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1 Abstrakt

Magnocelularni neurosekrecni buniky hypotalamu vysilaji své axony do
neurohypofyzy, kde do krevniho feci§té uvolituji hormony oxytocin a
vazopresin. Oxytocin se uplatiiuje zejména pii porodu a je nezbytny pro
stimulaci sekrece mléka beéhem laktace. Zakladni fyziologickou funkci
vazopresinu je fizeni re-absorpce vody v ledvinach, ¢imz se podili na
regulaci t€lesné rovnovahy tekutin. K sekreci hormonti dochazi
zejména z terminald neuront v hypofyze, nicméné hormony jsou
secernovany i z dendritd v supraoptickém jadru, kde difunduji a
ovliviiuji okolni bunky skrze autokrinni efekt. Mechanismy fidici
sekreci oxytocinu a vazopresinu byly intenzivné studovany bé¢hem
poslednich dekad a predpoklada se, Ze zasadni v porozuméni fyziologie
sekrece je vztah mezi Ca®" signalizaci, sekreci z dendritf a elektrickou
aktivitou magnocelularnich neuront.

V této praci kombinujeme matematickou analyzu
s experimentalnim méfenim Ca®" signaléi izolovanych neuront ze
supraoptického jadra. K jejich identifikaci vyuzivame

transgenni potkany exprimujici vazopresin nebo oxytocin znaceny
fluorescenénim proteinem. Studujeme zmény Ca?* homeostazy béhem
téhotenstvi, laktace a dehydratace. Dale se zaméfujeme na spontanni a
indukované Ca®’ signaly a na to, jak autoregulaéni mechanismus
vazopresinu mize ovliviiovat sekreci hormonu.

Tato prace piinasi detailni analyzu spontannich [Ca®‘]; oscilaci a
depolarizaci  indukovanych  [Ca®']i  odpovédi v izolovanych
magnocelularnich neuronech. Ukazujeme, jak jsou tyto oscilace
ovlivnény fyziologickym statusem organismu (dehydratace, laktace) a
vystavenim extracelularnim stimuliim (osmoticka zména, vazopresin).
Zaméfujeme se dale na mechanismy nutné ke vzniku Ca*" oscilaci a
ukazujeme, ze pro jejich existenci nejsou nutné akéni potencidly, ale ze
jsou vysledkem vnitrobun&éné aktivity koordinujici Ca?* kanaly a
Na/Ca*" vyménik. Nad rdmec toho prokazujeme, Ze vazopresin reguluje
[Ca*']; oscilace prostiednictvim autokrinni signalizace podobné, jako
tomu bylo prokazanu u elektrické aktivity. U Ca*" signalti vyvolanych
depolarizaci membrany detailné popisujeme, jak jsou odpoveédi
modulovany stavem naplnéni vnitrobunéénych Ca?" zasobnika.
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Celkové tato prace pokryva mechanismy Ca®" signalizace
magnocelularnich  bun¢k, které doposud nebyly dostatecné
prostudovany, a jejichz znalost je zaroven nezbytna k plnému
porozumeéni fyziologie oxytocinu a vazopresinu.



2 Abstract

The magnocellular neurosecretory cells (MNCs) of the hypothalamus
project axons from supraoptic nucleus to the posterior pituitary gland
where they secrete either oxytocin or vasopressin into the circulation.
Oxytocin is important for delivery at birth and is essential for milk
gjection during suckling. Vasopressin primarily promotes water
reabsorption in the kidney to maintain body fluid balance.

The profile of oxytocin and vasopressin secretion is principally
determined by the pattern of action potentials initiated at the cell bodies
in hypothalamus. MNCs principally secrete hormones from terminals
in pituitary, but the secretion also occurs from their dendrites in
supraoptic nucleus, where they diffuse and affect the neighbouring
cells. Mechanisms controlling the oxytocin and vasopressin secretion
from MNCs has been extensively studied over the last decades and is
assumed that the relationship between Ca”" signalling, secretion form
dendrites, and the firing patterns is essential in understanding of the
magnocellular neurosecretory system.

In this project, we combine mathematical analysis and
experimental measurements of Ca”" activity of MNCs of transgenic rats
expressing an arginine vasopressin-enhanced green fluorescent protein
(AVP-eGFP) or oxytocin-monomeric red fluorescent protein (OT-
mRFP1). We report a detailed analysis of the spontaneous [Ca®'];
oscillations and depolarization induced [Ca*']; elevations in MNCs in
isolated conditions. We show how these oscillations are affected by the
physiological state of the animal (dehydration, lactation) and by
exposure to extracellular stimuli (osmotic change, exposure to
vasopressin). In term of mechanisms underlying the oscillations we
show that they do not require action potentials are rather mediated by
intrinsic mechanisms driven by action of Ca*" channels and the
membrane Na'/Ca?" exchanger. On top if it we proved that vasopressin
has autoregulatory feedback on oscillating neurones similarly to the
autocrine signalling described for the electrical activity. For
depolarization induced [Ca®']; elevation we show, in details, how the
[Ca?"]i responses are modulated by the filling state of intracellular Ca*"
stores. Taken together this study covers the important Ca*" signalling
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mechanisms in MNCs that has not yet been sufficiently described and
are essential to understand the physiology of oxytocin and vasopressin
secretion.



