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Uvod

Netraumatické subarachnoidalni krvaceni (SAK) je
akutni neurologicky stav, jehoz nejcast&jsi pficinou je rup-
tura mozkového aneuryzmatu. Pfi SAK dochdzi k vyliti
krve do subarachnoidalniho prostoru na spodiné mozku,
ktery je normalné vyplnén mozkomisnim mokem (MMM).
incidenci 2-16/100 000 (cit."). Pfiblizng 15 % pacientil
umira na misté. Mortalita SAK z ruptury aneuryzmatu je
pfiblizn€ 40-50 % a 60 % prezivsich trpi n¢jakou formou
neurologického deficitu, nicméné detailni kognitivni vy-
Setfeni téchto pacientll by nejspiSe ukazalo jesté vyssi hod-
noty. Prognoza pacientd po SAK je déna n€kolika faktory.
JestliZze pacienti pfeZziji primarni postiZzeni mozku pfi rup-
tufe aneuryzmatu, jsou v nasledujicich dnech a tydnech
ohroZeni mimo jiné pozdni ischémii mozku (delayed ce-
rebral ischemia, DCI). Pfestoze je jiz dnes vSeobecné ak-
ceptovano, ze pric¢iny DCI jsou rozli¢né, zdsadnim fakto-
rem zistavaji cerebralni vazospazmy®.

Cerebralni vazospazmy (CV) se objevuji prevazné
v obdobi od 4. do 14. dne po SAK, nicméné mohou pfietr-
vavat i déle. Radiografické vazospazmy jsou piitomny
u 70 % pacientd se SAK, nicméné klinicky symptomatické
pouze ve 20-30 % SAK iniciuje imunitni odpovéd”, coz
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v uvodni fazi znamena aktivaci makrofagli a neutrofild,
které proniknou do subarachnoidélniho prostoru, fagocytu-
ji Cervené krvinky a zni¢i komplex hemoglobin-
haptoglobin.  Makrofagy a  neutrofily  zlstavaji
v subarachnoidalnim prostoru vzhledem k absenci lymfa-
tického systému v CNS a poruse cirkulace MMM dané
SAK. Makrofagy a neutrofily odumiraji a rozpadaji se, coz
vede k uvolnéni intracelularnich endotelind a kyslikovych
radikali s naslednou arteriopatii a vazokonstrikei induko-
vanou zanétem. Tento vyvoj Casové koreluje s rozvojem
klinickych CV. Tento proces iniciuje druhou fazi imunitni
odpovédi, jejimiz nositeli jsou lymfocyty a plazmocyty
atento druhy inzult se rozviji dny az tydny po vzniku
SAK. Zanét a ischémie tkan¢ indukovana SAK aktivuje
syntézu endotelinu-1 (ET-1), coz je vyrazny vazokonstrik-
tor vyluCovany astrocyty a leukocyty. Narist koncentrace
ET-1 doprovézi pokles NO a tato nerovnovaha obou medi-
atorll zpusobuje pretrvavajici vazokonstrikci mozkovych
cév po SAK. ET-1 je vyznamnym medidtorem vazokon-
strikce po SAK a jeho ptesna role jesté neni zcela objasné-
na. Je zajimavé, Ze u pacientli po SAK jsou koncentrace
ET-1 témét fyziologické. Vyznam tak mize mit zvySena
koncentrace receptort pro endoteliny, coz pak vede k arte-
rialni vazokonstrikci®. Navic ischémie mozku vede k navy-
Seni téchto receptort v mozku, ¢imz mlZze vazospazmy
dale potencovat’.

Ackoliv vyzkum vazospazmt je rozsahly, doposud
neexistuji  vSeobecné akceptovatelné biomarkery Casné
diagnostiky rozvoje vazospazmi a jejich progrese, které
by umoznily brzké a cilené zahajeni 1écby. Klinicka dia-
gnostika vazospazmu je zalozena na klinickém monitoro-
vani, opakovaném méfeni pomoci transkranialni dopplero-
metrie (TCD) a angiografie mozkovych cév. Soucasna
diagnostika ma vSak sva uskali, nebot’ nedokaze Casto véas
zachytit rozvoj vazospazmu a s tim souvisejiciho rozvoje
pozdniho neurologického deficitu (DCI). V poslednich
letech se rozviji tzv. multimodalni monitorovani mozku,
které zahrnuje invazivni monitorovani zasobeni kyslikem
pomoci tkanové oxymetrie, tkanového metabolismu pomo-
ci mikrodialyzy a monitorace pritoku krve mozkem. Mi-
krodialyza je metoda jak klinického, tak pievazné experi-
mentélniho vyzkumu®.

