) zaznamenali spoleéné s nizkou mitotickou aktivitou a
nizkym proliferaénim indexem MIB-1 také nizkou hustotu nadorovych bunék. Vsechny
nadorové buriky byly GFAP-pozitivni, avSak hustota sité z GFAP-pozitivnich vybézku
byla mala v oblastech mikrocystické stavby nadorové tkané a jen mirné vysSsi
v kompaktnich oblastech. Pfitomnost zadného ze zkoumanych glykoproteini ECM
jsme v mezibunétném prostoru téchto nadorl nezjistili, jen bazalni membrany
krevnich cév zasobujicich nador byly pravidelné pozitivni pfi prikazu kolagenu typu

IV, lamininu a fibronektinu.
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Obr. 11. Imunopozitivita tenascinu v zevni oblasti 1. korové vrstvy a v glia limitans externa
(dobarveno lehce hematoxylinem, zvétSeno 200x).

Difuzni fibrilarni astrocytomy (WHO grade 1)

V astrocytomech s nizkym stupném malignity (pfipady 10 - 14 v tabulce &. 5) byla
v porovnani s pilocytarnimi astrocytomy mirné zvySena hustota nadorovych bunék.
Prikazem GFAP jsme oziejmili ve vSech pfipadech pfitomnost husté fibrilarni sité z
jemnych dlouhych a ¢asto vétvenych vybézkl nepravidelné ulozenych nadorovych
astrocytl. Prolifera¢ni aktivita byla velmi mala a ve tkani nebyly pfitomny proliferujici
hyperplastické cévy. Exprese a distribuce studovanych glykoproteinG ECM byly
obdobné jako u pilocytarnich astrocytomut (obr. 12).
Anaplastickeé astrocytomy a glioblastomy (WHO grade Il a IV)

Tuto skupinu agresivnich astrocytoml charakterizovala enormné zvySena
hustota nadorovych bunék, doprovazena jadernymi i bunécnymi nepravidelnostmi

vyrazné proliferujicich nadorovych bunék.
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Tabulka €. 5.

Vysledky imunohistochemicke detekce glykoproteint ECM v extracelularnim prostoru (ECM-ECP) a v souvislosti s cévami (ECM - cévy),
hustota GFAP pozitivnich vybézk( nadorovych bunék, hustota nadorovych bunék (HNB) a proliferace v porovnani s difuznimi parametry ve
spektru astrocytomu a v kontrolni temporalni kire.

Difdzni

P\/ehkl Proliferace  HNB GFAP ECm - EeP __parametry HC ECM - cevy
° TN VT d A TN FB LM C-lv C-lIl C-V C-VI

A. Kontrolni kira '

1 26, m 0 - - - - 0,24 1,48 - - . 4t R - - -
2 17,2 0 - - - - 0,24 1,50: - - t -k 4t - - -
3 10,2 0 - - - - 0,24 1,61 - - + +++ +H - - -
4 10,2 0 - - - - 0,23 1,65 - - 4+ A+ - - - -
B. Pilocytarni astrocytomy (grade |)

5 17, m 1,6-22-0 - 79,0 + - - 0,38 1,37 - - +++ +++ +++ - - -
6 _10m 26-32-1 112,6 ++ - Co. 0,41 1,49 - - +H+ +H+ +++ - - -
7 4,2 0,4-1,3-0 118,56  ++ - - 0,37 1,52 : ) A . i
8 7,m 16-21-0 99,9 ++ - - 0,38 1,52 - - . - + - - -
9 3, Z 06-02-0 123,2 +++ - ~ 0,35 1,61 - - +++ +++ +t++ - - -
- C. Astrocytomy (grade li) '

10 24,7 21-17-1 98,1 ++ - - 0,30 1,45 - - FH+ F++ 4+ - - _
11 28,m  39-32-3 877  ++ - - 028 1,52 . i} St b . _ i
12 26, m 72-76-3 100,2 + - - 0,29 1,57 - - +++ 4+ ++ - - -
13 9,m 6,6-7.2-1 12,7 +++ - - 0,31 1,69 - - AR bt B, - §
14 12, m 38-44-0 84,6 +ht - - 0,27 2,12 - - T+ . 4+ - - -
D. Anaplastické astrocytomy (grade Il)

15 47,2 194-162-11 2232  ++ Ft - o4l 1,67 . + A b . _ )
16 8.z 312-320-24 2686  ++ F+ - 0,52 1,67 . -+ N it _ N i
17 243 334-354-26 1962 ++  D++  F+ 0,53 1,87 o + + S5 e - . i




Tabulka €. 5 - pokracovani.

Vék ECM-Ecp Difuzni

P Proliferace  HNB GFAP parametry HC ECM - cévy
ohl. N VI g A TN FB LM CIV Cidl CV C-VI

E. Glioblastomy (grade 1V) ' )

18 62, m 256-304-23 2153 + - - 0,56 1,35 + - + +++ +++ + + +
19 66,m 123-145-12 296.7 + - - 0,46 1,44 + - ++ +++ +4+ + + +
200 75 m 273-295-28 3114 + D+ - 0,48 1,67 ++ 4+ + +++ +++ ++ ++ ++
21 62,2 52,2-454-32 2983 + D++ - 0,58 1,69 ++ +++ - +++ +++ ++

22 68,2 228-186-15 3291 + D+ F+ 0,40 1,72 ++ +++ + +++ +++ +

23 63,m 368-321-27 2209 ++ D++ - 0,46 1,74 + +H+ ++ +++ | ++ ++
24 54, m 244-214-14 2802 + D++ F+ 0,40 1,85 +++ +++ - +++ +++ ++ + +
25 43 m  230-244-21 2321 + D++ F+ 042 1,86 ++ ++ + +++ +++ ++ + +

m, muz, Z, Zena; a, objemova frakce ECP; A, tortuozita ECP

Proliferace: proliferacni indexy: MIB-1 PI - topo lla Pl - pocet mitéz na 10 HPF

HNB - priimérna hustota néddorovych bunék v 1 HPF

GFAP - hustota sité z GFAP pozitivnich vybéZki nadorovych bunék: (+) fidka, (++) stfedné husta, (+++) velmi husta sit vybézki.

ECM-ECP: glykoproteiny ECM pritomny v extracelulérnim prostoru obklopujicim nadorové buriky: nepritomen (-), slaba (+), silné (++) imunopozitivita. F,
fokalni pfitomnost; D difuzni pfitomnost; TN, tenascin,; VT, vitronektin

HC - hyperplazie nadorovych cév: excesivni (+++), stiedné vyrazna (++), mirna (+), nepfitomna (-)

ECM-cévy: glykoproteiny ECM pfitomny ve spojitosti s cévami v nadorové tkani: TN, tenascin; FB, fibronektin; LM, laminin; C-1I, kolagen typu If; C-1V, kolagen
typu IV, C-V, kolagen typu V; C-VI, kolagen typu VI: (=) chybi, (+) pfitomen < 50% nédorovych cév, (++) piitomen v >50% nadorovych cév, (+++) pfitomen ve
v8ech cévach.



Imunohistochemickymi reakcemi na prukaz GFAP jsme zjistili, ze vSechny
nadorové bunky byly GFAP pozitivni, jejich vybézky vSak byly ¢asto vyrazné kratsi a
méné vétvené nez u astrocytomU grade Il (obr. 12). V deviti z jedenacti astrocytomu
s vysokym stupném malignity (81,8%) jsme prokazali pritomnost extracelularné
produkovaného tenascinu, a to jak v dilatovanych prostorech mezi nadorovymi
astrocyty, tak ve sténé nadorovych cév. V anaplastickych astrocytomech byla
distribuce tenascinu v ECP spisSe loziskova, zatimco v glioblastomech jsme pozorovali
prfevazné difuzné extracelularné ulozena depozita tohoto glykoproteinu. Ve 4
pfipadech jsme v této skupiné nadorli zaznamenali loziskovou akumulaci vitronektinu
v ECP. V souvislosti s cévami jsme v agresivnich astrocytomech nalezli celé spektrum
glykoproteinu, jejich vyskyt uz ale nebyl zcela pravidelny jako u astrocytom( s nizkym
stupném malignity. Zaznamenali jsme vyrazny pokles intenzity reakci a procenta cév
pozitivnich pfi prlikazu fibronektinu, ve dvou glioblastomech nebyla dokonce
pritomnost fibronektinu ve sténach nadorovych cév detekovana vibec (obr. 13). Ve
sténé nadorovych cév jsme dale prokazali pfitomnost tenascinu, jak je uvedeno vyse.
Kolagen IV a laminin byly pfitomny v bazalnich membranach cév agresivnich
astrocytom. V adventicii hyperplastickych cév jsme ve vSech pfipadech pozorovali
pritomnost kolagenu I, v a VI. Kolagen typu | a lll jsme ve studovanych astrocytomech

s vysokym stupném malignity neprokazali.
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Obr. 12. Porovnani struktury astrocytomu (grade Il) a glioblastomu (grade 1V) (A, B; barveni H&E),
hustoty GFAP-pozitivnich vybézki bunék (C, D; imunoperoxidadzova metoda), intersticialni
akumulace tenascinu (E,F; imunoperoxidazova metoda, E lehce dobarveno hematoxylinem) a
vitronektinu (G, H; imunoperoxidazova metoda, G lehce dobarveno hematoxylinem) s difaznimi
parametry ziskanymi z difuznich kfivek namérenych v dané lokalizaci (o, objemova frakce ECP; &,
tortuozita; k", nespecificky uptake). Originalni zvétSeni 600x.
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Obr. 13. Imunoperoxidazovy prukaz lamininu v subendotelialni bazalni membrané
hyperplastickych cév glioblastomu (pfipad €. 21; dobarveno hematoxylinem). Horni vyrez: Stejny
pripad, imunoperoxidazovy prukaz kolagenu typu IV (dobarveno hematoxylinem). Dolni vyfez:
Negativni imunoperoxidazovy prikaz fibronektinu ve stejném pfipadé (dobarveno hematoxylinem).
Originalni zvétseni 400x.

Korelacni analyzy

Exprese studovanych glykoproteini ECM v astrocytarnich nadorech rlizného
stupné malignity jsou shrnuty vtabulce &. 5, spoleéné s hodnotami markerl jejich
proliferaéni aktivity, hustoty nadorovych bunék, hustotou sité GFAP-pozitivnich
vybézkl nadorovych bunék a namérenym difuznimi parametry jejich ECP.
Statisticky jsme zkoumali zavislost mezi vSemi kombinacemi parQ veli¢in popisujicich
hustotu nadorovych bunék, proliferaéni aktivitu a difuznich parametrl ECP (objemova
frakce o, tortuozita A) ve skupiné difuznich infiltrujicich astrocytomti (WHO grade |l -
IV). Vysledky této analyzy jsou uvedeny v tabulce ¢. 6. Prokazali jsme vyznamnou
zavislost mezi rostouci objemovou frakci ECP «, rostouci bunéénosti a proliferaéni

aktivitou nadoru. Podobnou zavislost jsme prokazali také pro vztah mezi rostouci
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tortuozitou A a rostouci proliferaéni aktivitou nadorl, tortuozita vSak byla prekvapivé

nezavisla na hustoté nadorovych bunek.

Tabulka €. 6.

Statisticka zavislost mezi difuznimi parametry ECP difuzné infiltrujicich
astrocytomu (o, objemova frakce; A, tortuozita), hustotou nadorovych bunék (HNB) a
proliferaénimi markery (MA, mitoticka aktivita, proliferacni index MIB-1; prolifera¢ni

index topo-lla). Spearmaniv korelaéni koeficient (r).

HNB MA MiB-1 topo-llo
r=0,68 ) ) )
MA b < 0,001
r=0,66 r=0,94 ] ]
MIB-1 b < 0,001 o < 0,0005
tobo-I r=0,65 r=0,97 r=0,98 i
po-ila p < 0,001 p < 0,0005 p < 0,0005
r=0,69 r=0,91 r=0,88 r=0,93
o p < 0,001 p < 0,0005 p < 0,0005 p < 0,0005
N r=0,26 r=0,36 r=0,41 r = 0,40
NS NS p < 0,05 p < 0,05

NS, nesignifikantni
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Obr. 14. V grafu je zndzornéno zvétSeni objemové frakce ECP a a tortuozity % v astrocytomech
produkujicich malé (tenascin +) i velké (tenascin ++) mnoZstvi tenascinu, v porovnani s tenascin
negativnimi (tenascin -) nadory. Hvézdi¢ka oznacuje signifikantni rozdil v obou difuznich
parametrech mezi tenascin pozitivnimi a tenascin negativnimi nadory.

Vztah mezi pfitomnosti tenascinu v ECP nadorové tkané a difuznimi parametry
ECP u difaznich infiltrujicich astrocytom (WHO grade II-1V) je znazornén na obrazku
¢. 14. Jak objemova frakce ECP, tak tortuozita byly vyrazné zvysené u nadorl
produkujicich tenascin (pfipady, 15 - 17, 20 - 25; oo = 0,47 £ 0,02, A = 1,75 + 0,03) pfi
porovnani s hodnotami naméfenymi v tenascin negativnich astrocytomech (o = 0,37 +

0,01; A = 1,50 + 0,04).
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2.5. DISKUZE
2.5.1. Difuzni parametry ECP a energeticky metabolismus béhem tranzientni
hypoxie a hypoxie/ischémie

Velikost a geometrické uspofadani extracelularniho prostoru zasadné ovliviuji difuzi
neuroaktivnich latek v CNS, ktera je dulezitym mechanismem pfi komunikaci nervovych
a gliovych bunék. V nasi praci jsme sledovali zmény téchto parametrd spolu se
zménami extracelularnich koncentraci energetickych metaboliti a glutamatu béhem
tranzientni hypoxie a hypoxie/ischémie a nasledné reperfuze/reoxygenace.

V pfedchozich studiich na modelu terminalni anoxie byl popsan rychly pokies
objemové frakce a tortuozity ECP v pribéhu nékolika minut po srdecni zastavé (van der
Toorn a spol., 1996; Vorisek a Sykova, 1997b). Maximalni zmény difuznich parametr
byly spojeny s vyraznym vzestupem [K*]e a snizenim pH.. Casovy pribé&h téchto zmén
dobre koreloval s poklesem aparentniho difuzniho koeficientu vody (ADCy).

V soucasné praci jsme béhem tranzientni hypoxie/ischémie zjistili kontinualni pokles
objemové frakce doprovazeny vzestupem tortuozity, s maximalnimi hodnotami
podobnymi tém, které byly popsany pfi terminalni anoxii. Rovnéz jsme pozorovali, ze
zmény difuznich parametrl byly akcelerovany ischemickou depolarizaci, ke které
dochazelo obvykle 5 — 10 minut po zacatku hypoxie/ischémie. To znamena, ze stejné
jako u terminalni anoxie jsou inicialni vyraznéjsi zmény v difuznich parametrech spojeny
s bunécnym edémem, jehoz podkladem jsou transmembranové pfesuny iontd a vody
pfi depolarizaci membrany. Podobny c¢asovy pribéh zmén velikosti ECP byl
zaznamenan béhem tranzientni hypoxie/ischémie v mozkové klfe 4- tydennich potkan(
(Qiao a spol., 2004). Vysledky vSak byly ziskané technikou elektrického odporu, ktera

neumoziuje ziskani absolutnich hodnot.
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Béhem reperfuze se tortuozita navratila k vychozim hodnotam, zatimco objemova
frakce se zvySila asi o 20% nad puvodni normoxické hodnoty. Toto zvyseni dobfe
koresponduje s nalezem zvySeného signalu v T1 vazenych obrazech a zvySenym
obsahem vody v mozkové klrfe potkan(i po probéhlé hypoxii/ischémii (Qiao a spol.,
2002, 2004). ZvySenému obsahu vody v mozkove kure v ¢asné fazi reperfuze odpovida
i nalez prechodné zvySeného ADC,, (Dijkhuizen a spol., 1998).

Zcela odlisny priibéh mély zmény difuznich parametri béhem tranzientni hypoxie,
kde jsme prvnich 20 minut nezaznamenali signifikantni zmény ani u jednoho ze
sledovanych parametrli. K poklesu objemové frakce a vzestupu tortuozity doslo az
v poslednich minutach hypoxické periody. Vysledné zmény byly vSak, ve srovnani se
zménami béhem tranzientni hypoxie/ischémie, mnohem mensi. Také jsme ani u
jednoho z pokusnych zvifat nepozorovali ischemickou depolarizaci. Bé&hem
reoxygenace se oba parametry navratily k vychozim hodnotam.

