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Anotace 

Mozek je od periferního oběhového systému oddělen vysoce specifickým rozhraním 

hematoencefalické bariéry. Funkcí této bariéry je udržovat homeostázu v mozku, bránit vstupu 

patogenům a regulovat transport živin. Tato práce se zabývá změnami prostupnosti bariéry 

krev-mozek po krvácivé cévní mozkové příhodě, konkrétně po subarachnoidálním krvácení. 

Při různých úrazech či onemocněních dochází k patologickým změnám ve stavbě 

hematoencefalické bariéry, které můžou vézt k porušení její hlavní vlastnosti, selektivní 

permeability. K subarachnoidálnímu krvácení, na které se moje práce zaměřuje, dojde vždy 

kvůli prasknutí cévy v mozku. To může nastat dvěma způsoby. Nejčastěji je krvácení vyvoláno 

rupturou aneurysmatu, ke které dochází například vlivem zvýšeného krevního tlaku. Krev, která 

je vháněna z prasklé cévy do mozku, způsobuje stažení okolních cév a tzv. vazospasmus. 

Následně pak nastává nedokrvení určité části mozkové tkáně. Přítomnost rozpadových krve 

produktů po krvácení povolá prozánětlivé cytokiny, které zde spouštějí akutní zánět a můžou 

způsobit další spazmy cév (Lucke-Wold et al. 2016).  

Hlavní část mojí práce se zaměřila na změny v expresi prozánětlivého cytokinu TNF-α a expresi 

proteinu těsných spojů Klaudin-5 v endoteliích mozkových kapilár. Experimenty byly 

pozorovány na zvířatech 1,3,7 a 14 dnů po prodělání subarachnoidálního krvácení (SAK) a po 

aplikaci artificiálního mozkomíšního moku (ACSF). Nejvyšší koncentrace cytokinu TNF-α 

byla zaznamenána pro obě skupiny zvířat v prvních periodách po SAK, což svědčí o silném 

zánětu. U skupiny ACSF byly pozorovány účinky zvýšení intrakraniálního tlaku nezávisle na 

přítomnosti krve. Zjistil jsem, že TNF-α je aktivován také v důsledku zvýšení intrakraniálního 

tlaku. Při sledování těsných spojů HEB výsledky prokázaly, že dochází k mírnému poklesu 

Klaudinu-5. Z toho můžeme konstatovat, že na úrovni Klaudinu-5 došlo k mírnému zvýšení 

propustnosti hematoencefalické bariéry.  
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Annotation 

The brain is separated from the peripheral circulatory system by a highly specific blood-brain 

barrier interface. The function of this barrier is to maintain homeostasis in the brain, prevent 

the entry of pathogens and regulate the transport of nutrients. This work deals with changes in 

the permeability of the blood-brain barrier after a hemorrhagic stroke, specifically after 

subarachnoid hemorrhage. In various injuries or diseases, pathological changes occur in the 

structure of the blood-brain barrier, which can lead to a violation of selective permeability. The 

subarachnoid hemorrhage that my work focuses on always occurs due to a ruptured blood vessel 

in the brain. This can happen in two ways. Most often, bleeding is caused by a rupture of the 

aneurysm, which occurs, for example, due to increased blood pressure. The blood that is blown 

from a ruptured blood vessel into the brain causes the surrounding blood vessels to constrict 

and the vasospasm. Subsequently, there is no blood flow to a certain part of the brain tissue. 

The presence of breakdown blood products after bleeding invokes pro-inflammatory cytokines, 

which trigger acute inflammation here and can cause further vasculature spasms (Lucke-Wold 

et al. 2016). 

The main part of my work is focused on changes in the expression of the proinflammatory 

cytokine TNF-α and the expression of the Klaudin-5 tight junction protein in the endothelium 

of brain capillaries. The experiments were observed in animals 1, 3, 7 and 14 days after 

subarachnoid hemorrhage (SAK) and after application of artificial cerebrospinal fluid (ACSF). 

The highest concentration of the cytokine TNF-α was recorded for both groups of animals in 

the first periods after SAK, indicating severe inflammation. In the ACSF group, the effects of 

increasing intracranial pressure were observed independent of the presence of blood. I found 

that TNF-α is also activated due to an increase in intracranial pressure. When monitoring HEB 

tight junctions, the results showed a slight decrease in Klaudin-5. From this we can state that at 

the level of Klaudin-5 there was a slight increase in the permeability of the blood-brain barrier. 
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1 SEZNAM ZKRATEK 
 

ACSF artificial cerebro spinal fluid – artificiální mozkomíšní mok 

ATP adenosintrifosfát 

AVM  arterio-venozní malformace 

CMP  cévní mozková příhoda 

CNS  centrální nervová soustava 

CP choroidální plexus 

CPP cerebral perfusion pressure – mozkový perfuzní tlak 

CSF cerebro-spinal fluid – mozkomíšní mok 

CVO cirkumoventrikulární orgány 

DCI delayed cerebral ischemia – zpožděná mozková ischemie 

EC  endothelial cells – buňky endotelilí 

GLUT glucose transporter – přenašeč pro glukosu 

HEB hematoencefalická bariéra 

ICK intrakraniální krvácení 

ICP intracranial pressure – nitrolební/intrakraniální tlak 

ISUIA International study of unruptured intracranial aneurysms 

JAMs junkční adhezní molekuly 

NVU neurovascular unit – neurovaskulární jednotka 

PECAM platelet endothelial cell adhesion molecule – adhezní proteiny krevních destiček 

PNS periferní nervový systém 

SAK subarachnoidální krvácení 

SLGT sodium glucose transporter – transportér sodné glukosy 

TIA tranzitorní ischemická ataka 

TJ  tight junctions – těsné spoje  

TMP transmembránové proteiny 

TNF-α  tumor nekrotizující faktor alfa 

VRS Wirchovovy-Robinovy prostory 

ZO protein Zonula occludens 
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2 CÍLE PRÁCE 
 

Hlavním cílem této práce bylo prozkoumat změny v expresi pro-inflamačního cytokinu TNFα, 

který se podílí na akutní tvorbě zánětu a jeho regulaci v období po SAK. Dalším cílem bylo 

zjistit, zdali po subarachnoidálním krvácení dochází ke změnám v propustnosti HEB na úrovni 

proteinu těsných spojů Klaudinu-5. Přítomnost krve při ruptuře cévy v subarachnoidálním 

prostotu vede ke dvěma závažným patofyziologickým faktorům. Těmito faktory jsou zvýšení 

intrakraniálního tlaku a účinky rozpadových produktů hemoglobinu s probíhajícím zánětem. 

V této práci jsem se zaměřil na oba z nich z různých úhlů pohledu.  

Osobním cílem pro mě bylo seznámení s vědeckou prací a zpracování odborné literatury. Jako 

další cíl jsem si stanovil osvojit si základní laboratorní a analytické metody používané při 

zkoumání mozkové tkáně.  
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3 ÚVOD DO PROBLEMATIKY 
 

3.1 Mozkové pleny 

 

Mozek a hřbetní mícha jsou na svém povrchu kryty třemi obaly. Tyto obaly zajišťují ochranu 

a krevní zásobení centrálního nervového systému (CNS). Tyto pleny vznikají z 

ektomezenchymu hlavy. Pleny mají své mízní cévy, mozek mízní drenáž neobsahuje. Lymfu 

zde zastupuje mozkomíšní mok (CSF) cirkulací kolem cév v perivaskulárních prostorech, které 

pak navazují na Virchowovy-Robinovy prostory, kde se nachází intersticiální tekutina (Ambler 

2011). 

 

3.1.1 Dura mater 

 

Zevní obal, vazivová dura mater (tvrdá plena) přiléhá pevně k vnitřní okostici lebečních kostí 

(dura mater encephali) a v otvoru týlním přechází v trubicovitý vak kolem hřbetní míchy (dura 

mater spinalis). Jedná se o cévně zásobenou vazivovou membránu tvořenou kolagenním 

vazivem. Tepny spolu s žilami probíhají v hloubce pleny, žilní krev je odváděna z CNS pomocí 

venózních splavů (sinus durae matris), které jsou uloženy v řasách dura mater. Tvrdá plena 

v dutině lebeční tvoří vazivové přepážky, mezi oběma hemisférami a mozečkem. Při poranění 

kostí lebky může dojít ke vzniku krvácení z meningeálních tepen tvrdé pleny mozkové, které 

se pak označuje jako epidurální a v jeho důsledku může dojít k odloučení tvrdé pleny od kosti 

(Čihák et al. 2001). 

3.1.2 Arachnoidea 

 

Pod dura mater se nachází tenká blána arachnoidea (pavučnice), která svým vzhledem 

připomíná pavučinu. Zevně přiléhá k dura mater a na rozdíl od omozečnice nelne k povrchu 

mozku. Výživu této pleny zajišťují velmi jemné cévy, které tvoří spojku mezi dura mater a pia 

mater. Větší cévy zde chybí, a proto můžeme říct, že je arachnoidea z makroskopického 

hlediska bezcévná. Mezi dura mater a arachnoideou se nachází subdurální prostor (spatium 

subdurale)(Čihák et al. 2001).   

 

3.1.3 Pia mater 

 

Omozečnice (pia mater) je tenká a jemná vazivová blána, která těsně pokrývá nerovnosti mozku 

a míchy. Tato blána zajišťuje ochranu a krevní zásobení cévami, které z pia mater pronikají do 
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tkáně CNS (Biaggioni a Kaufmann 2003). Omozečnice vytváří podklad pro plexus choroideus, 

který je tvořen z vazivové ploténky – tela choroidea. Kolem cév vstupujících do mozkové tkáně 

jsou vytvořeny tzv. Virchowovy-Robinovy prostory (perivaskulární prostory), které plní hlavně 

funkci kompenzace objemových změn cév při tepové vlně. Mezi pavučnicí a omozečnicí se 

nachází subarachnoidální prostor (spatium subarachnoideum), který je zcela vyplněn 

mozkomíšním mokem, který sem přitéká skrze stropní otvory IV. komory mozkové (Čihák et 

al. 2001).  

 

Obrázek 1: Leptomeningeální vrstva - Mozkové pleny, perivaskulární prostory navazující na 

Virchowovy-Robinovy prostory  (převzato z Waxman 2010). 

 

3.2 Mozkomíšní mok 

 

Mozkomíšní mok (liquor cerebrospinalis, CSF) je specifická extracelulární tělní tekutina 

tvořící se z krevní plazmy v plexus choroideus (CP) mozkových komor. Tato tekutina vyplňuje 

mozkové komory a subarachnoidální prostor (prostor mezi pia mater a arachnoideou). Mok 

obsahuje bílkoviny (200 – 400 mg/l), glukózu (2,5 - 4,5 mmol/l) a soli plazmy, pH je 7,33. 

