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Abstrakt

Mozek obratlovcl je velice naroény na spotfebu energie a kysliku. Jiz nékolik vtefin
kyslikové absence dokaze narusit mozkovou homeostazu a zplsobit iontovou disbalanci, coz ma
za nasledek smrt neuronl apoptézou nebo nekrézou. Soubor mechanismu, které maji za ukol
tomuto naruseni homeostaze CNS zabranit, se nazyvd neuroprotekce. V mozku ji v nejvétsi mire
zajistuji gliové buriky. V lidském mozku se nachazi vice typl glii, ne vSechny se v3ak podileji na
neuroprotekci stejnym dilem. Obecné ale mizeme tvrdit, Ze vSechny glie udrzuji v CNS iontovou
rovnovahu, coZz ma velky vyznam pro neuroprotekci. Nejvétsi podil na ochrané CNS maji gliové
typy astrocyty a mikroglie. Tyto bunky se pfi jakémkoliv naruseni CNS aktivuji a provadéji celou
fadu aktivnich neuroprotektivnich dkonl. Aktivované astrocyty tvofi tzv. astroglidzu, kterd,
zjednodusené teceno, obali a oddéli postizené misto v mozku od zdravé tkané, ¢imz zamezi
dalsimu Siteni ischemického poskozeni. Aktivované mikroglie zvétSuji svij objem a transformuiji se
ve fagocyty, které odklizi celé nebo pouze ¢asti mrtvych bunék. Vyzkumy na téma neuroprotekce
jsou v dnesni dobé velice popularni. Je to z divodu nutnosti nalezeni pricin neurodegenerativnich
chorob, které dnes nejsou bohuzel znamy, takZe neni mozna jejich cilend lécba. Védci se
v posledni dobé soustfedi hlavné na inhibici prozanétlivych cytokind, které provazeji vsechny
neurodegenerativni choroby a doufaji, Ze je dovedou k pravé podstaté téchto nemoci, coz by
mohlo pfispét k jejich lepsi prevenci a Iéceni. V této bakalafské praci jsou shrnuty soucasné
poznatky o gliovych burikdch na poli neuroprotekce. Zd(raznén je hlavné jejich vyznam
v udrZovani iontové rovnovahy, transportu glutamatu a ochrané neuronl pred excitotoxicitou.
Cast této prace je také vénovana roli gliovych bunék pti hypoxii a ischemickém pogkozeni mozku a

v zavéru je zminén mozny budouci terapeuticky vyznam inhibitoru HDAC a TNF-a.

Klicova slova: gliové burky, neuroprotekce, excitotoxicita, hypoxie, ischemie



Abstract

Verterbate brain is extremely demanding on energy and oxygen consumption. A few
seconds of the oxygen deprivation can disrupt brain homeostasis and cause an ionic imbalance,
resulting in neuronal death by apoptosis or necrosis. The mechanisms, that are responsible for
protection of the CNS against the disruption of homeostasis are called neuroprotection.
Neuroprotection in the brain is mostly provided by glial cells. There are several types of glia in the
human brain, but not all of them are responsible for neuroprotection equally. However, in general
we can say that all the glial cells are responsible for the maintainance of ionic balance, which play
an important role in neuroprotection. Astroglia and mikroglia dominantly contribute to
protectiion of the CNS. These cells can be activated by any disruption of the CNS and actively
execute a number of neuroprotective actions. Activated astrocytes form astrogliosis, which covers
and separates the affected area of the brain from healthy tissue, thereby preventing further
spread of ischemic damage. Activated microglia can transform into phagocytes which clean the
extracellular space from dead cells and their parts. Neuroprotection research is nowadays very
popular. This is because of urgent need better understanding of the causes of neurodegenerative
diseases. Scientists are currently focused on the inhibition of pro-inflammatory cytokines that are
found in all neurodegenerative diseases. They are hoping that can these molecules may help to
reveal the true nature of these diseases, which could lead to better prevention and treatment.
This thesis summarizes current knowledge about glial cells in neuroprotection. Special emphasize
is given to their importance in maintaining the ionic and glutamate equilibria and protecting
neurons against excitotoxicity. A part of the thesis is devoted to the role of glial cells in hypoxic
and ischemic brain damage and possible importance of HDAC and TNF- a inhibitors for future

therapy is mentioned in the end.
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Seznam zkratek

AD - Alzheimerova choroba (Alzheimer’s disease)

ALS — amyotroficka laterarni skleréza

AMPA — a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-izoxazolpropionova kyselina

APP — amyloidovy prekurzorovy protein

ATP — adenosin trifosfat

AB — amyloid-p

BACE — B-sekretaza

BDNF — neurotroficky faktor pochazejici z mozku

cAMP — cyklicky adenosin monofosfat

CMP — centrdlni mozkova pfihoda

CNS — centralni nervova soustava

EAAT - excitacni aminokyselinovy transportér, glutamatovy transportér (excitatory amino acid

transporter)

ECS — extracelularni prostor (extracellular space)

Epo — erytropoetin

GABA — kyselina y- amino mdselna

GFAP — gliovy fibrilarni acidicky protein

GLT-1 — glutamatovy transportér 1

GS — glutaminsyntetdaza

GSH — glutathion

H,0,— peroxid vodiku



HD — Huntingtonova choroba (Huntington’s disease)

HDAC — histondeacetyldza

HEB — hematoencefalicka bariéra

HIF-1 — hypoxii indukujici faktor 1 (hypoxia induced factor 1)

Htt — gen pro huntingtin

I/R —ischemie/reperfize

IFN- y —interferony

iGIuR —ionotropni glutamatovy transportér

IP3 —inositol trifosfat

JNK = Jun-N-terminalni kinaza

KDH — ketoglutaratdehydrogenaza

L-DOPA - L-3,4-dihydroxyphenylanalinem

MGIuR — metabotropni glutamatovy transportér

MPTP — 1-methyl-4-fenyl-1.2,3,6-tetrahydropyridin

NCX — Na*/Ca?* vyménik

NG2 — neuralni/gliovy antigen

NGF — nervovy ristovy faktor (nerve growth factor)

NGF — nervovy rlstovy faktor

NMDA — N-methyl-D-asparagova kyselina

NO — oxid dusnaty

OLG - oligodendrocyt

PC — precondicioning



PD — Parkinsonova choroba (Parkinson’s disease)

PGE, - prostaglandin E2

polyQ — polyglutamin

RNS — reaktivni formy dusiku (reaktive nitrogen species)

ROS - reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

SOD1 — superoxiddismutdza 1

TMS — transmembranova jednotka

TNF- a — faktor nddorové nekrézy a

VEGF — vaskularni endotelidlni rastovy faktor (vascular endothelial growth factor)

VGLUT — vezikularni glutamatovy transportér

VPA —valproova kyselina

XO — xantinoxidaza
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1  Uvod

Od dob vyvinuti technik ke zkoumani centrdlni nervové soustavy obratlovcl je mozek
predmétem intenzivniho pozorovani v laboratotich po celém svété. Lidsky mozek vazi v priméru
1 400 g, coz predstavuje 2 % primérné vahy lidského téla. Pfitom spotrebuje 20 % energie, kterou
télo dokaze vyprodukovat. Je velice ndrocny na spotrebu kysliku, staci pouze 8 sekund bez pfisunu
kysliku a clovék ztrdci védomi, po 10 minutdch anoxie je jiz mozek trvale poskozen.
K hypoxickému/ischemickému poskozeni jsou nejvice citlivé neurony, kterych je v mozku kolem 70
miliard. Jejich ochranu zprostfedkovavaji gliové buriky, kterych je cca 10x vice jak neuron(. Dnes
je gliovym burnikdm vénovana velikd pozornost, hlavné zddvodu moZné budouci lécby
neurodegenerativnich chorob, jako je AD, PD, HD nebo ALS. Ve vSech téchto chorobdch zastupuji
glie urcitou funkci, a to bud pozitivni, nebo negativni. Stimulace nebo naopak inhibice téchto
funkci by mohla byt klicova k rozlusténi spravnych terapeutickych postupt, vedoucich k Uspésné
[éEbé vySe zminénych chorob. V této préci jsou shrnuty soucasné poznatky o gliovych burnkach a

jejich neuroprotektivnich funkcich, jak souc¢asnych, tak i budoucich.

2 Rozdéleni bunék CNS

Mozkové bunky se obecné déli na neurony a gliové buriky. Neurony, jakozto hlavni bunécna
slozka mozku, jsou prozkoumany mnohem vice do hloubky nez burky gliové, které se jesté dlouho

po svém objevu povaZovaly pouze za nervové lepidlo.