K monitoraci zmén v energetickém metabolismu mozkové tkané jsme pouZzili
mikrodialyzu, ktera je povazovana za vysoce senzitivni techniku k uréovani lokalnich
koncentraci metabolitd v rliznych tkanich (Ungerstedt, 1991), ale ma vSak i sva
metodologicka omezeni. Zmény ve velikosti ECP béhem rdznych patologickych stavl
ovliviuji u¢innost mikrodialyzaéni sondy a koncentraci metabolitl v dialyzatu (Chen a
spol., 2002). Dale muze byt vytéznost sondy ovlivnéna zménami v tortuozité ECP nebo
zménami v uvolnovani, vychytavani nebo odbouravani v pribéhu ¢asu (Benveniste a
Huttemeier, 1990). V dlsledku téchto faktor0 mohou byt zjisténé koncentrace
metabolitl do jisté miry podhodnocené. Nicméné prioritou nasi prace bylo ukazat spise
dynamiku zmén v koncentraci sledovanych metabolitl, nez jejich pfesné absolutni

hodnoty.
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Laktat byl po mnoho desetileti povazovan za koncovy produkt anaerobni glykolyzy,
jehoz zvy$enda koncetrace béhem tkanové hypoxie prispiva k poklesu pH a tkanovému
poskozeni. Nedavné prace vSak ukazali, ze laktat mize byt za aerobnich podminek
vyuzivan v neuronech jako zdroj energie (Bouzier-Sore a spol., 2003) nebo dokonce
zlepSuje preziti neuront a jejich funkce béhem deprivace glukézy v hipokampalnich
rezech (Cater a spol.,, 2001). Obdobny beneficni efekt laktatu byl popsan béhem
inicialni faze reoxygenace na modelu tkanové hypoxie (Cater a spol., 2003). Tento
vysledek tak navazuje na predchozi prace, které oznacili laktat jako prednostni zdroj
energie po probéhlé hypoxii (Schurr a spol., 1997a,b,c). Logickym zdGvodnénim je fakt,
Ze na tvorbu pyruvatu cestou aerobni glykolyzy je pro inicialni fosforylaci glukdzy nutna
zasoba ATP, ktera je vSak po delSich hypoxiich vyCerpana. Naopak, toto pocatecni
dodani energie neni nutné pfi konverzi laktatu na pyruvat, ktery pak vstupuje do
Krebsova cyklu a energeticky vytézek tak muze byt 17 mold ATP na jeden mol laktatu
(Bliss a Sapolsky, 2001). V naSich experimentech jsme zaznamenali rychly vzestup
koncentrace laktatu ihned po zagatku hypoxie a hypoxie/ischémie. Casovy priibéh a
maximalni dosazena koncentrace se mezi obéma typy insultd vyznamné nelisili. Po
reoxygenaci se koncentrace laktatu navratila k pvodnim hodnotam béhem 60 minut.
Tato normalizace hladiny extracelularniho laktatu je patrné zplsobena vychytavanim a
utilizaci laktatu neurony, protoze nebyl zaznamenan vyznamny pfestup laktatu pres
hematoencefalickou bariéru (Harada a spol., 1992).

Dalsim indikatorem tkanové hypoxie je pomér laktat/pyruvat (L/P), ktery velmi
dobre koreluje s redoxnim potencialem bunék (Cabrera a spol., 1999; Magnoni a spol.,
2003). Navic jeho vyhodou je fakt, ze jeho hodnoty nejsou ovlivnény zménami ve

vytéznosti mikrodialyzacni sondy (Persson a Hillered, 1992). Zmény v poméru L/P
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v pubéhu hypoxie i hypoxie/ischémie a ve fazi reperfuze/reoxygenace byly prakticky
identické se zménami v koncentraci extracelularniho laktatu.

Koncentrace glukdzy v extracelularni tekuting je vysledkem rozdilu mezi pfisunem
z krevniho séra a utilizaci bunkami. Rychly pokles béhem hypoxémie nejspiSe souvisi
se zvySenou urovni anaerobni glykolyzy (Fray a spol., 1997) a potvrzuje obdobné
vysledky ziskané pomoci implantovaného senzoru glukézy (Silver a Erecinska, 1994).
Béhem reoxygenace dochazi k rychlému navratu koncentrace glukézy na normoxické
hodnoty, ale v dals§im prubé&hu jsme pozorovali pozvolny mirny pokles, ktery byl vice
vyjadien u modelu tranzientni hypoxie/ischémie. Tyto zmény v koncentraci glukdzy
béhem reperfuze/reoxygenace opeét podporuji teorii inicialni tvorby ATP pomoci
oxidativni utilizace laktatu, ktera je nasledné doplnéna aerobni glykolyzou.

Zatimco zmény v koncentraci energetickych metabolit u modeld tranzientni
hypoxie a hypoxie/ischémie byly srovnatelné, tak zmény v koncentraci extracelularniho
glutamatu byly u téchto dvou modell vyznamné odlisSné. Béhem hypoxie/ischémie
koncentrace glutamatu do pocatku inzultu rychle vzrostla a po 30 minutach dosahla
pfiblizné 10x vysSich hodnot nez pfi normoxii. Naproti tomu, v prubé&hu tranzientni
hypoxie ke zvySeni koncentrace glutamatu doslo az po 20 minutach trvani hypoxie a
maximalni koncentraci, ktera byla 2x mensi nez u prfedchoziho modelu, jsme
zaznamenali 10 minut po reoxygenaci. Casovy prilb&h zmén v koncentraci
extracelularnihno  glutamatu velmi dobfe koreloval se zménami ve velikosti
extracelularniho prostoru, kdy klesajici hodnota objemové frakce byla doprovazena
naristem koncentrace glutamatu. Je logické, ze kdyz poklesne objem ECP, vzrlsta
koncentrace latek v ném obsazenych. Proto jsme v pfipadé modelu tranzientni
hypoxie/ischémie upravili koncentraci glutamatu o zmény ve velikosti ECP. Tim jsme

ziskali hodnoty koncentrace velmi podobné jako u tranzientni hypoxie — celkové
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mnozstvi glutamatu uvolnéného do ECP bylo tedy u obou modell srovnatelng, ale
redukce objemu ECP zplsobena cytotoxickym edémem byla pfi¢inou vyrazného
zvy$eni hodnot aktualnich koncentraci. Prestoze jsme nalezli pozitivni korelaci mezi
zménami difiznich parametrll ECP a koncentraci glutamatu, nejedna se patrné o pfimy
disledek pusobeni glutamatu. K vyvolani bunééného edému v experimentu na misnich
fezech bylo totiz nutné pouzit pomérné vysokych koncentraci — fadové 10 M (Vargova
a spol, 2001). Glutamatem vyvolany edém gliovych bunék je tak zfejmé zpulsoben
nepfimo, napf. zvysenim extracelularni koncentrace drasliku po depolarizaci nervovych
bunék (Kimelberg, 2005).

Zavérem lze shrnout, ze tranzientni hypoxie/ischémie vede k podobnym zménam
difuznich parametri jako terminalni anoxie. Casovy pribéh téchto zmén dobre koreloval
se zménami v koncentraci extracelularniho glutamatu. Na tomto modelu jsme rovnéz
ukazali vliv snizeni velikosti objemové frakce ECP na vyslednou koncentraci latek
v ném obsazenych. Druhotné zvySena koncentrace neurotoxickych latek, spolu se
zhorsenou difuzi latek v ECP pfi cytotoxickem edému, tak prohlubuje funkéni poruchu a

nasledné i strukturalni poskozeni CNS.

2.5.2. Difuzni parametry ECP v gliovych nadorech

Difuzni parametry ECP vyznamné ovliviuji difuzi latek v mezibunééném prostoru
a tim i synapticky i extrasynapticky prfenos signalt v nervovém systému. Nase méreni
poprvé zdokumentovaly zmény téchto parametrd v lidské mozkové tkani a v lidskych
primarnich mozkovych nadorech.

Vzhledem k tomu, ze uz bylo opakované prokazano, ze difuzni parametry ECP in
vitro ve tkanovych fezech ziskanych z experimentalnich zvifat se nelisi od hodnot
ziskanych v experimentu in vivo (Lehmenkuhler a spol., 1993; Prokopova a spol.,

1997), muzeme predpokladat, ze hodnoty namérené ve fezech lidské tkané odrazeji
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situaci v lidském mozku in vivo. V kontrolni tkani z temporalniho neokortexu jedincli ve
véku 10 az 27 let jsme naméfili podobné difuzni parametry jako pfi experimentech na
dospélych mysich (Andérova a spol., 2001), potkanech (Lehmenkthler a spol., 1993;
Prokopova a spol., 1997), nebo zabach (Prokopova-Kubinova a Sykova, 2000). Je
tedy ziejme, ze difuzni parametry lidské nervove tkané se vyrazné nelisi od hodnot
ziskanych v mozku experimentalnich zvifat. Z pokusu na hlodavcich je znamo, ze se
difuzni parametry ECP dramaticky méni béhem ontogenetickeého vyvoje centralniho
nervstva, zejmeéna diky vyzravani tkani béhem 3. postnatainiho tydne (Lehmenkihler
a spol., 1993; Prokopova a spol., 1997), stejné tak jako postupem starnuti (Sykova a
spol., 1998; Sykova, 2001). Studie vyuzivajici MRI prokazaly postupné zmeény v T1 a
T2 vazeném zobrazeni lidského CNS béhem prvnich 12 mésicl postnatalniho vyvoje
od obrazu infantilniho az po dospely. Tyto zmeény pravdepodobné odpovidaji snizovani
podilu vody v bilé i Sedé hmoté béhem vyvoje a zménam v obdobi dokoné&eni procesu
myelinizace (Paus a spol., 2001). Pfedpokladame proto, ze se hodnoty difuznich
parametr( také stabilizuji ke konci prvniho roku lidského Zivota a Ze u jedincu starsich
jednoho roku se tyto hodnoty uz signifikantné nelisi od hodnot v dospélosti.

Nase vysledky ukazaly, Ze objemova frakce ECP byla uvSech studovanych
nadorl s vyjimkou oligodendrogliomu signifikantné zvySena. Prokazali jsme navic
zavislost mezi naristem objemu ECP a rostouci proliferaéni aktivitou nadort, coz je
zejména u astrocytarnich tumorl jedno z definujicich hledisek malignity (Kleihues a
Cavenee, 2000). Strukturalni zmény nadorové tkané, jejiz dlsledkem je zvétseni
objemu ECP mohou vznikat napfiklad v dusledku zménéné exprese molekul
extracelularni matrix. Ke zménam ve velikosti ECP dale mize pfispivat ztrata
mezibunécénych spojl (gap junctions) mezi nadorovymi burikami, ktera vede k poruse
mezibunécéné komunikace (Trosko a Ruch, 1998; Soroceanu a spol., 2001) vyustujici
v neschopnost regulovat objem takto postizenych bunék (Quist a spol., 2000).

K dalSimu zvySeni objemu ECP zejména na periferii nadorové masy sousedici
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s nepostizenym parenchymem CNS muze prispivat i dalsi faktor - odumirani neuront
v okoli diky excitotoxicité glutamatu. Ten v gliomech dosahuje mimoradné vysokych
koncentraci, zejména diky porusené schopnosti jeho zpétného vychytavani do
nadorovych bunék (Ye a spol., 1999; Ye a Sontheimer, 1999). Naopak, nami zjistény
fakt, ze objemova frakce ECP o v oligodendrogliomech neni zvySena, mize byt
alespon zcasti vysvétlen tim, ze v oligodendroglii neni pfitomna glutamin-syntetaza
(enzym nutny k produkci glutamatu) (Ye a spol., 1999). Oligodendrogliomové buriky
tak pravdépodobné nejsou na rozdil od astrocytoml schopny uvolfiovat toxické
koncentrace tohoto neuropfenasecte, coz neumozni zvysovani objemu ECP nadorové
tkané mechanismem glutamatové excitotoxicity. Na druhou stranu, vyrazné zvétSeni
objemu ECP u pilocytarnich astrocytomu i pfi jejich nizkém potencialu malignity je
spise odrazem schopnosti téchto nador( vytvaret po¢etné drobné mikrocysty vyplnéné
pravdépodobné jen fidkym gelem ¢i tekutinou, nebot ke zvyseni tortuozity v nasich
pfipadech pilocytarnich astrocytomid nedochazelo. Tim je také potvrzen nazor, Ze
mikrocysty jsou skute¢nou strukturalni soucasti nadorové tkané pilocytarnich
astrocytoml, a ze kjejich vzniku nedochazi jen vlivem artefakt(i pfi histologickém
zpracovani.

Nékolik MRI studii hledalo vztah mezi aparentnim difuznim koeficientem vody
(ADC,,), histologickym stupném malignity gliom( a stupném jejich bunéénosti. Ukazaly,
ze hodnoty ADC,, jsou nepfimo Uumérné malignité nadorl (Tien a spol., 1994;
Sugahara a spol.,, 1999; Castillo a spol.,, 2001; Kono a spol.,, 2001). Tito autofi
predpokladali, ze snizeny ADC,, je odrazem zmenSeného objemu ECP
v hypercelularnich nadorech. Naopak studie stanovujici objem ECP pomoci
extracelularnich marker( jako sachardza, inulin a nyni i nase prace prokazuji zvétseni
objemu ECP v lidskych nebo zvifecich nadorech oproti zdravé tkani (Ausman a spol.,
1977, Bakay, 1970b; Matthews a Molinaro, 1963). Tento rozpor mizeme vysvétlit na

zakladé nasich zjisténi. Mimo zvétSeni objemu ECP jsme v nadorové tkani
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zaznamenali vyrazny narast tortuozity ECP. Na zvifecim modelu poranéni CNS ukazal
Vofisek a spol. (2002), ze zvySeni tortuozity ECP diky reaktivnimu zvySeni obsahu
nekterych slozek extracelularni matrix snizuje ADC,, bez jakychkoli zmén ve velikosti
ECP. Tortuozita je podle definice nepfimo umérna aparentnimu difuznimu koeficientu
(ADC). Nizsi ADC tedy odrazi zvySeni tortuozity s pomalejsi difuzi iontll a molekul diky
difaznim bariéram v mikroprostiedi nadorové tkané, nikoli vSak zménu objemu ECP.
Zvétseni objemu ECP v nadorové tkani nebylo prekvapivé doprovazeno ocekavanym
snizenim tortuozity ECP ale naopak narlstem prekazek, které brani difuzi latek
v mezibuné¢nych prostorech nador(. V nékterych pfipadech je tato skute€nost
pomérné dobfe vysvétlitelna uz z nasich histologickych nalezl. Nezvykle vysokou
tortuozitu jsme zaznamenali u desmoplastickych meduloblastomu (pfipady €. 33 a 34)
a vjednom pripadé difuzniho fibrilarniho astrocytomu grade Il (pfipad ¢. 10).
Desmoplastické  meduloblastomy  jsou charakterizovany  hojnym  vyskytem
retikulinovych fibril v intersticiu a vysoké hodnoty tortuozity pravdépodobné odrazeji
difuzni bariéry tvofené pravé touto hustou retikulinovou spleti. Husté fascikularni
usporadani nadorovych bunék a jejich vybézka v pripadé €. 10 pravdépodobné vedlo
k nerovnomérné difuzi v jednotlivych smérech, k tzv. difuzni anizotropii (Rice a spol.,
1993; Mazel a spol., 1998), s nezvykle vysokymi hodnotami A ve smérech, ve kterych
je difuze latek omezena.

Biologické vlastnosti gliovych nadorli mozku nejsou na rozdil od nador( jinych
tkanich lidského organismu, kde hraje klinicky nejdllezitéjsi roli schopnost
metastatickeho rozsevu, kriticky zavislé jen na vlastnostech nadorovych bunék jako
takovych, ale také na vlastnostech svého mezibunééného prostoru. Velikost a
geometrie extracelularniho prostoru a jeho slozeni tedy jisté hraji dllezitou roli v
ovlivitovani jejich biologického chovani.

Nase méfeni TMA™-iontoforetickou metodou v rediném Case ukazaly, Ze objemova

frakce ECP o byla uvsSech studovanych gliomd s vyjimkou oligodendroglidlnich
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tumor( signifikantné zvySena, a ze toto zvy3eni je Umérné rostouci proliferacni aktivité
nadoru, coz je zejména u astrocytarnich tumort jedno z definujicich hledisek jejich
malignity (Kleihues a Cavenee, 2000). Vedle nutné schopnosti nadorovych bunék
adherovat a migrovat do okolni nepostizené tkané (Bolteus a spol., 2001) je tedy
schopnost vytvaret prostor pro invadujici bunky dals§i doménou agresivnich
mozkovych nadort. Mimo rostouci proliferaéni aktivity jsme vSak paradoxné prokazali i
zvétSujici se objem ECP pfi rostouci bunécnosti malignéjSich nadorl. Hustota
nadorovych bunék je sice vétsi, tyto bunky maji vSak porusenou schopnost regulovat
svlj intracelularni objem (Quist a spol., 2000; Soroceanu a spol., 2001). Nadorové
bunfky tedy maji pravdépodobné jiny objem nez jejich nenadorové protéjsky.
Ke zmenseni jejich bunétného objemu a naopak zvétseni ECP mohou pfispivat i
komplexni zmény na povrchu bunééného téla a v sile a délce bunécnych vybézkl, coz
bylo pozorovano v ultrastrukturalnich studiich (Scheithauer a Bruner, 1987).