3 Uvod

Antidiureticky hormon (ADH), neboli vazopresin, a hormon oxytocin
(OT) jsou neuropeptidy syntetizované v hypotalamu, odkud jsou
axonalnim transportem piesouvany do hypofyzy a vylucovany do
krevniho teciste [1]. V krevnim fecisti tyto hormony zejména ovliviiuji
funkce perifernich organt. Oxytocin se v prvni fad¢ podili na sprdvné
funkci mléénych zlaz pfi laktaci a stimuluje kontrakce délohy pii
porodu. Vazopresin se uplatiiuje zejména pfi fizeni miry reabsorpce
vody v ledvinach a snizuje tak mnozstvi tvofené moci. Déle vazopresin
stimuluje vazokonstriktvni cévy, ¢imz muze regulovat krevni tlak [2].
Druhd, a méné prozkoumana, je funkce hormonl centraln€¢ piimo
v hypotalamu, kde také dochazi k jejich sekreci [3].

Skupina OT a ADH neurond tvofi tzv. magnocelularni
neurosekreéni  systém, jehoz soucasti jsou supraopticka a
paraventrikularni jadra hypotalamu, odkud jsou z tél neuront vysilany
axony do neurohypofyzy. Anatomické umisténi a schématické
znazornéni magnocelularniho neurosekrecniho systému je znazornéno
na obrazek 3.1.

SON

Axon tarminals

AVP OT

Meu‘rahypophpln

Obrazek 3.1: Magnoceluldrni neurosekrecni systéem. A): Frontdlni Fez mozku potkana
v urovni optického krizeni (OX), obarvené supraoptické jadro (SON) je vyznaceno
Sipkou (obrazek prevzat z [4]). B): Schématické zndzornéni vedeni axonu
magnocelularnich neuronii ze supraoptického jadra (SON) do neurohypofyzy.

Samotnd sekrece vazopresinu a oxytocinu z axonalnich terminali
v hypofyze probiha diky Ca®’ fizené exocytoze [5]. Ta je spusténa
akénimi potencialy generovanymi v télech neurond v hypotalamu.

Mechanizmus této piimé regulace je pomérné dobie popsan, méné
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znamy je ale mechanizmus a funkce lokalni sekrece z dendriti neuront
piimo v hypotalamu. Takto vyloucené hormony neuplatiuji svou
periferni funkci, ale pusobi lokalné na samotné magnocelularni
neurony, jez na svém povrhu specificky exprimuji receptory pro ADH
nebo OT [6]. Pfesna funkce této autokrinni signalizani drdhy neni
doposud znama, nicméné existuji dikazy o dulezité roli pii samotné
regulaci sekrece hormontl [7].

Nedavno objevenou charakteristikou magnocelularnich (MC)
neuronll jsou tzv. spontanni oscilace cytoplasmatické koncentrace
véapniku ([Ca®'];). Tyto oscilace se vyskytuji v mnoha typech bunék a i
pfesto, 7e je znamo, ze Ca’" samotny reguluje mnoho bunéénych
procesti, vyznam a funkce [Ca®']; oscilaci doposud nejsou dobie
objasnény [8]. Obecné se piedpoklada, ze [Ca*"]; oscilace vyuzivaji
urCitou formu frekvencniho kodovani signalt a slouzi k pfenosu
informaci a zaroveii umoziuji vyhnout se toxicité Ca?* zpisobenou
jeho dlouhodobé zvysenou hladinou v bunice. Obecné jsou znamy
predeviim dva typy oscilaci na zakladé primarniho zdroje Ca*’. Tim je
bud’ endoplasmické retikulum (ER), kdy k oscilacim dochazi diky
cyklickému vylevu Ca** z ER a jeho aktivnimu transportu zpét. Druha,
méné Castd a také méné prozkoumand varianta, vyuziva vtok Ca’"
z extracelularniho prostoru v kombinaci s extruznimi mechanizmy,
které Ca’" aktivné odvani vné buiiky. V piipadé MC neuronti neni
doposud objasnén fyziologicky vyznam [Ca']; oscilaci a neni ani znAm
mechanismus jejich vzniku.

MC neurony si vyvinuly charakteristické vlastnosti pro fizeni
sekrece hormont, k ¢emuz vyuzivaji riizné typy elektrické aktivity. OT
neurony za b&znych podminek vykazuji nizkou elektrickou aktivitu
s frekvenci 2-4 ak¢nich potencialtl (AP) za vtefinu. Je znamo, ze OT
neurony béhem téhotenstvi absolvuji zmény, které zvysi jejich aktivitu
a umozni stimulovat intenzivni sekreci OT, zejména béhem porodu pro
fizeni kontrakei, a pozdé€ji beéhem laktace. Pti stimulaci laktace dochazi
k synchronizaci celé populace OT neurond, které z nizké aktivity, na
velmi kratkou dobu (2-5 sekund), piejdu do vysoké elektrické aktivity
o frekvenci az 100 AP/s, umoziujici prudky vylev OT do krevniho
sytému a stimulaci mlé¢nych 714z [9].