Mikrodialyza se vyuZziva u pacientd se SAK v situaci,
kdy jsou tlumeni, uméle ventilovéani a tedy klinicky nevy-
Setfitelni. Podle nékterych studii’ mize mikrodialyza pre-
dikovat rozvoj vazospazmi i o né€kolik hodin dfive, nez
dojde ke klinickym projevim. Zcela logickym se tedy jevi
navrhnout experimentalni model CV, ktery by pomohl
mapovat metabolické zmény mozku. Jednou z moznosti je
experimentaln€ indukovat CV bezprostiedni aplikaci niz-
kych koncentraci ET-1 do mozkové tkané. Nekolik experi-
mentalnich studii®® jiz potvrdilo, Ze tento vazokonstrikéni
peptid pfii pifimé aplikaci do tkané dokéze omezit regional-
ni krevni prutok (RKP). Navic v nasi pilotni studii jsme
zjistili, ze pomoci aplikace riznych koncentraci ET-1 lze
modelovat odli$né a rizné trvajici zmény RKP u potkana.
S ohledem na vySe uvedena fakta o loze ET-1 v rozvoji
CV a DCI u pacienti jsme se rozhodli vyvinout animalni
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model CV azmapovat dopad CV na biochemii tkané
a definovat neurochemické korelaty vzniku CV.

Experimentalni ¢ast

Experimenty byly provedeny na Sedesatidennich
(P60) potkanech kmene Albino Wistar pochézejicich
z chovii na Fyziologickém tustavu Akademie véd CR (CZ
11760353 a 1398/2014-MZE-17214). Den narozeni byl
stanoven jako den 0. Odstav zvifat od matky se konal
28.den zivota. Zvifata byla chovana v kontrolovanych
podminkach (teplota 22 + 1 °C, vlhkost 50-60 %, svétlo
od 6:00-18:00) s volnym piistupem k vod€ a potravé. Ex-
perimenty byly schvaleny Vyborem pro ochranu zvifat na
Fyziologickém ustavu Akademie véd Ceské republiky
(¢islo schvaleni 095/2010, 013/2012); ustav vlastni NIH
prohldSeni o shodé¢ s normami pro humanni péci
a pouzivani laboratornich zvifat ¢.j. 1396/2014-MZE-
17214 platici do 31. prosince 2018. Péce o zvifata a expe-
rimentalni postupy jsou provadény v souladu s pokyny
Evropského spolecenstvi smérnic Rady 2010/63/EU. Ex-
perimentalni skupiny tvofilo 9 zvifat pro experiment 1
a 7 potkanti pro experiment 2 (viz text nize).

Mikrodialyza a méfeni regionalniho krevniho
pritoku

Pro vyvolani CV byla pouZita intrahipokampalni in-
fuze endotelinu-1 v koncentraci 40 pmol a celkovém obje-
mu 1 pl. Experimenty byly provedeny podobné, jak jiz
bylo popsano dfive'*'" s nasledujicimi modifikacemi:

Experiment 1. Kanyla pro intrahipokampalni infazi
latek byla zavedena do pravého dorzélniho hipokampu
v soufadnicich AP=3,7; ML=3,0; DV=3,5 mm; podle'’.
Dale casti zvifat byla zavedena mikrodialyzac¢ni sonda
(AT4.15.1.Cu, AgnTho's AB, Svédsko, cut-off 6kDa,
délka membrany 1 mm), ktera byla implantovéana
cca 0,5-0,8 mm posteriorn€. Sonda byla promyvéna artifi-
cialnim mozkomisnim mokem s konstantni rychlosti
1,0 ul min™". Hodinu po zavedeni MD sondy byl zapodat
sekvencni odbér vzorki, vzdy po 20 min. Po prvnim (tj.
bazalnim vzorku) byl zvifatim infundovan ET-1 (n=0),

Tabulka I
Elu¢ni program LC metody pro stanoveni derivatu glu-
tathionu

Cas [min] Mobilni faze A Mobilni faze B
[70] (0]

0 1 99

2,5 1 99

5 65 35

10 1 99

15 1 99
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kontrolni skupiné byl podan fosfatovy pufr (n=4) ve stej-
ném objemu.