Dale jsme ukazali, ze zvétSeni objemu ECP v nadorové tkani doprovazi vyrazny
nartst tortuozity, respektive prekazek v difuzi latek mezibunéénym prostorem.
Prekazky v difuzi latek mezibunénym prostorem astrocytomd s nizkym stupném
malignity vytvari zejména husta sit z GFAP-pozitivnich nadorovych vybézk(. Na
druhou stranu, zkracené a méné bohaté vybézky nadorovych bunék u agresivnéjsich
forem astrocytomi hraji pravdépodobné mensi roli, a hlavnim divodem ke zvySeni
tortuozity jejich ECP je nadmérna produkce glykoproteint ECM, zejména tenascinu.
Mohlo by se zdat paradoxni, jak mze zvySené mnozstvi pifekazek v ECP (ac ve
zvetdeném objemu ECP) prispivat k vétsi invazivité nadorovych bunék. Je treba si
uvédomit, ze difuze iontl (napf. TMA™) a migrace bunék ma zcela odliSny
mechanismus. Zatimco zvySena objemova frakce ECP umozniuje pohyb malych
molekul i bunék, zvySena tortuozita diky nadprodukci nékterych komponent
extracelularni matrix brani difuzi molekul, avSak pro nadorové buriky je substratem pro

adhezi a naslednou migraci.
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Shrime tedy naSe nalezy ohledné dynamiky zmén extracelularniho prostoru
v gliomech béhem nadorové progrese. U benignéjsich glioml vytvareji nadorové
buriky v nepfilis§ zvétseném mezibunééném prostoru sit ze svych dlouhych bohaté
vétvenych vybé&zkl. S progresi ke zvysené malignité buriky pravdépodobné postupné
ztraceji schopnost regulovat svij objem, ten se méni spole¢né s ubytem vybézku
nadorovych bunék, a narGsta podil mezibunécného prostoru ve tkani. Do ného pak
zaCinaji nadorové bunky produkovat nékteré glykoproteiny (zejména tenascin a
vitronektin), které jsou substratem pro naslednou adhezi a migraci nadorovych bunék
dostatecné velikym mezibunéénym prostorem.

V soucasnosti se do klinické praxe uvadéji s velkymi nadéjemi nové terapeuticke
postupy s iokalnim podavanim onkologickych lé¢iv do postresekéni dutiny v mozku
(Read a spol., 2002; Reardon a spol., 2002). Nami zjisttné zmeény v geometrii
mezibunéCného prostoru nadorove tkané (zejména vysoka tortuozita) vyznamné
ovlivauji difuzi 1é€Civ v ECP nadorove tkané a mohou byt vysvétlenim pro popisovanou
snizenou efektivitu téchto postupll v nékterych pfipadech (Read a spol., 2002). Tento
fakt by se mél také v budoucnu zohlednit v terapeutickém algoritmu, kdy pfed lokalni
aplikaci vlastnihno chemoterapeutika by méla byt nejdfive snizena tortuozita

nadorového ECP napf. aplikaci uréitych enzyma.

2.5.3. Exprese molekul ECM v gliovych nadorech

Ukazali jsme, ze zvétSeni objemu ECP v nadorové tkani neni doprovazeno
poklesem tortuozity, ale naopak narlistem prekazek v difuzi latek mezibunéénym
prostorem. V nasi studii jsme zkoumali, jak se na zvySeni tortuozity v nadorech podili
faktory, jako je hustota nadorovych bunék, sit z vybé&zkl nadorovych bunék,
pritomnost proliferujicich hyperplastickych cév a zejména kvalitativni a kvantitativni
zmény ve slozeni nadorové extracelularni matrix (ECM). Prekvapivé jsme nalezli

zavislost mezi narUstajici bunéénosti nadora a zvétsujicim se podilem objemu ECP na
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celkovem objemu tkané&, na druhou stranu jsme neprokazali zadny vztah mezi
naristem hustoty nadorovych bunék a tortuozitou. Tortuozita ECP v astrocytomech se
navic zda byt jen malo ovlivnéna pfitomnosti konglomeratl hyperplastickych
nadorovych cév. Vysledky na$i studie ukazaly, ze prekazky vdifuzi latek
mezibunécnym prostorem astrocytoml s nizkym stupném malignity vytvari zejména
husta sit z GFAP-pozitivnich nadorovych vybézkl. Obdobny nardst tortuozity byl
pozorovan v mozku potkanl s posttraumatickou astrogliézou (Roitbak a Sykova,
1999). Na druhou stranu, méné bohaté a zkracené vybézky nadorovych bunék
u agresivnéjsich forem astrocytoml hraji podle nasich vysledkd mensi roli a hlavnim
divodem zvySeni tortuozity jejich ECP je pfitomnost nadmérné produkovanych
glykoproteini ECM, zejména tenascinu.

Ackoli byla opakované prokazana schopnost kultivovanych gliomovych bunék
produkovat do sveho mezibunééného prostoru laminin, fibronektin a kolageny typu | a
Il - VI (Bellon a spol., 1985; Chintala a spol., 1996; Tysnes a spol., 1999), v nasi
sestavé jsme in situ nenalezli v mezibunéénych prostorech pritomnost zadného z
téchto glykoproteinG. V pripadé kolagenu | a lll nebyla jejich pfitomnost v nadorové
tkani nalezena dokonce viibec. Kolageny IV az VI byly vzdy prokazany pouze ve sténé
nadorovych cév, nezavisie na stupni malignity nadord, coz je ve shodé s nékterymi
predeslymi pozorovanimi in situ (Bellon a spol., 1985; Paulus a spol., 1988). Exprese
kolagenu typu Il v mozkové tkani i v nadorech CNS je zcela novym poznatkem. Slabou
pozitivitu pfi prikazu tohoto typu kolagenu, ktery je jinak strukturalni sou¢asti hyalinni
chrupavky (Eyre, 2002), jsme detekovali v adventicii normalnich i nadorovych
hyperplastickych cév a prokazali jsme také jeho pfitomnost ve vazivu mékkych plen
mozkovych. Fibronektin a laminin jsou znamymi komponentami bazalnich membran
normalnich i nadorovych cév (Higuchi a spol., 1993; Chintala a spol., 1996) a
pfitomnost téchto dvou glykoproteint jsme tam prokazali i v nasi studii. Podobné jako

Higuchi a spol. (1993) jsme vSak zaznamenali signifikantni ubytek fibronektinu

94




v bazalnich membranach cév srostoucim stupném malignity nadort. Obdobny
fenomén jsme naopak nepozorovali pfi prukazu lamininu, jehoz ubytek v bazalnich
membranach cév u astrocytoml s vysokou malignitou popsali v jedné praci Oz a spol.
(2000).

Ze vsech vysSetfovanych glykoproteini ECM jsme pfitomnost v mezibunéénych
prostorech prokazali pouze v pripadé tenascinu a vitronektinu. Podobné jako Gladson
a Cheresh (1991) jsme nalezli depozita vitronektinu v intersticiu nejagresivnéjsich
astrocytomu. Jeho mnozstvi vSak bylo velmi malé a nepodafilo se nam prokazat
vyznamny vliv na zmény v tortuozité ECP astrocytom(. Naopak, velka mnozstvi
tenascinu jsme ukazali v ECP znaéné ¢asti astrocytomU s vysokym stupném malignity.
To je v souladu s nékterymi pozorovanimi jak ve studiich na tkanovych kulturach, tak
in situ (Higuchi a spol., 1993; Zagzag a spol., 1995; Kim a spol., 2000). Ackoli se
néktefi autofi dfive domnivali, ze tenascin neni ve zralé nervové tkani pfitomen
(Crossin, 1996; Joester a Faissner, 2001), nase studie ukazala v nékolika pfipadech
pfitomnost tenascinu v oblasti glia limitans externa a také, i kdyz v omezené mife,
v mezibunééném prostoru bilé hmoty. Navic jsme prokazali, ze akumulace tohoto
které vedou kdramatickému vzestupu tortuozity nadorového ECP, a ze
pravdépodobné mize prispivat i ke zvétSeni objemu ECP nadorové tkané. Podporu
posledné uvedené hypotézy prfineslo i nedavné zjisténi vyrazného zmenseni objemu
ECP i tortuozity u tenascin-deficientnich mysi (VoriSek a spol., 2003). Zavislost mezi
produkci tenascinu a zvySenou malignitou nebo angiogenezi v nadorech byla
dokumentovana v nékolika pracich (Kim a spol., 2000; Oz a spol., 2000; Rascher a
spol., 2002) a je nyni podpofena také vysledky nasi imunohistochemické analyzy.
Tenascin je tedy vyuziteiny i diagnosticky jako prognosticky marker a ukazatel vétsi

biologické agresivity astrocytom.
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Zpravy podlozené kvantitativnimi analyzami tkanovych homogenizata tvrdi, ze i
ostatni komponenty ECM jako glykosaminoglykany a proteoglykany (zejména
hyaluronat a chondroitin sulfat) jsou v gliomech pfitomny ve zvySeném mnozstvi
(Delpech a spol., 1993; Knudson a spol., 1989). Ac¢koliv jsme tyto komponenty v nasi
studii neprokazovali, mizeme spekulovat, ze toto zvétSené mnozstvi proteoglykan(
v nadorové tkani nemusi nutné potvrzovat schopnost gliomovych bunék nadmérné
produkovat tyto latky. Maze byt jen nepfimym odrazem zvétSeni objemu ECP
v nadorové tkani, ktery je pak vypinén témito mukoidnimi latkami, které jsou jak znamo
vSudypritomnou zakladni slozkou ECM mozku produkovanou gliovymi bunkami i ve

zdravé nervove tkani (Chintala a Rao, 1996; Margolis a Margolis, 1993).
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2.6. ZAVERY

1. Ve srovnani s terminaini anoxii byly hodnoty difuznich parametri ECP dosazené na
konci hypoxie/ischémie obdobné. Naproti tomu, signifikantni zmény v hodnotach
difuznich parametrt ECP béhem hypoxie byly zaznamenany az na konci hypoxie a
byly ve srovnani s terminalni anoxii a hypoxii/ischémii vyrazné mensi.

2. Béhem hypoxie a hypoxie/ischémie doslo kvyraznému zvySeni koncentrace
extracelularnino glutamatu. Extracelularni  koncentrace glutamatu na konci
hypoxie/ischémie byla dvakrat vysSi nez nez na konci hypoxie.

3. Casovych pribéh zmén extracelulami koncentrace glutamatu b&hem tranzientni
hypoxie a hypoxie/ischémie dobfe koreloval se zménami ve velikosti objemové frakce
ECP.

4. Difuzni parametry ECP namérené ve zdravé lidske temporalni kiife se signifikantné
nelisi od hodnot ziskanych v mozkove klife experimentalnich zvirat in vitro i in vivo.

5. Objemova frakce ECP byla ve vSech studovanych mozkovych nadorech s vyjimkou
oligodendroglioml signifikantné zvySena. Narlst objemu ECP v nadorové tkani byl
umérny rostouci proliferaéni aktivité gliomd i rostouci hustoté nadorovych bunék.

6. Narust objemu ECP nadorové tkané nebyl doprovazen ocCekavanym snizenim
tortuozity ECP, naopak, zejména v nadorech s nejvy§Sim stupném malignity
dochazelo k vyraznému narastu difuznich pfekazek v ECP, ktery byl vSak nezavisly na
hustoté nadorove populace bunék.

7. Prekazky v difuzi latek mezibunéénym prostorem astrocytom( s nizkym stupném
malignity vytvari zejména husta sit z GFAP-pozitivnich nadorovych vybézkl. Méné
bohaté a zkracené vybézky nadorovych bunék u agresivnéjSich forem astrocytomu
hraji mensi roli a hlavnim dlvodem zvySeni tortuozity jejich ECP je pfitomnost

nadmérné produkovanych glykoproteini ECM, zejména tenascinu.
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8. Slozeni extracelularni matrix nadort in situ se v astrocytomech i ependymomech
vyrazné lisi od vysledku ziskanych ve studiich in vitro na tkanovych kulturach. Vétsina
studovanych glykoproteint ECM (laminin, fibronektin, kolagen 1, Ill, IV - VI) byla
pfitomna pouze v souvislosti s cévami zasobujicimi nadorovou tkan.

9. V ECP nadorové tkané jsme prokazali pfitomnost pouze tenascinu a vitronektinu.
Jak v astrocytomech, tak v ependymomech je produkce téchto dvou glykoproteind

ECM spojena s vysokym malignim potencialem nadoru.

98




3. KLINICKA STUDIE - TRANSPLANTACE AUTOLOGNICH KMENOVYCH
BUNEK KOSTNi DRENE U PACIENTU S PORANENIM MICHY
3.1. Uvod

Poranéni michy c¢asto vede k vyznamné neurologické dysfunkci s dlouhodobou
nebo trvalou invaliditou. Podle publikovanych dat se odhaduje incidence misSnich
poranéni ve sveété na 10 az 83 na milion obyvatel za rok, s prevalenci okolo 220 az 750
na milion obyvatel. Asi u jedné tfetiny z téchto nemocnych je popisovana kvadruplegie a
u poloviny pacientd se jedna o kompletni misni Iézi. Stfedni vék pacientl je 33 let a
pomér muzii a zen je 3.8/1 (Wyndaele a Wyndaele, 2006). Fyzické i psychologické
dusledky tohoto poranéni dopadaji nejen na postizené jedince, ale i na jejich rodiny a
spoleénost. Casna rehabilitace a multidisciplinarni pristup v pé¢i o poranéni michy se
ukazal pro pacienty pfinosny, zejména s ohledem na niz§i mortalitu, nizsi vyskyt
komplikaci, lehce vy$si Sanci na regeneraci léze a kratsi dobu hospitalizace (Devivo a
spol., 1990). Nicméné pretrvavajici funkéni deficit pfinasi rizné velkou zavislost na
poskytovane zdravotni a socialni péci. Vzhledem ke zlepSujici se zdravotni péci a
zvySujici se prevalenci miSniho poranéni, tak dochazi k extrémnimu nardstu celkovych
vydajl za péci o tyto nemocné.

Nejstarsi dochovanou pisemnou zpravou popisujici poranéni michy je Papyrus
Edwina Smithe, jehoz autorstvi je pfipisovano Imhotepovi (lekaf a ministr egyptského
faradna DZosera, 2650 - 2600 pf. n. I.). V této pisemnosti je popsano 48 chirurgickych
stavll, pficemz dva z nich se tykaji poranéni kréni michy a autor se o nich vyjadfuje jako
o nemoci, ktera nemlze byt vylééena. Dalsi zminky o poranéni michy pochazeji od
feckych Iékarl — Hippokrata (460 — 370 pf. n. |.) a Galena (131 — 201). Galen byl podle
zprav prvni, kdo rozeznaval pfiznaky poranéni michy podle vysky a kdo v experimentu

pfetinal michu. Konzervativni pfistup k Ié¢bé poranéni michy v8ak zlstaval nezménén a
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nemocni zmirali na komplikace sdruzené s poranénim. Teprve s rozvojem chirurgie
v 19. stoleti doSlo k obnoveni zajmu o lécbu poranéni michy. Prvni laminektomii
k uvolnéni stlatené michy proved| Henry Cline v Londyné v roce 1814 (Williard, 1871).
Na ¢eském uzemi se o rekonstrukci pferusené michy pokusil Maydl jiz v roce 1884, kdy
navrhl resekci fibrosnich misnich pahyltd a jejich seSiti (pfevzato z BeneSe, 1961).
V Kanadé Shirres (1905) implantoval mezi misni pahyly psi michu a v USA Woolsey a
spol. (1944) formalizovanou lidskou michu. Rovnéz v USA se Freeman v roce 1951
pokusil o anastomozu mezi sakralnim misnim kofenem a interkostalnim nervem
(Freeman, 1961). Ve druhé poloviné 20. stoleti se objevuje fada experimentalnich
pokusu ovlivnit miSni regeneraci pomoci transplantace zralé i nezralé nervové tkané
(nejcastéji periferni nerv a embryonalni tkan) nebo cizorodého materialu do loziska
myelopatie (pro prehled viz Nornes a spol., 1984; Bure$ a spol., 1984; Némecek a spol.,
1984). VSechny tyto pokusy vSak skoncily nezdarem a tak se kromé rekonstrukénich a
reinervacnich pokusl objevuji i snahy o ovlivnéni sekundarniho misniho poskozeni
(Osterholm, 1974; Némecek a spol., 1974) napf. lokalni hypotermii (Bricolo a spol.,
1976), protektivni myelotomii nebo farmakologicky. Zkousela se napf. hyperbaricka
oxygenace, katecholaminy nebo latky ovliviujici jejich metabolismus. K redukci edému
michy se zkouSela dehydratacni Iécba ureou nebo steroidy (prevzato z Kunce, 1983).