ADH neurony jsou oproti OT neuroniim aktivni neustale a svou
aktivitu pfizptisobuji nejen momentalnimu potiebé sekrece hormonu,
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ale také predchozi sekre¢ni aktivité, diky cemuz je zabranéno rychlému
vyéerpani omezenych zasob hormonu. Na rozdil od OT neurond nejsou
ADH neurony synchronizovany, naopak vykazuji $iroké spektrum
aktivity v ramci celé populace. Cast neuronti je v klidu, se sporadickou
elektrickou aktivitu 1-2 AP/s, ¢ast neuronil produkuje pravidelné akéni
potencialy okolo 5 AP/s a Cast neuronti vykazuje tzv. cyklickou (z
anglického ,,phasic) el. aktivitu, sloZzenou z klidnych period bez AP a
period s vysokou frekvenci az 50 AP/s [10]. Klidna a aktivni perioda se
sttidaji v intervalu desitek vtefin, pficemz bylo prokazano, Ze prave tato
cyklicka aktivita umoziuje nejefektivnéjsi sekreci ADH a véii se, Ze
pomér cyklicky aktivnich a ostatnich neuronii v populaci je
mechanismus jakym ADH neurony reguluji aktivitu sekrece [11].

Dynamika Ca”" hraje v magnocelularnich neuronech vyznamnou
roli nebot, i) sekrece hormonti je pfimo fizena Ca®', ii) elektricka
aktivita neuronii je regulovana Ca®" prostfednictvim Ca®’ ¥izenych
draslikovych kanald, iii) samotné zvysSeni vnitrobunééné koncentrace
Ca*" vede k sekreci hormonii z dendriti a tvofi tak zp&tnovazebni
regulacni mechanizmus. Pfedpoklada se, Ze vzajemné porozuméni mezi
el, aktivitou, fyziologii Ca*" a lokélni sekreci je kli¢em k objasnéni
komplexni funkce magnocelularniho neurosekre¢niho systému [7].

Dilezitost Ca*" je dana vzajemnym propojenim elektrické a
vapnikové aktivity a lokéalni sekreci hormont jez dohromady tvofti
slozity regulacni systém, jehoz funkce neni doposud dostate¢né
popséana.

4 Hypotézy a cile prace

Vtéto dizertaéni praci jsem se zaméfil na Ca?* dynamiku
magnocelularnich neuront potkand, které je kliCova v centralni
regulaci sekrece hormonti. Cilem prace bylo porozumét Ca** dynamice,
generované jak spontdnnim vnitinim mechanismem neurond, tak na
Ca®" dynamiku vyvolanou depolarizaci neurond. Dale jsem Ca*'
dynamiku studoval v situacich, kdy byly magnocelularni neurony
vystaveny situacim napodobujicim specifické fyziologické stavy,
kterym jsou za béznych okolnosti tyto buiiky vystavovany in vivo.



4.1  Mechanizmy spontannich [Ca?*]; oscilaci

vvvvvv

7e spontanni [Ca®*']; oscilace magnocelularnich neurondi vychézi
z vnitfnich mechanismt, které nevyzaduji vnéjsi podnéty ¢i stimuly.
Jednim z hlavnich cili této prace je tedy identifikovat konkrétni
mechanismy podilenich se na spontannich oscilacich a urcit hlavni
zdroj Ca*".

4.2  Ca®’" odpovédi vyvolané depolarizaci

vvvvvv

magnocelularnich  neuronti  vyvolanych depolarizaci. Obecny
predpoklad, Ze depolarizace je Cist¢ napétoveé zavisla nebyla
v nékterych studiich potvrzena [3, 12]. Rozdily v odpovédich byly
pritazovany bud’ nespecifické desenzitizaci vapnikovych nebo
draslikovych kanali, pfipadné se rozdily vysvétlovali moznou
odlisnosti mezi dvéma populacemi neuronti (ADH a OT). V této casti
prace chci potvrdit ¢i vyloucit hypotézu, Ze variabilita depolarizaci
indukovanych Ca®>" odpovédi v magnocelularnich neuronech neni
striktn€ napétoveé zavisla a Ze je zavisla na naplnéni vnitrobunéénych
Ca*" zasobnikii ER. Vychazim z piedpokladu, Ze depolarizaci vyvolané
zvyseni koncentrace Ca?* je diisledkem vtoku extraceluldrniho Ca?* do
buiiky, doprovazeného uvolnénim dalsiho Ca’" z ER. Rizny stav
naplnéni ER tudiz mtze byt pfiina rizné intenzivnich odpovédi. Ke
studiu tohoto jevu jsem vytvofil sérii experimentalnich protokolil
v kombinaci s vypocetni metodu, kterd umoziuje urcit nékteré vnitini
toky Ca®’, které nejsou b&znymi postupy pozorovatelné.

Fyziologicka role [Ca?'];

oscilaci v magnocelularnich neuronech
Spontanni [Ca®*]; oscilace byly jiz diive pozorovany v obou typech MC
neuront, nicmén¢ jejich funkce ¢i fyziologicky vyznam nebyly
doposud prostudovany [5, 13, 14]. V této Casti prace chci ovéfit
hypotézu, Ze tyto oscilace piimo ¢i nepfimo reflektuji fyziologicky stav
neurontl a ze mohou ptispét k regulaci sekrece. Ovéiim dva typy situaci:
i) zmény Ca*" dynamiky béhem fyziologicky dtlleZitych stavii jako jsou
laktace a dehydratace, ii) momentalni zmény Ca®>" dynamiky pfi
9



vystaveni akutni zméné osmolarity a pifi simulaci lokalni signalizace
samotnym vazopresinem.