Objem CSF se pohybuje kolem 180 ml a pouze čtvrtina se nachází v dutinách. Přibližná denní 

produkce je až 500 ml. Cirkulace CSF začíná v laterálních komorách, odkud putuje přes III. 

a IV. mozkovou komoru do subarachnoidálního prostoru. Zde se pak mok se vstřebává hlavně 

v granlationes arachnoideae Pacchioni a ve VRS do žilních splavů CNS (Agamanolis 2020). 

Hlavní funkce mozkomíšního moku je mechanická ochrana. Mozková i míšní tkáň je velmi 

jemná a citlivá a vlastní vahou by se i při běžných pohybech mohla poškodit. Orgány CNS 

v mozkomíšním moku „plavou“. Tím pádem víme, že vlivem vztlakové síly z Archimedova 

zákona mok nadlehčuje centrální nervstvo a hmotnost mozku je podstatně menší než bez této 

tekutiny. Skrze perivaskulární prostory tedy likvor komunikuje přímo s intersticiální tekutinou 

(Trojan 2003). Svým konstantním prostředím zajišťuje mok homeostázu CNS. Další důležitá 

funkce je lymfatická, protože CSF svým způsobem nahrazuje lymfu v CNS. 
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DÍLČÍ SOŽKA        HODNOTA   DÍLČÍ SOŽKA         HODNOTA 

 mg/100ml             mmol/kg 

Glukóza 50 - 65  Na+ 147 

Bílkoviny 16 - 38  K+ 2,86 

Kreatin 0,5 - 2,2  Ca2+ 1,14 

Urea 12  Mg2+ 1,1 

Cholesterol 0,2  Cl- 113 

  

Tabulka 1: Složení CSF je klíčové pro homeostázu mozku (Stephen B Hladky 2014, upraveno). 

 

3.2.1 Cirkumventrikulární orgány 

 

V určitých oblastech mozkových komor najdeme místa s fenestrovaným endotelem a tanycyty, 

kde je hematoencefalická bariéra (HEB) neúplná. Tyto části mozku nazýváme 

cirkumventrikulární orgány (CVO) a členíme je do dvou skupin. Prvně zmíníme senzorické 

CVO sloužící k detekci homeostatických změn v systémové cirkulaci, které kontrolují 

koncentrace hormonů a ostatních látek a jako odpověď může mozek přímo provádět nutné 

ochranné fyziologické procesy.  K těmto orgánům patří subfornický orgán, organum 

vasculosum laminae terminalis a area postrema.  

Dalším typem CVO jsou sekreční orgány, které jsou zodpovědné za vylučování hormonů 

a glykoproteinů přímo do krve nebo CSF. Konkrétně jde o neurohypofýzu, epifýzu, 

subkomisurální orgán a eminentia medialis (Brian a Michael 2015). 

Obrázek 2: Umístění sekrečních a senzorických CVO (převzato z Dash 2010). 
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3.3 Ochranné bariéry mozku 

 

Centrální a periferní nervový systém (CNS, PNS) je velmi zranitelný a citlivý vůči látkám na 

něj působícím. Proto vznikly velmi specializované struktury oddělující nervové buňky od krve 

a likvoru. Tyto struktury chrání nervovou tkáň před toxickými a patogenními látkami, zařizují 

nutriční transport a brání potenciálně škodlivým molekulám. Buněčné bariéry tvoří hranici 

mezi tělními tekutinami a tkání CNS. Rozlišujeme hematolikvorovou bariéru (HLB), 

hematomíšní bariéru (HMB), hematoneurální bariéru (HNB) a hematoencefalickou bariéru 

(HEB), kterou se v této práci budeme zabývat nejvíce (Piťha 2014). 

 

3.3.1 Hematolikvorová bariéra 

 

Mozkomíšní mok je produkován skrze meningy a přes stěnu Plexus choroideus, kde probíhají 

cévy. Endotel těchto cév obsahuje fenestrované kapiláry, přes které pronikají molekuly. 

Chorioideální plexus (CP) je složen ze dvou částí – nejhlouběji najdeme vrstvu kubických 

ependymových buněk, (specializované gliové buňky), které produkují CSF do komor. Ke 

zvětšení povrchu ependymu slouží výběžky microvilly umístěny na apikální straně těchto 

buněk. Tyto buňky jsou k sobě spojeny těsnými spoji typu zonula occludens a desmozomy. 

Z bazální strany je ependym kryt bazální membránou, která je připojena k cévně zásobené pia 

mater (Byrne 2020). Krevní průtok je zde asi 10x rychlejší než v ostatních cévách mozku. 

Vývoj CP začíná v 6. až 7. týdnu těhotenství a pokračuje do 40. týdne vývoje  (Johanson et al. 

2011). CP je tedy poměrně prostupná a fenestrovaná bariéra, která CNS zásobuje nutričními 

látkami a spolu s HEB se podílí na homeostáze mozku.  

 

 

3.3.2 Hematoencefalická bariéra 

 

Hematoencefalická bariéra (HEB) je specifické biologické rozhraní, které odděluje mozek od 

periferního oběhového systému. Funkcí této bariéry je udržovat homeostázu v mozku, bránit 

vstupu potenciálně škodlivým látkám, a regulovat transport živin (Trojan 2003).  

První vrstvou, která snižuje propustnost HEB je endotel kontinuálního typu. Endotelové buňky 

(EC), které tvoří stěnu cévy jsou k sobě připoutány pomocí adhezních a těsných spojů zonula 

occludens. Sílu a průměr cévy ovlivňuje počet vrstev EC, kapilára může mít vrstvu jen jednu. 

Na rozdíl od ostatních vlásečnic, kde probíhá látková výměna skoro bez omezení endotel HEB 

postrádá póry. EC mozku jsou k sobě připoutány pomocí těsných spojů Tight junctions (TJ). 

Těsná spojení selektují a výrazně redukují libovolný průnik látek endotelem – snižují pasivní 
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paracelulární difúzi (Abbott 2002; Junqueira a Mescher 2010; Wachter et al. 1975). Tento 

endotel má pak kolem sebe pericyty a souvislou bazální laminu, která zpevňuje abluminální 

povrch. Pericyty jsou zde dalším pomocným regulantem HEB, regulují také krevní průtok 

a fagocytují patogeny nebo rozpadlé buňky. Poslední vrstvu HEB tvoří oploštělé výběžky 

astrocytů, které přiléhají na bazální laminu kapilár (membrana limitans gliae perivascularis). 

Astrocyty se pak svými dalšími výběžky dotýkají povrchu neuronů a tím umožňují látkovou 

výměnu. Pasivní pohyb ve vodě rozpustných látek skrze HEB je díky těsným spojům mezi 

endotelovými buňkami zanedbatelný. Naopak činidla rozpustná v tucích difundují přes HEB 

snadno (Ballabh et al. 2004). 

 

 

3.3.2.1 Mezibuněčné spoje bariér mozku 

 

Základní funkcí endotelu cév mozku je oddělení tělních tekutin od okolní tkáně. Další funkcí 

je regulace výměny látek mezi nimi. U běžného endotelu cév je intercelulární prostor mezi 

buňkami široký asi 20 nm a obsahuje póry. Mozkové kapiláry jsou odlišné – obsahují více 

mitochondrií, než běžné kapiláry a intercelulární prostor není porézní.  Tyto prostory jsou 

vyplněny speciálními spoji, které podle jejich funkce klasifikujeme do tří kategorií na kohezní 

spoje zonula adhaerens (pásový desmozom) či macula adhaerens (bodový desmozom), dále na 

spoje komunikační gap junctions a v neposlední řadě jsou tvořeny okluzními spoji. Tato práce 

je zaměřena na okluzní (uzavírající) buněčné spoje zonula occludens. Tyto buněčné spoje jsou 

z makroskopického hlediska tvořeny systémem úzkých krist, které obkružují celou buňku. 

U některých sousedních buněk dojde ke splynutí membrán díky transmembránovým proteinům 

(TMP), ty jsou tvořeny komplexem proteinů tight junctions (TJ) (Abbott et al. 2006).  

EC mozku obsahují membránu na dvou stranách. Mezi povrchem apikální (neboli luminální – 

směr do cévy) a basolaterální (abluminální – směrem do mozku) membrány EC existuje 

polarita. To znamená, že jedna strana komunikuje přímo s proudící krví a druhá je naopak 

v kontaktu s bazální membránou (Kniesel a Wolburg 2000). Doposud byly identifikovány jako 

hlavní dvě složky TJ vláken – klaudiny a okludiny.  

Těsná spojení významně pomáhají ke snížení pasivní paracelulární difuze molekul rozpustných 

ve vodě. Přenos na molekulární úrovni tedy musí probíhat převážně transcelulární dráhou. 

Proteiny TJ zajišťují selektivní permeabilitu epitelu. Jsou to tedy vysoce efektivní a dynamické 

struktury regulující přechod molekul a iontů mezi EC. Na snímcích z elektronové mikroskopie 

(obr. 3A) jsou TJ viditelné jako série membránových kontaktů mezi sousedními buňkami. 

Hlavními transmembránovými molekulami, které umožňují epiteliální kontakt jsou klaudin 

a okludin (Wolburg a Lippoldt 2002).  
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Proteiny realizující těsné spojení zonulae ocludentes nazýváme jako transmembránové proteiny 

(TMP), do kterých řadíme klaudin, okludin a junkční adhezní molekuly (JAMs). Klaudiny 

a okludiny vytváří svými transmembránovými doménami heterodimerová přemostění, které 

tvoří páteř TJ. JAMs jsou důležité adhezivní molekuly umožňující navázání buňky k buňce. 

Patří do imunoglobulinové superrodiny proteinů (IgSF). Jsou také důležité pro komunikaci 

s leukocyty při zánětlivé odpovědi (González-Mariscal et al. 2003). Klaudin je integrální TMP 

protein, který výrazně ovlivňuje permeabilitu TJ. Jeho C-konce interagují s ZO-1, 2, 3. 

U člověka popisujeme 24 typů klaudinu. Název klaudin pochází z latinského slova „claudere“, 

což je v překladu zavřít. Klaudin-5 je přechodně exprimován také během vývoje pigmentového 

epitelu sítnice (Kojima et al. 2002). TMP okludin obsahuje dvě extracelulární smyčky a čtyři 

transmembránové domény a tři cytoplazmatické domény (obr. 3B) Tento protein byl objeven 

nejdříve z proteinů TJ. Okludiny primárně zodpovídají za nepropustnost a těsnost TJ spojů, 

takže čím vyšší je exprese okludinů, tím více je snížena samotná paracelulární difúze. Jeho 

molekulová hmotnosti je v rozmezí 60-65 KDa. Obsahuje dva konce N a C tak, že je schopen 

se vázat přímo prostřednictvím tohoto karboxylového segmentu na proteiny zonuliny ZO-1 

(Abbott 2002). Zonuliny zonula occludens (ZO-1, ZO-2 a ZO-3) jsou cytoplazmatické 

rekogniční proteiny, které interagují s TMP. Jsou to sub-membránové složky TJ. Tvoří totiž 

strukturní podporu okluzních spojů. Zonuliny jsou členy membrány asociovaného guanylátu 

rodiny kináz (MAGUK - mambrane associated guanylate kinase like proteins) (Wittchen et al. 