V soucasné dobé je zakladnim opatfenim v péci o akutni misni poranéni chirurgicka
intervence a podavani vysokych davek metylprednisolonu. Casovani chirurgického
zakroku - vétSinou dekomprese michy a stabilizace fraktury obratlovych tél - je
s ohledem na pfipadné funkcni zlepseni stavu stale nejasné. Nékteré studie (Vaccaro a
spol., 1997; Pollard a spol., 2003; McKinley a spol., 2004) nepotvrdili prospésnost
Casné chirurgické intervence, vysledky jinych studii naopak svédc¢i pro jeji benefit

(Papadopoulos a spol., 2002). Rovnéz nejednoznacna je otazka podavani steroidd.
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Metylprednisolon u poranéni michy se pouziva priblizné 30 let s cilem ovlivnit
sekundarni mechanismy bunéfného poskozeni, které nasleduji po vlastnim
mechanickém poranéni michy. Pro objasnéni efektivity metylprednisolonu u misnich
poranéni byly navrzeny tfi velké, randomizované studie - the National Acute Spinal Cord
Injury Studies (NASCIS [, Il a lll). Ani v jedné studii podavani metylprednisolonu vsak
nebylo spojeno se signifikantnim zlepsenim oproti kontrolnim skupinam, pouze pfi post-
hoc analyzach bylo pozorovano malé zlepSeni motorického a sensorického skore
(NASCIS Il) u pacientl, kde podavani bylo zapoc¢ato do 8 hodin po poranéni (Bracken a
spol., 1984, 1985, 1990, 1992, 1997). Pfes nejednoznacné vysledky téchto studii je
v fadé zemi Casna chirurgicka lé¢ba a podavani metylprednisolonu standardni terapii
nebo alespori doporué¢enym postupem. Nadéje pacientl, zejména s kompletni misni
lézi, na vyznamné funkéni zlepSeni jsou vSak stale minimalni. Pro neexistenci u¢inné
lecby a zavazné socioekonomické dopady je proto poranéni michy predmétem stalého
experimentalniho zajmu.

Prfestoze obnova motoriky je povazovana za hlavni védecky i klinicky cil, i naprava
mnoha dalSich potizi vyplyvajicich z misniho poranéni by pfispéla k vyraznému
zlepsSeni kvality zivota pacient(i. Napfriklad funkéni obnova na vzdalenost pouze jednoho
segmentu v oblasti kréni michy mize znamenat moznost spontanniho dychani. Rovnéz
jakékoliv zlepSeni sfinkterovych poruch (vyprazdnovani mocového méchyfe a
koneC€niku) by predstavovalo vyrazny rozdil v kvalité Zzivota. Zmirnéni spasticity ci
chronické bolesti by pfineslo velkou ulevu mnoha pacientim.

Snahy o nalezeni zplUsobu regenerace poranéni mozku a michy jsou zejména
v poslednim desetileti spojeny s vyzkumem kmenovych bunék (KB), které jsou schopny
diferenciace do riznych typl bunék, véetné nervovych (Chopp a Li, 2002; Krause,

2002; Mezey a spol., 2000; Orlic a spol., 2001a,b; Prockop a spol., 1997). Nejméné
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rizikové pro vznikajici klinické studie jsou autologni kmenové bunky kostni dfené, které
nepfinaseji etické prekazky. Rizika spojena s jejich odbérem a aplikaci jsou dostate¢né
znama z jejich pouziti v Ilé¢bé hematologickych onemocnéni.

Poznatek, ze kostni drfenn obsahuje kmenové burnky neni novy. Hematopoetické
kmenové bunky, zodpovédné za tvorbu vSech typl krevnich bunék v téle, byly
rozpoznany pred vice nez 40 lety (Till a McCulloch, 1961; Becker a spol., 1963).
Stromaini (mesenchymalni) bunky kostni dfené, heterogenni bunéfna populace
generujici kostni, chrupavéitou, tukovou, vazivovou tkan a retikularni sit podporujici
krvetvorbu, byly popsany kratce po objevu hematopoetickych kmenovych bunék
(Friedenstein a spol., 1966; Friedenstein a spol., 1970; Owen, 1988). Relativné
nedavno byla zcirkulujici krve izolovana populace progenitorovych bunék
diferencujicich se do cévnich endotelovych bunék. Zaroven bylo zjisténo, ze tato
populace pochazi z kostni dfené (Asahara a spol., 1997; Shi a spol., 1998; Ratajczak a
spol.,, 2004). Mesenchymalni kmenové bunky kostni dfené jsou vietenovité bunky
morfologicky podobné fibroblastiim, které pfi pocatecnim rlstu in vitro tvofi pfed prvni
trypsinizaci kolonie. Na svém povrchu neexprimuji hematopoetické povrchové markery
CD34, CD45, CD14, CD31, CD133, naopak exprimuji CD90, CD73, CD105, CD166,
CD54, CD55, CD13 a CD44 (Pittenger a spol., 1999). In vitro se diferencuji do
mesodermalnich bunécénych typl: osteocytll (Kassem a spol., 1993), adipocytl
(Justesen a spol., 2002) a chondrocytl (Johnstone a spol., 1998), ale také do linii
nemesodermalnich, napfiklad bunék neuronalniho typu (Jiang a spol., 2002; Sanchez-
Ramos a spol., 2000; Zhao a spol., 2002). V soucasné dobé existuje vice metod izolace
mesenchymalnich kmenovych bunék. Jsou zalozeny bud na jejich biologickych
vlastnostech, jako je selektivni adheze k plastu (Kassem a spol., 1993) - tyto kultury

jsou vSak heterogenni, kontaminovane hematopoetickymi burikami - nebo na jejich
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imunologickych vlastnostech, jako je izolace pomoci monoklonalni protildaky Stro-1
(Simmons a Torok-Storb, 1991), ¢i izolace mononuklearni frakce kostni dfené pomoci
negativni separace CD45 a glykoprotein A, adherujici k lamininu (Reyes a spol., 2001).

Mesenchymalni kmenové burky se stejnymi biologickymi vlastnostmi byly vedle
kostni dfené izolovany i z jinych organu: z periferni krve (Kuznetsov a spol. 2001),
synovialnich membran (De Bari a spol. 2001), tukoveé tkané (Gronthos a spol. 2001,
Gimble a spol. 2006), svalu (Jankowski a spol. 2002), pupeénikové krve (Rosada a
spol. 2003), ¢i zubni dfené docasnych zubl (Miura a spol. 2003). Zrejmé v téle existuje
rozsahla sit' téchto bunék, ktera je prubézné dopliovana z kostni dfené. Podle posledni
hypotézy mesenchymalni kmenové buriky normalné cirkuluji v periferni krvi, pfi stresu ¢i
po poranéni se zaCnou mnozit a jsou chemoatrahovany do kostni diené a do léze
pomoci vazby mezi receptorem CXCR4, exprimovanym somatickymi kmenovymi
burikami, a jeho ligandem SDF-1, sekretovanym poranénou tkani a riznymi organy.
Osa SDF-1-CXCR4 hraje roli pfi osidlovani nejen kostni dfené, ale také svald, jater a
nervovych tkani, prfednostné vsak kostni dfené kmenovymi bunkami (Kucia a spol.
2004). Cirkulujici kmenové burnky tedy mezi sebou soutézi o obsazeni SDF-1
pozitivnich utoCist ve tkanich. Tato kompetice zfejmé vysvétiuje lépe nez plasticita
kmenovych bunék, pro¢ kmenové bunky kostni dfené byly nalezeny ve svalech, nebo
naopak pro¢ svalové satelitni bunky &i jaterni kmenové buriky byly izolovany z kostni
dfené (Holden a Vogel 2002, Geiger a spol. 2002, Wagers a spol. 2002).
Mesenchymalni kmenové bunky produkuji rGzné hematopoetické i nehematopoetické
rustové faktory, interleukiny a chemokiny. Nékteré konstitutivné, jako IL-
6,7,8,11,12,14,15, LIF, M-CSF, FIt-3 ligand, ¢i SCF, jiné po stimulaci zanétlivymi
molekulami, jako IL-1, G-CSF, ¢i GM-CSF (Majumdar a spol. 1998). Zaroven exprimuji

receptory téchto latek, jako receptor pro IL-1,3,4,6,7, LIF, SCF, G-CSF, IFN-gama, TNF

103




| + 1I, TGF-beta | + Il, bFGF, PDGF, ¢i EGF (Conget a Minguell 1999). Dale produkuiji
mnozstvi molekul extracelularni matrix, napfiklad fibronektin, laminin, kolagen,
hyaluronan, proteoglykany (Chichester a spol. 1993), a adhesivni molekuly, jako jsou
integriny, ICAM, VCAM, ALCAM, LFA-3, L-selektin, endoglin, CD44, ¢&i lektiny, napfiklad
galektin-1 (Pittenger a spol. 1999).

Pravé schopnost produkovat nékteré rlstové faktory a cytokiny, které mohou
zlepSovat trofiku tkané v misté poranéni a ovlivihovat pribéh zanétlivé reakce, se zda
byt dulezitym faktorem v prubéhu regenerace poskozené tkané.

Po poranéni michy dnes stojime u ¢étyf zavaznych problémua, které bude nutné resit
soucasne s pfipadnou transplantaci KB: 1. zabranit okamzité reakci tkané na poranéni,
t.j. bunécné smrti a vytvoreni glialni jizvy, 2. potlacit inhibiéni vlastnosti mikroprostredi
CNS, které normalné brani regeneraci v CNS a naopak podpofit rustovy potencial
axonl a poskozenych neuronu, 3. spravné nasmérovat rostouci axony tak, aby bylo
obnoveno funkéni propojeni, 4. premostit l1ézi a vytvofit optimalni podminky pro
prezivajici tkan. VSechny tyto otazky jsou dnes intenzivné zkoumany. Tak napf. byly
nalezeny inhibi¢ni molekuly, které maji vztah k oligodendrocytim a jejich myelinovym
pochvam, byl identifikovan s myelinem spojeny gen zvany Nogo, ktery u potkanl i u
¢lovéka blokuje axonalni vrastani do poskozené tkané (Chen a spol., 2000, GrandPre a
spol., 2000, Prinjha a spol., 2000). Bylo provedeno i mnoho pokusul, které uzivaly
metodu implantace perifernich nervil, nebo raznych jinych vodi¢l a lepidel pro
usnadnéni misni regenerace. V neposledni fadé jsou to i pokusy strukturalné nahradit
(eventuelné premostit 1ézi) a simulovat mikroprostfedi nervové tkané, které by jednak
usnadnilo vrastani a propojovani bunék a axonu, zabrafnovalo by vytvoreni astrogliové

jizvy a spolu s takovym nosiCem by bylo mozné uspésnéji osidlit implantaci kmenovych
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bunék irreversibilné poskozenou nervovou tkan (Woerly a spol., 1999; Lesny a spol.,
2002 a 2006; Sykova a spol., 2006; Pradny a spol., 2006; Hejcl a spol., 2008).

Preklinické studie ukazaly, ze transplantované KB kostni dfené mohou potencialné
nahradit ztratu bunék po poranéni michy, rekonstituovat neuronalni okruhy a tak
propojit drahy pod a nad misni lezi (Chopp a spol., 2000, Sasaki a spol., 2001, Akiyama
a spol., 2002, Hofstetter a spol., 2002, Inoue a spol., 2003, Saporta a spol., 2003, Wu a
spol., 2003, Jendelova a spol., 2004, Urdzikova a spol., 2006). Takové pokusy byly
provedeny na potkanech s misnim poranénim a ukazaly, ze transplantované bunky v
poranéné mise prezivaji, migruji do hostitelské tkané a vedou k regeneraci axonu a k
navratu motorickych funkci (Kalyani a spol., 1998, Liu a spol., 1999).

V poslednich nékolika letech se rovnéz zacinaji objevovat i prvni prace popisujici
klinické zkuSenosti s bunécnou terapii u pacientd po misnim traumatu. Vétsinou se
jedna o lokalni nebo systémové podani kmenovych bunék kostni diene, nékdy spojené
se stimulaci kmenovych bunék kostni diené pomoci leukocytarniho rastového faktoru
G-CSF (Chernych a spol., 2007; Yoon a spol., 2007; Moviglia a spol., 2006; Park a
spol., 2005). Dalsim zdrojem kmenovych bunék pro regeneraci poskozené tkané CNS
mohou byt gliové bunky Cichové sliznice (Negredo a spol., 2008; Kubasak a spol., 2008;
Andrews a Stelzner, 2007; Franssen a spol., 2007). | tyto bunky jiz byly testovany u
pacientl po poranéni michy (Lima a spol.2006; Féron a spol., 2005). Kromé vyse
uvedenych bunék byly pro Ié€bu poranéné michy zkou$eny intravendzné podavané
autologni makrofagy (Knoller a spol., 2005) a bunky ziskané zfetalni nervové a
krvetvorne tkang, které byly podavané subarachnoidalné do okoli léze (Rabinovich a
spol., 2003). Vsechny dosud publikované klinické studie se tykaji malého poctu
pacientll a jsou zamérfeny zejména na ovéfeni bezpeénosti navrzeného postupu

bunécné terapie. Prestoze ve vSech téchto pfipadech je popisovano ¢asté zlepseni
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neurologického deficitu po prodélané bunécné terapii, pro ovéfeni statistické

vyznamnosti ucinnosti této terapie jsou nutné dalsi studie s vétSim poctem pacientd.

3.2. Cile studie
Na zakladé dostupnych vysledk( jsme se vroce 2003 rozhodli ve FN Motol

iniciovat vznik mezioborové klinické studie (fesitel Prof. Sykova a klinicky koordinator
Doc. Bojar, grant ¢. NR 8339-3), jejimz cilem bylo:
1) sledovat bezpec€nost transplantace autolognich kmenovych bunék kostni dfené a

vykon(l s ni spojenych, stanovit mozné komplikace a kontraindikace této terapie
2) stanovit optimalni ¢asovy interval pro zahajeni l[ecby po poranéni a

ovéfit u¢innost oddaleného podani bunék kostni diené
3) dlouhodobé sledovat ucinnost terapie pomoci opakovanych funkénich vySetreni a

pomoci hodnoceni rozsahu misni léze
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3.3. Metodika

3.3.1. Odbér a zpracovani kostni drené

Odbeér kostni krve byl provadén v celkové nebo epiduralni anestezii kvalifikovanymi
hematology se zkuSenostmi s timto odbérem pro ucely transplantace krvetvornych
bunék. Kostni dfen se odebira standardni metodou aspirace dienové krve silnou
jehlou zlopaty kosti kycelni. K proniknuti jehly do kostni spongidozy pouzivame
techniku zatloukani palickou, z jednoho vpichu provadime obvykle tfi aspirace z
ruznych hloubek. Aby nedochazelo ke zbytecné traumatizaci klize, provadéji se 1 — 3
drobné narezy kiize, z nichz se pak véjifovité provadéji vlastni vpichy do kosti. K
odbéru se pouzivaji specialni silné jehly a 10 ml stfikacky predplnéné 1 ml
isotonického roztoku NaCl s 75 IU heparinu (Heparinum natricum, Spofa, CR) na 1ml.
Porce odebirané kostni krve z jednotlivych punkénich mist/etazi nepresahuji 3 ml
kostni krve. Odebrané porce se shromazduji v odbérovém setu Bone Marrow
Collection Kit with Pre-Filter and Inline Filters (Baxter R4R2107, USA). Pfi zachovani
odbérovych objem0 jednotlivych porci (1ml roztoku + 3ml kostni krve) bude dostate¢né
mnozstvi jadernych elementd v 300-500 ml kostni krve. Sbérny vak na konci setu
R4R2107 se po skonceni odbéru uzavie a cela soustava se pfi pokojové teploté v
transportnim kontejneru dopravi k dalsimu zpracovani. Po ukon&eni odbéru, ktery trva
obvykle 0,5 — 1,0 hod., se kozni nafezy o$etfi naplastovym stehem a kompresivnim
obvazem, v pooperacnim obdobi je nutno sledovat event. krvaceni. Po prvnich 24
hodinach po odbéru je vhodné rany prevazat a prohlédnout oblast odbéru, pozornost
vénovat zejména znamkam event. infekce. Naplastové stehy odstranujeme cca 5.
den po vykonu. V prvnich 24 hodinach po odbéru je rovnéz vhodné podavat bézna
analgetika. Riziko odbéru kostni dfené je velmi malé a v odborné literatufe se uvadi,
ze komplikace se vyskytuji asi v 0,27% odbérl. Z tohoto nizkého pocétu komplikaci je
pak polovina vaznych komplikaci zplsobena celkovou anestézii (pokud je pouzita),

zbytek infekcemi v misté vpichl. K celkovému objemu nesrazlivé kostni krve ve vaku
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se prislusnym portem pfida Gelofusin (B. Braun Melsungen AG, Germany) v objemu
25% celkového objemu kostni krve. Manipulace i nasledna sedimentace erytrocytl
probiha v laminarnim boxu Biohazard. Po sedimentaci erytromasy se v prubé&hu
nékolika desitek minut supernatant bohaty na jaderné bunky prfevede pomoci
plazmaextraktoru (Plasma Extractor, Baxter, UK) do transferového vaku objemu do
600 ml. Pfes Sampling site coupler EMC1401 (Baxter, USA) se steriiné odebere
vzorek na zjisténi poc¢tu jadernych bunék a centrifugaci s naslednou Upravou objemu
pomoci plazmaextraktoru se upravi koncentrace jadernych bunék na cilovy objem. Pro
odstranéni kontaminujicich erytrocytll se pouzije standardni gradientova centrifugace
na HISTOPAQUE-1077 (Sigma-Aldrich Co., Germany) s naslednym trojim promytim v
PBS s 5% BSA a zavéreCnym prevedenim do autologni plazmy za souCasné upravy
na cilovou koncentraci jadernych bunék. Provede se také odbér vzorku na kontrolu
sterility a fenotypizaci jadernych bunék pritokovou cytometrii. Po¢et mononuklarnich a
CD34 pozitivnich bunék aplikovany kazdému pacientovi byl 104 + 55x10°, resp. 89 =+
70.7x10°. Pfedchozi studie ukazali, e po&et pluripotentnich bunék v kostni dieni se
pohybuje okolo 1 na 10 000 az 1 na 100 000 vSech bunék. Pro intravenoézni aplikaci
nebyly bunky nijak zpracovany, pouze objem plazmy byl redukovan pomoci
centrifugace. Pro intravendzni aplikaci jadernych bunék byl bunéfny koncentrat
ponechan v uzavieném systému transportniho vaku az do vlastni aplikace na
katetrizacni jednotce nebo na oddéleni kde byl pacient hospitalizovan. Pro
intraarterialni podani bylo nutno objem mononuklearni frakce redukovat na 20 - 30 ml.
KB kostni difené byly podany v pribéhu 5 hodin od odbéru bud cestou katetrizace
vertebralni tepny nebou cestou katetrizace periferni zily (nejcastéji vena cubitalis).
Délka aplikace se pohybovala okolo 15 min v pfipadé intraarterialniho podani a 60 min

v pfipadé intravendzniho podani.
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3.3.1. Neurologické vysetreni