Za timto ucCelem vytvofime metodiku pozorovani a analyzy
[Ca®"]; oscilaci, které nAm umozni objektivné posuzovat vysledky. S
vyuzitim transgennich potkanid dale budeme studovat ptipadné rozdily
v dynamice Ca®" mezi identifikovanymi OT a ADH neurony.

5 Materialy a metodika

K pokustim jsme vyuzivali vyhradné dospélé potkany (4-8 tydni) a to
bud ,wild“ type, nebo linii transgennich potkan specificky
exprimujicich fluorescencnim proteinem znacené hormony (AVP-
eGFP, OT-mRFP1 nebo double AVP-eGFP/OT-mRFP). Transgenni
potkani byly vyuzivani v pokusech, kde jsme urcovali typ neuronu.
Veskeré pokusy byly provadény na izolovanych neuronech
v podminkach in vitro. Izolace neuronti byla provadéna uspanim
potkanti isofluranem s naslednym usmrcenim dekapitaci. Z mozku
potkana byla preparovéna tkan supraoptického jadra (objem 1x1x1 mm
v tésné blizkosti optického kiizeni) a neurony byly opatrné izolovany
kombinaci enzymatické a mechanické separace.

Vapnikové zobrazovani bylo vzdy provadéno s pomoci
fluorescencniho indikatoru Fura-2 AM. Barvivo bylo aplikovano do
misek s Cerstve izolovanymi neurony po dobu 40 minut za pokojové
teploty. Nasledn¢ byly bunky n¢kolikrat omyty ¢istym roztokem
(Normal Locke) a po dalSich 20 minutach bylo zahajeno samotné
vapnikové zobrazovani.

K méfeni vapnikové koncentrace izolovanych neuronti jsme
vyuzivali mikroskopickou sestavu: ZEISS Axiso obserer D1, CCD
kamera Zeiss MRm, ultrarychly méni¢ vinovych délek Lambda DA4.
Fluorescencni signal indikatoru Fura 2-AM byl ziskavan periodickym
excitovanim bunék dvéma vinovymi délkami 340 nm a 380 nm,
excitovany fluorescen¢ni signal byl nasledné zachytavan na vinové
délce 500 nm. Signal eGFP a mRFP1 byl ziskdvan s pomoci
ptislusnych excitatnich a emisnich filtrii. Aplikace roztokd byla
provadéna pocitatem fizenymi peristaltickymi pumpami s celkovou
kapacitou 7 riznych roztokl. Aplikac¢ni systém umoznoval piesnou a
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rychlou vyménu roztokd v tésné blizkosti méfené buiky s minimalni
kontaminaci jejiho okoli.

Pro vyhodnocovani spontannich oscilaci jsme definovali 4
popisujici parametry: standartni odchylka hodnot [Ca®']; (SD),
aritmeticky primér hodnot [Ca**]; (mean), klidova hodnota [Ca*'];
(baseline) a koeficient §picatosti distribuce hodnot [Ca*"]; (skewness).
Parametry jsou graficky definovany na obr 5.1.

—[Ca"],
—— mean [Ca”] level
—— [Ca™] baseline

1 M AVP
skewness = 1.50 skewness = 0.13

sD

UL LA TV
U ! NU 5 A [Ca™, baseline

------ A mean [Ca™] level
100s

100nM

Obrazek 5.1: Definice parametrii pouzitych k hodnocent sponténnich [Ca*]; oscilaci.

Pii analyze jednotlivych toki Ca** jsme vyuzivali predpokladu,
ze vapnikova odpovéd neuronu na depolarizaci se sklada ze Ctyt
hlavnich tokti: depolarizaci vyvolany vtok Ji,, extruzni Ca?* transport
vné buiiky Jou, vytok Ca®* z ER Je a tok Jserca, reprezentujici aktivni
transport Ca’" z cytoplazmy do ER. Tyto 4 toky (graficky znazornéné
na obr. 5.2A) dohromady definuji celkovou zménu vnitrobunééné
koncentrace Ca®" dcy/dt:

dei/dt(t) = Jin(t) + Jer(t) - Jserca(t) - Jou(t). (1)

V pokusech, kde jsme farmakologicky potlacili toky ER
(obrazek 5.2B) se rovnice zjednodusila na pouhé dva toky Jin a Jou. Po
konci depolariza¢niho stimulu je tok Jou.: odpovédny za navrat zvysené
intracelularni koncentrace Ca®* na klidovou tiroven. Prolozenim kfivky
tohoto poklesu jsme tento tok Jou urcili, a nasledné dopocetli tok Jin.
Porovnanim depolarizacnich odpovédi, pti kterych jsme blokovali toky
ER s odpovéd'mi, pii kterych bylo ER pln¢ zapojené, jsme nasledné
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separovali vnitrobunécné toky Jer a Jserca 0d jiZ identifikovanych tokt Jin
a Jou. To ndm umoznilo odhadnou podil jednotlivych tokt na prib&hu
depolarizacni odpovédi.

