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Seznam zkratek

aCSF = umly cerebrospinalni roztok
(artificial cerebrospinal fluid)

AMPA receptor = alfa-amino-
hydroxymetyl-izooxazol-propionatovy
receptor

APC = adenomatosis polyposis coli

ATP = adenosintrifosfat (adenosine
triphosphate)
BDNF = mozkovy neurotrofni faktor

(brain-derived neurotrophic factor)

bFGF = bazicky r stovy faktor fibroblast
(basic fibroblast growth factor)

BLBP = mozkovy protein vazajici lipid
(brain lipid binding protein)

BMP = kostni morfogeneticky protein
(bone morphogenetic protein)

BMPR I, Ib, Il = receptor kostniho
morfogenetického proteinu |, Ib, Il (bone
morphogenetic protein receptor I, Ib, 1)

CD = proudova hustota (current density)

CDina = proudova hustota tetrodotoxin
senzitivnich Na proud(current density of
tetrodotoxin-sensitive sodium currents)

CDka = proudova hustota rychle se
aktivujicich a inaktivujicich  vn
usmrn nych nap ov  zavislyjch K

proud (current density of fast activating
and inactivating potassium currents)

CDkpr = proudova hustota zpo dych
vn usmrn nych nap ov zavislych K
proud (current density of delayed-
rectifying potassium currents)

CDkr = proudova hustota dovnit
usmrn nych nap ov  zavislyjch K
proud (current density of inward-

rictifying potassium currents)

CNS = centralni nervovy systém (central
nervous system)

DAPI = 4, 6-diamidino-2-phenylindol
DCX = doublecortin

DMEM/F12 = Dulbeccem modifikované
Eaglovo médium: Sns nutriet F-12
(Dulbecco’s modified Eagle medium:
Nutrient mixture F-12)

DNA = deoxyribonukleova kyselina
(deoxyribonucleic acid)
EGF = epidermalni rstovy faktor

(epidermal growth factor)

EGFP = zesileny zeleny fluorescer
protein (enhanced green flouroescence
protein)

FBS = fetalni teleci sérum (fetal bovine
serum)

eNOS = endotelidlni NO
(endothelial NO synthase)

syntadza

GABA = gama-amino maselna kyselina
(gamma-aminobutyric acid)

GCL = granularni bunna vrstva

(granular cell layer)

GFAP = glialni fibrilarni acidicky protein
(glial fibrillary acidic protein)

GFP = zeleny fluorescemi protein (green
fluorescence protein)

GL = glomerularni vrstva buk

(glomerular layer)



IGF-1 = insulinovy rstovy faktor 1
(insulin-like growth factor 1)

I na = tetrodotoxin senzitivni Na proud

INOS = indukovatelndA NO
(inducible NO synthase)

syntaza

IR = membranovy odpor (input resistance)

Ka = rychle se aktivujici a inaktivujici vn
usmrnny nap ov zavisly K proud
(current density of fast activating and
inactivating potassium current)

Kpr = zpod ny vn usmrn ny nap ov
zavisly K proud  (delayed-rectifying
potassium current)

Kir = dovnit usmrn ny nap ov zavisly
K* proud (inward-rictifying potassium
current)

LNS doména = laminin
G/neurexin/pohlavni hormon globulinova
vazebna doména (laminin G/neurexin/sex
hormone binding globulin domain)

MAP2 = s mikrotubuly asociovany protein
2 (microtubule-associated protein 2)

MAP kinase = mitogenem aktivovana
protein kinaza (mitogen-activated protein
kinase)

MCAO = okluze stedni mozkové atérie
(middle cerebral artery occlusion)

MCL (v gyru dentatu hipokampu) =
molekularni bun né vrstva (molecular cell
layer)

MCL (v subventrikularné zén ) = vrstva
mitralnich bunk (mitral cell layer)

NBQX = 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-
sulfamoyl-benzo[flquinoxaline-2,3-dion

NG2 = neuralni/gliaini
(neural/glial antigen 2)

antigen 2

NGF = nervovy rstovy faktor (nerve
growth factor)

NMDA = N-metyl-D—aspartat

NNOS = neuronalni NO syntaza (neuronal
NO synthase)

OB = ichovy lalok (olfactory bulb)

Olig2 = transkrip ni faktor
oligodendrocyt 2 (oligodendrocyte
transcription factor 2)

PBS = fosfatovy pufr (phosphate buffer
saline)

PCNA = jaderny antigen proliferujicich
bun k (proliferating cell nuclear antigen)

PCR = polymerazova et zova reakce
(polymerase chain reaction)

PDGF = r stovy faktor krevnich destk
alfa (platelet-derived growth factor alpha)

PDGFR = receptor rstového faktoru
krevnich destiek alfa (platelet-derived
growth factor receptor alpha)

PDGFR = receptor rstového faktoru
krevnich destiek beta (platelet-derived
growth factor receptor beta)

PSA-NCAM = polysialova adhézni
molekula neuralnich buk (polysialylated-
neural cell adhesion molecul)

Ptch receptor = Patched receptor

RMS = rostralni migrani proud (rostral
migratory stream)