Béhem vstupniho a naslednych kontrolnich vysSetfeni ve 3, 6 a 12 mésicich po
transplantaci KB byli pacienti vySetfeni dvéma na sobé nezavislymi neurology s uréenim
rozsahu neurologického deficitu podle Frankelovy stupnice a zaroven i podle standardni
neurologické klasifikace misniho poranéni ASIA. Frankelova $kala byla prvni
publikovanou neurologickou stupnici pouzitou k charakterizaci pacientd s akutnim
misnim poranénim (Frankel a spol., 1969). Autofi pouzili 5 stupriovou $kalu, pomoci
které definovali rozsah neurologického postizeni u 682 pacientl IéCenych ve Stoke
Mandeville Hospital v letech 1951 az 1968. Stupen A znamenal kompletni motorickou a
senzorickou lézi, stupen B = pod urovni misni léze je zachovana pouze senzoricka
funkce, C = pod urovni misni léze je zachovana motoricka i senzoricka funkce, ale
motoricka funkce neni vyuzitelna, D = pod drovni misni I1éze je zachovana motoricka i
senzoricka funkce, motoricka funkce je vyuzitelna, E = normalni senzoricka i motoricka
funkce. Tuto Skalu si velmi rychle osvojila fada pracovist na celém svété pro jeji
jednoduchost, ale pro hodnoceni malych zmén v pribéhu rehabilitace prestala brzy
vyhovovat. Zejména hodnoceni mezi stupném C a D bylo nepfesné a mohlo se lisit
v zavislosti na vysetfujicim personalu. Proto se brzy zacaly objevovat rizné modifikace
této stupnice. V souCasné dobé nejcastéji uzivanou klasifikaci misnich poranéni je
standarni neurologické vySetfeni navrzené American Spinal Injury Association ve
spolupraci s International Medical Society of Paraplegia vroce 1992 a nasledné
revidované v roce 1996, znamé jako ASIA protokol (viz obrazek ¢. 15).

Protokol ASIA zahrnuje zhodnoceni motorickych a senzorickych funkci na obou
stranach téla a urCeni stupné neurologického deficitu. Ten se udava v rozsahu A az E,
pficemz A = uplna misni léze (neni zachovana motoricka ani senzorickda funkce

v sakralnich segmentech S4-S5), B = neuplna misni léze (pod Urovni misni léze, véetné
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sakralnich segmentll S4-S5, je zachovana pouze senzoricka funkce), C = neupina
misni léze ( pod urovni misni léze je zachovana i motoricka funkce a svalova sila u vice
nez poloviny z vySetfovanych svall je mensi nez stupen 3), D = neulplna misni léze (
pod Urovni misni léze je zachovana i motoricka funkce a svalova sila u vice nez
poloviny z vySetfovanych svall je vétSi nebo rovna stupni 3), E = normalni funkce.
Motoricka funkce je testovana pomoci vySetfeni svalové sily v 10 hlavnich svalovych
skupinach na kazdeé strané téla. Normalni svalova sila v kazdé vySetfované svalové
skupiné je ohodnocena 5 body (maximalni celkové motorické skore je 100). Senzorické
funkce jsou testovany pomoci vySetreni citlivosti na taktilni (dotek vatovou §tétickou) a
algicky (pichnuti Spendlikem) podnét ve 28 dermatomech. Normalni funkce je

ohodnocena 2 body v kazdém dermatomu (max. celkové taktilni a algické skoére je 112).
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Obr. 15. Schématické znazornéni ASIA protokolu.
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3.3.2. Elektrofyziologické vysetreni

K objektivizaci funkéniho postizeni jsme pouzili elektrofyziologicka vySetreni, ktera
umoznuji testovat integritu kortikospinalni drahy a drahy zadnich provazcu. Jedna se o
motorické a somatosenzorické evokované potencialy (MEP a SEP). Tato vySetfeni byla
provedena ve stejnych intervalech jako klinické vySetreni, pfed a dale po 3, 6 a 12
mésich po transplantaci KB.

MEP byly vySetfovany pomoci transkranialni magnetické stimulace (TMS), ktera
vyuziva magnetického pole k aktivaci vybranych oblasti nervového systému. TMS jsme
provadéli pomoci generatoru magnetického pole Magstim 200 (Magstim Company Ltd,
UK) se stimulacni cirkularni civkou pro horni konéetiny a zdvojenou civkou pro dolni
koncetiny. MEP byly vybaveny pomoci stimulace motorické kiiry nebo misnich kofen(
(centraini nebo periferni stimulace) a odpovédi byly registrovany pomoci konvenéniho
elektromyografu (Medelec Synergy-Oxford Instruments, UK) ve svalech hornich, resp.
dolnich koncetin. Povrchové registracni elektrody byly umistény nad témito svaly:
biceps brachii a abduktor digiti quinti na hornich koncetinach, vastus medialis a tibialis
anterior na dolnich konéetinach. Pro dalsi analyzu jsme z kazdého svalu zaznamenali 6
odpovédi. V kazdé odpovédi jsme hodnotili celkovy kondukéni ¢as - kortikalni latenci
(doba mezi stimulaci mozkové kiry a odpovédi registrovanou ve svalu) a periferni
kondukéni ¢as- spinalni latenci (doba mezi stimulaci miSnich kofenl a odpovédi
registrovanou ve svalu). Odectenim periferniho od celkového kondukéniho ¢asu
ziskame centralni motoricky kondukéni ¢as. Ke zhodnoceni stavu perifernich nervl (
s cilem vyloucit mozné ovlivnéni vysledkl pfipadnou neuropatii) jsme pouzili klasické
elektromyografické vySetfeni pomoci elektrické stimulace perifernich nervu.

SEP byly vySetfovany pomoci elektrické stimulace nervus tibialis a nervus

medianus. Podnéty byly definovany jako pravouhlé pulsy s trvanim 0.2 ms a frekvenci
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3.1 Hz. Povrchové elektrody byly umistény nad n. tibialis v oblasti vnitiniho kotniku a
nad n. medianus v oblasti zapésti, pficemz katoda byla vU¢i anodé umisténa
proximalné. Intenzita podnétu byla nastavena tak, aby podnét vyvolal viditelnou
svalovou kontrakci (maximalné vSak na 25 mA). Povrchové registracni elektrody byly
umisténé nad trnové vybézky obratld Th12 a L1 a nad Erblv bod pfi registraci SEP z n.
tibialis a nad trnovy vybézek obratle C6 pfi registraci SEP z n. medianus. Kortikalni
odpoveédi byly registrovany pomoci povrchovych skalpovych elektrod umisténych
voblasti Cz'-Fz pfi stimulaci n. tibialis a v oblasti C3- Fz nebo C4’- Fz (podle
mezinarodniho registracéniho systému ,deset-dvacet”) pfi stimulaci n. medianus. Na

zaznamenanych odpovédich jsme hodnotili latenci a amplitudu kortikalni odpovédi.
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3.3.3. Radiologicke vysetreni

Vsichni pacienti byli pfed zafazenim do klinické studie vySetfeni pomoci MRI (1.5 T,
Philips, Nizozemi). V pravidelnych intervalech, spolu s neurologickym vysetfenim bylo
dale vysetfeno 12 pacientt. Jednalo o 6 pacientu s intraarterialni a 6 pacient(
s intravenézni aplikaci KB. Hodnoceni misni léze jsme provadéli na sagitalnich fezech.
Na MRI obrazech jsme hodnotili zejména prfitomnost edému (intramedularni
hyperintenzita signalu na T2 vazenych obrazech), krvaceni (fokalni snizeni intenzity
signalu na T2 vazenych obrazech) a expanzivni chovani michy (zvétdeni pfiéného
rozméru michy v misté poranéni). Na nasledujicim obrazku je schématické znazornéni

metody popisu lokalizace zobrazené myelopatie.

C2

C3

C4

VIV

Obrazek 16. Popis lokalizace urovné misniho poranéni na sagitalnich MRI obrazech (podle
Flanderse a spol., 1999). Misto poranéni je popsano podle priléhajicich obratll. Kazdy segment
je rozdélen do 3 oddilt: horni polovina obratlového téla, doini polovina obratlového téla a
meziobratlova ploténka pod pfislusnym obratlem. Na tomto obrazku je schématicky znazornén
edém michy, ktery zacina v oblasti meziobratlové ploténky obratli C4 a C5 a dosahuje do
oblasti horni poloviny obratlového téla C6. Rozsah myelopatie je proto popsan jako C 4.3 -C
6.1. Lozisko krvaceni je na tomto obrazku umisténo do oblasti doini poloviny obratlového téla
C5. Jeho umisténi bude tedy popsano jako C 5.2.
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3.4. Vysledky

Pro ovérfeni bezpecnosti a ucinnosti transplantace KB kostni dfené v lécbé
poranéni michy byla navrzena klinicka studie ,Autologni transplantace kmenovych
bunék kostni diené po akutnim spinalnim poranéni“. Jednalo se nerandomizovanou
studii, ktera byla schvalena Ministerstvem zdravotnictvi Ceské Republiky a Etickou
komisi Fakultni nemocnice v Motole. Do ¢asti | této studie bylo zafazeno 20 pacientu s
traumatickou misni 1ézi. Tito pacienti neméli jiné zavazné poranéni a netrpéli jinym
zavaznym onemocnénim. VSichni pacienti prodélali standardni chirurgickou lécbu, po
které byli zafazeni do intenzivniho rehabilitacniho programu. Pfed transplantaci KB byl
vySetfeni magnetickou rezonanci, elektrofyziologicky (motorické a somatosenzoricke
evokované potencialy) a neurologicky s uréenim stupné funkéniho postizeni podle
Frankelovy i podle American Spinal Injury Association (ASIA) stupnice, ktera vice
upfesnuje rozsah neurologického deficitu. Pacienti podstoupili transplantaci v dobé od 1
do 510 dnl po miSnim poranéni. Transplantace kmenovych bunék kostni dfené byla
provedena u 6 pacientl intraarterialni cestou (katetrizaci arteria vertebralis), u ostatnich
pacientl pak intravenézni cestou (katetrizaci periferni Zzily). Nasledné byli pacienti
v intervalech 3, 6 a 12 mésicu vysetfeni klinicky a pomoci MRI a elektrofyziologického
vysetfeni. Do ¢asti Il této studie bylo doposud zafazeno 13 pacientl, u kterych byl

kmenové bunky aplikovany intraven6zné. Intervaly vySetfeni zGstali beze zmény.

Cast | klinické studie ,Autologni transplantace kmenovych bunék kostni

diené po akutnim spinalnim poranéni*

Do ¢asti | této studie bylo vletech 2003 az 2005 zahrnuto 20 pacientl
s traumatickou misni l1ézi. Jednalo se 0 4 Zeny a 16 muzu s poranénim kréni nebo

hrudni michy ve véku 19 — 41 let. U 5-ti pacientl se podle klasifikace dle ASIA protokolu
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jednalo o inkompletni misni lézi (4 se stupném B a 1 se stupném C), ostatni pacienti
byli hodnoceni jako kompletni mi$ni léze (stupent A). Casovy odstup implantace
kmenovych bun&k od poranéni michy byl vrozmezi 10 dni aZ? 22 mésicl. Sesti
pacientim byly kmenové burky podany cestou katetrizace a. vertebralis, v ostatnich
pripadech byla aplikace uskute¢néna cestou katetrizace periferni zily.

Po implantaci kmenovych bunék byli pacienti sledovani v pravidelnych intervalech
(3, 6 a 12 mésicill) na neurologické klinice FN Motol, kde kromé vysetreni klinického (dle
protokolu ASIA) a MRI, absolvovali i vySetfeni elekrofyziologické (MEP a SEP) za
ucelem objektivizace postizeni kortikospinalni drahy a drahy zadnich provazcu.

Do soucasné doby jsme u pacientl zafazenych do této studie nezaznamenali
zadné komplikace souvisejici s implantaci kmenovych bunék kostni diené. Ze skupiny
sedmi pacientll se subakutni misni lézi (implantace kmenovych bunék do 30 dnl po
uraze) doslo v péti pfipadech k vyznamnému zlepSeni motorickych a/nebo senzorickych
funkci, které korelovalo se zlepsenym nalezem v elektrofyziologickém vysetieni (SEP,
dele jak 30 dnl po poranéni) doSlo k ¢astecnému motorickému zlepSeni pouze u
jednoho pacienta. U ostatnich pacientl v této skupiné jsme zadné zlepSeni ve

sledovanych parametrech nezaznamenali.

3.4.1. Neurologické hodnoceni
Vysledky po intraarterialnim podani kmenovych bunék kostni drené

Do této skupiny bylo zafazeno celkem 6 pacientl. Podani KB v horizontu do 30 dni
po prodélalém traumatu bylo provedeno u 4 pacientl této skupiny. U 5-ti ze 6-ti
pacientll jsme nasledné zaznamenali zlepSeni motorické a/nebo senzorické funkce.

Vyznamné funkéni zlepSeni jsme pozorovali u pacienta, ktery byl inicialné klasifikovan
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jako inkompletni misni léze (ASIA stupen B). U tohoto pacienta, po aplikaci KB, doslo
ke zlepSeni senzorické, ale predevSim i motorické funkce. Pfi naslednych kontrolach by!
jiz klasifikovan jako pacient s misni lézi stupné D (ASIA). Ke zlepSeni neurologické
funkce po transplantaci KB u pacientt s chronickou misni [ézi doslo v jednom pfipadé.
Jednalo se o 39-ti letou zenu, 17 mésicl po traumatu michy s pretrvavajici inkompletni
misni lézi (ASIA stupen C), u které jsme béhem naslednych kontronich vysetreni
pozorovali narst svalové sily ve svalech hornich koncetin. Tomuto zlepSeni odpovidala
i zména ve sledovanych elektrofyziologickych parametrech pro horni konéetiny- a to jak
v MEP, tak i v SEP.

Prehledna charakteristika pacientl této skupiny je uvedena v tabulce 7.

) Doba | ASIA ASIA Zlep- | ASIA Ziep- | ASIA Zlep-
Pa } Uro- | BCMT | hodnocen | hodnocen | Seni | hodnoce | $eni | hodnoce | $eni
cie | _VeK. | ven | od i pred i8mpo | SEP/ |niémpo | SEP/ | ni12m SEP/
at | Pohtavi | misni | pora- | BMCT BMCT MEP | BMCT MEP | po BMCT | MEP
léze | nani | MS/PPs/ MS/PPS/ MS/PPS/ MS/PPS/
LTS LTS LTS LTS
25 let . B
1 o cé 11dni | A24/30/30 | A26/48/48 | A/N | B34/86/84 | AN | oo . | AN
2 | Pt | c4 | teani | Aonere A8/29/38 | NA | A3/24/35 | N/A

3 29 let (Z) C5 22 dni A 8/10/10 A 12/16/15 A/N A 12/15/16 A/N A 9/16/16 N/N

4 4(1N:;9t C6 | 30dni | B35/64/64 | D63/78/78 | AN | D93/78/78 | AN | D9378;78 | AN
38 let 2
5 Tho 2 A50/67/67 | A52/68/68 | NN | Asalalea | NIN | A51/84/84 | NN
(M) mésice
6 |39t | cs 7 Coolealed | calfealea | N/N | C35/64/64 | AA | C36/64/64 | A/A

mésicu

Tabulka 7. Charakteristika pacientd s intraarteriainim podanim kmenovych bunék. Pacienti jsou
v tabulce sefazeni podle odstupu podani kmenovych bunék od traumatu michy, ktery byl v
rozmezi 11 dni az 17 mésicu. Kromé jednoho pacienta, jsme u vSech zaznamenali zlepSeni
motorickyckych a/nebo senzorickych funkci, které bylo doprovazeno odpovidajicim zlepsenim v
elektrofyziologickém vysSetfeni (MEP, SEP).
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Vysledky po intravenoznim podani kmenovych bunék kostni diené

Do této skupiny bylo zafazeno celkem 13 pacientd. Do 30 dni po traumatu michy
byla transplantace KB provedena pouze u 3 pacient(l. U jednoho z téchto pacientl jsme
pozorovali vyznamné zlepSeni zejména senzorické funkce. Jednalo se o pacienta
s kompletni misni lézi (ASIA stupen A), u kterého bylo podani KB provedeno 10 dni po
traumatu michy. U ostatnich pacientl, kterym jsme aplikovali kmenové buriky pozdéji,
zustal klinicky stav signifikantné nezménén.