Obrdzek 5.2: Toky podilejici se na zméndch intraceluldrni koncentrace Ca’*. A)
Normalni stav buiiky, zména [Ca*"]i je dana souctem 4 zdkladnich tokii, které nejsou
rozlisitelné ze zmérené odpovédi na depolarizaci. B) Stav bunky s farmakologicky
potlacenymi vnitrobunécnymi toky Jer a Jserea. Zména [Ca’*]i je v takovém pFipadé
pohdnéna viokem extraceluldrniho Ca®* Ju, ktery je soucasné kompenzovdn opacnym
extruznim tokem Jou. C) Stav, kdy je tok Jer eliminovan vyprdazdnénim vnitinich Ca®*
zdsob ER. ER se tak na zméndch [Ca*"]i podili pouze tokem Jserca, ktery odebird cast
cytoplasmatického Ca®* a uklada jej do zdsobniku ER.

6 Vysledky

6.1  Mechanismy [Ca?']; oscilaci.

Pro uréeni bun&énych mechanizmi podilejicich se na vzniku [Ca®';
oscilaci jsme provedli rozsahly farmakologicky screening. Vyuzitim
specifickych antagonistli, agonistd a blokatorti jednotlivych Ca*
mechanizmt jsme identifikovali, které z nich se primarné ucastni
vzniku oscilaci. Pfi ovéfovani vazby oscilaci na ak¢ni potencialy jsme
ur¢ili, ze [Ca*']; oscilace jsou potladeny v roztoku s absenci Na',
zéroveti ale nedoslo k jejich potladeni pfi jejich vystaveni blokatoru Na*
kanalt, tetrodotoxinu (TTX) v testovanych koncentracich od 750 nM
do 5 pM. (obrazek 6.1). Béhem ovéfovani role vnitrobunéénych
vapnikovych zasobnikii endoplazmatického retikula nedoslo k viditelné
zméné oscilaci pfi vystaveni bun¢k Thapsigarginu a CPA, efektivnim
blokatortim SERCA pumpy ER, ani pfi vystaveni caffeinu a ryanodinu,
agonistim inositoltrisfosfatovych a ryanodiovych kanaltt ER (obrazek
6.2).
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Obrdzek 6.1: Podil Na* kandlii a akcnich potencidlii na vzniku [Ca’*]i Oscilace byly
efektivé potlaceny odebranim extraceluldrniho sodiku. Naopak blokator sodikovych
kandali, Tetrodoxin (TTX) nebyl schopen oscilace potlacit ani jinak ovlivnit.
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Obrazek 6.2: Role ER ve vzniku [Ca®*];oscilaci. Zadna z testovanych ldtek, cilici na
Jjednotlivé mechanizmy ER, nepotlacila, ani jinak vyraznéji neovlivnila oscilace.

Jelikoz role akcénich potenciali na vzniku oscilaci byla
vylou€ena nulovym t¢inkem TTX, otestovali jsme, pro podrobné&;jsi
prozkoumani napétové zavislosti oscilaci, vliv neurotransmitert.
[Ca*']; oscilace byly efektivné a reverzibilng potlaceny inhibi¢nim
neurotransmiterem GABA, v koncentracich od 1 uM do 30 uM
(obrazek 6.3A). Oscilace vSak byly zachovany pii vystaveni bunék

neurotransmiteru  GABA v kombinaci

s antagonistou GABAx

receptorti, Gabazinem (obrazek 6.3B). To indukuje zapojeni napétove
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fizenych receptorti typu GABA, a tudiz i napétovou zavislost [Ca®'];
oscilaci.

A) 300, B) 5004
3uM GABA
400 10pM Gabazine
3uM GABA —_—
< 200] HMOAEA .
z 5300-
a& &Q 200
1004
1004
0 5 _ 10 15 0 5 10 15 20 25
Time (min) Time (min)

Obrdzek 6.3: Role akénich potencidlii a neurotransmiterti pii formovani [Ca’*]i
oscilaci

6.2  Fyziologie [Ca*']; oscilaci

Studovali jsme [Ca®*']; oscilace v podminkach napodobujicich
fyziologické situace, kterym jsou tyto builky ve svém prostiedi
vystavovany. Obrazek 6.4 ukazuje, jak akutni zména osmolarity
ovliviiuje oscilujici neurony. K hodnoceni oscilaci jsme vyuzili 4
parametrti, uvedenych v sekci metod (obrazek 5.1). Hypoosmolarni
roztok (275 mOsm/l) signifikantné snizil amplitudu oscilaci a
aritmeticky primér hodnot [Ca*"];, zatimco hyperosmolarni roztok (325
mOsm/l) mél ucinek pfesné opacny. Dale jsme oscilujici neurony
vystavili 1uM koncentraci samotného hormonu ADH, abychom
imitovali autoregula¢ni funkci ADH receptort. ADH mél podobné
excitacni ucinek jako hyperosmolarni roztok, kdy taktéz zvysil
aritmeticky primér hodnotu [Ca®'];. Na rozdil od osmolarity, ale ADH
neménil amplitudu oscilaci, zména priméru byla dosaZzena posunem
basalni hodnoty [Ca®']; (baseline). Na rozdil od akutni zmény
osmolarity, pouze ADH signifikantn€é zménil parametr koeficientu
$picatosti. Tento parametr reflektuje tvar [Ca®']; oscilaci a spolu
s odlisnym zptisobem, jakym ADH posouva aritmeticky pramér,
ukazuje, ze k modulaci oscilaci v disledku akutni zmény osmolarity a
vystaveni ADH vyuziva bunka odlisSny mechanizmus.
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Obrdzek 6.4: Viiv akutni zmény osmolarity a autokrinni signalizace na [Ca’*]; oscilace.
Oscilace byly hodnoceny 4 parametry - panel A: basdlni koncentrace Ca’* (baseline),
panel B: aritmetickd hodnota [Ca’*]i (mean), panel C: standardni odchylka [Ca®']i
(SD) a panel D: koeficient Spicatosti distribuce hodnot [Ca’"]:. Testovali jsme zménu
parametrii oscilujicich neuronii pri vystaveni akutnimu stimulu, a to bud zménou
osmolarity (hyper, hypo), vystaveni 1 uM hormonu ADH (zde znaceno jako AVP) a
kontrolni méreni bez stimulu (control). Sloupcova hodnota grafu vidy udava zmenu
parametru oscilace pred a po provedeni akutniho stimulu buriky.