Experiment 2: V experimentech pro méfeni RKP byla
misto MD sondy zavedena jehlové sonda pro mé&feni RKP
(Perimed, Svédsko) a pritok byl méfen obdobnym zpiiso-
bem, jak bylo popsano diive'’. Béhem viech experimenti
byla zvifata udrzovana pii konstantni teploté (37 £ 0 °C)
pomoci vyhtivané podlozky s automatickym udrzovanim
zadané teploty (Supratech Engineering, Mad’arsko).

Analyza mikrodialyzac¢nich vzorki

Pro samotny vyvoj a optimalizaci derivatizacnich
reakci a postupll pfi zpracovani vzorkd byl pro analyzy
vyuzit hybridni hmotnostni spektrometr s vysokym rozli-
Senim LTQ Orbitrap Velos (Thermo Scientific, USA),
ktery je kombinaci dvou analyzatorG — linearni iontové
pasti a orbitrapové pasti, spojeny s kvarterni pumpou Ac-
cela 600 (Thermo Scientific, USA) a autosamplerem Ac-
cela AS (Thermo Scientific, USA). Pro nasledné méfeni
vzorkl za pouziti vyvinutych metod byl pouzit hmotnostni
spektrometr s trojitym kvadrupolem TSQ Vantage
(Thermo Scientific, USA) spojeny s kvarterni pumpou
Accela 600 (Thermo Scientific, USA) a autosamplerem
Accela Open AS (Thermo Scientific, USA). Pro stanoveni
derivatizovanych aminokyselin byla uzita UHPLC kolona
C18 EVO, 100 x 2,1 mm, 1,7 um (Phenomenex, USA).
Separace latek na chromatografické koloné byla provadéna
gradientovou eluci o slozeni mobilnich fazi acetonitril (A)
a 10 mM vodny roztok mravencanu amonného (B). Gradi-
entova metoda je zaznamenana v tab. I (pomér mobilnich
fazi je udavan v objemovych procentech). Pritok mobilni
faze byl konstantni (150 ul min™) po celou dobu analyzy.
Niéstiikovy objem vzorku &nil 10 ul. EST-MS analyza
byla provadéna v SRM (selected reaction monitoring)
modu.

Vysledky a diskuse
Regionalni krevni pritok (RKP)

Meéteni regionalniho krevniho pritoku provedené
pomoci Dopplerova pritokoméru ukazalo, ze intrahipo-
kampélni infuze ET-1 (n=4) vedla k ~40% poklesu RKP
(obr. 1), zatimco infuze fosfatového pufru (pH 7,4) u kon-
trolni skupiny (n=4) vyrazn¢ RKP neménila (data nejsou
ukazana). Vystupem je potvrzeni, Ze touto davkou nedo-
séhneme tkanové ischémie, nicméné¢ mimikujeme tvorbu
vazospazmu, ktery ¢asto doprovazi subarachnoidalni krva-
ceni. OvSem zlstava otazkou napodobeni takto vyvola-
nych CV v jinych oblastech mozku dospélého potkana.
Priméarni tlohu pfi vzniku a prubé¢hu ET-1 indukovanych
vazospazmull bude samozifejmé hrat odlisna vaskularizace
riznych &asti mozku', dale koncentrace ET-1, v&k a typ
pokusnych zvifat se mohou rovnéz podepsat na vysledku.
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Obr. 1. Vysledky méFeni regionalniho krevniho pritoku po intrahipokampalni infizi ET-1 dospélym zvifatim. Vazospazmova
aktivita v mozku dospélého potkana po aplikaci ET-1 (40 pmol pvtl’]). Cerna linie znazorfiuje procentualni primérmou hodnotu RKP
(pokles/nartist v procentech) oproti bazalni hodnoté (BL na ose y). Sedé pole znazoriuje standardni chybu praméru. Cerna Sipka ukazuje

zadatek infaze ET-1. Casova zna¢ka 5 min

Mikrodialyza

Pred zahajenim kazdého MD experimentu bylo
u pouzitych MD sond zkontrolované tzv. ,,recovery® (tzn.
propustnost) mikrodialyzacni sondy AgnTho’s v roztocich
o znamych koncentracich. Propustnost nami zvolené sondy
se pohybovala v rozmezi 54-89 % v souvislosti s danym
metabolitem a rychlosti perfize (viz tab. II). Na zaklad¢
téchto vysledkti pro MD experimenty s danou sondou byla
zvolena rychlost priitoku 1 ul min ', pii které bylo dosaze-
no vyssi nez 70% propustnosti.