Prehledna charakteristika pacientu této skupiny je uvedena v tabulce 8.

) Doba ASIA ASIA ASIA ASIA
Vék Uro- BMCT hodnoce | hodnoce | Zlep- | hodnoce | Zlep- | hodnoce | Ziep-
Paci- Pohi ven od ni pred ni3mpo | Seni | ni6mpo | Seni ni 12m Seni
ent avi misni orané BMCT BMCT SEP/ BMCT SEP/ | po BMCT | SEP/
léze P i MS/PPS/ | MS/PPS/ | MEP | MS/PPS/ | MEP | MS/PPS/ | MEP
LTS LTS LTS LTS
7 3(6'\/:)6“ cé 10dni | A10/32/34 At17777 | NN | A19/78/78 | AN
8 48\/")et Th11 | 21dni | Aso7o70 | As0r70/70 | NN | Asoi7o7o | NN | ASOI70/70 | NN
9 2(1'\/:)9‘ The 30dni | AS0/63/63 | A50/62/63 | NN | A50/64/64 | NIN | AS0/64/64 | NN
10 4(1'\/:)9* Thg 33dni | AS0/64/64 | ASO/E4/E4 | NN | A50/64/65 | NIN | AS50/64/64 | NN
11 zgft Tha 43dni | A50/44/44 | AS0/44/44 | NIN | A50/44/44 | NIN | AS044/44 | NN
12 3(7'\/:)9t The | 2mesice | A50/56/56 | A50/52/52 | NN | A50/52552 | NN | Aso/ss2 | NN
30 let . . zemrel-
13 (M) h4 2 mésice A 50/42/42 A50/42/42 N/N suicidium
14 Q(GN:;“ Cc5 | 2mésice | B3e2e2 | Baee2 | NN | Bsee2 | NN 8/62/62 N/N
15 2(3'\/:)6“ c6 | 4amésice | B20/66/66 | Bodesies | NN | B22/6asa | NN | B22easa | NN
16 S?N:;?t C6 | emesict | A26/28/32 | A26/28/32 | NN | A252323 | NN | A25/23/23 | N/A
17 2&'? C5 | amésict | A9/28/28 | A8/34/34 | NN | Aomsres | AN | Aoeses | NN
18 1(9“/{? The | 9mésict | AS50/64/64 | AS0/64/64 | NN | Aso/ealed | NN | As0/e4/64 | NN
19 wa")et C5 | 9meésict | A8B0/30 | A123030 | NN | A8Pei2 | NN | Asea22 | NN
24 let 15
20 . cs 15 | B1ieaes | B1i/6asa | NN | Bslearss | NN | Bosdes | NN
(2) mesicu

Tabulka 8. Charakteristika pacientt s intravendznim podanim kmenovych bunék. Pacienti jsou
v tabulce serazeni podle odstupu podani kmenovych bunék od midniho traumatu, ktery byl
vrozmezi 10 dnu az 15 mésicu. V této skupiné jsme motorické a/nebo senzorické zlepseni
zaznamenali pouze u pacienta ¢. 7.
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Hodnoceni motorického skore

Motorické skore se hodnoti testovanim svalové sily ve 20-ti zakladnich svalovych
skupinach (10 na kazdé strané téla, 5 na horni koncCetiné a 5 na dolni konceting).
Normalni svalova funkce kazdé skupiny je ohodnocena 5-ti body, uplné ochrnuti svalu
(plegie) je hodnoceno 0 body. Maximalni mozny pocet ziskanych bodl je 100.

Prehled hodnoceni motorického skoére u pacienti v ¢asti | klinické studie je

znazornén na obrazku 17.

pocet dni po poranéni michy
intraarterialni BMCT intravenozni BMCT

100 11 18 22 30 63 510 10 21 30 33 43 61 64 67 118 191 252 281 293 467

90
80 Wpred BMCT O3 m M6 m W12 m
70
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40

motorické skore

30
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10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 17 18 19 20

¢islo pacienta

Obrazek 17. Hodnoceni motorického skore podle protokolu ASIA pred aplikaci kmenovych
bunék a béhem naslednych kontrol. Jednotlivi pacienti jsou rozdéleni do dvou skupin podle
zpusobu podani KB a sefazeni podle odstupu mezi podanim KB a poranénim michy. ZlepSeni v
motorickém skére jsme zaznamenali u 5-ti ze 6-ti pacientl s intraarterialni aplikaci KB (¢. 1, 2,
3, 4 a 6) a u jednoho pacienta s intravendzni aplikaci KB (€.7).
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Hodnoceni algického skore

Algické skore (PPS - pin prick score) se hodnoti vySetfenim vnimani bolestivého
podnétu ve vSech dermatomech (celkem 28) na kazdé strané téla. K vySetieni se
nejcastéji pouziva ostry predmét s tenkou Spickou (jehla, Spendlik, apod.), kterym se
lehce dotykame povrchu kiize v jednotlivych dermatomech. Normalini funkce v kazdém
dermatomu je ohodnocena 2 body, maximalné ziskany pocet je tedy 112.

Prehled hodnoceni algického skdre u pacientl v ¢asti | klinické studie je znazornén

na obrazku 18.

pocet dni po poranéni michy

intraarterialni BMCT intraven6zni BMCT
40 11 .18 22 30 63 510 10 21 30 33 43 61 64 67 118 191 252 281 293 467
100 Bpifed BMCT O3 m @6 m @12 m

80

60
40
20
TR AR 1
7 8 9 10 1
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algické skore
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Cislo pacienta

Obrazek 18. Hodnoceni algického skore podle protokolu ASIA pred aplikaci kmenovych
bunék a béhem naslednych kontrol. Jednotlivi pacienti jsou rozdéleni do dvou skupin podie
zpUsobu podani KB a sefazeni podle odstupu mezi podanim KB a poranénim michy. ZlepSeni v
algickém skore jsme zaznamenali u 4 ze 6-ti pacient( s intraarteriaini aplikaci KB (€. 1,2, 3 a 4)
a u jednoho pacienta s intravendzni aplikaci KB (¢.7).
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Hodnoceni taktilniho skore

Taktilni skore (LTS - light touch score) se hodnoti vySetfenim vnimani dotekoveého
podnétu ve vSech dermatomech (celkem 28) na kazdé strané téla. K vySetfeni se
nejCastéji pouziva vatova Stéticka, kterou se lehce dotykame povrchu klze v
jednotlivych dermatomech. Normalni funkce v kazdém dermatomu je ohodnocena 2
body, maximalné ziskany pocet je tedy 112.

Prehled hodnoceni taktilniho skore u pacientl v ¢asti | klinické studie je znazornén

na obrazku 19.

pocet dni po poranéni michy

intraarterialni BMCT intravenozni BMCT
100 M 18 22 30 63 510 10 21 30 33 43 61 64 67 118 191, 252 281 203 467
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Obrazek 19. Hodnoceni taktilniho skore (LTS- light touch score) podle protokolu ASIA pred
aplikaci kmenovych bunék a béhem naslednych kontrol. Jednotlivi pacienti jsou rozdéleni do
dvou skupin podle zpusobu podani KB a sefazeni podle odstupu mezi podanim KB a
poranénim michy. ZlepSeni v taktiinim skére jsme zaznamenali u 4 ze 6-ti pacientu s
intraarterialni aplikaci KB (€. 1, 2, 3 a 4) a u jednoho pacienta s intraven6zni aplikaci KB (€.7).
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Cast Il klinické studie ,Autologni transplantace kmenovych bunék kostni

diené po akutnim spinalhim poranéni*

Do této Casti studie bylo od roku 2006 dosud zafazeno 13 pacientl s akutnim
poranénim michy. Jedna se o 10 muzu a 3 Zeny ve véku od 14 do 42 let. 10 pacientl je
klasifikovano jako kompletni misni léze (stupen A dle ASIA) a 3 pacienti jako
inkompletni misni léze (vSichni stupen B dle ASIA). VSem pacientim byly kmenové
bunky kostni dfené podany intravendzné cestou katetrizace periferni Zzily. V 10-ti
pfipadech byly kmenové buriky podany do 30 dni po uraze, u 3 pacientl byla subakutni
transplantace kmenovych bunék odlozena kvdli zdravotnim komplikacim a aplikace byla
provedena vrozmezi 51 - 82 dni po traumatu michy. Pacienti byli klinicky a
elektrofyziologicky vysSetreni stejnym zplisobem jako pacienti v ¢asti | této studie. MRI
vySetfeni byla provedena jen pred aplikaci kmenovych bunék.

Ani u této skupiny pacientll se dosud zadné komplikace souvisejici s implantaci
kmenovych bunék nevyskytly.

Zlepseni motorickych a/nebo senzorickych funkci jsme zaznamenali u 4 pacientl —
u vSech 3 pacientl s inkompletni lézi (ASIA stupen B) a jednoho pacienta s kompletni
misni lézi (ASIA stupen A).

K nejvyraznéjSimu zlepSeni motoriky doslo u pacientky ¢. 1 (v tabulce 9), kde
v dobé aplikace kmenovych bunék jsme diagnostikovali plegii dolnich konéetin. 3
mésice po aplikaci jsme pfi pravidelné kontrole zaznamenali obnovu hybnosti dolnich
koncetin, s pfitomnosti volnich svalovych kontrakci ve vSech vySetfovanych svalovych
skupinach. 6 mésicll po aplikaci byla pacientka schopna v choditku ujit nékolik kroka.
Tomuto zlepseni odpovidalo i zlepSeni elektrofyziologickych parametrl, kde pfi
vySetfeni MEP jsme nové registrovali odpovéd v obou m. tibialis anterior a zvySeni

amplitudy v obou m. quadriceps femoris. To odpovida reintegraci centraini motorické
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drahy v misté poranéni a zvySeni poétu funkénich axonl v teréovych svalech. V ASIA
klasifikaci se pacientka posunula ze stupné B na stupen D.
Pfehledna charakteristika pacientd zahrnutych to této casti klinické studie je

uvedena v tabulce 9.

' Doba |  ASIA ASIA | Ziepse | | ASIA | Ziepse | ASIA | Ziepse
Vék, Urov- hodnoce hodnoce p, hodnoce p' hodnoce p’
Pac . BMCT A , -ni ; -ni ., -ni
_ Pohla en od ni pred ni 3m po ni 6m po ni 12m
: - mi&ni BMCT BMCT BMCT po BMCT
et i | lsze Poran | MS/PPS/ | MS/PPS/ ffg';/ MS/PPS/ fAEEF;,’ MS/PPS/ EAEEF’;/
LTS LTS LTS LTS
28 let , D D D
1 2 L1 24.dni | B50/94/94 | LoD N/A 80190194 N/A 70/08/94 N/A
32 let , B B c
2 i Lo | 28ani | Boemasa | o B loan | B AN | e | AN
27 let , B B B
3 i Cs | 20dni | BEbE2 | o0 N/N 15/68/64 N/N 18/60/64 N/N
4 3(9,\/";3t c7 1den | A42/26/26 | A 42/30/30 A 44/30/30
30 let ,
5 o cs 9dni | A7/26/26 | A10/28/28 A 10/28/28
6 1(7,\/}‘)3t C6 | 21dni | A22/32/32 | A 24/32/32 A 24/32/32
7 3(ON'§t c6 | 2adni | A24/20/20 | A26/2020 | NIN | A26/2020 | NN
8 2(8N:‘)3t The | 24dni | A50/64/64 | A50/64/64 | NIN | A50/64/64 | NN
9 an‘ft Ths | 26dni | A50/46/46 | A50/46/46 | NN | A50/46/46 | NN | A50/46/46 | NN
10 1(6,\/:53‘ cs | 27dni | A214/14 A8M16/16 | NN | A8/16/16 | NN
11 1?2';3‘ Th10 | 51dni | A50/75/75 | A53/77/77 | NIN | AS3/77/77 | NIN | AB377/77 | NN
20 let , B B B
12 | A Ce | s2dni | A41/3535 | . 2 AN . AN /e AN
13 4'?2')6‘ Th10 | 82dni | A50/66/66 | A50/66/66 | NIN | A50/66/66 | N/N

Tabulka 9. Charakteristika pacientd v ¢asti Il klinické studie. V tabulce jsou jako prvni uvedeni
pacienti s inkompletni misni [ézi, nasleduji pacienti s kompletni miSni |ézi. Sefazeni byli podle
doby aplikace KB od poranéni michy.
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Hodnoceni motorického skore

Motorické skore se hodnoti testovanim svalové sily ve 20-ti zakladnich svalovych
skupinach (10 na kazdé strané téla, 5 na horni koncetiné a 5 na dolni koncetiné).
Normalni svalova funkce kazdé skupiny je ohodnocena 5-ti body, uplné ochrnuti svalu
(plegie) je hodnoceno 0 body. Maximalni mozny pocet ziskanych bodu je 100.

Prehled hodnoceni motorického skoére u pacientd v ¢asti 1l klinické studie je

znazornén na obrazku 20.

pocet dni po poranéni michy

inkompletni léze kompletni léze
100 24 28 29 1 9 21 24 24 26 27 51 52 82
90
80 Bpred BMCT O3 m M6 m E12m

70

60

50

motorické skore

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13

cislo pacienta

Obrazek 20. Hodnoceni motorického skére podle protokolu ASIA pred aplikaci kmenovych
bunék a béhem naslednych kontrol. Jednotlivi pacienti jsou rozdéleni do dvou skupin podle
stupné poranéni v ASIA klasifikaci a sefazeni podle odstupu mezi podanim KB a poranénim

1, 2 a 3). Vyznamné motorické zlepSeni jsme nazaznamenali u Zadného pacienta s kompletni
misni lézi.
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Hodnoceni algického skore

Algické skoére (PPS - pin prick score) se hodnoti vySetfenim vnimani bolestivého
podnétu ve vSech dermatomech (celkem 28) na kazdé strané téla. K vySetreni se
nejcastéji pouziva ostry predmét s tenkou Spickou (jehla, Spendlik, apod.), kterym se
lehce dotykdme povrchu klize v jednotlivych dermatomech. Normaini funkce v kazdém
dermatomu je ohodnocena 2 body, maximalné ziskany pocet je tedy 112.

Prehled hodnoceni algického skére u pacientd v ¢asti Il klinické studie je

znazornén na obrazku 21.

pocet dni po poranéni michy

inkompletni léze kompletni léze

100, 24 28 29 1 9 21 24 24 26 27 51 52 82

100 - B pfed BMCT O3 m M6m @12 m
o 807
1
Ne)
£
n
@ 60
-
2
o
® 40

) [I I] I] I]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Cislo pacienta

Obrazek 21. Hodnoceni algického skére podle protokolu ASIA pred aplikaci kmenovych bunék
a béhem naslednych kontrol. Jednotlivi pacienti jsou rozdéleni do dvou skupin podle stupné
poranéni v ASIA klasifikaci a sefazeni podle odstupu mezi podanim KB a poranénim michy.

vvvvvv

,,,,,,
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Hodnoceni taktilniho skore

Taktilni skore (LTS - light touch score) se hodnoti vySetfenim vnimani dotekového
podnétu ve vSech dermatomech (celkem 28) na kazdé strané tela. K vySetieni se
nejcastéji pouziva vatova Stéticka, kterou se lehce dotykame povrchu kize v
jednotlivych dermatomech. Normalni funkce v kazdém dermatomu je ohodnocena 2
body, maximalné ziskany pocet je tedy 112.

Prehled hodnoceni taktilniho skére u pacientu v ¢asti Il klinické studie je znazornén

na obrazku 22.

pocet dni po poranéni michy

inkompletni léze kompletni léze
100 24 28 29 1 9 21 | 24 24 26 27 . 51 52 82
|
100 Wpfed BMCT O3 m M6 m B 12m
80
[}
.
Ne]
=
2 60
E 6
=
L4
S
40
20
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Cislo pacienta

Obrazek 22. Hodnoceni taktilniho skére (LTS- light touch score) podle protokolu ASIA pred
aplikaci kmenovych bunék a béhem naslednych kontrol. Jednotlivi pacienti jsou rozdéleni do
dvou skupin podle stupné poranéni v klasifikaci ASIA a sefazeni podle odstupu mezi podanim
KB a poranénim michy. ZlepSeni v taktiinim skoére jsme zaznamenali u jednoho pacienta

,,,,,,,,,,,,
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Kontrolni skupina pacientli s poranénim michy

Kontrolni skupina byla vytvofena nahodnym vybérem 15-ti pacientid se
zavaznym poranénim michy, které odpovidalo stupni A nebo B v klasifikaci podle ASIA.
Jednalo u pacienty lIécené ve FN Motol, ktefi nebyli zafazeni do nasi klinické studie, ale
byli klinicky vySetfeni stejnym zpusobem a ve stejnych intervalech jako pacienti ve

studii. V tabulce 10 je prehled klinického vysetreni podle ASIA protokolu.