6.3  Dynamika depolarizaci vyvolanych [Ca?*]; odpovédi

Ke vtoku Ca*" do buiiky dochazi typicky pii depolarizaci membrany,
ktera vede k otevieni napétoveé fizenych Ca®" kanalfl. Timto principem
dochazi ke zvyseni intracelularni koncentrace Ca** i v MC neuronech
béhem jejich cyklické elektrické aktivity. Vtok extracelularniho Ca**
mize byt provazen dodateénym vylevem Ca®" z ER mechanizmem
zvanym CICR (Ca?" induced Ca®' release). Vzhledem k tomu, Ze
elevace intracelularni koncentrace Ca’* vede k lokalni sekreci
hormoni, je nezbytné mechanizmiim depolarizaci vyvolanych
odpovédi detailné porozumét.

15



Série depolarizaci evokovanych Ca*" odpovédi na obrazku 6.5
ukazuje postupnou degradaci amplitudy odpovédi s kazdym
opakovanim. Avsak, jak je také vidét na obrazku 6.5, pfi dostatecné
dlouhé pauze mezi dvéma depolarizacemi byly buinky schopny
opétovné dosahovat ptivodnich intenzit odpovédi. Panel B ukazuje sérii
odpovédi z panelu A, zarovnanych dle nabézné a sestupné ¢asti kiivky.
Vidime, ze nedochéazi pouze k degradaci amplitudy, ale i k poklesu
rychlosti, sjakou odpovéd dosahuje maxima b&hem depolarizace.
Sestupnd cast naopak nevykazuje vyraznéj$i zmény a schopnost
odgerpavat Ca** se béhem opakované depolarizace zfejmé neméni.

) 50 mM K+
1000 ~
(B) time (min)
1000 A 50 mM K+
— +0s
E +1s
- ] +2
£ 500 *32
[ +4s
S}
{
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
time (s)

Obrazek 6.5: Opakované Ca’* odpovéd' vyvoland depolarizact
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Z tohoto vysledku je mozné se domnivat, ze pfi opakované
depolarizaci dochazi k postupnému vycerpani vnitrobunécnych zasob
Ca” v ER a v disledku toho dochédzi k redukci amplitudy odpovédi.

Pro podrobné€jsi zkoumani, zda je degradace opravdu
zpisobena ER, jsme méfili bunky v podminkach, kdy jsme
farmakologicky potlagili nékteré Ca’" mechanizmy. Na obrazku 6.6A
je vidét typickd odpovéd ziskand v podminkéach, kdy jsme pied
depolarizaci nejprve vyprazdnili Ca** zasobniky ER a v pribéhu
depolarizace jsme zablokovali Ca*" pumpu ER (SERCA). V idealnim
ptipad¢ se butika dostane do stavu ilustrovaném na obrazku 5.2B a jeji
odpovéd na depolarizaci je tak zptisobena pouze vtokem Ca®"
z extracelularniho prostoru Ji,, kompenzovaného extruznim tokem Jou:.

A)
750

AVP

D)

|
800

AVP

control
blocked ER

50 K* + CPA =

< 500

150 200

Jin*er serca

150 200

0 50

100
time (s)

150 200

100
time (s)

150 200

Obrdzek 6.6: Separace Ca** tokii.

Vnitrobunééné toky Jer a Jserca S€ V tomto piipadé neuplatiiuji.
P#i depolarizaci do buiiky za¢ne vnikat Ca®* a koncentrace Ca*" roste
do té doby, nez je vykompenzovana opaénym tokem Jo a builka
dosahne nové rovnovahy. Ve chvili, kdy je ukoncen depolarizacni
stimul, vtok Ji, zanik4 a pfevladajici tok Jou navrati [Ca?']; na klidovou
urovei. Diky tomu, Ze jsme potlacili vnitini toky, bylo dale mozné urcit
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extruzni tok Jou, a na jeho zaklad¢ dopocist zbyvajici tok Jir. Na panelu
C je vidét tento dopocteny tok Jin, ktery ma témét obdélnikovy pribéh
a je evidentné definovan pfitomnosti depolarizacniho stimulu. Tok Ji,
je tedy jevi byt fizeny depolarizaci zptisobem on/off. Dale vidime, ze
z pfitomnosti depolariza¢niho stimulu nedochédzi k vyraznéjSimu
poklesu velikosti toku a s velkou pravdépodobnosti tedy nedochazi
k desenzitizaci Ca?* kanaldi. Posledni panel F, na obrazku 6.6,
reprezentuje celkovy tok ER dany souctem opaénych tokti Jer + Jserca.
Z prub&hu tohoto celkového toku je vidét, ze na zacatku depolarizace
dojde k prudkému vylevu Ca** z ER. Déle jsou toky Jer a Jserca V pritbéhu
depolarizace vyrovnany (stejné mnozstvi Ca?* te¢e do i z ER) a aZ po
ukonceni stimulu zac¢ne pirevladat tok Jserea smérem do ER.