Intrahipokampalni infize ET-1 (40 pmol ul™") vedla
k signifikantnimu zvyseni koncentraci glutamatu, laktatu
a glycerolu (obr. 2). Na druhou stranu doSlo ke sniZeni
extracelularnich koncentraci glukosy, pyruvatu a také GABA
(obr. 2). U kontrolni skupiny zvifat (n=4), které byl podan
fosfatovy pufr, jsme zaznamenali jen nepatrné zmény
v hladinach metabolitii, které ovSem byly srovnatelné
s bazalnimi hodnotami (data neukazana).

Bé&hem nedostatecného zasobeni tkdn€ kyslikem
a glukosou dochazi k prepnuti na anaerobni metabolismus
a konverzi pyruvétu na laktat. Pomér mezi t€émito metabo-
lity indikuje zmény redoxniho stavu bunék, zpisobené
napf. ischémii nebo dysfunkci mitochondrii. V naSich ex-
perimentech doslo k ~29% poklesu pyruvatu a ~246%
nartstu laktatu, coz znaci masivni acidozu. Dale byl zjis-

Tabulka II

tén pokles excitatni aminokyseliny aspartatu (o ~30 %),
a inhibi¢nich neurotransmiterd GABA (o ~37 %) a taurinu
(0 ~26 %) prvni hodinu po aplikaci. Naopak hladina hlav-
niho excitacniho neurotransmiteru, glutamatu, postupné
naristala a béhem druhé hodiny po vzniku CV signifikant-
né vzrostla o ~42 % oproti bazalni hodnoté. Je znamo, ze
narust glutamatu slouzi jako neptfimy rany marker energe-
tického deficitu a poSkozeni bunék. Bylo zjisténo, ze bé-
hem ischémie jeho hladina v dialyzatu roste az na neuroto-
xickou aroveti'*. Je znamo, Ze derivat glutamatu, glutamin,
vzniké energeticky naro¢nou konverzi v astrocytech. Bylo
zjiSténo, Ze beéhem tranzientni kompletni cerebrélni isché-
mie dochdzi k jeho nékolikandsobnému nartstu
v hipokampu'’. V nadem piipadé koncentrace této amino-
kyseliny poklesla signifikantné jen 2.hodinu po infazi
ET-1, a to 0 ~29 % oproti bazalni hodnot¢.

Nilsson a spol. ve své studii'® dokonce uvedli, Ze dra-
matické zmény extracelularnich koncentraci laktatu, stejné
tak glukozy a glycerolu, pfimo koreluji s klinickym stavem
pacienta a spolu se zménami koncentrace glutamatu a po-
meru laktat/pyruvat mohou slouzit jako citlivy marker
ischémie u pacientli se SAK. Vezmeme-li v potaz fakt, Ze
vySe uvedené markery jsou nedilnou soucasti klinické
diagnostiky CV a ischémie'® a jsou rovnéz pouzivané v
automatickych mikrodialyzacnich analyzatorech, jedna se
tedy o relevantni vystup v naS§em modelu.

In vitro prostupnost membrany (recovery proby) AgnTho’s sondy AT4.15.1.Cu

Parametr GABA * Pyruvat Glutamat

Rychlost, ul min™' 1 1,5 2 1 1,5 2 1 1,5 2
Roztok A 77 68 65 73 63 58 70 62 54
Roztok B 84 71 69 76 67 63 75 66 59
Roztok C 89 75 73 79 72 68 82 70 62

Hodnoty prostupnosti membrany v procentech jsou uvedeny jako primérna hodnota pii rizné rychlosti perfuze. Koncentra-

ce: roztok A — 10 pM, roztok B — 50 uM a roztok C — 100 uM. #

cich
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v pfipadé¢ GABA byly pouzité roztoky v nM koncentra-
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Obr. 2. Zmény v tkaiiové biochemii hipokampu po infizi ET-1 (40 pmol pl™). Kazdy bod reprezentuje koncentraci ur&itého metaboli-
tu v mikrodialyza¢nim vzorku mozku potkana. Hvézdicky reprezentuji signifikantni rozdil (* p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001) oproti
piisluiné bazalni koncentraci (BL vzorek). Cas je udan v minutach po infazi ET-1

Mimo jiné, infaze ET-1 vyvolala fadu zmén v extra-
celularnich koncentracich metaboliti (viz tab. III), které
nebyly doposud zmapované ¢i diskutované v souvislosti
s CV. Béhem prvni hodiny po infazi doslo k signifikantni-
mu poklesu nepolarnich aminokyselin a-alaninu o ~29 %
avalinu o ~40 % oproti bazalnim hodnotam. Naopak
u glycinu doslo k narustu koncentrace po indukci cerebral-
niho vazospazmu a to o ~18 %. Kromé toho, CV zpisobu-
je také pokles pozitivné nabitého histidinu o ~24 %,
nicméné nejvyssi pokles byl zaznamenan u lysinu, u které-
ho doslo ke snizeni primérné koncentrace o ~42 %. Po-
dobny pokles byl zaznamenan i u serinu (o ~35 %) a tyro-
sinu (0 ~37 %) béhem prvni hodiny po infuzi ET-1.