2.1 Neurony

Neurony délime podle tvaru na unipolarni, bipolarni a multipolarni. Dale podle funkce na

senzorické, interneurony a motorické (1).

2.2 Gliové bunky

Dnes délime gliové burniky na astrocyty, mikroglie, oligodendrocyty, radidlni glie,
ependymocyty a synantocyty (2). VSechny zminéné typy gliovych bunék maji, vice ¢i méné,
daleZitou roli v CNS a jeji ochrany. V této praci se budeme sousttedit, z hlediska neuroprotekce,

hlavné na prvni dva zminéné typy glii.
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2.2.1 Astrocyty

Astrocyty jsou jednim z hlavnich elementl v neuroprotekci. Je to nejhojnéjsi typ gliovych
bunék v mozku, maji specificky hvézdicovity vzhled a v rliznych ¢astech mozku a v rlzném stadiu
vyvoje mozku se nachdzi rdzné typy. V Sedé hmoté mozkové najdeme protoplazmaticky typ a
v bilé najdeme typ fibrdzni, které hraji vyznamnou roli v myelinizaci (3). Dfive se mélo za to, ze
astrocyty maji pouze podpulrnou funkci neuront. Dnes jiz vime, Ze maji mnohem vice ukoll v CNS

nez pouze ,slepovat” neurony k sobé. NizZe jsou popsany dosud znamé funkce astrocyt(:

- udrzuji homeostazu iontl (viz nize)

- reguluji krevni tok v mozku (4)

- jsou soucasti HEB a také zajistuji jeji opravu pti poskozeni (5)

- ziskavaji zasoby glukdzy z krevniho fecisté, na které jsou napojené (6)

- zajistuji imunitni odpovédi CNS na jeji poranéni pomoci morfologickych a funkénich
zmén, jako je napftiklad zvySeni produkce GFAP a jejich aktivace (viz niZze — astroglidza)
(4)

- formuji nebo odstrariuji neuronalni synapse (3)
2.2.2 Mikroglie

Mikroglie jsou bunky mezodermalniho plvodu, které maji velmi dulezZitou funkci pfi
imunitni ochrané CNS pfi jejim poranéni. Ze vSech gliovych bunék v mozku tvofi mikroglialni
populace 12 % (7). V kostni dfeni se tvofi kmenové hemopoietické burky, které krevnim recistém

putuji skrz HEB do mozku, kde se diferencuji na mikroglie (8).

Mikroglie jsou velmi vyznamné neuroprotektivni burfiky v mozku. Udrzuji homeostazu

iontl pomoci pump a transportér( a pri jakémkoliv naruseni CNS se aktivuji, zvétsi svlij objem a

.....

se budeme vénovat déle v této praci.
2.2.3 Oligodendrocyty (OLG)
OLG se déli na dva hlavni typy:

- OLG tvofici myelin (9)

- OLG, které netvofi myelin, ty se nékdy nazyvaji satelitni nebo perineurondlni OLG (9)
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OLG tvorici myelin jsou pro neurony Zivotné dlezZité. Obaluji totiz axony myelinem, ktery
je izoluje a vyrazné urychluje prenos akénich potencidld. Axon neni obaleny myelinem
kontinualné, ale mezi jednotlivymi Useky se nachazi rGzné dlouhé mezery, zvané Ranvierovy
zarezy (10). Tento typ OLG také produkuje ristové a dalsi prospésné faktory, jako jsou NGF, BDNF

a NT-3, coz jenom dokazuje, Ze OLG také hraji dlilezitou roli v podpofe neuront (11).

Nemyelinizujici OLG se nachazi hlavné v Sedé hmoté mozkové. Jejich funkce nejsou jesté
zdaleka prozkoumadny, ale ma se za to, Ze navzdory jejich pojmenovani obsahuji aparat potrebny
na myelinizaci axond a pfi demyelinizaci nékterého z axonu jsou schopny se aktivovat a postizeny

axon myelinizovat (12).

2.2.4 Radialni glie

Vyskyt radidlnich glii je dualezity hlavné pfi vyvoji vSech obratlovcd. Jsou tvorfeny
z neuroepitelidlnich bunék nervové trubice na za¢atku neurogeneze a slouzi jako opora pfi migraci
bunék skrz neuralni trubici. Také maji vyznam progenitorovych bunék, ze kterych se diferencuji

bufiky CNS (13,14).

2.2.5 Ependymocyty

| progenitorové buriky potrebuji ke své funkci podporu. Tuto podporu jim zajistuji pravé
ependymocyty. Pfi vyvoji se vyskytuji po celé délce neurdlni trubice, ve vyvinutém mozku

produkuji mozkomisni mok v mozkovych komorach (15).

2.2.6 Synantocyty

Synantocyty byly dlouho povaZovany za astrocyty nebo jejich subtyp. Ani dnes se poradné
nevi, zda jsou jenom podskupina astrocytl nebo Uplné jind skupina glii. Stavebné jsou si velmi
podobné, ale neprodukuji GFAP a S-100 B, které jsou pro astrocyty charakteristické a také netvofri
tésné spoje. Je jich o néco méné nezZ astrocytd, formuji méné spojd. Pro srovnani, synantocyty
v hipokampu tvofi v priméru asi 20 spojl (s neurony a gliovymi burnikami), astrocyty asi kolem

100 000 spojt (16).

Dnes jsou také nazyvany NG2 bunky, protoZze produkuji NG2 proteoglykan. Nazev
synantocyty byl prevzat z feckého synanto, tedy kontakt. Je to proto, Ze synantocyty provazuji
gliové bunky, napfic¢ bilou a Sedou hmotou, s neurony a jsou zprostifedkovatelé komunikace mezi

nimi (17).
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3 Uloha gliovych bunék v homeostazi CNS

Udriba homeostaze CNS je jedna zklicovych funkci gliovych bunék. V této kapitole je
vyzdviZzena dlleZitost transportu glutamatu. Jakékoli naruseni tohoto transportu a hromadéni

glutamatu v ECS miZe mit pro organismus fatalni nasledky.

Neurons Astrocytes Capillary

Na* — Na*—

—Na*
CO;

NHE Nac =
AN

M Tt
O —— Lac.—“ ‘Lac,” R —————

CA

/GIn

Obrazek 1. Na obrdzku vyse je ve zkratce znazornéna Uloha astrocytl v udrZovani homeostaze
CNS. V rGZzovém poli mizZeme vidét glutamat-glutaminovy cyklus. V modrych polich je vyobrazen
laktatovy cyklus. Ve Zlutém poli vidime mechanismus udrZovani pH. OranZové pole znazorfiuje
udrzbu stalé koncentrace K*. A nakonec v zeleném poli mlizeme vidét metabolismus glutathionu.

Prevzato z (18).
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3.1 Glutamat

Glutamat je hlavni excita¢ni neurotransmiter (19). Pfi zvySené koncentraci je ale pro CNS
velmi toxicky. Hraje duleZitou roli pfi rlstu neuronl a celkové, pfi vyvoji mozku (20). Je
syntetizovan astrocyty, které ho jako jediné mozkové buriky dokazi syntetizovat de novo, diky
produkci enzymu pyruvatkarboxyldzy. Diky tomuto enzymu dokazi astrocyty syntetizovat glutamat

z glukdzy, kterd je dodavana krevnim rfecistém, na které jsou astrocyty napojené (17,20).

3.1.1 Glutamat-glutaminovy cyklus

Glutamat je vychytdn astrocyty, kde je pfeveden na glutamin pomoci glutaminsyntetazy
(GS) a poté transportovan do neuronu pomoci VGlut (vezikularni glutamatovy transportér). Dale
je glutamin preveden zpét na glutamat, pomoci deaminace fosfatem aktivovanou glutaminazou.
Jako vedlejsi produkt je tvoren amoniak, ktery je transportovan zpét do astrocytl, kde se

inkorporuje do aminokyselin leucinu nebo alaninu (18).