V pokusech, kdy jsme neblokovali Jera, ale pouze jsme
vyprazdnili ER, doslo kjeSt¢ vyraznému zeslabeni odpovédi. To
indikuje, Zze prazdné ER nejen Ze neposkytlo dodate¢ny Ca** pro strmou
odpovéd, ale naopak ER odebralo ¢ast Ca®* z toky Ji, a zplisobilo tak
jesté vyraznéjsi zeslabeni odpovédi.

7 Diskuse

V prvni &asti prace jsme se zabyvali mechanizmy spontannich [Ca*'];

oscilaci v izolovanych MC neuronech. Zde jsme zejména identifikovali
Na'/Ca®" vyménik, Ca*" ATPazu plasmatické membriny (PMCA) a
napétové fizeny Ca®’ kanal typu R, jako mechanizmy nezbytné ke
vzniku a udrzeni oscilaci. Specifickd blokace jednoho z téchto
mechanizmt vedla k inhibici oscilaci. Dale jsme prokazali, ze tyto
oscilace nejsou zavislé na akcnich potencidlech, nebot vystaveni
oscilujicich bun&k blokatoru Na® kanali Tetrodotoxinu nemélo na
oscilace viditelny efekt. Na druhou stranu jsme ukazali, Ze zména
membranového potencialu je pro oscilace s nejveétsi pravdépodobnosti
nezbytnd, nebot oscilace byly reverzn€¢ inhibovany blokovanim
GABA receptorti. Nase hypotéza oscilaci je takova, ze v neuronech
dochazi k cyklické zméné membranového potencialu, ktera je ovSem
vzdalena od prahu potfebného k vzniku akéniho potencidlu. Mala
zména membranového potencialu v§ak mize piepnout Na'/Ca** do
reverzniho médu [15], coz by piispélo krychlému narusty Ca®*
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koncentrace. S nartstajicim koncentraci Ca*" se prah reverzniho médu
Na'/Ca®" vyméniku posouva, a pti dosazeni uréitého rovnovazného
stavu mezi hodnotou membranového potencialu a koncentraci Ca*" se
vyménik pfepne zpét do normalniho modu. Na/Ca** opét za¢ne Ca**
odebirat z buiiky, coz ma za nasledek pokles koncentrace Ca**. [Ca*'];
oscilace zalozené na podobném mechanizmu jiz byli popsany, ackoliv
se nejednalo o excitabilni buiiky [16]. Nezavislost akénich potencialt a
oscilaci miize mit vyznamnou roli v regulaci sekrece, nicméné zptisob
koordinace téchto dvou riznorodych fyziologickych mechanizmi a
jejich podil na regulaci nam doposud znam neni.

V druhé &asti jsme, na rozdil od spontanni Ca®" aktivity z prvni
casti, studovali aktivitu MC neurond vyvolanou depolarizaci. Cilem
bylo za prvé: odpovédét na nékolik nejasnosti vyplyvajicich z literatury
ohledn& vztahu depolarizace membrany a Ca*" odpovédi a za druhé
ziskat detailni matematicky popis téchto odpovédi. Cilenymi
experimenty jsme vyvratili predpoklad, Ze odpoveéd’ na depolarizaci je
striktn€¢ napétoveé zavisla. Odpovédi na stejny depolarizacni stimul
vykazovaly silnou miru neptfedvidatelnosti. V praxi dochazelo k tomu,
Zze neuron mize na stejny stimul odpovédét velmi rychlym a
intenzivnim naristem Ca?" s typickym ,,zakmitem* na samém pocatku
odpovédi, ale také vyrazné pomaleji. Cilené pokusy s opakovanymi
odpovéd’'mi a riiznou mirou depolarizace ukazali, Ze krom¢ zavislosti
na sile depolarizace se v odpovédich projevuje dalsi element, vyrazné
hypotézu, ze elementem zplsobujicim rizné odpovédi na stejny
depolariza¢ni stimulus je mira naplnéni ER. Je znamo, ze v mnoha
typech bunék mize ER rychle a kratkodobé zvysit [Ca®'];
mechanizmem zvanym CICR (Ca*'-induced-Ca*'-release). S vyuzitim
zndmych postupt jsme proto méiili Ca®" odpovédi v podminkach, kdy
jsme ovliviiovali funkci ER. Ukazalo se, ze blokovani ER (jak vylev
z ER, tak re-akumulaci do ER) vedla k vyraznému zpomaleni odpovédi
a jejich sjednoceni, co se amplitudy a tvaru odpovédi tyce. Analyzou
zméfenych odpovédi se nam podafilo separovat odpovédi do
jednotlivych tokt, které ilustrativné ukazuji podil ER na vzniku
depolarizac¢ni odpovedi (obrazek 6.6E). V pokusu, kdy bylo ER pted
stimulem vyprazdnéno doslo k jesté vyraznéjsimu zpomaleni odpoveédi,
coz indikuje, Ze prazdné ER nejenze nijak nepfispiva k nartstu
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koncentrace Ca®*, ale naopak jej pomoci SERCA pump vyrazné
zpomaluje. Tato role ER mtize mit dopad na vznik cyklické aktivity
zejména ADH neuronil. Je znamo, Ze nardst [Ca*"]; zplsobuje
hyperpolarizaci a tudiz brani vzniku ak¢nich potencialid pottebnych
k cyklické aktivité [17]. To by znamenalo, Ze pro pfechod z klidové do
cyklické aktivity by neuron vyzadoval intenzivni a dlouhodobou
stimulaci, ktera postupné vyprazdni ER, v dusledku ¢ehoz jiz nebude
neuron schopen potlacit nartist membranového potencialu coz umozni
prechod do cyklické elektrické aktivity.