Dale, v disledku CV doslo k poklesu 5-HT o ~24 %
prvni hodinu po aplikaci ET-1, naopak hladina dopaminu
v dialyzatu vzrostla o ~102 % oproti bazalni hodnoté. Ne-
zavisle provedenou imunohistochemickou analyzou bylo
zji$téno, Ze monoaminy mohou stejné jako glutamat paso-
bit neurotoxicky, coz bylo potvrzeno i diive'’.

Molekulou, ktera také ptispiva k neuronalnimu po-
Skozeni, je oxid dusnaty (NO), ktery vznikd pfeménou
argininu na citrulin. V naSich experimentech doslo k po-
klesu argininu o0 ~39 % a nartstu citrulinu o ~95 %. Bylo
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zjiSténo, ze pomér arginin/citrulin je indikatorem aktivity
syntasy oxidu dusnatého a produkce NO. Je zndmo, ze tato
signalni molekula ma v organismu mnoho funkci, napf.
jako neurotransmiter se castni procesu uceni a tvorby
paméti, na cévy pusobi vazodilatacné a zvySuje krevni
pritok. NO je mimo jiné produkovan fagocyty a mize hrat
roli v inflamatornich a imunitnich odpovédich, navic mize
pfispivat k reperfuznimu poskozeni po ischémii. Zda se, ze
NO mize byt jednou z moznych pfic¢in vzniku vazospaz-
mi'81

V neposledni fade jsme zmapovali markery zanétlivé
reakce (leukotrien B4, prostaglandin E2) a oxidativniho
stresu (8-izoprostan, NO-tyrosin a O-tyrosin). U téchto
metabolitll byl zjistén postupny nartist po dobu dvou hodin
od infuze ET-1. Na$i pozornost upoutal masivni nartst
koncentrace endotelinu-1. Infize ET-1 vedla k navySeni
jeho celkové koncentrace témet 8 nasobné (viz tab. III). Jiz
diive se spekulovalo' o tom, e zvySena endogenni pro-
dukce ET-1 mutze stat za rozvojem pozdniho ischemického
deficitu u pacientll se subarachnoidalnim krvacenim. Tato
otazka zustava i nadale neprozkoumana, stejné tak i me-
chanismy pozdni spontdnni produkce endogenniho ET-1
a jeho role ve vzniku opakovanych CV.
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Hladiny koncentraci vybranych metaboliti v dosp€lém mozku pted aplikaci (BL) a 1. a 2. hodinu po aplikaci ET-1

(40 pmol pl™") do pravého dorzalniho hipokampu

Metabolit Koncentraéni zmény v ase *

BL 1. hodina 2. hodina
Glutamat, uM 7,1 £0,1 9,1+0,3 10,0 £ 0,3 *
Glutamin, nM 323,8+2,3 265,4+79 231,4+82*
Aspartat, nM 7,2+0,1 5,1+£0,2* 42+0,3*
GABA, nM 20,6 £0,4 13+£0,7* 12,6 £0,5 *
Taurin, nM 4179+1,9 310,7+ 10,8 * 285+ 82 *
Glycin, nM 419,6 + 1,4 493 +£ 7,4 * 465,5+£5,5*
Serin, nM 65,7+1,6 42,8 £2,5* 47 £22 *
Citrulin, nM 30,0+ 1,5 58,3+2,.8* 473+29*
Arginin, nM 508,2+4,5 310,7+20,4 * 266,1 11,2 *
Alanin, nM 523,3+4,0 371,8+15,9 * 326+7,2 %
Histidin, nM 3457+ 1,8 262,2+93 * 2753 +8,5*
Tyrosin, nM 223,6 +£2,0 140,3 £6,3 * 130,5+4,5*
Valin, nM 56,2+ 1,1 339+£22* 323+24%*
Lysin, nM 46,2+ 0,6 26,6 1,6 * 31,7+ 1,7 %
Dopamin, nM 172,8 £3,1 360,2+17,2 * 349,5+92 *
5-HT, nM 677,6 2,6 516,614 * 446,8 £ 142 *
Laktat, uM 4,7+0,1 162+22* 19,5+0,9 *
Pyruvét, uM 1,6 40,0 L1+0,1* 0,9 +0,0 *
8-isoprostan, ng/ml 25,3+0,7 27,5+0,4 * 31,3+0,6 *
NO-Tyrosin, ng/ml 35,5+0,9 46+ 1,1 * 56,8 £1,1*
o-Tyrosin, ng/ml 41+14 473+2,1%* 56,3+1,9*
8-OHG, ng/ml 24 +£0,9 21 £1,7 235+2,0
Leukotrien B4, ng/ml 25,6 £0,7 27,8+0,7 * 32,8+0,7 *
Prostaglandin E2, ng/ml 41+0,9 458+ 1,1 * 51,3+£1,8*