2000). Bílkoviny v této rodině mají strukturálně konzervované domény – interakce protein-

protein (SH3) a moduly vázající protein (PDZ). Interagují s proteiny, jejichž molekuly zajišťují 

transdukci signálu. ZO-1 je spojena s adhezními spoji přes α–katenin při buněčné polarizaci. 

Molekula ZO-1 je tedy zapojena jak v těsných spojích, tak v adhezních spojích. Zonuliny 

interagují také s cytoplazmatickými doménami klaudinů a okludinů a aktinovými vlákny 

cytoskeletu.  (González-Mariscal et al. 2003). 

Endoteliální adhezní proteiny krevních destiček PECAM jsou důležitým modulátorem adheze 

či agregace krevních destiček v místech malého poškození endotelu v mozkových kapilárách 

(Rosenblum William I. et al. 1996). Endoteliální TJ kromě své role v regulaci propustnosti 

kompartmentů slouží také jako překážka pro výstup leukocytů. Během probíhajícího zánětu 

však leukocyty procházejí snadno (González-Mariscal et al. 2003). 
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Obrázek 3: Znázornění molekulárních interakcí membránových spojů HEB u epiteliálních buněk 

cerebrálních cév.  

A – snímek z elektronového mikroskopu zobrazující těsná a adherentní spojení.  

B – znázornění smyček proteinů těsných spojů Klaudinu a Okludinu.  

C – schéma znázorňující mezibuněčné spojení buněk mozkových kapilár. 

Proteiny TJ zde vytváří spojení mezi přiléhajícími EC v HEB bariéře. Klaudin, Okludiny 

a JAM jsou spojeny s vlákny aktinu díky ZO proteinům. Tato síť z proteinů je zásadní pro 

udržení integrity hematoencefalické bariéry (Jackson et al. 2019).  
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3.3.2.2 Neurovaskulární jednotka 

 

Myšlenky o vlastním krevní zásobení mozku se vyvíjely dlouho. V 18. a 19. století bylo 

pravidlem, že mozek nijak nedokáže ovlivňovat svoji dodávku krve. Předpokládalo se, že 

systémový oběh má výhradní prioritu nad zásobením mozku (Friedland a Iadecola 1991). Tato 

teorie byla vyvrácena v průběhu 20. století několika výzkumy. Ve třicátých letech Hendrix 

a Schmidt demonstrovali na kočce, že při osvětlení oka dochází ke zvýšení teploty zrakové kůry 

zvýšeným prokrvením mozku (Shalit et al. 1967). Další výzkumy objasnily odlišnost vaskulární 

hustoty v různých částech mozku v závislosti na mozkové aktivitě. Poznatky z těchto výzkumů 

byly prvními důkazy toho, že ke splnění potřeb aktivních oblastí mozku je nezbytná vlastní 

mozková regulace průtoku krve.  

Spojení cév a neuronů napříč sítí mozkových cév se výrazně liší.  Vzájemný vztah 

cerebrovaskulární sítě a samotných neuronů definoval Harder jako Neurovascular unit 

Neurovaskulární jednotka (NVU). Podle něj jde o strukturu složenou z neuronů, astrocytů, 

bazální laminy s hladkou svalovinou, pericytů, endoteliálních buněk a extracellulárního matrix. 

Tyto části jsou vzájemně propojené a tvoří vysoce efektivní anatomický celek, který reguluje 

průtok krve mozkem (Harder et al. 2002). Tato souhra mozkových buněk a krve je umožněna 

díky TJ, adhezivním molekulám integrinů a cadherinů, a také díky iontovým kanálům 

regulujícím průchod K+ , Ca2+ a ATP (Zlokovic 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Obrázek 4: Buněčné složky neurovaskulární jednotky – vtah mezi buňkami mozku a jejich 

cévami je pro správnou funkci mozku klíčový (Pullagurla et al. 2015).  
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Obrázek 5: Různé druhy neuroglií: (převzato z Tabata 2015).  

3.3.2.3 Struktura HEB 

 

Pericyty jsou buňky, původně z mezodermu, zanořené do bazální membrány. Jedná se 

o oploštěné buňky na albuminální straně EC. Zaujímají přibližně jednu čtvrtinu z celkového 

počtu buněk HEB. Pericyty dokážou regulovat průtok kapilárním řečištěm díky možnosti 

kontrakce a relaxace. Tyto buňky mají jedinečnou schopnost fagocytózy, čímž zprostředkují 

imunitní odpověď. Pericyty produkují speciální cytokiny, kterými se aktivně podílí v akutní 

fázi zánětu viz 2.4 Zánětlivá reakce v HEB (Haddad-Tóvolli et al. 2017).  

Astrocyty jsou podpůrné gliové buňky, které neurony ochraňují regulací koncentrace iontů 

a neurotransmiterů. Astrocyty významně přispívají k regulaci kyslíku a glukózy. Při traumatu 

mozkové tkáně dochází ke zvýšení hladiny glukózy. Je možné, že před tímto stavem mohou 

astrocyty neurony chránit (Lok et al. 2015). Tyto buňky nasedají na abluminární stěnu bazální 

membrány. Dělíme je na protoplazmatické astrocyty a fibrilární astrocyty, které se liší 

v četnosti a členitosti výběžků, a hlavně v umístění. Plazmatické najdeme v šedé hmotě, 

fibrilární v bílé hmotě CNS. Propojení astrocytů zajišťují tzv. vodivé spoje (Gap junctions), 

které umožňují výměnu určitých látek. Základem těchto spojů jsou proteinové komplexy 

konexony. Princip spočívá v reakci na zvýšenou hladinu Ca2+ v cytoplazmě a na hladinu pH 

v celé buňce. Tyto buňky tvoří tzv. gliovou jizvu, která vzniká po nekróze nervové tkáně 

náhradou astrocyty (Abbott et al. 2006). 

Oligodendrocyty jsou rozměrově menší než astrocyty a mají taky menší počet výběžků. 

Zastávají funkci producentů myelinu. Tyto buňky se taktéž dělí podle výskytu na 

interfascikulární, které jsou lokalizovány v bílé hmotě a perineurální v šedé hmotě. Hlavním 

úkolem gliových buněk je tvorba myelinové pochvy (Kimura et al. 2020).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Protoplazmatický astrocyt 

(B) Fibrilární astrocyt 

(C) Interfascikularní oligodendrocyt 

(D) Perineurální oligodendrocyt 

 



19 

 

 

3.3.2.4 Transportní systém HEB 

 

Zásadní funkcí HEB je zajišťovat homeostázu mozku. Jedním z faktorů ovlivňujících 

propustnost léčiv skrze HEB je lipofilita, která ale podle W. Pardridge platí pouze do 

molekulové hmotnosti 400 Da. To znamená, že je účinná farmakologická složka tímto 

rozmezím výrazně omezena. Platí tedy, že vysoce lipofilní, neionizované a nevázané látky 

s malou molekulou prochází nejběžnějším transportním mechanismem prostou pasivní difúzí 

(Pardridge 1995).  

Pro difuzi přes HEB jsou důležité fyzikálně-chemické vlastnosti látek (např. elektrický náboj 

či rozpustnost v tucích). Malé molekuly a plyny jako hydrofobní molekuly uhlovodíků, O2 nebo 

CO2, NO, voda či alkoholy difundují bariérou snadno. Difúzi nedokáže buňka nijak regulovat, 

protože pronikání látek ustane až při vyrovnání koncentrací na obou stranách (ustálení 

koncentrační rovnováhy). Pro transport látek oběma směry slouží membránové přenašečové a 

kanálové proteiny.  

Naopak metabolicky důležité látky jako jsou aminokyseliny a glukóza jsou do mozku aktivně 

transportovány specifickými transportními systémy. V choroidálním plexu a v endotelu kapilár 

je pro glukózu Na+ nezávislý přenašeč GLUT1 (Glucose transporter), jehož hlavním úkolem je 

transport glukózy do mozku. Nachází v membránách buněk tvořících HEB a v astrocytech. Dalším 

přenašečem je SLGT (Sodium Glucose Transporter). U aminokyselin jde například o přenašeče 

pro velké aminokyseliny systém LAT1, o kterém předpokládáme, že přenáší centrálně působící 

léky (Pardridge 2007). Velmi důležitým proteinovým přenašečem je i tzv. Na+/K+ ATP-áza 

známá jako sodno-draselná pumpa, která zajišťuje fyziologickou rovnováhu iontů. (Na+ 

extracelulárně a K+ intracelulárně). Anorganické ionty transportují iontové kanály – symportní 

kanál (ko-transportér K+/Na+/Cl-), kanál antiportní (Na+/H+) a kanál pro draslík. Tok molekul 

může být velmi velký, ale stále závisí na koncentračním gradientu a regulaci kanálem. Hlavním 

způsobem transportu molekul o vyšší molekulové hmotnosti do CNS je transport transcytózou. 

V neposlední řadě musíme určitě uvést endocytózu jako efektivní, ale vysoce energeticky 

náročný druh transportu, např. transport insulinu (Pardridge 2005).  

Rychlý přestup molekul vody skrze buněčné membrány vzhledem k osmotickému gradientu 

zprostředkovávají integrální membránové aquaporiny. Ty jsou na rozdíl od difuze mnohem 

rychlejší. Pokud dojde ke změně jejich exprese může dojít ke vzniku otoku mozku.  Nejčastěji 

se aquaporiny nachází na koncových výběžcích astrocytů (AQP-4) a na epiteliálních 

membránách buněk plexus choroideus (AQP-1), kde hrají možná roli v produkci likvoru 

(Nielsen et al. 1997). 
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Obrázek 6: Transportní systém hematoencefalické bariéry.: A: paracelulární difuze B: Lipidová difuze 

C: Přenašečové proteiny D,E: Endocytóza (Bramini et al. 2018). 

 

3.3.2.5 Důsledky vzniklé poškozením HEB 

 

HEB je relativně nepropustná, a za fyziologických podmínek přísně reguluje výměnu látek mezi 

krví a mozkem. Při většině neurologických onemocněních může být velmi často integrita HEB 

porušena. V úzkém vztahu s poruchami funkce této bariéry jsou růžné onemocnění jako 

traumatické poranění mozkové tkáně, mozkové mrtvice, intracerebrální krvácení, 

a neurodegenerativní a nádorová onemocnění. Při úplné dysfunkci HEB může dojít ke zvýšené 

vaskulární propustností proteinů do plazmy s následkem přítoku velkého množství vody za 

vzniku hydrocefalu. Se zvyšujícím se věkem stoupá také prudce možnost rozvoje 

neurodegenerativních onemocnění, jako jsou Alzheimerova či Parkinsonova nemoc, nebo 

roztroušená skleróza. U roztroušené sklerózy je porucha prostupnosti HEB typickým příznakem. 