S.E.M. = standardni
(standard error mean)

chyba pn ru



SGZ = subgranularni zéna (subgranular
zone)

Shh = sonic hegehog
Smo receptor= Smoothened receptor

SvVz = subventrikularni z6na

(subventricular zone)

TGF = transformuijici rstovy faktor beta
(transforming growth factor beta)

TNF = nédorovy nekroticky faktor alfa
(tumor necrosis factor alpha)

TTC = 2,3,5-trifenyl tetrazolium chlorid
TTX = tetrodotoxin

VEGF = vaskularni endotelialni stovy
faktor (vascular endothelial growth factor)

VEGFR 1, 2 = receptor vaskularniho
endotelialniho rstového faktoru 1, 2
(vascular endothelial growth factor

receptor 1, 2)



Abstrakt

Po ischemickém porani dochazi k sérii patofyziologickych zm které se projevuji
vylevem r stovych faktor a morfogen, které ovliv uji bun nou proliferaci, migraci a také
diferenciaci. Ischemické poskozeni indukuje neunegea gliogenezi v subventrikularni zén
postrannich komor a v gyru dentatu hipokampu, nicnm@ e probihat také v oblastech,
které nejsou primarnneurogenni, jako je mozkovana nebo striatum. V posledni dobe
pozornost obratila k novému glidinimu typu, tzvlydendrocytm neboli NG2 gliim. Za
fyziologickych podminek se tyto bky dli a jsou schopny dozravat do dokjeh
oligodendrocyt, a proto jsou asto pirovnavany k prekurzorovym biam oligodendrocyt
A koli n které studie ukazaly, e polydendrocyty jsou schoprdozravat do
protoplasmatickych astrocyt(Zhu et al., 2008) a neuronn vitro (Belachew et al., 2003),
schopnost této diferenciace za fyziologickychpatologickych podminek je stalegam tem
diskuze.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jaky vliwmaji vybrané rstové faktory a
morfogeny, konkrétn mozkovy neurotrofni faktor (BDNF), bazicky stovy faktor
fibroblast (bFGF), vaskularni endotelidlni stovy faktor (VEGF) a morfogen Sonic
hedgehog (Shh), na diferenai potencidl polydendrocytin vitro po jejich izolaci
z nepoSkozené mozkové riy. Dale jsme zji%ovali vliv fokalni cerebrélni ischemie na
diferenciani potencial polydendrocytin vitro. Kt mto pokusm jsme pouili transgenni
mySi kmene B6;FVB — Tg(Cspg4-cre)1Akik/J, u kterypb zkieni s reportérovou mysi
dochazi k oznaeni polydendrocyt zesilenym zelenym fluorescerim proteinem (EGFP).
Pro indukci fokalni cerebrélni ischemie byla poa imetoda okluze stdni mozkové artérie
(MCAO). Pro v3echny pokusy jsme pou ili EGFBu ky, které jsme izolovali z mozkové
k ry dosplych mysi. Po izolaci buk z neposSkozeného nebo ischemicky poSkozeného
mozku byly EGFP bu ky 4 tydny kultivovany a poté elektrofyziologickyharakterizovany
pomoci metody patch clamp v konfiguraci z celé kyu Zm ené buky byly nasledn
identifikovany imunocytochemicky. Na zakladroudovych profil byly EGFP bu ky
rozd leny do ti typ bun k: pasivniho, komplexniho a prekurzorového typu lBurfPasivni
typ bunk vykazoval symetrické asov a nap ov nezavislé pasivni proudy a nizkou
hodnotu vstupniho odporu. Komplexni typ blarvykazoval dovnit usmrn né K proudy a
rychle se aktivujici a inaktivujici Kproudy. Nkteré z tchto bunk vykazovaly i maly
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dovnit usmrn ny N&a proud. Proudovy profil prekurzorového typu bkirzahrnoval ven
usm rn né K proudy a u nkterych bunk také rychle se aktivujici a inaktivujici' roudy.
Na3e vysledky ukazaly, e Shh udr oval EGFBu ky v prekurzorovém stadiu a také, e
jednotlivé faktory ovlivovaly elektrofyziologické vlastnosti prekurzorovélypu bunk,
nikoli vSak komplexniho typu bul. Nejv tSi vliv na prekurzorovy typ buk m | faktor
bFGF, ktery depolarizoval klidovy membranovy poiéhzvysoval kapacitanci membréany a
proudovou hustotu ven usmm nych K proud u tchto bunk. Naproti tomu, MCAO
indukovala tvorbu pasivniho typu bug ktery se u burk izolovanych z nepoSkozené tkan
objevil pouze pod vlivem faktoru BDNF. Na zaim eme shrnout, e faktory BDNF, bFGF,
VEGF a morfogen Shh ovliwji membranové vlastnosti prekurzorového typu lua také,

e fokalni cerebralni ischemie zvySovala zastouppasivniho typu burk, ktery vznikl

z EGFP polydendrocyt.
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Abstract

Ischemic injury leeds to sequence of pathophygiold events, which are
accompanied by a release of growth factors and heggns that significantly affect cell
proliferation, migration and also their differerita. Following ischemia, besides enhanced
neurogenesis and gliogenesis in subventricular zoinéhe lateral ventricles and gyrus
dentatus of the hippocampus, neurogenesis/gliogeals® occurs in non-neurogenic regions,
such as cortex or striatum. Recently, the attentias turned to a new glial cell type, termed
polydendrocytes or NG2 glia. Under physiologicahditions, these cells are able to divide
and differentiate into mature oligodendrocytes doieghey have often been equated with
oligodendrocyte precursor cells. Based on recembrts, polydendrocytes are also able to
generate protoplasmic astrocytes (Zhu et al., 2@D&8) neuronsn vitro (Belachew et al.,
2003), however their ability to differentiate inastrocytes or neurons under physiological or
pathological conditions is still highly debated.