V posledni ¢asti jsme pozorovali chovani oscilujicich neuront
v podminkach napodobujicich nekteré fyziologické situace, kterym
tento typ bunék musi bézn¢ Celit. Ukazali jsme, Ze izolované oscilujici
MC bunky ptimo reflektuji zménu osmolarity a ptinasSime tak dalsi
dikaz toho, Ze tyto buniky disponuji mechanizmem pro vnimani
osmolarity a nejsou tudiz pouze fizené aferentnim vstupem
osmosenzitivnéh bunék. Dale jsem pozorovali, Ze spontdnni [Ca*"];
oscilace jsou zachovany v bunikach potkanil vystavenych dehydrataci a
v buiikach potkanid samic ve fazi aktivni laktace. Viditelnou zménu
v charakteristice [Ca®']; oscilaci, ptifaditelnou k témto staviim jsme
vSak nepozorovali. Dilezitym vysledkem bylo prokazani modulacniho
efektu samotného hormonu ADH na oscilujici bunky. Nejenze jsme
ukézali, ze ADH ma excitaéni u¢inek na spontanni [Ca?']; aktivitu, ale
ukazali jsme také, Ze mechanizmus, kterym je tato modulace dosazena,
musi byt rozdilny od mechanizmu, kterym jsou oscilace ovliviiovany
pfi vystaveni neuront akutni zméné osmolarity.

Tato prace ukazuje dilezité poznatky ohledné role Ca** dynamiky
magnocelularnich neurond, jejiz dalsi dikladné studovani v in vivo
podminkéch bude nezbytné k plnému porozuméni tohoto komplexniho
regula¢niho systému.

8 Zavér

vvvvvv

Ukéazali jsme, Ze ADH a OT neurony v izolovanych podminkéach bézné
vykazuji [Ca*']; oscilace, které jsou spontdnni a vychazi Gisté
z vnitrobunéénych Ca?* mechanizmii, bez potieby vnéjsiho zdroje
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rytmu. [Ca?']i oscilace byly zachovany i v buiikdch izolovanych
z potkant ve stavu laktace a dehydratace. Tabulka na obrazku 8.1A
shrnuje, jak tyto oscilace reflektuji akutni zmény osmolarity a jak jsou
modulovany lokalni stimulaci vazopresinem.

Dale jsme uréili hlavni Ca®* mechanizmy, které jsou nezbytné
ke vzniku téchto oscilaci. Jsou jimi Na"/Ca’" vyménik, Ca®" pumpa
plasmatické membrany (PMCA) a napétové fizeny Ca®* kanal typu R.
Vysledek je graficky znazornén na obr 8.1B.

Demonstrovali jsme specifickou roli endoplazmatického
retikula, které se sice neuplatiiuje v spontdnnich [Ca®*]; oscilacich, ale
ma schopnost vyrazné ménit dynamiku Ca’>" odpovédi vyvolanych
depolarizaci. Intenzita odpovédi je silné ovlivnéna stavem naplnéni
Ca® zasobnikli ER. Zatimco naplnéné ER mibZe vyrazné zesilit
odpoveéd’ na stejné¢ silny depolarizacni stimulus, prazdné ER miZze
naopak odpoveéd vyznamné zeslabit. Obrazek 8.1C ilustruje jak se na
odpovédi podili depolarizaci vyvolany vtok Jin (zelen€) doplnény o
kratkodobé, ale vyrazné, uvolnéni Ca** z ER (zeleng).
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Obrazek 8.1: Shrnuti vyznamnych vysledkii prace. A) Modulace spontdnnich [Ca’*];
oscilaci akutni zménou osmolarity a stimulact vazopresinem. Sipky indikuji inhibicni
(dolit) nebo excitacni (nahoru) ucinek, horizontdlni cara indikuje nulovy ucinek. B)
Schématické zndazornéni mechanizmii identifikovanych jako nezbytnych ke vzniku
[Ca?"]i oscilact v magnoceluldrnich neuronech. Jsou jimi Na*/Ca’* vyménik, Ca’*
pumpa plasmatické membrany (PMCA) a napétové vizeny Ca’* kandl typu R. C)
Ukdzka pribéhu Ca’* toki, podilejicich se na depolarizaci vyvolanych Ca’*
odpovédich. Zelena plocha znaci samotny depolarizaci vyvolany vtok Jin, urceny
v podminkach, kdy byli farmakologicky potlaceny toky endoplazmatického retikula.
Modra plocha znaci kombinaci tohoto toku Jin doplnéného o toky endoplazmatického
retikula Jer a Jserca, ziskanych za normalnich podminek
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