Paci- . - | Uroven ASIA ASIA ASIA 122%0
ent | Vek, pohlavi | =00 pfi pfijeti | 3m po pfijeti | 6m po prijeti ofijeti
MS/PPS/LTS MS/PPS/LTS MS/PPS/LTS MS/PPS/LTS
A
K1 21 let, m C5 a7z | A BR121 | A 82424 | A 8/24/24
K2 32 let, m Th10 | A50/68/68 | A 50/68/68 | A 50/68/68 | A 50/68/68
A
K3 27 let, m ThS | coap/ae | A 50/46/46 | A 50/46/46 | A 50/46/46
K4 20 let, m C5 | A 8/14/14 | A 10/16/16 | A 17/16/16 | A 14/16/16
. A
K5 19 let, 7 Th10 | 7070 | A B0/72/72 | A 50/72/72 | A 50/72/72
K6 27 let, m Thé | A50/50/54 | A 50/56/58 | A 50/56/58 | A 50/56/58
. B
K7 22 let, 7 Th8 | . eege | C 56/86/86  C 62/86/86 | C 62/86/86
. B
K8 26 let, 7 C6 16/6a/ca | B 18/98/98 | B20/98/98 | B 18/98/98
. A
K9 32 let, 7 The | o eoee | A D0/66/66 | A 50/66/66 | A 50/66/66
A
K10 | 37 let, m C6 oaopog | A 26/32/32 | A 28/32/32 | A 32/32/32
A
K11 24 let, m ThS | oo eaea | A 50/B4/64 | A 50/64/64 | A 50/64/64
A
K12 | 35let, m C7 a4/30/30 | A 42/30/30 | A 42/30/30 | A 42/30/30
K13 | 23 let, m C5 | A5/26/26 | A 8/28/28 A 8/28/28 A 7/26/26
K14 18 let, m Cé6 | A18/22/22 | A22/28/28 | A26/32/32 | A 24/32/32
K15 19 let, m C4 | A0/14/14 | A2/16/16 A 4/16/16 A 4/16/16

Tabulka 10. Klinicka charakteristika pacientd kontrolni skupiny. Vyznamné zlepSeni motoriky
a/nebo citlivosti jsme pozorovali u dvou pacientd této skupiny. V obou pfipadech se jednalo o
pacienty s inkompletni miéni lézi (K7 a K8).
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3.4.2. Elektrofyziologické hodnoceni

Elektrofyziologicka vysetreni (MEP a SEP) byla provedena ve stejnych intervalech jako
vySetfeni klinicka. Vyhodou téchto vySetfeni je fakt, ze nevyzaduji spolupraci pacienta.
Na druhou stranu se jedna o vySetieni Casové naro¢na, ktera lze provadét jen u
stabilizovanych pacientd.

Priklad zaznamenané evokované odpovédi je uveden na obrazku 23.

Pied BMCT 6 m po BMCT
Sms \ ) /. by _Srns
- 2mv ) - N 2mv
ADAQ sin .
S S \ : = Ty . ™~ S"F
2mv - - _2mv
i 7 ]
-2 MV ol ’ ’ o ' ' 2.my
BB sin ot
] sme - = 5me
2mv - "Me I
5ms AL 5ms
T - —r - -~ v - o - 4
2mv 5 — 2TV
ADQ dx
o 5ms — NS 5ms
’ ST — . i o 7 . g i
. S 7 . S5ms - 5ms
. : Zmv R T
BBdx - © .0 ¢ v \
Zmv Caii : L)

Obrazek 23. Motorické evokované potencialy ve svalech pravé (dx) a levé (sin) horni koncetiny
pred a 6 mésicu po transplantaci KB. Po transkranialni magnetické stimulaci byly pfi vstupnim
vySetfeni registrovany odpovédi oboustranné jak v m. abductor digiti quinti (ADQ), tak i v m.
biceps brachii (BB). 6 mésicl po aplikaci KB jsme zaznamenali zvyS§eni amplitudy evokované
odpovedi v obou ADQ. Tento nalez svédci pro ¢astecné zlepSeni funkce misniho segmentu C8.

Prehled hodnocenych parametr( a jejich vysledky je uveden v tabulce 11. V tabulce
uvadime pouze pacienty, u kterych jsme v prlilbého kontrolnich vy$etieni zaznamenali

néjaké zmény. Cislovani pacienti odpovida ¢islovani v tabulce 7 a 8.
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pred BMCT kontrola po 3m kontrola po 6m | kontrola po 12m
Pacient | SEP | MEP latence amplituda latence amplituda latence amplituda latence amplituda
vievo/vpravo vlevo/vpravo vievo/vpravo vievo/vpravo vlevo/vpravo vlevo/vpravo vlevo/vpravo vlevo/vprivo
TBN - 36.8 - 0.4 - 472 - 0.5 - | 480 | 452 | 0.82 | 0.23
MDN 2031205 | 1.7 | 09 215|216 | 06 | 27 | 203|203 | 1.04 | 26 | 216 |21.1 | 27 | 4.1
1 | BB [ 133133 [ a1 [ 09 [130] 23] 68 | 70 [ 121129 ] 58 | 38 [124 [ 113 [ 122 8.
ADQ - - - - - - - - - - - - - -
VM - - - - - - - - - - -
TBN - - - - - - - - - - - - -
MDN - - - - - - - - - - - - - -
2 BB - - - - - 13.2 - 0.4 - 12.3 - 0.3 - 16.9 1.0
ADQ - - - - - - - - - - - - - - - g
TA - - - - - - -
TBN - - - - - - - - - - - - -
MDN 22.8 - 1.4 - 226 | 214 | 14 | 06 | 250|259 | 046 | 06 - - . -
3 BB 103|133 03 | 02 | 120 119 ] 16 13 | (14| 1.1 | 20 19 | 182 123 | 50 | 54
ADQ - - - - - 16.7 = 02 | 277227 ] 02 | 02 | 201 - 02
TA - - - - - - - - - - - - - - _
TBN - - - - - 50.1 - 03 | 453|453 | 05 | 07 | 473|452 | 03 | 05
MDN 220|210 | 09 13 | 219]200| 05 | 08 |203|215]| 05 15 | 210 | 219 | 12 1.9
4 BB 122 | 126 | 42 | 2.1 | 138 [ 106 | 38 | 26 | 114 | 138 | 1.6 | 36 | 115 | 142|115 | 44
ADQ | 206 | 210 | 03 | 04 - 19.9 - 10 | 216|231 19 18 [ 210 | 227 | 25 | 48
VM - 25.0 - 06 | 320|250 | 04 | 03 - - - - - - -
TA - | 406 - 0.8 - 38.4 - 1.0 - 322 - 0.7 -
TBN - - - - - - - - - - -
MDN - - - - - - - 19.8 - 1.0 | 267|233 | 24 | 09
6 BB 105 97 | 22 | 62 | 118|108 | 65 | 69 | 127|106 ] 22 | 57
ADQ 27.5 - 4.1 - 238 | 22,0 | 42 | 04 | 258|286 | 1.0 | 0.1
VM - - - - - - - - -
TA - - - - - - - - - - -
TBN - 51.2 - 0.5 - 51.4 - 04 | 449 | 514 03 | 04
MDN 209 | 208 | 05 | 08 209 | - 1.2 - 21.6 - 1.2
7 BB 136 | 123 | 5.8 | 6.1 106 | 101 | 103 | 188 | 111 [ [1.0] 110 | 123
ADQ - - - - - - - - - -
VM - - - - - - - - - - -
TA - - - - - = = 2 - -
TBN - - - - - - - - - - - - - - -
MDN 199 | 204 | 08 13 | 20.0 | 203 ] 1.5 19 | 199 | 206 | 14 I4 205|201 | 05 l.4
16 BB 119 | 107 | 42 | 42 [ 137|163 | 6.1 | 42 | 114|135 92 | 70 | i12| 20| 68 | 68
ADQ - - - - - - = = . E S = 315 - 07

Tabulka 11. Elekirofyziologicka charakteristika pacientt u kterych doslo ke zménam v MEP
nebo SEP béhem kontrolnich vySetfeni po aplikaci KB. Poli¢ka vyplnéné pomli¢kou znamenaji,
ze sledovana evokovana odpoveéd nebyla vybavna. V pripadé, ze vySetfeni nebylo provedeno,
z(stavaji policka prazdna.
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3.4.3. Radiologické hodnoceni

U vSech akutnich pacientl s poranénim michy jsme nalezli na MRI obrazech rlizné
velké lozisko myelopatie, zplsobené kontuzi nebo kompresi michy, doprovazené
edémem a v nékolika pripadech i mensim krvacenim v misté Iéze. Rozsahla loziska
myelopatie s velkym edémem byla ¢asto spojena s expanzivnim chovanim michy - a
tedy s vétsim rizikem sekundarniho ischemického poskozeni. V chronické fazi jsme jiz
nachazeli loziska myelopatie zplUsobena gliézou, nékdy s pfitomnosti drobnych ci
vétsich kavit. Kontrolni MRI vySetfeni byla provedena v intervalech 3, 6 a 12 mésicu po
transplantaci kmenovych bunék. Na MRI obrazech ziskanych béhem téchto vysSetieni
jsme nepozorovali jiné zmény nez ty, zpusobené regresi edému, krvaceni a gliotickym

jizvenim poskozené tkané. Priklad takového vyvoje je ukazan na obrazku 24.

Obrazek 24. Priklad MRI vySetfeni pred (vlevo) a 6 mésicl po (vpravo) transplantaci KB kostni
drené. Sagitalni frez michou zobrazuje posun téla obratle C6 s kompresi a edémem michy

v urovni C6-C7. Lozisko myelopatie bylo posano v urovni C6.1-C7.1, s edémem, jehoz
kraniokaudalni rozmér byl 29 mm. V této urovni se 6 mésicu po transplantaci KB zobrazuje
lozisko gliézy s malou posttraumatickou kavitou.
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U pacientt s chronickou misni Iézi se nalezy pfi kontrolnich MRI vySetienich nelisily
od téch, ziskanych pred transplantaci kmenovych bunék. Nutno ovSem dodat, ze
vySetfeni bylo ve vétsiné pfipadl doprovazené rusivymi artefakty z kovovych implantat
(dlahy, Srouby, kovoveé nahrady obratlovych tél, apod.), které se pouzivaji pfi operacni
stabilizaci poranéni patere. Z téchto divodu jsme v pozdéjsi fazi této studie ustoupili od
pravidelného kontrolniho vysSetfovani ve vySe uvedenych intervalech a kontrolni
vysetfeni jsme indikovali s ohledem na klinicky stav jednotlivych pacientd.

Prehled sledovanych parametrli na MRI vySetfeni je zobrazen v tabulce 12.

Uroven Doba ASIA Misto | Délka Zmeéna
, Veék, s MRI hodnoceni léze | edému/ ) . | Expanze na
Pacient .| misni ) ) Krvaceni p <
pohlavi 676 od pfed BMCT dle | gliozyv michy | dalSich
poranéni | MS/PPS/LTS | MRI mm MRI
25 let . C6.1-
1 M) C6 10 dni A 24/30/30 C7.2 17 ne ne ne
21 let . c2.1- regrese
2 (M) C4 16 dni A 0/19/16 7.2 56 13 mm ano Kkrvaceni
41 let . C6.1- regrese
4 M) C6 28 dni B 35/64/64 C7 1 29 ne ano edému
38 let St . Th8.1-
5 (M) Tho 2 mésice A 50/67/67 The.3 18 ne ne ne
. C5.1-
6 39 let (Z) C5 17 mésicu C 22/64/64 C5.3 13 ne ne ne
36 let . C2.3- regrese
7 (M) (6]¢] 8 dni A 10/32/34 Thio 80 16 mm ano Krvacen
8 48\/&? Thit 19 dni A50/70/70 | Thi1.1 11 ne ne ne
21 let : . Th7.1- regrese
9 (M) Th9 27 dni A 50/63/63 Tho.2 50 ne ne edému
41 let . Th8.2-
10 ™) Th8 31 dni A 50/64/64 Tho.2 24 ne ne ne
11 24let(2) | Tha 41 dni A 50/44/44 Tha1- 10 ne ne ne
Th3.2
26 let . . C4.2-
14 (M) C5 2 mésice B 3/62/62 C5.1 13 ne ne ne
x S C4.1-
20 24 let (2) C6 15 mésiclh A 11/64/65 C5.2 23 ne ne ne

Tabulka 12. MRI hodnoceni pacientl v ¢asti | klinické studie. Tabulka prehledné zobrazuje MRI
nalezy u pacientl s intraarterialni aplikaci kmenovych bunék (¢. 1-6) a vybranych pacienta
s intravendzni aplikaci kmenovych bunék.
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3.5. Diskuze

Misni poranéni, zejména ta s velkym neurologickym deficitem (ASIA stupen A a B)
pfedstavuji v souéasné dobé zavazny medicinsky problém. Rada studii ukazuje na
Spatnou prognozu téchto pacientl: u pacientld s kompletni misni 1ézi (ASIA stupen A)
dojde béhem 1 roku ke zlepSeni pouze asi u 5-6% pacientl (Burns a spol, 2003; Marino
a spol., 1999). Poranéni michy predstavuje komplex udalosti (Tator, 1995) a proto
uspésna léc¢ba by méla postihovat nékolik riznych urovni. V prvni fazi by se mélo
zabranit sekundarnimu poskozeni tkané pomoci neuroprotektivni IéCby. Nasledné by se
lé¢ba mé&la zaméfit na obnovu funkce postizené michy prostiednictvim redukce jizveni
poskozené tkané, potlaceni inhibiéniho efektu nékterych molekul, stimulace nervovych
bunék k regeneraci axonl, pfemosténi defektu, usnadnéni prorlstani axon( pfes misto
poranéni a vzniku novych spojeni.

Kostni dien je tradi¢né vnimana jako organ slozeny z bunék dvou odlisnych linii:
hematopoetické a stromalni (mezenchymalni). Narozdil od hematopoetickych
kmenovych bunék, které jsou dlouhou dobu Ié€ebné vyuzivany u fady hematologickych
onemocnéni, byly mezenchymalni kmenové bunky plvodné studovany pouze
s ohledem na jejich Ulohu v prostiedi krvetvorné tkané. Teprve nedavné vyzkumy vedli
k objevu, ze MSC mohou byt progenitorovymi burikami pro ektodermaini, mesodermalni
a endodermalni tkané (Mezey a spol, 2000). Navic byl u MSC i hematopoetickych
kmenovych bunék prokazan neuroprotektivni efekt (Chong a spol, 2002). Neni pochyb,
Zze kostni dfen predstavuje velmi dobre pfistupny zdroj kmenovych bunék. Rovnéz
pozadavky na kultivaci in vitro nejsou prfehnané naroéné, a tak MSC predstavuji
idealniho kandidata pro vznikajici studie bunééné terapie.

V nasi preklinické studii byly potkanim s baldnkovou misni 1ézi podavany MSC

sedm dni po poranéni. U takto Ié€ené skupiny zvifat jsme zaznamenali zlepsSeni
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motorickych i sensorickych funkci (Jendelova a spol., 2004; Sykova a Jendelova, 2006).
Vzhledem k tomu, ze zlepSeni bylo zaznamenano i u zvifat, kterym jsme podali veskerée
mononuklearni bunky kostni dfené (obsahujici okolo 1% MSC), pristoupili jsme k této
klinické studii, ve ktere nebyl pozadavek na Cisté prostory, kiteré jsou nutné v pripadé
kultivace MSC. Otazka nejvhodnéjsiho bunécného typu zlistava vSak zatim nejasna,
stejné jako mechanismy lé¢ebného ucinku. Jednim z moznych mechanism( je tzv.
.seplacement efekt, kdy implantovane bunky se integruji do hostitelske tkané a
nahrazuji bunky poSkozené nebo chybéjici. V nékolika studiich byl tento efekt zkouman
u neuralnich prekurzorovych bunék na modelu misniho poranéni. Ukazalo se, ze tyto
buriky jsou schopny se diferencovat do neurond, astrocytl a oligodendrocytl a maji
pozitivni vliv na zlepSeni neurologické funkce (lwanami a spol., 2005; Ogawa a spol.,
2002; Okada a spol., 2005). Do neuronalni a gliové linie jsou schopny se diferencovat i
MSC ( Azizi a spol., 1998; Brazelton a spol., 2000; Eglitis a spol., 1999; Jendelova a
spol., 2003; Mezey a spol., 2000; Ohta a spol., 2004). V nasi preklinické studii
(Jendelova a spol., 2003) jsme implantovali MSC do mista fotochemické I|éze
v mozkové kufe potkanl a sledovali jsme diferenciaci téchto bunék. Zjistili jsme, Ze
pouze asi 5% MSC oznacenych BrdU exprimuje neuronélni marker NeuN a nezjistili
jsme zadné MSC exprimujici astrocytarni marker GFAP.