3.1.2 Glutamatova excitotoxicita

Glutamat je vazan pomoci ionotropniho glutamatového receptoru (iGIuR s receptory pro
NMDA a AMPA) na postsynaptické membrané a metabotropniho glutamatového receptoru
(mGIuR). Oba tyto receptory jsou sprazené s G proteiny. Excitotoxicita vznika hlavné kvali pfilis
vysoké aktivité iGIuR a nasledkem je ztrata synapsi a bunécnd smrt. Byly provadény pokusy na
mysich, kde se (21) pokouseli o prokazani tzv. chronické, tedy dlouhodobé, excitotoxicity.
Subjekty byly vystaveny vysoké koncentraci L-glutamatu. Jedna skupina po dobu 10 minut (akutni
excitotoxicita) a druha skupina po dobu 24 hodin (chronicka excitotoxicita). Vysledky prokazaly, ze
az tak nezdleZi na tom, jak dlouho jsou bunky vystaveny vysoké koncentraci L-glutamatu. V obou

pripadech jejich smrt nastala aZ po 24 hodinach (21,22).

Excitotoxicita hraje hlavni roli ve vétSiné neurodegenerativnich onemocnéni a chorob,
jako je napfiklad AD, PD, HD nebo ALS. V souvislosti s témito chorobami mizieme mluvit o
chronické excitotoxicité. Akutni vznikd nasledkem napfiklad traumatu CNS, epileptické pfihody

nebo ischemie.

3.1.2.1 Pfiklad mechanismu glutamatové excitotoxicity, zpisobené ischémii

Ischemie vznikd nasledkem preruseni krevniho toku do tkani (v nasem pripadé CNS).
Nedodava se tedy dostatek substratu (glukdzy) pro vytvareni energetickych zdsob a energie je

vyCerpana viadu minut. Mitochondrie gliovych bunék se stavaji nefunkénimi a ztraceji
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membranovy potencial. U neuron(l ischemie vyvola depolarizaci membran a masivni vypousténi
glutamatu. V astrocytech zase pfti ischémii dojde k preruseni aktivity EAAT, které vychytdvaji
prebytecny glutamat z ECS. MlZe dokonce dojit k aktivaci jejich opacného chodu, coZ zpUsobi
vypousténi glutamatu zpét do ECS. Vsechny tyto akce zpUsobuji zvySenou koncentraci glutamatu a
naslednou aktivaci iGIuR (NMDA, AMPA) a mGluR. Jejich aktivace zpuUsobi rychly nar(st
koncentrace Ca?* (diky aktivaci Na*/Ca®" vyméniku), coZ aktivuje Ca** dependentni enzymy, které
produkuji veliké mnozZstvi ROS a RNS. To vede k bunécné smrti bud apoptdzou (pfi spusténi

kaskad p38 nebo JNK) nebo nekrdzou (vyliti obsahu bunék do ECS) (21,23,24).

3.1.3 Glutamatové transportéry

Glutamat je z ECS vychytavan astrocyty, pomoci Na* dependentnich transportérd. Je jich
celkem pét typl: GLAST (glutamatovy/aspartatovy transportér), u lidi zvany EAAT1 (excitacni
aminokyselinovy transportér), ktery byl poprvé izolovan z mozku krys. GLT-1, u lidi také zvany
EAAT2, izolovany také z krys, ktery zajistuje az 90 % celého transportu glutamatu v mozku (22).
Dalsi je EAACI, u lidi také nazyvany EAAT3, izolovany z krali¢ich mozkovych bunék. Posledni dva
jsou lidské a nazyvaji se EAAT4, ktery se nachdzi v mozecku v Purkynovych burnkach a EAATS
nachazejici se v retiné. Tyto transportéry zajistuji nizkou hladinu glutamatu v ECS, aby nedoslo
k nadmérné aktivaci glutamatovych receptorl, coz mulze plsobit problémy (viz vyse,

excitotoxicita) (25,26).

Obecné muzZeme fici, Ze EAAT1 (GLAST) a EAAT2 (GLT-1) se nachdzi hlavné v membranach
astrocytli (27), EAAT3 voligodendrocytech a neuronech (25), EAAT4 jsou lokalizovany

v neuronech a jak je popsano vyse, EAATS se nachazi v bipoldrnich burikach retiny (19).

3.1.3.1 Mechanismus transportu glutamatu

Glutamat se spolu se tfemi Na* a jednim H* navaZze do mista transportu a vSechny slozky
jsou vypustény do cytosolu. K*, ktery se ve stejném okamziku nachazi uvnitt burnky, se navaze,
pfeorientuje volny transportér a je vypustén do ECS. Stechiometrie pfenosu iontd a glutamatu je:

3 Na*+ 1 H" + 1 glutamat dovnitt buriky a 1 K* ven do ECS (28).

Vyse zminéné transportéry jsou Zivotné dlleZité pro zdravy vyvoj jedince. Nasledky

nefunkénosti EAAT1 a 2 jsou popsany na pfikladech nize.

Mys s vyfazenym EAAT2 pfi narozeni na prvni pohled nerozezname. Ale po tfech tydnech

si u ni mlZeme povSimnout naznak(l hyperaktivity, epilepsie a také je mensi nez kontrolni mysi.
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Polovina mysi s témito ptiznaky zemrie béhem ctvrtého tydne (29). Mys s vyfazenym EAAT1 ma
bézny vyvoj, ale pozdéji vykazuje zhorsenou koordinaci pohyb(, ztratu sluchu a zhorseni zraku

(30).

4 Rovnovaha Na*, Ca%*, K* v CNS

Udriba homeostaze iontd v CNS je velkym a dileZitym neuroprotektivnim Ukolem. Kazdé
naruseni této rovnovahy muze vést k vaZnym neurodegenerativnim chorobam, nefunkcénosti CNS

a smrti organismu.
4.1 Na*/Ca? vyménik (NCX)

Vyménuje tfi Na* za jeden Ca?'. Je sloZen z deviti transmembranovych jednotek (TMS)
z nichZ TMS 1-5 jsou N-terminalni hydrofobni domény a TMS 6-9 C termindlni hydrofobni domény
(10).

Konkrétné se vastrocytech nejvice vyskytuje NCX1 a odpovidd za vypousténi
neurotransmiter(. Pfi jeho zpétném chodu vypousti Ca?* zpét do ECS. PFi hypoxii zabranime smrti
astrocytd tim, Ze inhibujeme NCX, protoZe ke smrti dochdzi pfi zvy$ené koncentraci Ca?* , kterd

pUsobi zvySeni koncentrace glutamatu a excitotoxicitu (31).

V mikrogliich najdeme NCX typ 1, 2, 3. Nejvice zastoupen je zde opét NCX1, ktery ma na

starost obrannou odpovéd na IFN-y a NO.
4.2 Na'/H*'vyménik (NHE)

Vyménuje 1 Na* za jeden H* a udrZuje tak stalé pH v bunkach. NHE je slozené z 12
transmembranovych domén, které se sklddaji z N-terminalni transmembranové domény a C-

terminalni cytoplasmatické domény (10).

Jak jiz bylo zminéno vySe, NHE predstavuje nejdllezitéjsi mechanismus udrzovani pH v
astrocytech. Ovsem, jeho vyfazeni ma i pfiznivé ucinky, jak bylo popsano ve studii na mysich
s geneticky vyfazenym NHE-1, diky ¢emuz se sniZzuje koncentrace Na*, tedy se sniZzuje pfijem vody

a nasledné otékani astrocytl. To by mohlo zpUsobit nasledné prasknuti bunék a nekrézu (32).

Mikroglie, jak je zndmo, produkuji mimo prospésnych latek i prozanétlivé cytokiny. Kdyz
vyfadime NHE1 u mikroglii, vyfadime tim i produkci cytokin(i a také NO.

17



4.3 K'/ClI transportéry (KCC)

Jsou znadmy celkem 4 typy KCC (KCC1-4) a vSechny se nachazi v CNS. KCC2 najdeme hlavné
v neuronech a astrocytech, KCC3,4 hlavné v gliovych bunkach. Tyto transportéry vyménuji jeden

K* za jeden CI" a jejich hlavni funkci je regulace objemu bunék (10).
Astrocyty diky KCC reguluji objemy mozkového edému pfi zranéni CNS (33).
V mikrogliich hraje KCC velikou roli pfi jejich aktivaci a zvétSovani (33).

V OLG najdeme hlavné KCC3 a jeho vyfazeni mZe zpUsobit agenezi corpus callosum

(kaldzni téleso) (34).
4.4 Na*/K*/Cl transportér (NKCC)

Jsou zndmy pouze dva typy a to NKCC 1 a 2. Nd&s bude nejvice zajimat NKCC1, protoZe ten
najdeme v mozku, konkrétné v neuronech, astrocytech a oligodendrocytech. NKCC2 se nachazi
v ledvinach obratlovcl. NKCC jsou sloZeny z 12 transmembranovych domén. Jak jiz z jeho nazvu

vyplyva, jejich hlavni funkci je udrzovani optimalni koncentrace CI', Na*, K* (10).