Endotelin-1

25,2 £ 1,5 fmol/ml

327,3 £ 10,6 * pmol/ml 247,74 * pmol/ml

** oznacuje signifikantni rozdil (p<0,05) oproti bazalni hlading (BL)

Zavér

Exogenni aplikace ET-1 v koncentraci 40 pmol pl™
do oblasti dorzalniho hipokampu vedla k uspésné modelaci
cerebralnich vazospazmi u dospélych potkant. Vazospaz-
my se projevily elevaci relevantnich metabolickych mar-
kerti asociovanych s CV a ischémii relevantnich po klinic-
ké strance. Vhodny experimentalni model CV v kombinaci
s ptimou detekei markeri vazospazmi muze piinést nové
specifické markery CV umoziujici v€asné zahajeni 1écby,
coz muze vést ke zlepSeni klinickych vysledkt v 1é¢bé
pacientd s tézkym SAK. Lécba klinickych vazospazmu se
skladd zindukce hypertenze a pii nedostatecném efektu
pak nasleduje vétsinou intra-arterialni 1écba spasmolytiky
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¢i perkutanni angioplastika. Pravé u pacientl v tézkém
klinickém stavu je 1é¢ba svizelnd a malo uspésna®. Je to
ale také problémem s Casnym a specifickym zachytem
cerebralnich vazospazmii. Nase vysledky ukazuji, ze kom-
binace mikrodialyzacni techniky a roz§ifeného metabolic-
kého mapovani HPLC/MS analyzou v experimentalnim
modelu mize pfinést nové poznatky v oblasti ¢asného
a specifického zachytu CV, tedy klic¢ovych podminek pro
jejich uspésnou lécbu.

Autori by rddi podékovali za financni podporu Narod-
nimu programu udrzitelnosti I ¢islo LO-1215 (MSMT —
34870/2013). Tato studie byla podporena Grantovou
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(MSMT CR, NPU II), grantem MSMT CR ¢ LHI4054
(KONTAKT II) a vnitrnim grantem KZCR (IGA-KZ-2016-
1-9).

Seznam zkratek

SAK subarachnoidalni krvaceni

ET-1 endotelin 1

MMM  mozkomis$ni mok

DCI pozdni ischémii mozku (delayed cerebral
ischemia)

Ccv cerebralni vazospazmus

CNS centralni nervovy systém

CID kolizné-indukovana disociace

ESI elektrosprejova ionizace

HPLC  vysokoucinna kapalinova chromatografie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

SRM selektivni monitorovani reakci

GABA  y-aminomaselna kyselina

MD mikrodialyza

BL bazalni hladina

RKP regionalni krevni pritok
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Cerebral vasospasm (CV) is a one of the main factors
leading to high morbidity and mortality in patients with
a severe subarachnoid hemorrhage. Biomarkers of early
diagnosis of the vasospasm development and progression
are still poorly understood. Use of microdialysis (MD)
techniques combined with modern practices in metabo-
lomic analysis can significantly contribute to the under-
standing of these phenomena. The aim of this study was to
design an animal model of the CV for understanding bio-
chemical correlates of CVs, their development and pro-
gression. Intrahippocampal infusion of endothelin-1,
a potent vasoconstrictor, in adult rats was used to mimic
CV-condition. A range of biomarkers relevant to clinical
practice was monitored using the MD and the HPLC-MS
analysis. As a result, we developed a suitable model and a
selective method of analysis to monitor neurochemical
correlates that are highly relevant for future experimental
and clinical research.



