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Abstrakt:
Prace se zabyvd zkouméanim cév na uspaném laboratornim zvifeti za pouziti
fluorescen¢ni mikroskopie. Cilem bylo rozlisit podle né€kolika mikroskopickych metod
a matematickych parametrii cévy v mozku na zily, tepny a kapilary. Dale se v préci
zminujeme 0 souvislosti této problematiky s epilepsii.

1 Uvod

Cilem nasi prace bylo navrzeni metodiky pro rozdé€leni cév v mozku na zily, tepny a
kapilary. U¢elem bylo stanoveni normy u zdravého zvifete pro budouci porovnani se zvifetem
postizenym epilepsii, ktera mtize byt vyvolana napt. mozkovou mrtvici.

Epilepsie

Epilepsie jsou opakované zachvaty piechodné mozkové dysfunkce podminéné vyboji
mozkovych neuront, coz zpusobuje depolarizaci vice neuront. Pii zachvatech dochazi ke
ztraté vnimani okoli, které se mize projevit konvulzivné nebo nekonvulzivné. Nekonvulzivni
zachvat se zpravidla vyznacCuje ustrnutim na misté bez motorickych projevii, po dobu
ptiblizné jedné minuty. Tento prib&h podle dosavadnich poznatki muze vést k rozvinuti
zachvati konvulzivnich, které postihuji 1 mozkovou klru, coz mad za nasledek kiece,
zmatenost, EEG zmény... (1)

Fluorescence

Fluorescence je fyzikalni jev, pii kterém molekuly nékterych latek absorbuji svételné
zafeni urcité vlnové délky (excitace) a Cast energie, kterou timto zptisobem ziska ve velmi
kratkém case, op&t vyzaii (emise) v podobé svétla o delsi vinové délce, tj. s niZsi energii a
jinou barvou. (2)

Fluorescein je syntetickd organickd latka obvykle ve formé tmavooranZového az
cerveného prasku. BéZné se pouziva ve fluorescenéni mikroskopii, v barvivovych laserech
jako aktivni médium, k detekci krve v soudnictvi a sérologii, a jako stopova¢ pro odhalovani
tokti kapalin. Fluorescein absorbuje modré svétlo a emituje svétlo zelené. (3)

2 Postup

Praci jsme provadély na mysi anesteziované isofluranem, které byla pfedem ztencena
zavedeny port do vene jugularis. Pod mikroskop jsme my$ upevnily pomoci specialniho
duralového zatizeni, abychom zamezily vzniku pohybovych artefaktii (tep, dech uspané mysi).

V prvnim pokusu jsme pouzily metodu BOLD (blood oxygen level dependence), ktera
spociva v nasviceni cév stfidavé cervenym, zelenym a modrym svétlem. Rizné vinové délky



se Vv Krvi absorbuji riznym zpiisobem a ze vzajemného poméru téchto absorbanci 1ze nasledné
urcit saturaci hemoglobinu kyslikem. Tak lze napiiklad pozorovat aktivitu tkani, kterd se pfi
epilepsii vyrazné€ zvySuje oproti normalu.

V druhém pokusu jsme vyuzivaly metod fluorescenéni mikroskopie. Mysi jsme
injektovaly bolus (jednordzova davka latky) sodium fluoresceinu 100 uml/30 g jeji hmotnosti.
Poté jsme sledovaly pritok latky mozkovymi cévami. Pfes ztencenou lebku jsme svitily
modrym svétlem a nasledné jsme zachytavaly fluorescenci v zeleném svételném spektru.
Zaroven jsme poiizovaly snimky s frekvenci 5 Hz po dobu 380 sekund.

Ziskané hodnoty jsme zanesly do grafii a na pocitaci jsme provedly segmentace ziskanych
snimkd.

3 Vysledky

Snimky ziskané v prubehu pokusu

Obr. ¢. 1: BOLD s1gna1 VyJadruJ1c1 Obr. ¢ . 2: Priichod fluorescenéni latky cévami,
miru saturace hemoglobinu kyslikem Sipky ukazuji mista vybrana pro sestaveni grafii

maxSlope

Obr. €. 4: Segmentace cév Obr. €. 5: Doba, kdy Obr. €. 6: Doba, kdy
(nastroj interpretace obrazu nastala max. intenzita nastala max. diference
pomoci ¢isel — rozdéleni na

zilu, tepnu a kapilary)

Grafy

Graf 1 zobrazuje hrubé vysledky pied tpravou do podoby grafu 2. Diky této upravé jsme
mohly 1épe pozorovat intenzitu fluorescence v jednotlivych cévach. Graf 3 poté ukazuje
nejmarkantnéjsi diferenci intenzity fluorescence zily a tepny.
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Graf 1: Namétené hodnoty intenzit fluorescence v ¢ase pro tii regiony
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Graf 2: Pribéh intenzity (viz graf 1) filtrovany plovoucim priimérem (20 vzork)
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Graf 3: Zména intenzity (diference) fluorescence ve tiech regionech.

4 Diskuze

Na snimcich ziskanych metodou BOLD je vidét riizna reakce tkané na nasviceni svétly o
riznych vinovych délkach. V barevném provedeni nasviceni modrym svétlem snimek ukazuje
saturaci hemoglobinu kyslikem. Je zde snadné rozpoznat okysli¢ené arterie (¢ervena barva) a



odkysli¢ené zily (modrozelena barva). Zobrazeni je vSak zkresleno viditelnosti dalSich vrstev

Na zaklad¢ dat ziskanych z grafu jsme jasné rozliSily mozkové cévy, a to podle Casu
nab¢hu sodium fluoresceinu do zkoumanych oblasti. K rozliSeni cév nam pomohly také
jednotlivé segmentace (viz obr. 4). Pro ucely pozorovani zmén vlastnosti tkan¢ u mrtvici
postizenych zvifat byl tento zpiisob zkouméni vSak malo pfesny z divodu nizké frekvence
snimkovani.

Tab. 1: Posouzeni relevantnosti parametru

Matematicky parametr Relevantnost
MXI (doba, kdy nastalo maximum intenzity) p 4
maxSlope (Cas, kdy je diference maximalni) Adekvatni
maxSlopeVal (hodnota maximalni diference) Adekvatni

5 Shrnuti

Hlavni myslenkou této prace bylo zjistit, zda l1ze pomoci fluorescencni metody odlisit
jednotlivé cévy v mozku. Cévy se nam podafilo rozlisit, nicméné pro hlubsi vyzkum zmén
vlastnosti mozkové tkdné vlivem mrtvice, nebo epilepsie by bylo vhodnéjsi pouzit vyssi
snimaci frekvenci mikroskopu a tak zvysit rozliSovaci schopnost pouzité metody.

Podékovani

Za odborné vedeni prace bychom chtély podékovat Fyziologickému ustavu AV CR,
jmenovité doc. MUDr. Jakubovi Otahalovi, Ph.D., Ing. Davidu Kalovi, Mgr. Janu Svobodovi
a Ing. Janu Kudlackovi.
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