Zde hraje NKCC1 hlavni roli v udrzovani optimalni koncentrace K*. Pokud by byla pfilis
vysoka, astrocyty za¢nou otékat, coz se stava napfriklad pfi ischémii, a astrocyty nejsou schopné
udrzovat homeostazu CNS (35). Kromé udrZovani optimalni hladiny K*, se NKCC podili i nepfimo
na udrZovani optimalni koncentrace Ca?*. Prichod Na* skrze NKCC miZe spustit opaény smér

chodu NCX a tedy transport Ca?* do astrocytu (36).

Mimo udrZovani homeostaze Cl-, je zde jejich hlavni Ulohou udrzovani stalé koncentrace
Na*® a K*. Pokud inhibujeme NKCC1, tak se sniZi pravdépodobnost smrti bunék OLG indukované
AMPA, diky sniZzeni koncentrace intracelularniho Na*. Pfi dlouhodobém plisobeni AMPA se zvySuje
hladina Ca?* v mitochondriich (diky opaénému chodu NCX), vypousténi cytochromu C, co? vede ke

smrti OLG (37).
4.5 Na'/HCOjs transportér (NBC)

NBC je dvanactidoménova transmembranova struktura s intraceluldrnimi C a N
zakoncéenimi. Spolu s NHE je jednim z nejvétsich regulator(i iontové a pH homeostazy v CNS.
Transport je v poméru 3 HCOs™ ku jednomu Na*. Hlavni je typ NBC-1 a dnes jsou znamy 3 jeho

podtypy, NBC-1 A, B, C (10).
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NBC1 mulZeme najit v astrocytech v hipokampu a cerebellu a jeho hlavnim ukolem je
regulace neuronovych vzruchd, pomoci zmén v pH. Pfi vzniku akéniho potencidlu se zvysuje
hladina K* a dochazi k depolarizaci astrocyt( v okoli. Diky této depolarizaci dochazi k aktivaci NBC
a k pfeneseni Na* a HCOs', coz da bunce zaporny naboj. Mikroglie s pomoci tohoto transportéru

udrzuji rovnovahu mezi kyselym a zasaditym prostfedim v burce (38).

4.6 Na'/K'ATPaza

Jednd se o enzym pfitomny ve vSech bunkach, ktery se sklada ze tfi podjednotek: a, B a y.
a podjednotka ma dalsi tfi izoformy, stejné jako B. Nejvice nds zajimda a2 a 3, protoze se nachazi
v neuronech. Vyména zde probihd v poméru tfi Na* ku dvéma K*. Hlavni funkci Na*/K* ATPazy je
udrZovani transmembranového gradientu téchto iontl a také se nepfimo podili na transportu Ca?*
a H*. Pti ischémii nastava deplece ATP v postizenych burikach. Pokud jsou takto postizeny i gliové
bunky, zhorsena funkce jejich Na*/K* ATPazy snizi schopnost téchto bunék zajistovat homeostazu
ve svém okoli, coz mlzZe Cinit neurony vice zranitelnymi. Av3ak nékteré studie vidi naopak
v inhibici Na*/K* ATPazy slibnou neuroprotektivni budoucnost (39). OvSsem k tomu jesté vede

dlouha rada let vyzkum( a skutecnost prozatim zlstava takova, Ze inhibice Na*/K* ATPazy muze

pUsobit spiSe na neurony negativné (10).

Jak bylo uvedeno vysSe, pfi hypoxii neni tato pumpa schopna plnit svdj ukol diky
nedostatku ATP. Po obnové dodavky kysliku se zvysi jeji exprese al a f1 podjednotky a jeji aktivita

se tim paradoxné zacina sniZovat, coz plsobi nedostatek ATP (40).

Na*/K* ATPaza je aktivovana bud pfimo, zvysenim koncentrace K* nebo neptimo.
V nepfimé aktivaci hraji roli pravé OLG, které také pfi depolarizaci membrany zvysuji koncentraci

K* a tim aktivuji tuto pumpu (10,41).

5 Role gliovych bunék v nejcastéjsich neurodegenerativnich onemocnénich

Kvali sloZitosti nervového systému, jsou choroby spojené s CNS ty vlibec nejnarocnéjsi na

[éCbu a vyzkum.
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5.1 Cévni mozkova pitihoda

CMP je jedno z nejrozsifenéjsich neurodegenerativnich poskozeni. Ro¢né je v priméru
zaznamenano aZz 17 milidnd pripadl a bohuZel i pres celosvétovou osvétu o mozné prevenci pred

CMP, toto Cislo stale roste a vék pacientl se snizuje (42).

Obecné jsou znamy dva typy CMP. Ischemickd (ve vétsiné pripadl), kterd vznikne
nasledkem preruseni krevniho toku do mozku a nasledny hypoxicky stav mize byt pro pacienty
velmi vaziny z dlouhodobého hlediska. Nejcastéjsi pri¢ina je cévni srazenina, ktera se uvolni
z obéhového systému a doslova vilétne do mozku a ucpe mozkové cévy, ¢imz je mozkova tkan
nedostatecné zasobena krvi a dochazi k hypoxii a ischemickému poskozeni. Druhy typ se nazyva

hemoragickd a nastdva pfi krvaceni z mozkové cévy (43,44).

Problematice hypoxie/ischemie se podrobnéji vénuje kapitola 5.

5.2 Alzheimerova choroba

AD je neurodegenerativni onemocnéni, pfi kterém pacienti ztraci kognitivni funkce, jako je
napfiklad pamét a fec, a vede postupné k demenci pacienta (45). Pfi¢inou je nejpravdépodobnéji
nahromadéni amyloidu-B (AB), ktery vznika rozkladem APP (amyloidni prekurzorovy protein). Pro
produkci AB je nutny enzym B sekretaza (BACE 1). Ve zdravém mozku je produkce tohoto enzymu
udrZovana v rovnovdze pomoci neurond, ale pfi naruseni homeostaze mozku, jako je napfiklad
AD, je BACE 1 produkovan astrocyty, rozruSuje APP a jiZz nic nebrani v syntéze AB. Pfesnéji se BACE

1 nachazi v reaktivnich astrocytech pritomnych v tésné blizkosti AB plakl (46).

Jako pfi jinych neurodegenerativnich poruchdch, i pfi AD dochazi ke vzniku astroglidzy, ale
zatim neni dokazano Uplné spojeni mezi astrogliézou a amyloidnimi B plaky (AB-plaky) (46). Vi se
ale, Zze jednim z Ukoll reaktivnich astrocytl je odstrariovani AB, ktery se u pacientd s AD hromadi
v entorhindlni kife mozku. Astrocyty izolované ze zdravého mozku jsou schopné AP odbourdvat,
ale kdyz byly astrocyty izolovany z APP (amyloidni prekurzorovy protein) transgennich mysi,

nebyly schopné tento amyloid odbourat (47).

Lék na AD bohuZel zatim neni. Je zde spoustu kandidatd, na které se vyzkumy zaméruiji.
Napriklad AR, ale i kdyZ se povedlo snizit jeho koncentraci v mozku, nemélo to na prlibéh nemoci
skoro Zadny vliv. Dalsi cil je GFAP, syntetizovany aktivnimi astrocyty. Konkrétné snizeni jeho
koncentrace, coz by ovlivnilo synaptickou aktivitu. (46). Jednim z testovanych IéCiv na AD je

resveratrol. Jednd se o 3,5,4'-trihydroxy-trans-stilben a byl izolovan z kofenl veratrum
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grandiflorum (Cemefice bild) doktorem Michio Takaoka. Dnes jiz vime, Ze se nevyskytuje pouze
v Cemefici, ale i napriklad v hroznovém viné, brusinkach, borlvkach a také v buracich. Resveratrol
je ucinny i proti oxidativhimu stresu, zanétim a také diabetu a inhibuje produkci AB a také jeho
hromadéni v burikdch CNS, ale ne ovliviiovanim B-sekretazy, pouze stimulaci procesu odbouravani

AB (45).