Roztroušená skleróza je autoimunitní onemocnění, kdy imunitní systém napadá CNS. 

Konkrétně dochází k demyelizaci neuritů a vzniku zánětu. SAK je doprovázeno dvěma 

patofyziologickými faktory – degradací krve jejíž produkty působí na mozek jako patogeny 

a zvýšením intrakraniálního tlaku (ICP). Prokázal jsem, že oba tyto faktory přispívají 

k porušení HEB a zároveň vedou k silné zánětlivé reakci. 
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3.4 Zánětlivá reakce v rámci HEB 

 

Infekce CNS mohou být vyvolány různými druhy patogenů, jako jsou viry, bakterie, houby či 

paraziti. Tyto patogeny mohou do CNS vstoupit různými cestami. Například migrací buněk 

prostřednictvím rozvolněných TJ paracelulární dráhou. Po invazi patogenů následuje sekrece 

cytokinů a povolání buněk imunitního systému. Nedávné pokusy na zvířatech svědčí tomu, že 

některé proteiny slouží jako přímý signální mechanismus v reakci na poškození mozkové tkáně. 

Výsledně pak dochází k aktivaci neuroimunitních reakcí a astrocytů, což může ovlivnit průběh 

neurodegenerativním procesům. Tyto výzkumy dokázaly, že hematoencefalická bariéra může 

sloužit jako potencionální bioindikátor neurologických poruch, s možností předpovědi 

komplikací a následného neurologického stavu (Price a Kinsner-Ovaskainen 2013).  

Při normálních stavech není mozek jako takový v přímém kontaktu s krví díky přítomnosti 

HEB. Při vzniku SAK ale dochází k porušení tohoto dogmatu prasknutím cévy.  Porucha funkce 

HEB je podmíněna obvykle narušením struktury TJ. Při tomto stavu dojde ke změně transportu 

molekul mezi krví a mozkem. Mozek na tento stav reaguje vznikem zánětu.  Zánět začíná při 

pasivním rozlitím krevních složek do subarachnoidálního prostoru. Zánětlivých reakcí se 

účastní velké množství typů buněk. Nejprve dojde k aktivaci mikroglií a astrocytů. Změna 

permeability HEB a vznik zánětlivé reakce má ale také svoji aktivní stránku. Touto stránkou je 

produkce cytokinů. Cytokiny můžou mít na průběh zánětu dvojí vliv – zánět můžou podpořit, 

nebo můžou zánětu bránit. Cytokiny, které pomáhají nastartovat imunitní odpověď se nazývají 

prozánětlivé neboli pro-inflamační cytokiny. Do této skupiny patří (IL-1, IL-6 a TNF). 

Cytokiny, které tlumí, či dokonce blokují imunitní odpověď označujeme jako protizánětlivé 

anti-inflamační (IL-3, IL-4, IL-10). Cytokiny jsou malé nízkomolekulární signální proteiny, 

které jsou syntetizovány téměř všemi buňkami imunitního systému, jako odpověď na různé 

stimuly (Kimura et al. 2003). Jsou to molekuly klíčové pro mezibuněčnou komunikaci 

a signalizaci. Na buňky působí cytokiny díky povrchovým receptorům. Cytokiny působí 

pleiotropně, což znamená, že dokážou vyvinout více různých odpovědí na danou imunitní 

reakci. Chovají se podobně jako tkáňové hormony, ale nejsou produkovány žlázou, nýbrž 

samotnými buňkami. Endokrinně můžou působit ve vzdálených tkáních, většinou však působí 

autokrinně nebo parakrinně v těsné blízkosti. Hlavní rolí cytokinů po prodělání SAK je aktivace 

a řízení specifické i vrozené imunity (Pan et al. 2011).  

Cytokiny můžeme dále kategorizovat dle funkce do sedmi skupin. Mezi nejvýznamnější 

cytokiny aktivované přítomností krve v subarachnoidálním prostoru patří zánětlivé mediátory, 

nekrotizující tumory typu α (TNF-α, tumor necrosis factor α), které jsem sledoval v této práci. 

TNF-α je prozánětlivý cytokin, který je produkován zejména aktivovanými leukocyty 

(monocyty, neutrofily, makrofágy či lymfocyty). TNF-α aktivuje buňky endotelií k adhezi 

buněk a je jedním z hlavních iniciátorů zánětu po SAK. Zvýšená koncentrace TNF-α může 

aktivovat řízenou buněčnou smrt – apoptózu (Yarlagadda et al. 2009). TNF-α je protein, který 

se skládá ze tří shodných podjednotek. V těle můžeme cytokin TNF-α najít ve dvou biologicky 
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aktivních formách – jako transmembránovou formu nebo solubilní formu (Tang et al. 1996). 

Na regulaci imunitních reakcí se tyto cytokiny podílejí nejen aktivací signálního mechanismu 

buňky, ale hlavně díky vazbě na specifické receptory. Častějším typem receptoru je TNF-R1, 

který je nespecifický a vyskytuje se na membránách většiny buněk. Druhým typem receptoru 

pro TNF-α je TNF-R2, jehož výskyt je omezen na endotelie a buňky imunitního systému 

(Tracey et al. 2008). Při vazbě s TNF-R1 je aktivován jaderný faktor NF-κB, který reguluje 

expresi mnoha složek imunitního systému a výsledně stimuluje ke vzniku zánětlivé reakce 

(Chýlková et al. 2010). NF-κB a STAT3 jsou skupiny transkripčních faktorů, které umožňují 

signalizaci do jádra buňky. K aktivaci NF-κB dochází skrze TLR receptory pro IL-1 a TNF-α. 

Po kontaktu s cytokinem vstoupí NF-κB do jádra a ovlivňuje přepis více než sta genů. Aktivace 

NF-κB v leukocytech indukuje produkci interleukinů a TNF. Transkripční faktor STAT3 

pracuje na podobném mechanismu s rozdílem, že k aktivaci dochází především po navázání IL-

2 a IL-4. Cytokiny tedy díky těmto faktorům aktivují DNA transkripci (W et al. 2011).  

Další významnou skupinou cytokinů jsou interleukiny (IL). Jedná se o humorální signální 

cytokiny produkovány převážně monocyty a makrofágy.  Tyto molekuly jsou aktivovány, když 

dojde ke kontaktu leukocytů a mozku a je možné, že přispívají ke vzniku vazospazmů po 

hemoragii (Petereit et al. 2003). Interleukiny jskou cytokiny, které podporují zánět, ale také 

zánětu brání, patří do pro-inflamačních i anti-inflamačních cytokinů. V rámci zánětlivé reakce 

mozku popisujeme 5 hlavních typů interleukinů, prozánětlivé IL-1, IL-6 a protizánětlivé IL-3, 

IL-4, IL-10. Cytokiny jsou ve většině případů odvozeny z CD4 T-pomocných lymfocytů 

(Yarlagadda et al. 2009). 

Po SAK se zánětlivé buňky také podílejí na odlučování krve ze subarachnoidálního prostoru. 

Zajímavé je, že některé studie prokázaly, že buňky specifického imunitního systému (B a T-

lymfocyty) se při odběru CSF lumbální punkcí vyskytují pouze zřídka. V kontrastu s tím bylo 

prokázáno, že buňky nespecifického vrozeného imunitního systému se v posthemoragickém 

CSF nachází vysoce aktivní a ve vysokém počtu (Miller et al. 2014). Cytokiny jsou tedy látky, 

které mohou snadno překonat HEB a v mozku narušit integritu této bariéry. Proto jsem se jimi 

v praktické části práce zabýval podrobně. 
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3.5 Cévní mozkové příhody 

 

Mrtvice neboli cévní mozková příhoda (CMP) je druhá nejčastější příčina úmrtí na světě. 

Mozek dospělého člověka tvoří svou velikostí přibližně jen 2 % celkové hmotnosti těla, ale 

vyžaduje více než 20 % krve ze srdečního výdeje. Jedná se o orgán s extrémní biologickou 

výkonností, která má speciální nároky na zásobení. Přívod krve zajišťují čtyři hlavní tepny: 

arteriae carotides internae dextra et sinistra a arteriae vertebrales dextra et sinistra. 

U zdravého člověka je přibližný krevní průtok na 100g tkáně 60 ml/min, pro celkový mozek 

pak asi 750ml/min (Pavel a kolektiv 2010).  

Mozek je tedy extrémně citlivý na nedostatek kyslíku. Pokud dojde v některé části mozku 

k zastavení nebo poruše přívodu krve mluvíme o iktu ke kterému může dojít dvěma způsoby. 

Ucpáním cévy nebo krvácením. Pokud dojde k ucpání cévy, tak se jedná o mozkovou ischémii. 

Příčinou neprůchodnosti cévy je ucpání trombem nebo embolem, ke kterému přispívá například 

ateroskleróza či zánět cévní stěny. Druhým sice méně častým, ale velmi nebezpečným typem 

CMP je mozková hemoragie. Jedná se o krvácení z mozkové cévy z důsledku narušení její 

stěny. Rozlišujeme dva druhy, intracerebrální krvácení (ICK) a subarachnoidální krvácení 

(SAK), kterému se zde budeme věnovat podrobně. 

 

3.5.1 Subarachnoidální krvácení 

 

Subarachnoidálním krvácením (SAK) rozumíme intermeningeální nitrolební krvácení do 

prostoru mezi arachnoideou a pia mater s následným únikem krve do likvoru. Jedná se o méně 

častý, ale velmi závažný typ hemoragické CMP. K tomuto krvácení může nezávisle na pohlaví 

dojít v jakémkoli věku, častěji se ale vyskytuje u žen (Diringer 2009). Profesor Beneš ve svých 

publikacích uvádí pravidlo třetin, kdy se jedna třetina pacientů uzdraví, ale následující 

komplikace jsou velmi časté, třetina umře přímo v nemocnici na komplikace SAK, ale zbylí 

pacienti bohužel podléhají okamžitě (Beneš a Suchomel 2017). Nejen proto je mortalita 

a morbidita tohoto onemocnění velmi vysoká a dosahuje 70 až 80 %. K SAK může dojít 

traumaticky poraněním hlavy a netraumaticky poškozením zevnitř. V této práci se budeme 

zabývat netraumatickým SAK (Edjlali et al. 2015).  

Změny v propustnosti HEB, a hlavně pak zvýšení prostupnosti vedou také ke tvorbě otoku, 

který patří mezi závažné příčiny poškození mozku po CMP. SAK vzniká nejčastěji rupturou 

cévního aneurysmatu v oslabeném místě cévní stěny. 
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Základní diagnostickou metodou, pro zjištění subarachnoidálního krvácení je nativní CT 

(počítačová tomografie) mozku, kde se krev objeví v subarachnoidálním prostoru (obr. 7a). 