Therefore, we have investigated the effect ofed#ht growth factors and morphogens,
specifically brain-derived neurotrophic factor (BB} basic fibroblast growth factor (bFGF),
vascular endothelial growth factor (VEGF) and a phagen sonic hedgehog (Shh), on
differentiation potential of polydendrocytes vitro after their isolation from non-injured
cortex. Furthermore, we have investigated polyderyte differentiation potentiah vitro
following focal cerebral ischemiaVe have used transgenic mice, B6;FVB — Tg(Cspg4-
cre)1Akik/J, in which, after cross-breeding withpogter mice, the polydendrocytes were
labeled by enhanced green fluorescent protein (BGARnNiddle cerebral artery occlusion
(MCAO) was employed to induce focal cerebral iscl@enror all experiments, we used
EGFP cells isolated from the adult mouse cortex. Foitmacell isolation, either from non-
injured or ischemic brains, the cells were cultufed 4 weeks and electrophysiologically
characterized using patch clamp technique in wheleeonfiguration. Recorded cells were
identified imunocytochemically. According to theiurrent profile, the EGFPcells were
divided into three cell types; namely passive, clexand precursor type of cells. Passive cell
type typically expressed symetrical, time- and agdt-independent passive currents and low
input resistance. Complex cell type displayed imharrectifying K" currents, delayed
outwardly rectifying K currents and fast activating and inactivatingdgrrents. Some cells
also showed small inwardly rectifying Naurrents. The current pattern of precursor cglety
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included delayed outwardly rectifying'Kurrents and in some cases, also fast activatidg a
inactivating K currents. Our results revealed that Shh maintaiB®&P cells in precursor
stage and other factors influenced electrophysicédgroperties of precursor cell type, but
not complex type of cells. BFGF had the most sigaift effect on precursor type of cells
resulting in depolarized resting membrane potentradreased membrane capacitance and
high current density of delayed outwardly rectifiyk™ currents. Moreover, focal cerebral
ischemia promoted incidence of passive cell typg@icivalso occured in cell culture isolated
from non-injured cortex after exposure to BDNF. $hwe can conclude that factors BDNF,
bFGF, VEGF and Shh influence membrane propertigsredursor cell type and that focal
cerebral ischemia increases proportion of passiglk type originating from EGFP
polydendrocytes.
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1. Uvod

Mozkova ischemie je jednou z forem cévni mozkovihquly, ktera se ra , jen

v eské republice, objevi now 300 lidi na 100 000 obyvatel (Kalita a kol., B8R0l p es
stale se zlepsSujici vysledky s@sné mediciny vIéd& mnohych chorob nebyla doposud
vyvinuta UspSna léebnda strategie, kterda by umaovala plné zotaveni paciem, ktei
prod lali toto zava né onemocmi. Ztohoto dvodu je jednim ze soasnych proud
vyzkumu i studium tkéovych reparaci, jejich zéklad tvbkmenové a progenitorové bky

p irozen se vyskytujici v dospem mozku.

V poslednich letech vtéto souvislosti vzbudil velkzajem prav vyzkum
polydendrocyt. Polydendrocyty pat mezi gliové buky, které v dospgém mozku zejm
funguji jako prekurzory oligodendrocyt(Zhu et al., 2008). Cilenou diferenciaci a dalSim
vyzkumem vSak bylo zjiSho, e tyto bu ky doka ou dozravat do dalSich bumych typ —
astrocyt a neuron (Belachew et al., 2003, Zhu et al., 2008). Pr&taalSi vyzkum zamil
na mechanismy, které polydendroayt umo uji dozravat v rzné bun né typy a na jejich
vyu iti (nap iklad vytvoenim spravného prosdi s dostateiym mno stvim rstovych
faktor ) k nahrad ztracenych burk po poskozeni CNS, @i ischemickém nebo jiném typu

poSkozeni.