ProtoZe s rostoucim vékem se stdle snizZuje transport glutamatu z ECS pomoci EAAT1 a
tedy stdle rostouci koncentrace glutamatu v ECS, zvysSuje se i pravdépodobnost neurodegenerace
zpUsobenou glutamatovou excitotoxicitou, ktera je jednou z pficin vzniku neurodegenerativnich
chorob. Tyto transportéry jsou také cilem vyzkumu v lé¢bé AD. Nejvice se studie zaméruji na

inhibici NMDA receptor(, ale zatim je tento vyzkum pomérné v pocatku (48).
5.3 Parkinsonova nemoc

PD je druha nejrozsifenéjsi neurodegenerativni choroba. Je pro ni charakteristické umirani
dopaminergnich neuronll v substantia nigra pars compacta, zddvodu nizké koncentrace
dopaminu a pfitomnost a-synukleinu (49). a synuclein byl nalezen v protoplazmickych (ne vSak
fibréznich) astrocytech. Kvili mutaci genu pro a synuclein se tvofi agregované bilkoviny, které se
akumuluji v Lewyho téliskach, které jsou jednim z pfiznakl PD. Jsou dlkazy, Ze se a synuclein
nachazi v axondlnich zakoncenich, odkud se dostavaji do ECS, kde ho vychytaji astrocyty, ve
kterych se poté hromadi. Pfedpoklada se, ze PD vznika v jednom urcitém misté a z néj se Sifi do
ostatnich mozkovych tkani (50). Rizikové faktory, které mohou vést k onemocnéni touto
chorobou, jsou genetické predispozice a také castd kontaminace téla herbicidy, pesticidy a
tézkymi kovy. Mezi Casté priznaky patfi nekontrolovany tfes téla, bradykineze a postularni

instabilita (51).

glutamatovych receptort, kterd vede k excitotoxicité. Stim souvisi i jeden ze zkoumanych
|éCebnych postupll je nahrazeni ztraceného dopaminu pomoci L-3,4-dihydroxyphenylanalinem,
tzv. L-DOPA. Ale v pozdéjsich fazich testovani se objevily problémové vedlejsi Gcinky, napfriklad
motorické problémy. L-DOPA také zlepsSuje expresi GLT-1, coz by mohlo mit pfiznivou funkci proti

glutamatové excitotoxicité (48).

Vyzkum |écby PD se provadi pomoci umélého navozeni PD u potkant latkou MPTP, ktera
plsobi nefunkénost mitochondrii, coZz je jeden z hlavnich projevi PD (49). Nékteré byliny,
pouzivané v ¢inské mediciné, produkuji ucinné latky, jako jsou resveratrol, kurkumin, polyfenoly

ze zeleného caje a katechiny. Ty chrani bufky CNS pfed MPTP nebo 6-hydroxydopaminem
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zanétlivymi procesy (inhibici produkce prozanétlivych cytokint) a také pred volnymi kyslikovymi

radikaly (ROS, RNS) (52).
5.4 Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba je nékdy téZz nazyvdna Huntingtonova chorea a je dédéna
autozomalné dominantné. Chorea je stav, kdy télo projevuje nahodné a samovolné a
nepravidelné pohyby, co?Z je také jeden z pfiznakll HD (53). Mezi dalsi pfiznaky patfi paranoia,
psychdza, deprese a demence. Mezi nejbéznéjsi pri¢iny smrti pacient s HD patfi hlavné nasledky
zminéné chorey, napfiklad pady a jednou z hlavnich pfi¢in smrti je bohuzZel také sebevrazda.
Nejvic rizikovy vék u HD, kdy se nemoc za¢ina projevovat, je 30. az 40. rok Zivota. Zadnd Gcinna

|éCba zatim neexistuje.

HD zpUsobuje mutace v genu pro Huntingtin (htt), ktera vytvari CAG repetice (CAG je kodon
pro glutamin). Ty zpUsobuji navazovani polyglutaminu (polyQ) na NH; skupiny aminokyselin
protein( (50). B&%ny vyskyt CAG tripletl je kolem 20. U lidi s HD je nejméné 36. Cim je polyQ delsi,

tim dfive je nemoc u pacienta diagnostikovana (54).

Htt se nachdzi primarné v neuronech. Nejc¢astéji se nachdzi v cytoplasmé, ale obcas se
objevi i v jadie (54). Jsou také pfipady, kdy jsou ptritomny jak v neuronech, tak i v astrocytech.
V tomto pfipadu je prlbéh nemoci velice rychly, mnohem vice nebezpecny a smrt nastava
rychleji. Zavaznost HD zdlezZi hlavné na délce polyglutaminu. Naptiklad polyglutamin o délce 160
(160 glutamind, polyQ) vyvola okamzité ptiznaky nemoci, na rozdil od 98Q, kde se ptiznaky HD

objevily az s glutamatovou excitotoxicitou (50,55).

Jak bylo uvedeno vySe, u€innd lécba zatim neni znama. Byly provadény pokusy
s transplantaci zdravych neuron( do postizenych loZisek v mozku, ale problémem je fakt, ze HD

postihuje cely mozek.
5.5 Amyotroficka laterarni skleréza

ALS je progresivni nemoc, charakteristicka ztratou motorickych neuroni v mozkovém
kmeni, kife a mise. V pozdéjsich fazich jsou pfiznaky velmi vazné. Jsou to napfiklad paralyza nebo
dychaci potize. Také je castd porucha polykani a fascikulace (56). Je to také nejrozsifenéjsi
neurodegenerativni choroba (8 pfipad(i ze 100 000 roc¢né). Pacienti s ALS umiraji do péti let od
propuknuti nemoci. Mechanismus vzniku ALS zatim zlstava neobjeveny, a proto neni mozné urcit

ucinnou lécbu (57). Také diagnoza casné faze nemoci neni snadnd. Symptomy se zacnou
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projevovat az 15 mésicli od propuknuti nemoci, coZ velice komplikuje potencialni 1é¢bu (56).
ProtoZe neni objeveny pfesny mechanismus ALS, je dnes nazyvdna jako multifaktorialni
onemocnéni. Mezi projevy patfi oxidativni stres, glutamdtova excitotoxicita, mitochondrialni

selhavani a zanét CNS (57).

Obecné jsou znamy dva typy ALS. Prvni, nej¢astéjsi, se nazyva sporadicka a druhd, familidlni
(cca 5 % pacientll). U Familidlni formy je dédéna mutace v Cu?*/Zn?* SOD1 (superoxiddismutdza 1)
(58). Pravé mutant SOD1 narusuje funkénost mitochondrii tim, Ze plsobi negativné na jejich
membranu. Mitochondrie poté ztraci membranovy potencidl, coz zpUsobuje jejich otékani a
snizuje se produkce ATP. V hor$im pfipadé se narusi rovnovéha Ca?* a tim se spusti apoptdza (59).
Dalsi z projevll ALS je ztrata az 95 % EAAT2/GLT-1, coZ zpUsobuje ztratu motorickych neurond a

tedy postupnou paralyzu (58).

Jedna z potencialnich lé¢ebnych metod je zaloZena na aplikaci HDAC inhibitord (viz nize).

Napfiklad mizZe byt vyuZita hydroxamova kyselina, ktera snizuje produkci prozanétlivych cytokind.

6 Hypoxie/ischemie

Hypoxie/lschemie nastava pfi nedostateéném zasobovani tkani kyslikem, tedy u tkani
s nedostateCnym krevnim tokem. Nasledek ischemie je zména bunétného metabolismu, v misté
postizené tkané, z aerobniho na anaerobni. V béZném aerobnim metabolismu je ATP pomoci lyze
pfevedeno na AMP, adenozin, inozin a hypoxantin, ktery je ddle rozloZzen na xantin a kyselinu
mocovou. Vtomto cyklu se netvofi volné kyslikové radikdly jako meziprodukty. Ovsem,
v anaerobnim metabolizmu je ten problém, Ze ketoglutarat dehydrogenaza (KDH), ktera zajistuje
v aerobnim metabolismu zpracovani hypoxantinu, je pfeménéna na Xantin oxidazu (XO) béhem
ischemie. XO by normdlné vyuZila volny kyslik a metabolizovala hypoxantin a vznikaly by volné
kyslikové radikaly, ale v ischemickém prostredi to neni mozné a hypoxantin se hromadi v tkanich.
Pokud ischemie trva delSi dobu, jsou vyCerpany vSechny energetické zdroje, coZ ma mimo jiné
také dopad na Na*/K* ATP pumpy, nedochazi k odéerpavani Na* z buriky ven a jeho vnitrobunééna
koncentrace roste. Vysoka koncentrace Na* ma za nasledek nadmérny pfijem vody burikou, ktera

tim otéka (60).

Neurony zasazené ischemii pfimo umiraji v fadu hodin. Neurony na okrajové ¢asti ischemické

oblasti maji vysokou Sanci na preziti diky ochrannym mechanismidm, napfiklad astrogliéze nebo
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diky protizanétlivym cytokinim. Je tu ale také pomérné vysoka Sance Umrti téchto neuront pfi

pozdéjsi reperfuzi (61).