Přítomnost SAK se může zjistit i při odběru mozkomíšního moku, který by byl krvavý.  

Z patofyziologické stránky SAK vyvolá hypoxii mozku, která vede podle Kotoa ke snížení 

exprese proteinu těsných spojů claudinu-5 (Koto et al. 2007). Výzkumy Marka a Davise z roku 

2002 se naopak zaměřily na změny v uspořádání dalších proteinů TJ ZO-1,2 a Okludinu, kde 

prokázali signifikantní snížení exprese těchto proteinů (Mark a Davis 2002).  Na výskyt 

a změny v expresi Klaudinu-5 jsem se zaměřili v praktické části této práce. 

Při CMP přispívá k poškození mozku také tvorba zánětu a přestup bílých krvinek z krve skrze 

HEB do mozku. Zánět je spuštěn produkcí prozánětlivých a chemotaktických cytokinů 

zasaženými buňkami mozku, nejvíce astrocyty. Astrocyty a buňky imunitního systému za 

těchto podmínek produkují proinflamační cytokiny TNF-α a IL-1β, které byly také předmětem 

mojí studie. Podle Zahanga jsou nejdůležitější právě TNF-α, jejichž snížením by bylo možné 

zmírnit zánět po ischemii a zmírnit tak sekundární poškození mozku (Zhang et al. 2000). 

  

Obrázek 7: CT snímek po subarachnoidálním krvácení. Převzato z (Edjlali et al. 2015). 
A – Šipkou označena přítomnost krve v subarachnoidálním prostoru.  

B – Cévy Willisova okruhu s vyznačenými aneurysmaty 

C – Kontrastní angiografie cerebrálních cév je jednou ze zobrazovacích metod užívaných 

pro diagnostiku poškození cév, šipkou označeno aneurysma 
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3.5.1.1 Vznik SAK 

 

K vzniku netraumatickému SAK může dojít několika způsoby. Méně často vzniká SAK kvůli 

nádorům nebo arteriální disekci. Nejčastěji jde o rupturou aneurysmatu nebo arterio-venózní 

malformace. Při úniku krve do subarachnoidálního prostoru dojde ke zvýšení intrakraniálního 

tlaku (ICP), který je nejvyšší po přibližně 30 sekundách od začátku krvácení. V závislosti na 

rostoucím ICP klesá mozkový perfuzní tlak (CPP) podle Monroeovy-Kellieho doktríny. Pokud 

pokračuje redukce CPP, dochází prvně k reverzibilní ischemii, následně pak k poruše vědomí 

(McCormick et al. 1994). Následně dochází k rozpadu krevních produktů a aktivaci koagulační 

kaskády likvorem, za vzniku sraženiny. Tento proces vede k poklesu ICP a zástavě krvácení 

vzniklým koagulem v místě ruptury (Hindersin et al. 1984). Subarachnoidální krvácení je tedy 

patologický stav, který sám sebe omezuje.  

Obrázek 8: Nejčastější typy aneurysmat Willisova okruhu - a. vakovitá (a. saccatum) obvykle v místech 

větvení tepen (levá horní část) a aneurysmata vřetenovitá (a. fusiforme) pravá horní část (Kurtelius Arttu 

et al. 2019). 

3.5.1.2 Aneurysmata 

 

Nejčastější příčinou vzniku netraumatického SAK je ze 75 % ruptura nitrolebního aneurysmatu. 

Aneurysma vypadá jako váček vystupující přímo z cévy. Podle tvaru rozlišujeme aneurysma 

vakovitá (a. saccatum) a vřetenovitá (a. fusiforme) (viz obr. 8). Mozkové arterie mají oproti 

ostatním tepnám v těle menší podíl elastických vláken. Příčinou vzniku aneurysmatu může být 

jakékoli oslabení stěny cévy. Tato oslabená část cévní stěny se pak díky krevnímu tlaku 

a pulzaci vydouvá. Z histologického hlediska dochází v místě krčku aneurysmatu k oslabení 

svaloviny a elastické hmoty. Stěna aneurysmatu je tedy odlišná od zdravé cévní stěny – hladká 

svalovina je zde řidší a méně organizovaná, stěna je tvořena kolagenními vlákny a vrstva 

endotelu je nepravidelná (viz obr. 9) (Brisman et al. 2009). Nejčastěji postižená místa jsou 

v oblasti větvení velkých cévních kmenů Willisova okruhu. Konkrétně na a. cerebri media, 

a arteriae communicans posterior et anterior (Beneš a Suchomel 2017). Aneurysma je pro 

svého nositele vlastně časovanou bombou, protože k ruptuře může dojít kdykoliv. Menší 

aneurysmata ani nemusí prasknout. Nejčastěji k ruptuře dochází při zvětšení aneurysmatu 

v kombinaci se zvýšením krevního tlaku, je ale zajímavé, že poměrně velké množství SAK 
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vzniká v klidu. Podle International study of unruptured intracranial aneurysms (ISUIA) je 

kritická hranice pro rupturu 7 mm v průměru. Jsou ale známy i ojedinělé případy, kdy 

aneurysma může dosáhnout v průměru i gigantických 15 mm, oproti tomu dochází velmi často 

k ruptuře už při velikosti do 5mm  (Raymond et al. 2008).  

Mezi další rizikové faktory patří vedle lokalizace a velikosti aneurysmatu také jeho tvar. 

U aneurysmat nepravidelného tvaru je riziko ruptury vyšší. (obr. 8) K ruptuře může také 

výrazně přispět probíhající zánět ve stěně výdutě. Profesor Beneš ve svých publikacích 

srovnává rizikové faktory diagnózy aneurysmat s rizikovými faktory ostatních 

kardiovaskulárních chorob. Zmiňuje zde tedy hypertenzi, obezitu, stáří, ženské pohlaví, 

zvýšenou hladinu cholesterolu a rodinnou anamnézu CMP.  K tomuto stavu obvykle dochází 

mezi 40. až 60. rokem života (Kalvach 2010).  

Obrázek 9: Rozdílná struktura stěny aneurysmatu (vlevo) a zdravé mozkové cévy (vpravo). Aneurysma 

postrádá vnitřní elastickou membránu a naopak převládají kolagenní vlákna (Etminan Nima et al. 2014). 

 

3.5.1.3 Arterio-venózní malformace 

 
Obrázek 10: Aneurysma - nejčastější příčina netraumatikého SAK - výskyt aneurysmat  v oblasti 

Willisova okruhu při větvení tepen (upraveno z Madhukar 1993). 
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Další možnou příčinou vzniku SAK je ruptura arteriovenózní malformace (AVM). Jedná 

se o poruchu, která vzniká už při embryogenezi v mozku. AVM je spleť nezralých cév 

v mozku, která může připomínat ptačí hnízdo. Z nějakého důvodu během vývoje dojde 

k absenci kapilár a tím pádem jsou tepny a žíly přímo spojeny a nedochází zde vlastně k poklesu 

tlaku. Nejčetnější oblast výskytu AVM je v supratentoriální krajině mozku. Některé druhy 

AVM jsou dokonce řazeny mezi cévní tumory hemangiom-hemangioblastom. Silně dilatované 

AVM dokonce ochuzují sousední cévní řečiště svým abnormálním průtokem tzv. „steal 

syndrom“, který může v některých případech vyvodit tranzitorní ischemickou ataku (TIA). 

AVM může vyústit také ve fokální i generalizovaný epileptický záchvat, který patří s krvácením 

k nejčastějším projevům AVM (Kim et al. 2011). 

Největší nebezpečí pro pacienta ale hrozí při ruptuře. Jak už jsem výše popsal krev proudí 

z tepen pod velkým tlakem skrze primitivní hypertrofické vaskulární kanálky přímo do žil. Tlak 

narůstá až do bodu, kdy jej žíla nedokáže vydržet, dojde ke zúžení stěny žíly a ta následně 

praská (Kyoung 2017). Podle Kalvacha je mortalita SAK z AVM menší než z aneurysmatu 

kvůli tomu, že ruptura AVM častěji postihuje mladší pacienty a krvácení nastává z menších cév 

při menším tlaku než u aneurysmat Willisova okruhu (Kalvach 2010). 

 

 

Obrázek 11: Arteriovenozní malformace - Cévní anomálie, při které dochází k absenci kapilárního 

přechodu mezi tepnami a žílami. Nedochází tedy ke snížení intravaskulárního tlaku a krev proudí z tepen 

přímo do žil. Spodní část pro srovnání se zdravou cévní tkání (převzato z Oliveri et al. 2018). 

 

 

3.5.1.4 Komplikace SAK 
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Adamsova analýza okolností vzniku SAK 

  

Fyzická aktivita 27 % 

Aktivita bez úsilí 26 % 

Spánek 13 % 

Alkohol dlouhodobě 7 % 

Alkohol bezprostředně  4 % 

Koitus 3 % 

Defekace 2 % 
 

Tabulka 2: Okolnosti vzniku SAK podle Adamse. Výzkum byl proveden celkem na 286 pacientech, 

z toho u 25% pacientů nebyly okolnosti vzniku SAK zjištěny (Kalvach 2010). 

Mozek se skládá asi přibližně ze 100 miliard neuronů, tyto buňky jsou vysoce specifické 

a odlišné od ostatních buněk těla. Svědčí tomu i to, že například mozková tkáň, a hlavně 

neurony bohužel umírají mnohem rychleji než buňky ostatní. Mozková tkáň je závislá na 

kontinuální perfuzi. Už při první minutě od přerušení zásobení krví odumírá 2-12 mil buněk 

(von Bartheld et al. 2016). SAK je velmi nebezpečné onemocnění, protože může vézt 

k velkému množství komplikací a problémů. Poruchy HEB se dostavují velmi rychle. HEB se 

začíná „rozpadat“ už 3-6 hodin po iktu. Tím začíná prosakovat a ztrácí svoji semiperbeabilitu. 

V tomto momentu se některé látky, které se v itersticialní tekutině nenachází (např. albumin) 

do intersticia dostanou. Tyto látky jsou osmoticky aktivní – do intersticia nasají vodu a způsobí 

intersticiální vazogenní edém. Vazogenní edém začíná v horizontu 3 až 6 hodin po iktu a vrcholí 

mezi 3. až 5. dnem (Jha et al. 2019). Další komplikací je vznik cytotoxického edému, který se 

rozvíjí tehdy, když se v buňkách začne hromadit nadměrné množství sodíku. Dochází k tomu 

proto, že kvůli nedostatku ATP není sodno-draselná pumpa schopna měnit 3 Na+ za 2 K+. Tím 

se koncentrace sodíku intracelulárně zvýší a začne nasávat vodu do buněk čímž způsobí 

cytotoxický edém (Liang et al. 2007).  

Hlavní a nepochybně nejzávažnější příčinou mortality SAK jsou cerebrální vazospasmy (CVS). 