Tato diplomova prace podava souhrnnyehped o stavu soasnych poznatk
znamych o polydendrocytech a zarowmd za cil objasnit které z nevyeSenych otazek
v této problematice: i) jaky je diferencid potencial polydendrocyt v nepoSkozeném
mozku, ii) jaky je vliv r stovych faktor, jako je mozkovy rstovy faktor (BDNF), bazicky
r stovy faktor fibroblast (bFGF), vaskularni endotelialnistovy faktor (VEGF) a morfogen
sonic hedgehog (Shh), na diferendaiapotencial tchto bunk. V diplomové praci je dale
porovnavan vliv ischemického poskozeni, po proveddtuze stedni mozkoveé artérie, na

diferenciani potencial polydendrocytv mozkové k e dosplé mysi.
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2. Literarni pehled

2.1. Mozkova ischemie

Ischemicka cévni mozkovaipoda neboli ischemie pak hlavnim pi inam amrti ve
svt (Liu a McCullough, 2011). Je zdpin na nedostatemym zasobenim mozku krvi
(napiklad nasledkem trombotického uzav n které z hlavnich tepen nebo poklesentgku
krve v t chto tepnach). Tento nejst ji se vyskytujici typ mozkové phody postihuje jedince
ve vku 60-70 let, jejich Umrtnost se pohybuje okolo 206 pipad
(http://www.zbynekmlcoch.cz/informace/medicina/r@agie-nemoci-vysetreni/cevni-

mozkova-prihoda-mrtvice-komplexni-clanek-trombolf#ainolyza).

V souvislosti s vyvojem a typem ischemické cévnizkmvé pihody rozliSujeme dva
typy mozkové ischemie, globalni a fokalni.i P astjSi fokélni ischemii dochazi
k p echodnému sni eni nebo zastgvivodu krve, co indukuje patofyziologické zmy na
molekularni a bun né arovni. A trvalé (permanentni) ischemii,igkteré dojde k uplnému
zamezeni pitoku krve, dochazi k vytveni tzv. ischemického jadra, od kterého sé Si
degenerativni zrmy oblasti mén posSkozené tkan(tzv. penumbrou; Hunter et al., 1995).
V laboratornich podminkach ne byt fokalni ischemie imitovana kolika modely, z nich
se nejb n ji pou iva model, ktery je zalo en na okluzi stini mozkové artérie (MCA@br.

. 1; Liu a McCullough, 2011).

-15 -



r ! : Y
Py
SO0V N Ant. cerebral a.

£ o A "

o e %
;‘:-" _AMid. cerebral a.
! ' )
1;,1*

]
ki

__— Post cerebral a.

| 3
X 3 |
Sup. cerebellar. a — %' A0 Int. carotid a.
Mastoid bulla —— fg—— Basilara
i - Lingual a.
Pterygopal.a —___— A =
y ¥ o —— Ext. max a.
Suture = —
e Sup.thyr.a
Sternomastoid mus.—— \"‘x T Crocip. a.

“~ Ext. carotid a.

Com carotid a.

Obrazek . 1: Schéma vypreparovanych cév, které zasobuji mek a hlavu mysi. Fokalni
cerebralni ischemie se nast ji indukuje uzavenim prtoku krve ve sedni mozkové artérii (Liu a
McCullough, 2011).

Zamezeni prtoku krve stedni mozkovou artérii me byt provedeno nagklad
injikovanim sra eniny, kter4d omezi gok krve (embolicky model uzagni stedni mozkoveé
artérie), ktery m e byt obnoven pomoci latek, které maji trombollgiefekt, jako napklad
tkd ovy aktivator plasminogenu nebo urokinaza (Fanl.et2@12, Kim et al., 1993). Zu eni
st edni mozkové artérie a proximalnich artérii Izeeddtlukovat prosednictvim endotelinu 1
(Mecca et al., 2009) nebo fotochemickou indukcimindzy, a to tak, e se do ily injikuje
specialni chemické barvivo, Bengalskérve , ktera pi kontaktu se swlem ur ité vinovée
déelky vytvoi sraeninu a zamezi ptoku krve (Markgraf et al., 1993). DalSi mo nos# |
zavedeni silikonového filamentu doexddni mozkové artérie,im dojde k jejimu uzaweni.
Filament m e byt v cév ponechén trvale (vznika tzv. trvala ischemie) netistrann po 30
a 90 minutach, co zap ini obnoveni prtoku krve do mozku (vznik4 tzv. gchodna
ischemie). Touto metodou je vyvolana nekroza kustriata a neokortexu a rozsah infarktu
zavisi na délce uzaeni prtoku krve (Engel et al., 2011). Model, ktery bylugb pro
vyvolani fokalni cerebralni ischemie veplkladané diplomové praci, se nazysanskranialni

okluze stedni mozkové artéria Ize ho provést napkauterizaci, p které dojde k zataveni
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st edni mozkové artérie (Brint et al., 1988) nebodigai ni se prostednictvim filamentu

zaskrti stedni mozkova artérie (Coyle a Feng, 1993).

DalSi typ ischemie, tzv.globalni ischemiim eme rozdlit na kompletni a
nekompletni ischemii. Kompletni (celkovd) globaisihemie nastava ipsomatické smrti a
Ize ji provést nkolika zp soby: zastavou srdce, uzemim aorty, dekapitaci, uzanim
cefalické ily nebo podvazanim kmich cév. Tento model ischemie se pou iva zejméma k
studiu rozkladnych proceskteré se vyskytuji po smrti organismu (Liu a MtiGugh, 2011),
http://atlases.muni.cz/atlases/stud/atl_cz/mainpatmd+porkrobcns.html#ischm+komplisch).