Astrocyty jsou velmi odolné vici hypoxii. Maji totiz vétsi zasobu glykogenu a malou spotfebu
ATP, takze ho maji dostate¢né mnozstvi pfi hypoxickém stavu. Diky tomu jsou ATPazy schopné po
urcitou dobu udrZzovat membranovy potencial. Také pomoci glutamatovych transportérd snizuji
koncentraci glutamatu v ECS, ¢imz po urcitou dobu dokazi ochranit neurony pred excitotoxicitou

(62,63).

Neurony jsou na hypoxii velmi citlivé. Chvili je sice dokazi astrocyty ochranit, ale nasledkem
delsiho pusobeni hypoxie (v fadu minut) dochazi v pozdéjsich chvilich k nekréze, kdy se narusuji
cytoplazmatické membrany bunék a bunécny obsah se vyléva do ECS. Jednd se v tomto pfipadé o
nekontrolovatelnou smrt bunék. Na okraji poskozené tkané (penumbra) je situace jind. Zde

dochazi k apoptdze (64).

6.1 Aktivované astrocyty, mikroglie a astroglioza

Astroglidza je dlouhodoba reakce astrocytl na hypoxii a zaroven ochrannym prvkem CNS,
zprostifedkovanym aktivovanymi astrocyty, reagujicimi na trauma, zdnét nebo ischémii tkané CNS
(3) a slouzi k obnoveni homeostazy CNS (5). Astrocyty jsou aktivovany hned nékolika podnéty a
jednim znich je zvySend pfitomnost purind/pyrimidinG a také cytokin(. Cytokiny jsou latky,
zodpovédné za zanétlivé procesy. Ve zdravém mozku jsou syntetizovany v pomérné malych
koncentracich, ale napfiklad pfi infekci nebo poranéni CNS jejich syntéza prudce nar(sta. Jejich
tvorba probihd majoritné v mikrogliich, ale mohou byt syntetizovany i v astrocytech, které tak
samy sebe mohou aktivovat (6). Na dlikaz, Ze je astrogliéza vyvolana cytokiny, byly ve studii
s transgennimi zvifaty vpraveny jednotlivé, pfimo do mozku, latky IL-1, IL-2, interferon-y, TNF-a a

TGF-B. Vsechny tyto latky vyvolaly silnou astrogliézu (65).

Pfi astrogliéze vznika tzv. gliova jizva, kterd je sloZena hlavné z aktivnich astrocyt(.
Obaluje a oddéluje léze od okolni tkané CNS a poskytuje prostor pro rekonstituci spoj a zdravé
tkané (5). Obalenim lézi se zamezi Uniku obsahu mrtvych bunék, zanétlivych a dalsich Skodlivych
latek (napriklad obrovského mnoZstvi glutamatu, ktery by poskodil okolni neurony) do okolnich

zdravych tkani (6).

s okolim (66). Neaktivovaly by se vSak bez fosforylace a nuklearni translokace gp-130 aktivatoru

transkripce 3 (STAT3). Nez se vsak aktivuji, musi dojit k uréitym Upravam, jinak by tato aktivace
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nebyla pfilis efektivni. Jedna se o inhibici GLT-1, dpravu vGLUT, GABA, NGF, sniZeni koncentrace
GSH a neurotropnich receptor( (4). Ale, kde je inhibice, tam je i stimulace. Pfi poranéni CNS se
zvysi produkce GFAP a vimentinu v astrocytech, coz je jedno ze znameni reaktivni astrogliézy a
nastava pri vétsiné traumat CNS. Dale produkuji VEGF, coZ je prospésny rastovy faktor, ktery
pomaha znovu formovat krevni cévy a synapse po ischemické mrtvici. Dalsi syntetizovany faktor je
GDNF, ktery pomdaha prezivat tkdni CNS po prodélané ischémii. Ve zdravé CNS je jeho produkce

velice nizka (3).

Pro hladky pribéh astroglidzy a neuroprotekce je nutnd IP3 dependentni Ca?* signalizace a
také snizena aktivita N-kadherinu. Neméné dllezitd je také polarita astrocytl s reguldtorem
rhoGTPazy Cdc42 (3). V pozdéjsich fazich ale u aktivnich astrocytl dochazi k produkci cytokind,
které maji zédnétlivé ucinky na neurony a celkové na tkan CNS, k ¢emuZz dochdzi pomoci

vznikajicich radikald NO nebo TNF-a (5).

Stejné jako astrocyty i mikroglie se aktivuji pfi poSkozeni CNS a jejich cilem je ochrana
stadiu, ale pfi naruseni rovnovahy CNS se aktivuji. Existuji dva typy aktivovanych mikroglii. Typ
M1, ktery produkuje prozanétlivé cytokiny a aktivuje p38 MAPK drahu. Typ M2 naopak pomaha
neuronim prezit pfi hypoxii (67). V porovnani s astrocyty, jsou mikroglie mnohem rychlejsi
v reakcich na poskozeni CNS. Jako dikaz byla studie, pfi které se v mySim modelu vyvolala
astrogliéza pomoci MPTP. Mikroglie se aktivovaly po dvou dnech, astrocyty po ¢tyfech dnech (68).
Bohuzel se ale ¢asto stdva, Ze jsou aktivni aZ pfili§ a dochdzi v nich k produkci prozanétlivych

latek, jako jsou TNF-a, PGE; nebo interferon-y a latek provazejici oxidativni stres (NO, H03) (5).

6.2 Reperfiuze

Reperfluze, je obnoveni toku krve do ischemické tkané. S krvi s sebou bohuzel ptinasi i
mozné poskozeni tkani. Nahromadény hypoxantin se pomoci XO béhem reperfuze zacne
metabolizovat na xantin. Jako vedlejsi produkt ale vznikaji také kyslikové radikaly, kterych je
béhem kratké doby ohromné mnoiZstvi a pusobi oxidativni poskozeni pfimo na DNA a DNA
mutace. Mohli bychom tedy fici, Ze reperfuzni poskozeni tkani je mnohem horsi nez poskozeni

ischemické (60).

Na I/R poskozeni buriky vidy reaguji apoptdzou, autofagocytézou nebo nekrézou. Nekrédza
je bohuzel nejcastéjsi dasledek I/R poskozeni tkani. Zjednodusené jde o otékani a nasledné
prasknuti bunék a wyliti jejich bunécného obsahu do okoli, coz vede k zanétim a produkci

cytokinll. Apoptdza, programovana bunécnd smrt, je kontrolovany bunécny proces, pfi kterém se
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buniky zmensuji. Tyto buriky také vypoustéji ATP pres pannexinové kanaly. Tento nukleotid muize
slouzit jako signdl pro fagocyty (aktivované mikroglie), které najdou poskozené burky a ,uklidi” je

(69,70).

Nasledky I/R zranéni zahrnuji laktézovou acidézu, selhavani sodno-draselnych pump,

uvolfiovani glutamatu, cytotoxicky edém a vrozenou a adaptivni imunitni odpovéd (71).

Lécba nasledki ischemicko-reperfuzniho poskozeni je zatim v klinickém testovani. Soustredi
se hlavné na inhibici ROS a inhibici apoptdzy. Jednim z testovanych postupt je inhalace plynného
vodiku s cilem sniZit oxidativni stres bunék pfi apoptdze. Vodik neni jediny testovany plyn,
testovany jsou také NO, HS a CO (72). Dalsi testovanou latkou je Sfingozin-1 fosfat pouzivany
pacienty trpici sklerézou. Mimo pozitivni vysledky proti I/R v jatrech a ledvinach, také snizuje

velikost mozkového edému (71).

6.3 HIF-1

HIF-1 je transkripcni faktor, jehoz exprese je indukovana hypoxii a reguluje odpovéd buriky
na nedostatek kysliku (73). HIF-1 rozezna cilovy gen a navaze se na specifickou sekvenci
do promotorové Casti. Tim se spusti transkripce genl pro napf. VEGF nebo erytropoetin (Epo).

V normalnim stavu CNS je HIF-1 degradovan ubiquitin protedzovym systémem (74).

7 Conditioning a hibernace jako neuroprotektivni techniky

Pfi conditioningu vystavujeme urcity orgdn subletdlnimu fyziologickému stresu, diky
kterému tento orgdn ochranime pred letalnim zranénim. NiZe je popsano nékolik nejznaméjsich a

nejvyuzivanéjsich typa.