Jedná se o děj způsobený vniknutím rozpadlých krevních produktů extravaskulárně do 

subarachnoidálního prostoru. Postižené cévy reagují vazokonstrikcí – dojde ke spazmu (stažení 

a zúžení cévy), který způsobí hypoperfuzi určité části mozku. Zajímavé ale je, že u některých 

typů mozkových hemoragií se vazospasmy vyskytují méně často (kupř. intraparenchymální 

hemoragie). Pro subarachnoidální krvácení je ale přítomnost masivních vazospasmů vždy 

typická. Vazospasmus způsobí nedokrvení a ischemii mozku, ke které dojde v oblastech, které 

jsou zásobeny těmito tepnami. Velmi často tedy přítomností vazospasmů dojde k pozdní 

mozkové ischemie (Delayed Cerebral Ischemia, DCI), nebo dokonce sekundárnímu iktu. 

Všechny tyto komplikace můžou mít fatální účinky pro mozkovou tkáň  (Qureshi et al. 2000). 
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3.5.1.5 Incidence po SAK 

 

Všechny výše zmíněné komplikace mají jednu věc společnou. Vedou k mozkovému edému. Při 

narušení funkce HEB dochází k vyšší vaskulární prostupnosti větších proteinů do plazmy 

s následným přítokem vody, který způsobí hydrocefalus. Lebka je pevná schránka, mozek je 

tedy utlačován a nemá místo. Otoku mozku se lékaři snaží zabránit pomocí otevření lebky (tzv. 

dekompresivní kraniotomie) čímž se sníží intrakraniální tlak. 

Nejvíce pacientů je postihnuto tímto onemocněním mezi 50 a 60 rokem života. U dětí je SAK 

spíše vzácné, ale i v této věkové skupině už bylo popsáno (Jordan et al. 2009). Celkově tedy 

můžeme říct, že incidence stoupá s věkem lineárně. U žen popisujeme vyšší incidenci než 

u mužů. Důvodem bude nejspíše postupné snižování koncentrace estrogenu v krvi, které vede 

k riziku vzniku výdutě a tím vyšší perevalenci aneurysmat u ženského pohlaví (Harrod et al. 

2006) (de Rooij et al. 2007). Celková incidence je popsána v rozmezí 6-10 případů pro 100 000 

obyvatel na rok (Linn et al. 1996). Se zvyšující se průměrnou délkou života se podle Hankeye 

bude incidence CMP obecně jen zvyšovat (Hankey 2006). 

 

 

Graf 1: Pravděpodobnost výskytu vazospazmů v závislosti na dnech po SAK. Komplikace vazospazmy 

vrcholí 7. až 8. dnem po SAK. Pro zrmírnění rozsahu vazospazmů se podávají léky (např. antagonista 

kalciového kanálu II. generace Nimodipin) ideálně do 48 hod. po krvácení (upraveno, převzato z 

Themes 2016). 
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4 MATERIÁL A METODIKA 
 

4.1 Zvířata a biologický materiál 

 

Výzkum jsem provedl na 35 dospělých samcích potkana kmene Wistar (200-250 g; Animal 

Breeding Facility of Masaryk Univerzity, Czech Republic). Zvířata byla sledována ve sterilních 

podmínkách při teplotě 22 ͦ C a při konstantním dvanáctihodinovém režimu světlo/tma 

s Pavilonu biomodelu na Masarykově Univerzitě. Potrava a voda byla zvířatům poskytnuta ad 

libitum. Všechny experimenty se zvířaty byla prováděny ve sterilním prostředí a podle 

protokolu schváleného Odbornou komisí pro zajištění dobrého životního standardu pokusných 

zvířat Lékařské fakulty Masarykovy univerzity a oblastní komisí Ministerstva školství, mládeže 

a tělovýchovy v České republice. 

 

4.2 Chirurgické zákroky 

 

Zvířatům byla provedena intramuskulární anestezie směsí 5% ketaminu (40 mg/ml) a 2% 

xylazinu (4 mg/ml) (0,2 ml/100 g tělesné hmotnosti) podávaných intraperitoneálně. Následně 

byl proveden podélný řez v šíjové krajině s rozvolněním svalů. Dále byla odhalena atlanto-

okcipitalní membrána, skrze kterou bylo aplikováno 100 μl arteriální krve z arteria caudalis do 

cisterna magna (zvířata skupiny SAK) a 100 μl umělého mozkomíšního moku (zvířata skupiny 

ACSF) do subarachnoidálního prostoru. K aplikaci pod úhlem 60° byla použita stříkačka s 30G 

jehlou (Solár et al. 2020). Aplikace proběhla standardizovanou metodou původně publikovanou 

Solomonem a kol. (Solomon R A et al. 1985). Následně byl odebrán mozek a hemisféry mozku 

byly rozděleny do tří částí na frontální lalok, okcipitální lalok a parietální s temporálním 

lalokem. Vzorky se následně vložily do tekutého dusíku a byly skladovány při teplotě -80 ͦ C 

(Sehba 2015).  

Skupina zvířat ACSF a SAK přežívala 1 den (ACSF: n=4; SAK: n=5), 3 dny (ACSF: n=4; 

SAK: n=5), 7 dní (ACSF: n=4; SAK: n=5) a 14 dní (ACSF: n=2; SAK: n=3). Za účelem 

kontroly byla do výzkumu zařazena intaktní zvířata s (n=4). 
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4.3 Zpracování vzorků 

 

Zvířata skupin ACSF a SAK přežívající 1, 3, 7 a 14 dnů byla usmrcena společně s intaktními 

zvířaty v CO2. Následně jsme provedli transkardniální perfuzi Zamboniho fixačním roztokem 

a rostokem PBS.  Mozek byl po makroskopickém pohledu odebrán a postfixován v Zamboniho 

fixačním roztoku po 3 dny, následně byly mozky promyty 10% sacharózou a zality do směsi 

Tissue-Tek OCT (Miles, Elkhart, IN, USA). 

Po dobu 5 minut působila na řezy směs acetonu a methanolu za teploty -20 ͦ C s následným 

oplachem ve směsi PBS-BSA-Tween. Dále byly provedeny karyostatem koronální řezy o 

tloušťce 20 μm (kryostat Leica 1800; Leica Microsystem, Wetzlar, Německo).  

U řezů proběhla inkubace s monoklonální myší protilátkou proti RECA (1:100; Serotec) 

při pokojové teplotě po dobu 16 hodin. Sekundární anti-myší protilátka působila proti FITC 

(1:100; Chemicon) po dobu 90 minut. Poslední imunohistochemickou reakcí byla aplikace 

polyklonální králičí protilátky proti Klaudinu-5 a protilátky proti TNF-α. Následně byly řezy 

montovány v médiu Mowiol. Tyto řezy byly aplikovány na podložní sklíčka mikroskopu 

pokrytá chromem (Solár et al. 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 12: Aplikace krve a ACSF do subarachnoidálního prostoru podle perforačního modelu. 

Převzato z (Sehba 2015). 



32 

 

 

4.3.1 Imunofluorescenční barvení 

 

Imunohistochemie je laboratorní metoda, která spočívá v imunologické vazbě protilátky 

(antibody – Ab) s antigenem (Ag) mechanismem „klíče a zámku“. Konkrétní antigeny ve 

tkáních a buňkách tedy touto metodou dokážeme lokalizovat aplikací specifických značených 

protilátek (Delcambre et al. 2016). Jako antigen funguje jakákoliv cizorodá makromolekulární 

látka, která vnikne do extracelulární tekutiny. Některé molekuly se přesouvají do lymfatických 

uzlin, kde dojde ke kontaktu s B-lymfocyty a tvorbě protilátek (Beranová a Tonar 2002).  

Imunofluorescenční metody jsou realizovatelné díky fluorochromů – barvivům vykazující 

vlastnost absorbovat a vyzářit světlo o určité vlnové délce (tj. vykazující fluorescenci). 

Chromogeny, které byly použity v této práci byly fluoresceinisothiokyanát (FITC, zelená 

barva) a tetramethyl-rodamin-isothiokyanát (TRITC, červená barva). Tato metoda jde provádět 

jen na speciálním fluorescenčním mikroskopu (Ramos-Vara 2011).   

 

 

 

 

 

 

 

4.4 Analýza obrazu 

 

Analýza byla provedena vždy na více než 10 řezech o tloušťce 60 μm přes mozkové komory 

pro každou skupinu zvířat. Vyhledal jsem transverzálně řezané kapiláry mozku a pomocí 

kamery fluorescenčního mikroskopu jsem vyfotil vždy mininálně 12 snímků pro tři druhy 

fluorescenčních spekter (DAPI, FIC, TRIC) pro každý z preparátu. Následně jsem provedl 

kolokalizaci fluorescenčních spekter a ohraničení RECA pozitivních oblastí kapilár ve spektru 

TRIC. Analýza imunofluorescenční intenzity Klaudinu a TNFα RECA pozitivních oblastí 

buněk endotelií cév byla po manuálním označení pozitivních oblastí provedena programem 

NIS-Elements AR Analysis (verze 4.20.00 Nikon, Brno, Česká republika.) 

 

 

Obrázek 13: Princip imunohistochemie, upraveno z (Kellie Johnson 2016). 
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4.5 Statistické vyhodnocení 

 

Data intenzity imunofluorescence získaná programem NIS-Elements AR Analysis byla 

statisticky vyhodnocena Mann-Whitneyho U-testem v programu Statistica 13.5 (TIBCO 

Software Inc., Tulsa, USA). Pro skupiny SAK i ACSF byla vyhodnocována průměrná intenzita 

a průměrná relativní intenzita imunufluorescence pozitivních oblastí. Pro průměrnou relativní 

intenzitu byla   měřena koncentrace v cévě vůči obarvenosti pozadí. Tato veličina je přesnější, 

protože musíme brát v Extrémní plusové i mínusové hodnoty byly vyřazeny programem 

Statistica. Data byla porovnávána s průměrnou relativní intenzitou fluorescence tkáně 

intaktních zvířat. Hodnoty průměrné relativní intenzity fluorescence byly zpracovány 

programem Statistica v grafy.  

 

  

Obrázek 14: Transverzální řez kapilárou mozku v různých typech fluorescenčních spekter 

A – DAPI, B – FIC, C – TRIC (RECA pozitivní oblasti endotélií cév), D – kolokalizace 

fluorescenčních spekter. 
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5 VÝSLEDKY 
 

5.1 Exprese Klaudinu-5 v endoteliích po SAK 

 

Výsledky prokázaly, že po prodělání SAK nedošlo ve srovnání se skupinou intaktních zvířat 

k výraznému poklesu exprese Klaudinu-5. Pouze ve 3. dnu byl zaznamenán mírný pokles 

relativní intenzity Klaudinu-5 oproti ostatním dnům ve skupině SAK i ACSF. Z tohoto poklesu 

intenzity je zřejmé, že došlo k úbytku Klaudinu-5 v těsných spojích, z čehož vyplývá, že HEB 

v tento den mírně zvýšila svoji propustnost. Naopak růst relativní intenzity tohoto proteinu v 7. 

dnu prokazuje, že HEB spustila opravné a kompenzační mechanismy, kterými se snaží obnovit 

a opravit svoji strukturu. Je zajímavé, že po aplikaci ACSF došlo ve srovnání s intaktem 

i skupinou SAK k signifikantnímu poklesu Klaudinu-5 ve všech periodách. Z toho můžeme 

konstatovat, že je prostupnost HEB poškozena i vlivem zvýšeného intrakraniálního tlaku. 