Nekompletni (astena) globalni ischemie vice modeluje ischemické po8ki
probihajici v mozku. D4 se provéstknlika zp soby: silnym krvacenim, popsni enim
tlaku, hypoxii-ischemii, jednostrannym uzemim artérie carotis nebo zastavenimtqdu
krve ve dvou pop ty ech cévéach (Liu a McCullough, 2011). Omezenigku krve ve dvou
artériich carotis se provadi pomoci chemickychkldtenetafanu nebo pentolaminu, které
sni i krevni tlak (Smith et al., 1984). U uzawi prtoku krve ve ty ech cévach, které
zasobuji mozek, nejprve dojde ktrvalému ueav vertebralnich cév a po 24 hodinach
k p echodnému uzaeni artérii carotis, v nich je po utém ase prtok krve opt obnoven.
Po nekompletni globalni ischemii vznika poskozeedpvsim v kortexu, hipokampu a striatu
(Thal et al., 2010).

2.2. Degenerativni zmny po fokalni mozkové ischemi

2.2.1. Zm ny na molekularni trovni

Po indukci fokalni mozkové ischemie dochazi k patologickym zm nam, které se
uskute uji prostednictvim zmn na molekularni a bunné Urovni. Pi zamezeni prtoku
krve do urité asti mozku, dochazi k nedostaiému zasobovani buk CNS kyslikem a
glukozou, které jsou pabné pro tvorbu ATP aerobnim metabolismem. Z toltbteodu
musi buky p ejit na anaerobni tvorbu glukézy,imi dochazi k tvorb kyseliny mléné,
ktera je pi inou acidifikace intracelularnihno a extracelulamilprostedi. Anaerobni
glykolyza navic produkuje mensi mno stvi ATP ne raleni glykolyza, co zpsobi, e
bun né pumpy, které za normalnich okolnosti udr ujitmou homeostazu v jednotlivych

bu kéch, nejsou schopny vyrovnavat tok ignkteré pasivn vtékaji (Nd& a C&") nebo
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vytékaji (K" a CI) do, pop. ven z bunk, co vede k neizené depolarizaci buk. Vtokem
Na" a vytokem Cliont se zvy3uje osmoticky gradient, ktery umoje vtok vody do burk a
dochazi ke zwSovani objemu neurona astrocyt, vzniké tzv. cytogenni a vasogenni edém
(Macdonald a Stoodley, 1998). €aonty jsou v intracelularnim prostoru za fyziolokych
podminek udr ovany v nanomolarnich koncentracich, igchemii dochazi k nadmmému
vylevu t chto iont do intracelularniho prostoru. Vzhledem k tomuCé™ slou i v bu kach
jako signalni molekula, jeho nadmé zvySeni spousti reakce, které vedou ikkgu

k indukci neuronalni NO syntazy (nNOS), ktera vyiva aminokyseliny L-argininu oxid
dusnaty (NO), co je plynny volny radikal, ktery miv bu ky funguje jako druhy posel
v signalizanich drahach (Sulz a Bacigalupo, 2006). NO takéopi na mitochondrie, ve
kterych m e stimulovat produkci volnych radikdl které pispivaji k oxidanimu stresu
bun k (Mehta et al., 2007) a mohou poskozovat deoxymibteovou kyselinu (DNA) a
indukovat apoptézu buk (obr. . 2; Dirnagl et al.,, 1999). Po ischemii dochazi
k nadmrnému uvolovani glutaméatu, ktery v CNS funguje jako hlavni ciexni
neuropenase. Tim, e astrocyty nemaji dostateé energetické zasoby, nemohou efektivn
vychytavat glutamat z okoli buk (Dobrek a Thor, 2011), co vede k nadmému
hromadni glutamatu a nasledné aktivaci NMDA (N-metyl-Dpagat) a AMPA (alfa-amino-
hydroxymetyl-izooxazol-propionatovych) glutamatokyceceptor, im se spousti proces
reaktivni gliozy (Hamilton et al., 2009).

Morfologie Biochemie
Narugeni icntové homeostazy
Infarkt lontova depolarizace

Snizene vyuzivani glukdzy
Uvelneéni glutamatu
Castatné wyuziti glukdzy
Acidoza
Zanét
a
apoptoza

PENU

Obrazek . 2: D je probihajici v ischemickém jade a penumbe. B hem ischemického poSkozeni
dochézi k tvorb tzv. ischemického jadra €rven) a okolni oblasti tzv. penumbry (modra, zelena,
lutd). V ischemickém jace dochazi ke sni ené tvorbATP, sni enému pH, cytotoxickému edému,
nadmrnému vylevu glutamétu, k naruSeni iontové homeysi@a’, K*, CI a C&") a produkci
volnych radikal. Smrem od jadra (v oblasti penumbry) se intenzithto proces postupn sni uje
(Dirnagl et al., 1999).
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2.2.2. Vliv r stovych faktor a morfogen

Po ischemickém poSkozeni se do okoli ponaruvol uje velké mno stvi latek a
r stovych faktor (Cheung et al., 2000, Lin et al., 1997, Yang et 2012), které ovlivuji
diferenciaci bunk do neuron a glii (Li et al., 2011a, Sypecka et al., 2009Xé¥6 diplomové
praci se zamime na vliv ti r stovych faktor a jednoho morfogenu, jejich vliv na bky

v CNS je zminn ni e.