7.1  Preconditioning

Jako prvni byl popsan srdec¢ni preconditioning (PC) v roce 1986, kdy byla pouZita 5-ti
minutova koronarni okluze tak, aby neplsobila myokardialni nekrézu. Vyslednym efektem byla
75% redukce infarktu pfi prodlouZeni koronarni okluze na 40 minut a reperfuzi, kterd infarkt

zpUsobila (75).

PC aktivuje zakladni bunécné prezivaci mechanismy, jako neurovaskuldrni ochranu,

.....

v ochrané endotelidlnich funkci a mozkového krevniho toku. MiZeme ho vyvolat léky, hypoxii,
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hypotermii nebo ischemii (76). Ischemie je stres tkané, ktery nastane pfi redukci obsahu kysliku a

dalsich dlleZitych substratl. MiZe nastat ve vSech typech tkani (77)

7.1.1 Ischemicky preconditioning

Pravé PC vyvolany ischémii je jeden z mnoha druh( conditioningl a nazyva se ischemicky
preconditioning (IPC). Mozkovy Ischemicky PC (IPC) byl popsan v roce 1990 na piskomilech, pfi
dvou minutové bilateralni cévni okluzi, kterd poslouzila jako ochrana pred neuronalni smrti pfi
nasledujici péti minutové bilateralni cévni okluzi. Existuji 2 typy mozkové protekce po IPC: ¢asng, u
které pozorujeme snizeni rozsahu infarktu o 80 % po 15 minutdch, 51 % po 30 minutacha o 17 %

po 60 minutach (78) a pozdni, ktera se projevuje 24 hodin po IPC.

7.2 Postconditioning

Dalsi studie ukazaly, Ze poreperfuzni kratka ischemie plsobi také neuroprotektivné. Tato
metoda se nazyva postconditioning (postC) a da se pouzit pro srdce i pro mozek, ma stejné
protektivni Ucinky a stejnou Uroven protekce jako IPC. BohuZel poZadavky na okamzitou reperfuzi
jsou prisnéjsi (79). Efekt prirovndvajici k postconditioningu byl pozorovan jiz pred 50 lety (80).
V dalSich letech byl mnoha studiemi tento efekt potvrzen na mnoha zvitecich druzich. Prvni

klinické poutziti probéhlo v roce 1994 u pacienta s akutni ischemii myokardu (81).

7.3 Conditioning na dalku

VylepSenou technikou je conditioning na ddalku. Kdosazeni ischemickému
preconditioningu na dalku (RIPC) a postconditioningu na dalku (RlpostC) se pouZivd manZeta na
méreni krevniho tlaku. Stahne se kolem koncetiny, ruky nebo nohy, a uzavie se krevni tok do
urc¢ité koncetiny na 5 az 10 minut ve 2 aZz 4 cyklech bud pred (RIPC) nebo po (RlpostC)
potencionalné Skodlivé ischémii. IPC a IpostC jsou na rozdil od RIPC a RlpostC technicky naro¢né a
vice rizikové. Diky tomu jsou RIPC a RlpostC vice zZddané a staly se uprednostiiovanéjsi ve

vyvolavani mozkové ischemické tolerance (79).

7.4 Farmakologicky conditioning

Jeden z podnétl jak conditioning vyvolat je pomoci Iékd, napriklad pomoci ginkgolidu B,
resveratrolu, adenosinu, isofluranu, estrogenu, erytropoetinu. Farmakologicky conditioning resi
mnoho problém, kterym se mohou doktofi i pacienti diky nému vyhnout. Jedna se napftiklad o
dostupnost, Ci spiSe nedostupnost artérii, které vedou k organu sischemii nebo opakovana

ischemie ve stejném orgdnu. Vybornym farmakem je inhala¢ni anestetikum isofluran. Studie
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prokazaly, Ze isofluran rapidné sniZuje rozsah mozkového infarktu a tim padem i neurologicky
deficit, ale samozfejmé zaleZi na dobé plisobeni a jeho koncentraci (78,82). Jeho neuroprotektivni
mechanismus spocivd vtom, Ze reguluje koncentraci vaskularniho endotelidlniho rlstového
faktoru (VEGF), ktery reguluje rlst cév a aktivuje matrixovou metaloproteinazu 9 (MMP-9), ktera
poskozuje hematoencefalickou bariéru (HEB) pfi probihajici reperfuzi (83). SniZzovanim jejich

koncentrace isofluran predchazi narusovani HEB a intrakranidlnimu krvaceni (84).
7.5 Hibernace

Hibernace je velice zajimavda forma neuroprotektivni techniky chranici pred
hypoxickym/ischemickym poskozenim mozku. Do hibernace se u vadi Zivocich proto, aby preckal
nepriznivé, vétsSinou zimni, obdobi, kdy neni ve volné pfirodé k dispozici dostatek potravy. Pfi
hibernaci se rapidné sniZuje télesna teplota, kterd u nékterych Zivocichll dosahuje aZ -3°C, pratok
krve se sniZuje aZ o 90 % a spotieba glukdzy az o 98 %. Jednim ze subjektl pozorovani byl sysel
Parryliv, u kterych stejné mozkové trauma u hibernujicich jedincd nebylo tak fatalni jako u
nehibernujicich. Bylo to zejména diky fyziologickych zménam, jako je napfiklad zminéna
hypotermie, celkovému atlumu metabolismu, diky kterému se utlumila syntéza prozanétlivych
cytokinll v mozku. Mechanismus, jak ZivocCich navozuje tento stav strnulosti, aniz by poskodil

mozek vlivem nedostatku krevniho zasobovani, je bohuzel stale nejasny (85,86).

8 Neuroprotektivni role inhibitortii HDAC a TNF-a

EnzymU0 a prozdnétlivych cytokinli, jejichz inhibice by méla slibny vliv z hlediska
neuroprotekce, je samozifejmé vice, nez je uvedeno v této kapitole. HDAC a TNF- a jsou zde
uvedeny proto, Ze jejich inhibitory predstavuji slibnou terapeutickou budoucnost, pfi |écbé

neurodegenerativnich chorob a nasledkd ischemie.
8.1 HDAC ajejich inhibitory

Histondeacetylazy (HDAC) jsou enzymy, které se podileji na kontrole genové exprese a
signdlni transdukce u viech bunéénych typl. HDAC deacetyluji e-aminoskupiny zbytk( lysinu na
histonech a nehistonovych proteinech. Diky této deacetylaci je chromatin vice kompaktni a DNA
je diky tomu méné pfristupnd pro regulacni faktory potlacujici genovou expresi. Tento proces je
reversibilni pomoci histon-acetyltransferazové aktivity (HAT), ktera acetylové skupiny naopak

pridava (87).
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Je znamo 5 tiid HDAC. HDAC I. tfidy se vyskytuji jen v bunécném jadre kvili transkripéni
kontrole a patfi sem HDAC 1, 2, 3, 4 a 8. HDAC ttidy lla (4, 5, 7, 9) prochazi jadernou membranou a
vstupuji do cytoplasmy procesem zprostfedkovanym fosforylaci. T¥idu llb tvofi HDAC 6, 10, do
tridy Il patfi sirtuiny (NAD* dependentni deacetyldazy) a ¢lenem tfidy IV je HDAC 11. Hlavni
vlastnosti lll. tfidy HDAC je to, Ze jsou enzymaticky i strukturné odlisSné od ostatnich, proto na né
HDACi ostatnich tfid neplisobi a maji vlastni inhibitory. Vyzkum se soustfedi hlavné na inhibici

lidskych sirtuind Sirt1 a Sirt2 a je znamo jen nékolik jejich inhibitor(, jako napfiklad suramin (88).

Pro studium mozkové ischemie jsou duleZité tfidy | a Ilb. Zname napftiklad mysiho mutanta
HDAC2 zI. tfidy. Ten redukuje retikuldrni degeneraci, ktera provazi ischémii. HDAC Il. tfidy jsou
potifebné pro prezivani bunék pfi neuronalnim stresu. HDAC 4 a 7 maji ulohu ochrany pred
bunécnou smrti indukovanou nizkou hladinou drasliku. HDAC 4 jsou také potfebné pro vyvoj

sitnicovych neuron( (77).