Kromé& mechanismu nahrady poskozenych bunék, existuji i dalsi vysvétleni proc¢
mohou byt MSC uzite¢né v 1é6éb& misniho poranéni. Rada studii popisuje MSC jako
bunky schopné produkovat nékteré faktory s pozitivnim vlivem na regeneraci nervové
tkdné nebo mohou aktivovat endogenni kmenové buriky k migraci do mista poranéni.
MSC produkuji cytokiny jako je kolonie stimulujici faktor (CSF), interleukiny a fadu
rstovych faktorli- SCF, NGF, HGF, BDNF, VEGF (Bjorklund a Lindvall, 2000; Eaves a

spol., 1991; Majumdar a spol., 1998). Rovnéz bylo prokazano, ze MSC stimuluji gliové
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bunky k produkci rustovych faktorl, napr. NGF a BDNF (Mahmood a spol., 2002;
Majumdar a spol., 1998). MSC mohou rovnéZz usnadnit regeneraci axonu pomoci
prostorového smérovani nervovych vybézku (Hofstetter a spol., 2002). Rozpoznani
vSech diferencia¢nich moznosti MSC a mechanismu, kterymi se mohou podilet na
regeneraci CNS jsou zatim pfedmétem pokracujiciho vyzkumu. Nicméné, dosavadni
studie s transplantaci MSC na rlznych modelech poranéni CNS (Akiyama a spol.,
2002; Chopp a spol., 2000; Hofstetter a spol., 2002; Lu a spol., 2001; Urdzikova a spol.,
2006) poskytuji presvédcivé dukazy o jejich schopnosti pozitivné ovlivnit regeneraci
tkané a neurologickou funkci.

Kromé& moznosti implantace izolovanych MSC existuji dobré dlvody pro jejich
podavani spolu s dalsimi typy jadernych bunék obsazenych v kostni dieni. Mezi né patfi
hematopoetické kmenové burnky, makrofagy a lymfocyty. Jednim z divodu je, Zze nejsou
zatim dostatec¢né prozkoumany vazby mezi jednotlivymi buné€nymi subpopulacemi a
jejich ulohy v neuronalni diferenciaci. Dalsim divodem jsou dikazy o neuroprotektivni
roli hematopetickych bunék (Chen a spol., 2002; Chong a spol., 2002). Hematopoetické
kmenové bunky rovnéz produkuiji fadu cytokint (Mehler a spol., 1993), z nichz nékteré
maji dilezitou ulohu v prezivani a diferenciaci nervovych prekurzorovych bunék.

V nasi klinické studii s jadernymi bunkami kostni diené jsme zaznamenali funkéni
zlepSeni (v motorickém a/nebo senzorickém skére) u nékolika subakutnich pacientd,
coz dobfe koresponduje svysledky preklinickych studiich na potkanech a
subhumannich primatech (Sasaki a spol., 2001; lwanami a spol., 2005; Akiyama a
spol., 2002). Pozorovana zlepsSeni v ASIA a Frankelové stupnici byla vétSinou pouze ze
stupné A na stupen B. U jednoho pacienta, kterému byly kmenové buriky implantovany
intraarterialng, jsme zaznamenali zlepSeni ze stupné B na stupen D na obou

hodnocenych stupnicich. Zajimavé bylo, ze kfunkénimu zlepSeni doslo u 5 ze 6
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pacientu, kterym byly KB implantovany intraarterialni cestou (pobliz mista poranéni). To
je v souladu s vysledky jiné klinické studie, kde byly 6 pacientim s poranénim michy
implantovany jaderné bunky kostni dfené pfimo do mista poranéni béhem 1 tydne od
urazu. Nasledné byly jesté kmenové burnky kostni dfené mobilizovany pomoci G-CSF.
Timto zpusobem bylo dosazeno funkéniho zlepsSeni u 5 pacientll (Park a spol., 2005).
Nase studie ukazala, ze transplantace autolognich KB kostni diené je bezpecéna.
Nicméné v soucasné dobé nemuizeme jednoznacéné prokazat, ze pozorované klinické
ZlepSeni u nékterych pacientl bylo zplsobeno bunéénou terapii. Rovnéz jsme si
védomi, Ze v pfipadé akutnich pacientl muze byt ¢asteéné funkéni zlepseni zpusobeno
odeznénim misniho Soku (Ditunno a spol., 2004). Na druhou stranu, zlepSeni jsme
pozorovali i u subaktnich pacientd, ktefi jiz byli mimo fazi misniho $oku a dale u
jednoho chronického pacienta, ktery byl ve stabilizovaném stavu po nékolik mésicl
pfed transplantaci KB. Je jasné, ze spravné nacasovani buné&céné terapie hraje dulezitou
roli v 1écbé poranéni CNS. Jako optimalni se zatim jevi aplikace KB nejdéle do 1-3
tydnl po prodélaném traumatu. Z nasi studie rovnéz vyplyva, ze svou ulohu muze
sehrat zplsob podani. LepSich vysledkll pfi regeneraci poskozené tkané by patrné
mohlo byt dosazeno pfi aplikaci pobliz mista léze - napf. katetrizaci pfivodné tepny,
intrathekalné nebo pfimou intraspinaini aplikaci do okraje |éze. Dale z nasi studie
vyplyva, ze vhodnymi kandidaty bunécné terapie jsou nejen pacienti s kompletni misni
lézi, ale i pacienti s neuplnou 1ézi (ASIA stupen B a C), u kterych tato IéCba muze
akcentovat obnovovani neurologické funkce poranéné michy. Je zifejmé, Zze u pacientt
s rozsahlou strukturalni lézi samotna bunééna terapie jen tézko mulze vést
k vyznamnému funkénimu zleps$eni. Bude proto dilezité kombinovat tuto Ié¢bu s jinymi
zpUsoby, které napf. zabrani tvorbé gliové jizvy nebo tvorbé depozit extracelularni

matrix, nebo implantaci biomateriali (hydrogeli a nanovlaken), které vytvofi vhodné
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mikroprostredi usnadnujici bunéény a axonalni rust. V tomto sméru se jako nadéjné jevi
pouziti polymernich, biokompatibilnich hydrogelu, jejichz viskoelastické a adhezivni
vlastnosti umoznuiji jejich rychlou integraci do hostitelské tkané (Lesny a spol., 2002 a
2006; Woerly a spol., 1999). Vhodné usporadana sit makromolekul na bazi HEMA a
HPMA muze stimulovat prorastani nervovych viaken a vodou vypinény volny prostor
v hydrogelu poskytuje misto pro difuzi trofickych a rustovych faktord uvolnénych
z okolnich bunék hostitelské tkané. V budoucnosti bude mozné modifikaci fyzikalnich a
chemickych vlastnosti vytvaret hydrogely podle specifickych potieb, a déale vyuzivat

hydrogely osidiené pred implantaci rtznym typem kmenovych bunék.
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3.6. Zaveéry

1. Transplantace autolognich kmenovych bunék u pacientl s poranénim michy je
bezpecna.

2. Optimaini dobou pro podani kmenovych bunék je aplikace do 1-3 tydnl po
probéhlém traumatu.

3. Uspé&snost bunééné terapie misniho poranéni je zavisla na rozsahu misni léze —
nejvétsi nadéji na obnoveni neurologické funkce maji pacienti s inkompletni misni lézi.

4. Vhodnym zplsobem podani je aplikace kmenovych bunék co nejblize k mistu
poranéni — v nasem pfipadé intraarterialni event. intrathekalni nebo intraspinalni
cestou.

5. Evokované potencialy jsou vhodnym pomocnym vySetfenim k objektivizaci funkéniho
zlepSeni u poranéni michy.

6. MRI vysetieni pro sledovani zmén v misté misni léze po buné&éné terapii vétéinou

neni vhodné pro casté zatizeni artefakty z kovovych implantato.
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4. SOUHRN

4.1. Difuzni parametry ECP a energeticky metabolismus béhem tranzientni
hypoxie a hypoxie/ischémie

Akutni hypoxie nebo ischémie patfi v neurologii k etiologicky nejvyznamnéjsim
jednotkdm vedoucim k nahlé mozkové dysfunkci. V ¢asné fazi je jejim podkladem
membranova depolarizace vedouci k nadmérnému pfesunu iontli a vody. Bunéény
edém vede ke zménseni velikosti ECP a tedy i zvySeni koncetrace latek v ném
obsazenych, v€etné toxickych metaboliti. Délka trvani patologického podnétu je
uréujicim faktorem pro vznik nevratného buné&éné poskozeni formou apopotdzy nebo
nekrozy. Zmény difuznich parametrli zplUsobené hypoxickym podnétem byly
experimentalné studovany dosud pouze na modelu globalni anoxie navozené srdeéni
zastavou. Na tomto modelu byly zjistény dramatické zmény ve velikosti a tortuozité ECP
mozkové kury, které se rozvinuly béhem nékolika minut po zastavé mozkové perflze.
Rozhodli jsme se proto zkoumat zmény difuznich parametrd ECP mozkové klry i na
modelech, kde délka trvani patologického podnétu byla ¢asové omezena. Jednalo se o
model tranzientni hypoxie a tranzientni hypoxie/ischemie. Ziskana data jsme korelovali
se zménami v extracelularni koncetraci laktatu, glukézy a glutamatu. Béhem tranzientni
hypoxie/ischémie jsme zaznamenali postupny rozvoj zmén difuznich parametrd ECP po
celou dobu trvani podnétu. Koneéné hodnoty byly obdobné tém, které byly zjistény pfi
terminalni anoxii. Naproti tomu pfi tranzientni hypoxii byly zmény ve velikosti a tortuozité
ECP podstatné mensi a byly zaznamenany teprve na konci hypoxického podnétu.
Zmény v koncentraci laktatu a glukdézy byly u obou modell obdobné, v pfipadé
glutamatu byla extracelularni koncentrace na konci hypoxie/ischémie dvojnasobna
oproti hodnotam na konci hypoxie. Pokud jsme ale vzali v ivahu zmény ve velikosti

ECP, byly hodnoty opét obdobné. Na tomto modelu jsme ukazali jak jsou koncetrace
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latek pfitomnych v ECP ovlivnény zmé&nami v objemové frakci ECP. Druhotné zvyseni
koncentrace toxickych metabolitl je tedy pfimo umérné velikosti bunétného edému.

Toto zvySeni miize nasledné akcentovat funkéni deficit i strukturalni poskozeni.

4.2. Difuzni parametry ECP a extracelularni matrix gliovych nadori mozku

Pochopeni mechanismu, které fidi maligni chovani primarnich mozkovych nadort,
ma vyznam pro prognostické posuzovani nadorového onemocnéni v ramci
neuroonkologické diagnostiky a tyto mechanismy se mohou v budoucnu stat teréem
protinadorové lécby. Rozhodli jsme se proto zkoumat zmény ve velikosti a geometrii
ECP nadorové tkané a zmény ve slozeni extracelularni matrix v zavislosti na rizném
stupni biologické malignity gliovych nadoru. Cilem naSich vyzkum(i se staly zejména
dvé skupiny lidskych gliomuU: nejCastéjsi primarni mozkové nadory — astrocytomy a
ependymomy, jejichz diagnostika i léCba patfi doposud mezi nejkontroverznéjsi
v neuroonkologii.

Objemova frakce ECP o byla ve vSech studovanych nadorech s vyjimkou
oligodendrogliomu signifikantné zvySena. Narlst objemu ECP v nadorové tkani byl
umérny rostouci proliferacni aktivité nador(l i rostouci hustoté nadorovych bunék;
schopnost vytvafet prostor pro invadujici bunky je tedy doménou agresivnich
mozkovych nadorl. S rostoucim objemem ECP nadorové tkané vSak dochazelo
k vyraznému narGstu difuznich pfekazek v ECP. Prekazky vdifuzi latek
mezibunéénym prostorem astrocytom( s nizkym stupném malignity vytvafi zejména
husta sit z GFAP-pozitivnich nadorovych vybézki. Méné bohaté a zkracené vybézky
nadorovych bunék u agresivnéjSich forem astrocytomd hraji mensi roli a hlavnim
dlivodem zvySeni tortuozity jejich ECP je pfitomnost nadmérné produkovanych

glykoproteinit ECM, zejména tenascinu.
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Jak v astrocytomech tak v ependymomech jsme zkoumali zmény ve slozeni ECM
imunohistochemickou detekci spektra glykoproteinh ECM. Slozeni extracelularni
matrix nadorQ in situ se vyrazné liSilo od vysledku ziskanych ve studiich in vitro na
tkanovych kulturach. Vétsina studovanych glykoproteind ECM (laminin, fibronektin,
kolagen I, Ill, IV - VI) byla pfitomna pouze v souvislosti s cévami zasobujicimi
nadorovou tkan. V ECP nadorové tkané jsme prokazali pfitomnost jen tenascinu a
vitronektinu. Jak v astrocytomech, tak v ependymomech je produkce téchto dvou
glykoproteini ECM spojena s vysokym malignim potencidlem nadord a jejich
imunohistochemickd detekce ma vyrazny prognosticky vyznam v bioptické

diagnostice.

4.3. Transplantace autolognich kmenovych bunék kostni diené u pacientu
s poranénim michy

Hlavnim cilem klinické studie bylo ovéfeni bezpeénosti, ucinnosti a nejvhodnéjsi
doby transplantace autolognich kmenovych bunék kostni dfené u pacientd s poranénim
michy. Do klinické studie probihajici ve FN Motol bylo dosud zarazeno celkem 33
pacientl. Do ¢&asti | bylo zafazeno 20 pacientl, do ¢asti Il bylo zafazeno 13 pacientu.
Kontrolni skupinu tvofilo 15 pacientl s poranénim michy, i1é¢enych ve FN Motol, ktefi
nebyli zafazeni do klinicke studie.

Prvni pacienti prodélali transplantaci kmenovych bunék v roce 2003 a doposud
jsme u zadného z nich nezaznamenali zadné komplikace, které by vznikly v souvislosti
s bunécnou terapii. VSechny zaznamenané komplikace patfi mezi bézné komplikace,
které se vyskytuji u pacientd s poranénim michy- napf. rozvoj trofickych koznich
defektl, periferni neuropatie, autonomni dysfunkce, spasticita, c¢astéjsi vyskyt
mocovych infekci. Rovnéz pomoci kontrolnich vySetfeni MRI michy jsme vylouéili

strukturalni léze, které by odpovidali formaci novotvar(.
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Zpusob aplikace kmenovych bunék byl rozdélen na formu intraarterialni a
intravendzni. Intraarterialni cestou (katetrizaci a. vertebralis) byly kmenové bunky
podany 6 pacientum. Ostatnim pacientlim byly kmenové bunky aplikovany intravenozné
(katetrizaci periferni zily). U skupiny 6-ti pacientl s intraarteridlnim zplsobem podani
doslo v 5-ti pfipadech ke zlepseni motorickych nebo senzorickych funkci. Ze skupiny
pacientu s intravendzni aplikaci jsme neurologické zlepsSeni zaznamenali u 4 pacientu.

Pokud jsme porovnavali vysledky u skupiny pacientll s chronickym (déle nez 30
dni po uraze) a subakutnim (do 30 dni po uraze) poranénim michy, bunécéna terapie
vyznéla jednoznac¢né ve prospéch ¢asného podavani: ze 17 subakutnich pacientl jsme
klinické zlepseni zaznamenali u 10 z nich. Naopak ze 16 chronickych pacientl se
zlepsili pouze dva. Mezi 10 zlepSenymi subakutnimi pacienty byli 4, ktefi inicialné byli
hodnoceni jako inkompletni misni l1éze se stupném B. Nasledné se 2 z nich zlepsili az
na stupen D.

Z pomocnych vySetieni jsme pro sledovani nasSich pacientd vyuzivali
elektrofyziologické (motorické a somatosezorické evokované potencialy) a MRI
vysSetieni. Elektrofyziologické vySetieni dobfe korelovalo s pfipadnym motorickym nebo
senzorickym zlepsenim. Naproti tomu kontrolni MRI vySetfeni neprokazalo jiné zmény
v loZzisku myelopatie nez regresi edému nebo krvaceni. Sledovani detailnich zmén
v misté poranéni michy vSak bylo ¢asto limitovano artefakty z kovovych implantat,
pouzivanych pfi chirurgické stabilizaci poranénych obratlG.

Tato studie potvrdila bezpenost intraarterialni a intravenozni aplikace autolognich
kmenovych bunék kostni dfené u pacientll s traumatickou misni lézi. Pozorované
zleps$eni klinického stavu u nékterych pacientll vSak nemusi byt zplisobeno bunécénou

terapii.
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