2.2.2.1. Mozkovy neurotrofni faktor

Mozkovy neurotrofni faktor (BDNF) pdtdo rodiny neurotrofin, z nich n které
zvySuiji proliferaci bunk (nap. BDNF spolu s nervovym stovym faktorem NGF; Mooney a
Miller, 2011). BDNF v hipokampu podporuje neurogangranularnich burk a zvysSuje

tvorbu novych neuronv gyru dentatu (Scharfman et al., 2005).

Zda ma BDNF stimulani nebo naopak inhibmi U inky na neurogenezi a gliogenezi
v dosplém mozku neni zatim zcela jasné. Ukazalo se, caltbhdobé psobeni BDNF na
progenitorové buky mozku brani jejich dozravani v do$p neurony, &koli proliferace a
p e ivani nov vytvo enych bunk neni ovlivnhna (Larsson et al., 2002). U neuroblagteré
putuji ze subventrikularni zény (SVZ) dachového laloku bylo ukazano, e BDNF
v koncentraci pod 5 ng/ml zvySuje mno stvi migrigic bunk, naopak ve vysSim mno stvi
(100 ng/ml) podporuje dozravani neurobladb neuron (Petridis a El Maarouf, 2011). Na
druhou stranu, transplantace BDNF-stimulovanych kutho okoli poranni vede k jejich
vcestovani do ischemické oblasti, kde jsou schqgpeyit a dozravat v neurony (Zhu et al.,
2011a). BDNF také ovliwje elektrofyziologické vlastnosti neuralnich kmeych bunk,
ve kterych prosednictvim modulace pasivnich membranovych vlastnasindukci, resp.
potla enim nkterych typ draslikovych nebo sodnych proydzastavuje deni nezralych
bun k a podporuje jejich zrani (Leng et al., 2009). Bbj¢ pikladem faktoru, ktery ke
svému psobeni poebuje pomocnika. Timto pomocnikem je epidermalstovy faktor
(EGF). Pokud byly neuralni kmenové lay aktivovany pomoci EGF a nasledimkubovany
s BDNF, dochazelo ke zvySené bumé proliferaci a migraci. Zda se, e BDNF sloui
vtomto pipad k posileni samotného gpobeni EGF, a to ps PI3K/Akt drédhu, kterd se
uplat uje v peivani a proliferaci burk (Zhang et al., 2011). BDNF také zvySuje tvorbu
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neuron Vv hilu gyru dentatu (Scharfman et al., 2005) auratych podminek u neuron

zadnich koen misnich stimuluje rst dendrit a axon (Zhu et al., 2011a).

2.2.2.2. Bazicky istovy faktor fibroblast

Bazicky r stovy faktor fibroblast (bFGF) pati do rodiny heparin vazajicich
r stovych faktor (Yayon et al., 1991). Tento protein se uwgé po ischemickém poSkozeni
uvnit mista infarktu i v peri-infarktové oblasti a uvol® mno stvi se zvySuje s velikosti
infarktoveé oblasti (Guo et al., 2006). Doba, porétetrva jeho zvySena koncentrace, seaim
v r znych oblastech mozku. Naklad v mozkové k e je jeho mno stvi nejvysSsi 12 a 24
hodin po porami (poté zvolna klesd), zatimco v hipokampetpvava zvysSena koncentrace
po dva tydny (Lin et al., 1997). Ukazuje se, e 2egé mno stvi bFGF uvolné po ischemii
sni uje deficit vueni a pamti, ktery se vyskytuje pravpo tomto typu porami, a to
prostednictvim zvySené tvorby cholinergnich neuronhipokampu (Ye et al., 2010). iP
studiu vlivu bFGF na by in vitro, které byly izolované z nepoSkozeného mozku, se
ukazalo, e bFGF ma& pomn slaby mitogenni tnek, pokud psobi bez pomoci jinych
faktor , jako je napklad r stovy faktor krevnich desek (PDGF) nebo fetalni teleci
sérum (FBS; Kondo a Raff, 2000). Po ischemickénapar se vSak jeho vliv mi a vede
k nastartovani bunné proliferace, ktera ptrvava 14 dni po ischemii, a k podedun né
diferenciace, p ni dochazi k dozravani astrocytneuron i polydendrocyt (Jin-giao et al.,
2009). Na druhou stranu,ipym testovanim vlivu bFGF na bky v mozku se ukazalo, e
podporuje tvorbu astroglialnich bug nikoli vSak neuron i oligodendrocyt (Thau-
Zuchman et al., 2012).