Stejně jako ve skupině SAK i u zvířat s ACSF došlo v 7. dnu k růstu Klaudinu-5 oproti 

předchozí periodě měření. HEB tedy při narušení své integrity dokáže efektivně opravit svoji 

strukturu. 

Graf 2: Průměrná relativní intenzita imunofluorescence Klaudinu-5 v endoteliích mozkových 

cév intaktních zvířat, zvířat po aplikaci ACSF a zvířat po prodělání SAK přežívajících 1, 3, 7, a 

14 dní. * - signifikantní ve srovnání s intaktními zvířaty; † - signifikantní ve srovnání se SAK. 
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Obrázek 15: Reprezentativní obrázky imunofluorescence Klaudinu-5 v endoteliích mozkových kapilár. 

Šipky směřují na pozitivní oblasti cév. Měřítko: 15 μm. 

 

Naive – intaktní zvířata bez SAK – fyziologické hladiny Klaudinu-5 (A) 

SAK – zvířata s aplikovanou krví přežívající 1, 3, 7 a 14 dnů (B-E) 

ACSF – zvířata s aplikovaným umělým mozkomíšním mokem přežívající 1, 3, 7 a 14 dnů (F-I) 
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5.2 Exprese TNFα po SAK 

 

Dvojitou imunohistochemickou fluorescenční analýzou jsem prokázal, že po SAK dochází ke 

zvýšení exprese pro-inflamačního cytokinu TNF-α. Vysoké hladiny tohoto cytokinu svědčí o 

přítomnosti masivní zánětlivé reakce. Ke zvýšené expresi dochází reakcí na přítomnost 

krevních produktů a jejich následný rozpad v subarachnoidálním prostoru a mozkových 

cisternách. Nejvyšší exprese byla zaznamenána u skupiny SAK první den po aplikaci krve. 

Naopak k nejnižší expresi u zvířat se SAK došlo za sedm dní od zákroku, kdy zaznamenáváme 

signifikantní rozdíl se všemi sledovanými periodami. U skupiny zvířat, kterým bylo aplikováno 

ACSF dosáhly hladiny cytokinu TNF-α nejvyšších hodnot ve třetím dnu od aplikace. Pro tuto 

skupinu jsem zaznamenal v ostatních dnech (1D, 7D a 14D) signifikantní rozdíl ve srovnání 

s intaktními zvířaty, nikoli však významný rozdíl v rámci těchto skupin. Vysoké hladiny 

TNF- α ve skupině ACSF prokázaly, že je tento cytokin aktivován také zvýšeným nitrolebním 

tlakem. 

  

Graf 3: Průměrná relativní intenzita imunofluorescence TNF-α v RECA+ oblastích endotelií 

mozkových cév intaktních zvířat, zvířat po aplikaci ACSF a zvířat po SAK a přežívajících 1, 3, 7 a 14 

dní (1D, 2D, 3D, 4D). * - signifikantní ve srovnání s intaktními zvířaty. 
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Obrázek 16: Reprezentativní obrázky imunofluorescence TNF-α v endoteliích mozkových kapilár. 

Šipky směřují na pozitivní oblasti cév. Měřítko: 15 μm. 

Naive – intaktní zvířata bez SAK (A) – cytokin TNF-α zde nebyl detekován 

SAK  –  zvířata s aplikovanou krví přežívající 1, 3, 7 a 14 dnů (B-E) 

ACSF – zvířata s aplikovaným umělým mozkomíšním mokem přežívající 1, 3, 7 a 14 dnů (F-I) 
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6 DISKUZE 
 

V této práci bylo cílem zjistit, k jakým změnám mozkové tkáně a mozkových bariér dochází 

při hemoragické mozkové mrtvici. Tyto procesy změn hematoencefalické bariéry jsou dlouhou 

dobu sledovány a zkoumány. Demonstrace na experimentech se zvířaty věrně pomáhá 

k lepšímu pochopení patofyziologie poškození mozku jak při ischemické, tak při hemoragické 

cévní mozkové příhodě, na kterou je tato práce zaměřena. Klíčové pro tuto práci bylo navodit 

podmínky, které se při patologických stavech v mozkové tkáni dají kontrolovaně monitorovat 

v souvislosti s funkcí hematoencefalické bariéry.  

Poprvé byla přítomnost HEB naznačena pokusy německého vědce Paula Ehrlicha roku 1885. 

Jeho pokusy prokázaly specifickou vlastnost CNS – přítomnost bariéry mezi krví a tkání CNS. 

Existenci této bariéry dokázal Paul Ehrlich při podání různých ve vodě rozpustných barviv do 

krevního oběhu. Došlo k obarvení všech periferních orgánů, ale mozek a mícha zůstali 

neobarveny (Ribatti et al. 2006). S nástupem elektronové mikroskopie v minulém století byla 

odhalena také vnitřní struktura této bariéry. Vědci Reese a Karnovsky dokázali přítomnost 

těsných spojů mezi buňkami cévních endotélií a prokázali, že tyto struktury zásadně 

napomáhají pro udržení homeostázy mozku.  Na konci minulého století zjistili vědci Brown 

a Oldendorf, že na příčném řezu cerebrální kapilárou krysy je dokonce 5krát více mitochondrií 

než v kapiláře kosterního svalstva. To nám napovídá o strukturální odlišnosti mozkových 

kapilár a poukazuje nám na to, že v mozkové tkáni je výměna látek mnohem náročnější na 

energii než v periferii (Ribatti et al. 2006; Otani a Furuse 2020).  

Pro správnou funkci mozku je klíčové udržet v CNS vysoce regulované a kontrolované 

prostředí. Hematoencefalická bariéra je tedy pro mozek nejdůležitějším faktorem regulujícím 

vstup různých látek do mozku. Tato bariéra je umístěna v cerebrálních kapilárách, které 

v mozkové tkáni zaujímají značný prostor. Nejdůležitějším faktorem omezujícím průnik látek 

z krevního proudu do tkáně mozku jsou endotelové buňky, a hlavně těsné spoje mezi nimi 

(Kimura et al. 2020). Primární funkcí HEB je také ochrana mozku před vniknutím cizorodých 

patogenů. To může vézt k myšlence, že jakákoliv neuropatologie mozku můžou poukazovat na 

poškození či úplnou dysfunkcí této bariéry. Mnoho studií jasně prokázalo souvislost 

patologických stavů CNS s poškozením HEB. Následkem některých patofyziologických stavů 

organismu, jako je hypertenze, ischémie či probíhající zánět může být HEB poměrně snadno 

poškozena. Funkce této bariéry působením výše uvedených faktorů klesá a zvyšuje svoji 

permeabilitu, tím stoupá riziko vstupu potenciálně nechtěných látek. Jako příklad můžeme 

uvézt meningitidu, onemocnění měkkých plen mozkových, které prokazatelně vede ke změnám 

propustnosti HEB.  

Změny v permeabilitě HEB lze zjistit pomocí několika metod, které dokážou vyhodnotit 

množství složky analyzovaného vzorku. Metodou, která byla použita v této práci byla 

kvantifikace prostupnosti na laboratorních zvířatech in vivo. Tato metoda se nejvěrněji 

přibližuje realitě.  
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Subarachnoidální krvácení s sebou nese dva hlavní patofyziologické faktory. Vliv krve 

a rozpadových produktů hemoglobinu na mozkovou tkáň a následné zvýšení intrakraniálního 

tlaku kvůli přítomnosti krve v subarachnoidálním prostoru. V této práci byly sledovány faktory 

oba. Pro skupinu zvířat SAK jsem pozoroval účinky rozpadových produktů hemoglobinu na 

tkáň současně se zvýšením intrakraniálního tlaku. U skupiny ACSF byl sledován pouze jeden 

patofyziologický faktor, vliv zvýšení intrakraniálního tlaku nezávisle na přítomnosti krve 

v mozku.    

To, jestli látka dokáže projít skrze HEB či nikoli, je klíčové pro léčiva s léčebným efektem 

působícím přímo v CNS. Pokud dochází ke změně exprese některého z proteinů těsných spojů, 

můžeme usuzovat, že došlo k poškození HEB. V několika studiích bylo definováno, že po SAK 

nastává snížení exprese proteinů Okludinu a Zonulinu ZO-1, ale k poklesu Klaudinu-5 

nedochází (Chen et al. 2012). Výsledky mojí práce potvrzují, že nedošlo k výraznému snížení 

koncentrace Klaudinu-5, čímž potvrzují práci Chen a kolegů (2012). Prováděné experimenty 

prokázaly, že po prodělání SAK došlo k mírnému poklesu exprese Klaudinu-5 v počátečních 

stádiích od krvácení. Ve 3. dnu jsem zaznamenal signifikantní snížení intenzity 

imunofluorescence Klaudinu-5 oproti ostatním dnům jak pro skupiny SAK, tak pro skupinu 

zvířat, u které byl aplikován ACSF. Z tohoto poklesu intenzity je zřejmé, že došlo k úbytku 

Klaudinu-5 v mozkových cévách, z čehož můžeme usuzovat, že HEB zvýšila svoji propustnost. 

Růstem intenzity tohoto proteinu v 1. a 7. dnu pro obě skupiny zvířat můžeme uvažovat o jakési 

obranné reakci těsných spojů, které se snaží opravit HEB. V sedmém dnu jsme zaznamenali 

signifikantní růst ve srovnání s ostatními dny pro skupinu ACSF. Z toho můžeme konstatovat, 

že také zvýšení intrakraniálního tlaku může spouštět řadu kompenzačních a nápravných 

mechanismů bránících poškození integrity této důležité bariéry. Při srovnání výsledků skupin 

SAK a ACSF můžeme říct, že ve všech dnech byla intenzita fluorescence Klaudinu-5 vyšší pro 

skupinu SAK. Největší rozdíl mezi skupinami byl však zaznamenám 3. dnem. Zajímavé je, že 

v 7. dni došlo pro skupinu ACSF k masivní nárůstu hodnot imunofluorescence ve srovnání 

s předchozím dnem měření. Rozdíl mezi těmito dny byl dokonce více než dvojnásobný, z čehož 

je zřejmé, že HEB v rámci obranných kompenzačních mechanismů posílila svoji strukturu 

zvýšením koncentrace Klaudinu-5 v reakci na zvýšený intrakraniální tlak.   