Vinhibitorech HDAC vidi védci velikou pfileZitost kléébé pacientd, ktefi maji vyssi
rizikovost mrtvice, srdecniho infarktu nebo zastavy a také u pacient(, které ¢eka operace mozku i
srdce. Jsou také velmi ucinné v neuroprotekci a proti nadorovym burikam. Slaby HDACI je
napfiklad kyselina valproova (VPA), ktera plsobi na tfidy | a ll, ovSem ne na HDAC 6 a 10 a byl to
prvni testovany HDACi (87). Potkanim sVPA a bez VPA byla provedena trvald okluze pravé
karotidy. Zvifata s podanim VPA vykazovala pokrocilou angigenezi a neurogenezi, mensi uroven
infarktu a redukci infiltrace monocytl. Vsechny tyto efekty jsou spojené se zvysenou transkripci
HSP70, HIF-1 o, MMP-2/9 (matrix metalloproteinases) nebo GLT1 (89-91). VPA ma také ulohu
v ochrané sitnicového ganglionu pfed ischémii, pomoci inhibice HDAC I. T¥idy. V mechanismu

neuralniho conditioningu dosazeny pomoci VPA hraji patrné kli¢ovou roli kindzy p13K a Akt (77).

Dal$im inhibitorem je silny hydroxymatovy trichostatin A (TSA) a jeho strukturni analog
SAHA (suberoyl anilide hydroxamic acid), které reaguji se skupinami HDAC tfid I, Il a IV (88). Kdyz
byla potkanlim provedena karotickd okluze, tak TSA snizoval Uroven infarktu a také sniZoval
transkripci zanétlivych proteinl MMP-1 a MMP-3. Také zvySuje transkripci proteinu p21, ktery
inaktivuje pro-apoptotickou c-Jun transkripci inhibici kinazy AsK-1, ¢imz chrani pred oxidativnim

stresem a bunécnou smrti (77).

HDAC inhibitory nasly své vyuziti i v kombinované |écbé pacientd napfiklad s akutni
myeloidni leukémii, kde puUsobi spolu s kyselinou retinovou nebo u pacientl s rakovinou, ktefi

nedostatecné reaguji na lécbu. Vtomto pripadé HDACi plsobi spolu srdznymi léCivy, jako
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napfiklad taxany, gemcitabinem, fluorouracylem nebo ionizujici radiaci, na rakovinné burky a

zesiluje jejich citlivost na l1écbu (88).

8.2 TNF-a

Tumor necrosis faktor alfa (TNF-a) je prozanétlivy cytokin, produkovany mikrogliemi,
astrocyty a nékterymi neurony. V. malych koncentracich ho mizeme najit i ve zdravém mozku,
kde ma regulaéni funkci v mnoha nezbytnych, Zivotnich funkcich, jako je spani, pfijem vody a
potravy, uceni a pamét (92). TNF-a byl pozorovan, spolu s IL-1 a IL-6, ve zvy$ené mife pfi ischémii,
PD, AD, ALS, mozkovych traumatech a skleréze. Je také jedinym cytokinem, ktery byl podroben

imunihistochemickému vyzkumu post-mortem na lidské tkani zasazené CMP (93).

Ve vyse zminénych chorobach je jednou z jejich hlavnich pfFicin excitotoxicita (viz vyse) na
které se, kromé jinych faktort, podili i TNF-a. Ten vyvolava excitotoxicitu tim, Ze diky TNFR1
(membrénovy glykoproteinovy receptor, ktery vaze TNF (94)) stimuluje mikroglie k uvolfiovani
glutamatu do ECS (95)(92). Existuji dva typy receptoru pro TNF, TNFR1 a TNFR2. TNFR1 je
pokladdn za hlavni TFN receptor a jeho aktivace vede buriku do apoptdzy aktivaci p38 MAPK nebo
JNK. Aktivace TNFR2 ma témér vidy neuroprotektivni Ucinek, napriklad diky aktivaci signalni cesty

NFkB nebo PI3K a produkci neuroprotektivniho kalbindinu (96).

TFN-a také hraje roli v oxidativnim stresu. Neurony totiz produkuji ROS a RNS jako reakci na
excitotoxické plsobni glutamatu. Transportéry glutamatu na okolnich neuronech jsou na ROS a
RNS velmi citlivé a intenzita transportu glutamatu se postupné sniZuje, aZz se Uplné zastavi, ¢imz

zpUsobuji stale vétsi kumulaci glutamatu (97).

8.2.1 Syntéza TFN-a

Mikroglie aktivuji mnoho signdlnich proapoptotickych drah, mezi které patfi napfiklad p38
MAPK, JNK, ERK1/2 a NF-kB. Ale stale neni jasné, ktera z téchto drah indukuje syntézu TNF-a (92).
Nejprve je syntetizovdn jako monomerni transmembranovy protein (tmTNF), poté viozen do
membrany v podobé homotrimeru a preveden pomoci TACE (matrixovy metaloprotedzovy TNF-a
prevadéjici enzym) do podoby solubilni solTNF. Jak tmTNF tak solTNF jsou jiz aktivni jednotky a

mohou byt normalné produkovany v mikrogliich, astrocytech a neuronech (94).

8.2.2 Inhibice TFN-a

Protoze je TNF-a jednim z hlavnich prvkd neurodegenerativnich onemocnéni, logicky se na

jeho inhibici soustfedi mnoho vyzkumnych skupin. BohuZel, tento faktor nestaci prosté geneticky
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deletovat. Pokud ho totiz Uplné vyfadime, je CNS vice nachylnd na excitotoxické a ischemické

poskozeni (92). Proto se aktualni vyzkumy zamértuji spiSe na inhibici tohoto faktoru.

Je zndmo nékolik endogenni inhibitord TNF. Prostaglandiny a cAMP snizuji produkci TNF.
Glukokortikoidy, syntetizované pfi vysoké koncentraci TNF, které také snizuji Uroven produkce

/////

(98).

Biologické inhibitory TNF jsou stale ve fazi vyzkumu a vyvoje. Patfi mezi né napfiklad
infliximab (izolovan z lidského IgG1), etanercept (izolovan z lidského IgG) a adalimumab (izolovan
z mysiho 1gG1). Princip jejich plsobeni spociva v navazani se na solTNF a tmTNF a znemoznit jim
navazani se na TNF receptory. VSechny zminéné inhibitory vazi trimerni i monomerni formy TNF a

znemoZiuji signalizaci pres TNF receptory (99).

Dalsi moznost inhibice TNF spociva v inhibici samotné TACE, tedy enzymu, ktery prevadi
tmTNF na solTNF. Jmenovité zde uvadim nékteré priklady téchto inhibitord, naptiklad apratastat,
BMS-561392 nebo GW333. Bohuzel prvni dva jmenované jsou z klinickych testl jiz vyfazené kvali

svym nepfiznivym vedlejsim Gcinklm (97-98).

Inhibice TNF pomoci TACE inhibitoru pfi mozkové mrtvici se ukdzala byt metodou celkem
ucinnou a opravdu potlacovala Skodu napachanou ischémii. Problém ale nastal po odeznéni
ischemie, kdy se ukazalo, Ze TNF-a je potfebny pfi regeneraci poskozenych bunék CNS jako

signaliza¢ni molekula v hipokampu (102).

9 Zavér

Nem(zZeme fici, Ze vyzkum neuroprotektivniho potencidlu gliovych bunék je teprve na
zacatku, ale zcela jisté miGzZeme tvrdit, Ze zdaleka neni u konce. CNS je oblast velice rozsahla a ne
zcela probadana. Jesté dnes, po opravdu dlouhém studovani lidského mozku, védci objevuji nové
mozkové oblasti, u kterych neni jasna jejich funkce. Jak je jiz napsano vySe, na Zadnou
z neurodegenerativnich chorob zatim neni cileny 1ék. VSechny, v minulosti probihajici, klinické
testy neuroprotektivnich léCiv byly ukoneny pro vdiné neZzadouci vedlejsi Uc¢inky nebo u nich
nebyl prokazan neuroprotektivni efekt. Velky potencidl mizeme vidét v inhibici prozanétlivych
cytokinll spoustéjicich apoptotické drahy, napriklad p38 MAPK. Nejvice prozkoumanym cytokinem

je dnes TNF-a. Za Uspéch ve vyzkumu neuroprotektivnich technik miZeme povaZovat techniku
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conditioning, uzZivanou pti prevenci proti ischemickému poskozeni mozku. V minulosti byla
provedena fada vyzkum( na téma gliovych bunék v neuroprotekci a jesté vice vyzkumia v tomto
oboru miZeme ocekavat. Jiz ted ale mlzZeme Fici, Ze vyzkum na toto téma ma veliky potencial a je

jen otdzkou casu, kdy se na poli neuroprotekce setkdme s Uspéchem.
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