2.2.2.3. Sonic hedgehog

Sonic hedgehog (Shh) je morfogen, ktery shelm embryonalniho vyvoje poprvé
uplat uje pi ventralizaci nervové trubice iptvorb CNS (Jessell, 2000). Shh signaliaa
dréha je zalo ena na proteinu Shh, ktery se va gr@asmembranovy receptor Patched (Ptch),
jen je asociovan s transmembranovym proteinem Sheowd (Smo). Protein Smo pat
mezi G-proteiny a slou i jako pnaSe signalu na dalSi efektorovou molekulu, transkmip
faktor Gli. Pokud neni ftomen Shh, inhibuje protein Ptch transmembranawjemn Smo,
ktery p sobi na transkripi faktor Gli, jen v tomto pipad p sobi jako represor. Pokud je
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ovSem Shh ptomen a nava e se na receptor Ptch, dochazi i&eafunhibice mezi receptory
Ptch a Smo a transkripi faktor Gli p sobi jako aktivator pro uité geny na DNAgbr. . 3;
McMahon, 2000).

V perinatalnim mozku se Shh uvaje pouze v uitych oblastech, jmenovit
v Purky ov vrstv mozeku, tektu stedniho mozku a v mozkové le. Zde se vae na
receptor Ptch a ps protein Smo aktivuje transkrig faktory Glil, Gli2 nebo Gli3. Zatimco
zvySeni produkce Gli2 a Gli3 je pouze mirné, Glrhika ve velkém mno stvi v gyru dentatu
hipokampu a ve ventrikularni z6fDahmane et al., 2001).

Obrazek . 3: Schéma Shh signalizani drahy. Shh se va e na Ptch receptor, ktery je komunikuje
s receptorem Smo. Smo receptoevadi signal na transkripi faktory skupiny Gli, které mohou
fungovat jako aktivatory i jako represory (McMah@d00),

(http://www.rndsystems.com/mini_review_detail _objeone MR02_SonicHedgeHog.aspx).

V hipokampu psobi Shh na zné bun né typy. U kmenovych buk SVZ, u kterych
dochazi ke zvySené tvortiranskripniho faktoru Glil (Palma et al., 2005), Shh sigreahi
draha zvySuje miru proliferace a dozravani v digspun né typy (Amankulor et al., 2009,
Wang et al., 2007a). Dale bylo zjigb, e b hem vyvoje hipokampalnich neurowochazi
k tvorb receptor Ptch a Smo, které jsou postupmmist ny na vyb Ky, dendritické trny a

synaptick& zakoreni, kde petrvavaji a do dosgosti (Petralia et al., 2011). V SVZ gobi
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Shh také na astrocyty, co zgobi ji zmin né zvySeni bunné proliferace (Prajerova et al.,
2010a), které v kon@ém d sledku vede ke zvySeni migrujicich neuroblasposléze i pdu
neuron v granularni vrstv ichového laloku (Palma et al., 2005). Shh je taktéjfi jako
BDNF nebo bFGF) pkladem morfogenu, ktery sam o sobema na bwky adny efekt a
pot ebuje ke svému plnému gobeni spolupracovat se svym synergistou EGF, eseyriat
musi byt v uritém pomru. Pokud je tento pom naruSen, Shh nepobi ve svém

maximalnim rozsahu (Palma et al., 2005).

Po poranni dochazi ke zvySenému uvolvani prozartlivych cytokin , a tim i
k aktivaci astrocyt, které zanou ve zvySené nmg produkovat protein Shh. Dale dochazi k
vysSi tvorb transmembranového receptoru Ptch a naopak k twiogb receptoru Smo, a to
ve stejny okam ik a pouze ve dvou vrstvach gyrutden(subgranularni a granularni bumé
vrstv ). V SVZ receptory signalizai drahy Shh nevykazuji &dné zny. Poranni p sobi
také na zvySenou produkci Glil receptoru na asteaty Tato zvySena produkce jednotlivych
komponent Shh drahy je pouzeephodna a navraci se k normalnim hodnotam nejaelietd

dn po poranni (Amankulor et al., 2009, Banerjee et al., 2005).

2.2.2.4. Vaskularni endotelialnistovy faktor

Vaskularni endotelialni stovy faktor (VEGF) je troficky faktor, ktery se aivuje
v poSkozené aasten i neposkozené hemist poranného mozku (Cheung et al., 2000).
Uvol uje se z mnoha bunnych typ jako jsou endotelové bly, makrofagy, aktivované
krevni destiky, lymfocyty T, hladké svaly, biky ledvin, keratinocyty, osteoblasty, nddorové
bu ky a v mozku pedevSim z astrocyt a neuralnich kmenovych bun (Nowacka a
Obuchowicz, 2012). VEGF je neurotroficky faktor (8ell et al., 2000), ktery se realizuje
prostednictvim vazby na ikolik typ receptor, z nich dva, receptor vaskularniho
endotelidlniho rstového faktoru 1 a 2 (VEGFR 1, 2), jsou receptprijpuzné s tyrosin

kindzovymi receptory (Li et al., 2011b).