Druhá část mého výzkumu se zaměřila na signální molekuly, které hrají důležitou roli při 

zánětlivé reakci. Zánět mozku a proteiny těsných spojů spolu úzce souvisí, protože při zánětu 

dochází k úbytku proteinů těchto spojení (Ahn et al. 2019). V důsledku krvácení uvolňuje 

mozek při reakci na poškození mediátory, jako jsou cytokiny, které aktivují zánět a způsobují 

tak další sekundární poškození mozku. Po ruptuře aneurysmatu a vniknutí krve do 

subarachnoidálního prostoru uvolňují astrocyty a buňky imunitního systému 3 hlavní typy 

cytokinů. Jedná se o dva druhy interleukinů (IL-6, IL-1β)  a tumor nekrotizující faktor TNF-α 

(McKeating a Andrews 1998). Tyto nízkomolekulární polypeptidy fungují jako mezibuněčné 

komunikační molekuly a stimulují reparativní proces zmnožení gliových buněk, který se 

nazývá glióza. V této práci jsem se podrobně zaměřil na prozánětlivý cytokin TNF-α, který je 

spojený s oxidačním stresem souvisejícím se SAK a apoptózou endoteliálních buněk (Kimura 
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et al. 2003). Předpokládáme také, že TNF-α je jedním z hlavních iniciátorů vzniku obávaných 

vazospasmů a sekundární mozkové ischémie po SAK. Bylo prokázáno, že TNF-α aktivuje 

uvolňování dalších cytokinů, včetně IL-6. Aktivací této kaskády se podílí na dalším poškození 

HEB a mozku. (Aloisi et al. 1992). Role cytokinů je v úzkém kontaktu s hlavním tématem této 

práce, změnou propustnosti hematoencefalické bariéry. Podle Kelleyho prokázaly výzkumy 

provedené skupinami vědců, že přímý průchod cytokinů skrze HEB způsobuje značné škody 

na mozkové tkáni (Dantzer a Kelley 2007). Výsledky této práce prokázaly, že po prodělání 

SAK došlo ve všech periodách k progresivnímu vzestupu intersticiálních hladin prozánětlivého 

cytokinu TNF-α. Nejvyšší expresi cytokinu TNF-α jsem zaznamenal u zvířat ze skupiny SAK 

hned prvním dnem po aplikaci krve. Naopak nejnižší hladiny exprese TNF-α po prodělání SAK 

byly zaznamenány v 7. dnu. Tento den jsme zaznamenali progresivní pokles koncentrace TNF-

α se signifikantním rozdílem oproti prvnímu dnu. To může poukazovat na úspěšný průběh 

zánětu a pokročilé odbourání rozpadových produktů krve. U zvířat, kterým bylo aplikováno 

ACSF dosáhly hladiny cytokinu TNF-α nejvyšších hodnot ve třetím dnu od aplikace. 

V ostatních dnech jsem nezaznamenal signifikantní rozdíly v expresi tohoto cytokinu.  Vysoké 

hladiny cytokinu svědčí o přítomnosti masivní zánětlivé reakce. 

Výsledky naznačují, že krev a produkty degradace hemoglobinu přispívají k silné imunitní 

reakci v počátečním stádiu po SAK.  Ve srovnání s aplikací ACSF, můžeme konstatovat, že je 

vliv intrakraniálního tlaku na zánětlivou reakci nejvyšší sedmým dnem. V důsledku zvýšené 

hladiny TNF-α a silného zánětu může dojít ke smrti určitých typů buněk, a ke zvýšení tělesné 

teploty. Je pravděpodobné, že oxidační stres vyvolaný zánětem a zvýšením TNF-α dále zvyšuje 

expresi IL8 a ostatních cytokinů. Chemické mediátory zánětu následně iniciují tvorbu lokálních 

koagulačních proteáz krevního séra jako je trombin. V místě zánětu tedy dochází ke zvýšené 

srážlivosti krve, která může vznikem trombu vyvodit sekundární mozkovou ischemii. 

Vazospasmy a sekundární mozková ischemie jsou nejčastější a nejvážnější komplikace SAK. 

(Ahn et al. 2019). 

Prokázal jsem, že přítomnost krve v subarachnoidálním prostoru a postupné odbourání těchto 

krevních elementů přispívá ke zvýšení prostupnosti mozkových bariér pro molekuly cytokinů. 

Na zvířecím modelu byla tedy potvrzena práce Rossa a kolegů, kteří sledovali, že u některých 

pozorovaných pacientů byla zjištěna také zvýšená exprese TNF-α v posthemoragickém CSF 

a kapilárách mozku (Stahel et al. 2000). Hlavním přínosem mojí práce je zjištění, že také 

zvýšený intrakraniální tlak působí prostřednictvím cytokinu TNF-α jako významný aktivátor 

zánětlivé reakce. 
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7 ZÁVĚR 
 

Výsledky mojí práce prokázaly, že po prodělání SAK dochází ve všech periodách k 

progresivnímu vzestupu intersticiálních hladin pro-inflamačního cytokinu TNF-α. Ke zvýšené 

expresi došlo jednak reakcí na přítomnost krevních produktů v subarachnoidálním prostoru, ale 

také vlivem zvýšeného intrakraniálního tlaku. Aplikace krve ve skupině SAK vyvolala masivní 

imunitní reakci vyjádřenou expanzí TNF-α v prvním dnu po SAK. Závěrem tedy můžeme říct, 

že krev a produkty degradace hemoglobinu významně přispívají k silné imunitní reakci 

v počátečním stádiu po krvácení. V této práci jsem zjistil, že také zvýšený intrakraniální tlak 

významně přispívá k aktivaci TNF-α, čímž ovlivňuje zánětlivou reakci. Ve srovnání s aplikací 

krve výsledky poukazují na to, že je vliv intrakraniálního tlaku na zánětlivou reakci nižší, než 

vliv krve a rozpadových produktů, ale není však zanedbatelný. V místě zánětu totiž dochází ke 

zvýšené srážlivosti krve, která může způsobit vazospasmy či dokonce sekundární mozkovou 

ischemii, která je nejvážnější komplikací SAK.  

Přítomnost krve v subarachnoidálním prostor způsobila mírný pokles koncentrace proteinu 

těsných spojů Klaudinu-5. Zjistil jsem, že k úbytku Klaudinu-5 přispívá také velkou mírou 

zvýšený nitrolební tlak, který vedl k nárůstu prostupnosti HEB. To, jestli látka dokáže projít 

skrze HEB, je klíčové pro léčiva s efektem přímo mozku. Proto může moje práce přispět ke 

změně v léčbě mozkové mrtvice. Závěrem můžeme konstatovat, že veškeré stanovené cíle byly 

splněny. 
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Obrázek 2: Umístění sekrečních a senzorických CVO (převzato z Dash 2010). 

Obrázek 3: Znázornění molekulárních interakcí membránových spojů HEB u epiteliálních 
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Obrázek 4: Buněčné složky neurovaskulární jednotky – vtah mezi buňkami mozku a jejich 

cévami je pro správnou funkci mozku klíčový (Pullagurla et al. 2015). 

Obrázek 5: Různé druhy neuroglií: (převzato z Tabata 2015). 

Obrázek 6: Transportní systém hematoencefalické bariéry.: A: paracelulární difuze B: 

Lipidová difuze C: Přenašečové proteiny D,E: Endocytóza (Bramini et al. 2018). 

Obrázek 7: CT snímek po subarachnoidálním krvácení. Převzato z (Edjlali et al. 2015). A – 

Šipkou označena přítomnost krve v subarachnoidálním prostoru. 

Obrázek 8: Nejčastější typy aneurysmat Willisova okruhu - a. vakovitá (a. saccatum) obvykle 

v místech větvení tepen (levá horní část) a aneurysmata vřetenovitá (a. fusiforme) pravá horní 

část (Kurtelius Arttu et al. 2019). 

Obrázek 9: Rozdílná struktura stěny aneurysmatu (vlevo) a zdravé mozkové cévy (vpravo). 

Aneurysma postrádá vnitřní elastickou membránu a naopak převládají kolagenní vlákna 

(Etminan Nima et al. 2014). 

Obrázek 10: Aneurysma - nejčastější příčina netraumatikého SAK - výskyt aneurysmat  

v oblasti Willisova okruhu při větvení tepen (upraveno z Madhukar 1993). 

Obrázek 11: Arteriovenozní malformace - Cévní anomálie, při které dochází k absenci 

kapilárního přechodu mezi tepnami a žílami. Nedochází tedy ke snížení intravaskulárního tlaku 

a krev proudí z tepen přímo do žil. Spodní část pro srovnání se zdravou cévní tkání (převzato z 

Oliveri et al. 2018). 

Obrázek 12: Aplikace krve a ACSF do subarachnoidálního prostoru podle perforačního 

modelu. Převzato z (Sehba 2015). 

Obrázek 13: Princip imunohistochemie, upraveno z (Kellie Johnson 2016). 

Obrázek 14: Transverzální řez kapilárou mozku v různých typech fluorescenčních spekter A 

– DAPI, B – FIC, C – TRIC (RECA pozitivní oblasti endotélií cév), D – kolokalizace 

fluorescenčních spekter. 

Obrázek 15: Reprezentativní obrázky imunofluorescence Klaudinu-5 v endoteliích 

mozkových kapilár. Šipky směřují na pozitivní oblasti cév. Měřítko: 15 μm. 

Obrázek 16: Reprezentativní obrázky imunofluorescence TNF-α v endoteliích mozkových 

kapilár. Šipky směřují na pozitivní oblasti cév. Měřítko: 15 μm. 
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10 Seznam grafů 
 

Graf 1: Pravděpodobnost výskytu vazospazmů v závislosti na dnech po SAK. Komplikace 

vazospazmy vrcholí 7. až 8. dnem po SAK. Pro zrmírnění rozsahu vazospazmů se podávají léky 

(např. antagonista kalciového kanálu II. generace Nimodipin) ideálně do 48 hod. po krvácení 

(upraveno, převzato z Themes 2016). 

Graf 2: Průměrná relativní intenzita imunofluorescence Claudinu-5 v endoteliích mozkových 

cév intaktních zvířat, zvířat po aplikaci ACSF a zvířat po prodělání SAK přežívajících 1, 3, 7, 

a 14 dní (1D, 3D, 7D, 14D). 

Graf 3: Průměrná relativní intenzita imunofluorescence TNFa v RECA+ oblastích endotélií 

mozkových cév intaktních zvířat, zvířat po aplikaci ACSF a zvířat po SAK a přežívajících 1, 3, 

7 a 14 dní (1D, 2D, 3D, 4D). 
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11  Seznam tabulek 
 

Tabulka 1: Složení CSF je klíčové pro homeostázu mozku (Stephen B Hladky 2014, 

upraveno). 

Tabulka 2: Okolnosti vzniku SAK podle Adamse. Výzkum byl proveden celkem na 286 

pacientech, z toho u 25% pacientů nebyly okolnosti vzniku SAK zjištěny (Kalvach 2010). 

 

 