B hem poranni, kdy dochézi k poSkozeni cévniteist , se VEGF uplatuje v jeho
remodelaci a tvorbnovych cév (Li et al., 2011b, Thau-Zuchman et 2012, Wang et al.,
2009). Na povrchu migrujicich neuroblaskteré po porami cestuji do mista poskozeni,
dochéazi k tvorb VEGFR 2. Tento receptor va e VEGF a dochazi takodlpoe tvorby,
migrace a dozravani nowzniklych neuron (Li et al., 2011b). Po ischemickém poSkozeni

-22 -



VEGF zmensSuje velikost infarktové oblasti (Wangakt 2009), zvySuje neurogenezi v okoli
poranni a ma neuroprotektivni iinky. Namno ené buky pak mohou dozravat do neurgn
astrocyt i oligodendrocyt, zejména v corpus callosum (Thau-Zuchman et @L2p VEGF
také p sobi v ne-neurogennich oblastech (septum, striaiunontalni k ra), kde podporuje
proliferaci bunk, prodlu ovani a vtveni jejich vyb k , a tim i jejich dozravani v dosg
neurony (Wang et al., 2009). V neurogennich obtéistékonkrétn v SVZ) p sobi pes
VEGFR 1 a 2 na neuralni kmenové hy, které dozravaji v astrocyty nebo neurony (Ara e
al., 2010). V SVZ VEGF zvysSuje bazalni proliferdmin k a zarove po poranni zvySuje
mno stvi bunk, které migruji ze SVZ do ischemického poskozeoizkové kry (Wang et
al., 2007b). Akoli je u n kterych faktor prokazano, e spoleym p sobenim mohou mit
zesilujici efekt na tvorbu uitych typ bun k (Kondo a Raff, 2000, Palma et al., 2005, Zhang
et al., 2011), u VEGF v kombinaci s bFGF se tegteesgismus neprokazal a samotny VEGF
ma dostaten silny vliv na jednotlivé typy nervovych buk (neurony, astrocyty i

oligodendrocyty; Thau-Zuchman et al., 2012).

2.2.3. Zmny na bun né drovni

2.2.3.1. Vlastnosti a funkce neuronneposkozeném CNS

Dosp Ié neurony vznikaji z embryonalnich kmenovych bBu(Risner-Janiczek et al.,
2011). Vrznych oblastech mozku se vyskytuji morfologickyi&maé typy neuron které
jsou dokonale pzp sobeny své konkrétni funkci. Pro postnatalni neyjeau typicka mala
t la v etenovitého tvaru, s jednim nebo tha vyb ky, tzv. bipolarni morfologie gbr. . 4;
Leng et al., 2009, Risner-Janiczek et al., 2011).
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Obrazek . 4: Typick&d morfologie a elektrofyziologick& charéteristika postnatalniho neuronu
vzniklého z embryonalnich kmenovych bunk (Chen et al., 2008, Prajerova et al., 2010b).

P i vyvoji neuron z embryonalnich kmenovych bunziskavaji tyto buky postupn
elektrofyziologické vlastnosti, je jsou typické grdosplé neurony. Dochazi k ustaleni
klidového membranového potencialu v rozmezi od d20-45 mV, ziskavaji vyssi vstupni
odpor okolo 1340 M a jejich kapacitance membrany je ~ 12 pF, co odgé malé velikosti
jejich t la. Zralé neurony vykazuji zpo dé vn usmrn né nap ov zavislé K proudy
(Kpr) 0 velké amplitud (Risner-Janiczek et al., 2011), velké dovaogm rn né sodné proudy
(Ina) @ akni potencialy (Chen et al., 2008, Risner-Janiczelale 2011). Mezi obvyklé
imunocytochemické markery pouivajici se pro idBkdici zrajicich neuron pati
doublecortin (DCX), pro dospe, diferencované neurony se pou iva rigjad s mikrotubuly
asociovany protein 2 (MAP2). DCX je protein, ktestabilizuje mikrotubuly tak, e inhibuje
jejich depolymerizaci (Moores et al., 2006), prdto nalézame pdevsim v neuronalnich
vyb cich. MAP2 také stabilizuje mikrotubulyim nep imo vyvolava jejich shlukovani, co

vede k jejich lepSimu p nému propojeni (Dehmelt a Halpain, 2005).
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2.2.3.2. Vlastnosti a funkce gliadlnich brv nepoSkozeném CNS
2.2.3.2.1. Astrocyty

V neposSkozeném mozku se vyskytuji dva zakladni tplyocyt, protoplasmatické
astrocyty neboli astrocyty typu 1 a fibrézni asytgcneboli astrocyty typu 2. Astrocyty
funguji v mozku jako ,rodie“ neuron, ktei jim poskytuji vyivu (glukdzu, laktat),
metabolické substraty a zaji§i homeostazu progtdi (udr ovanim urité koncentrace iont
a pH, odstraovanim metabolickych odpadnich produla oS ovanim synaptické stiny
po vylevu neurognaSe ). Dale funguji jako dynamick&a siktera zajiSuje oporu pro
neurony (Nedergaard et al., 2008rotoplasmatické astrocytfobr. . 5) jsou terminaln
diferencované astrocyty, které se vyskytuji v Sedad@ot. Maji mala, kulatd fa
s komplexnimi, hustymi vybky, které vybihaji do vSech stran (Guo et al., 200berheim et
al., 2012).Fibrézni astrocytyjsou oproti protoplasmatickym astrocgt mén komplexni
bu ky s menSim mno stvim dlouhych, névenych vyb k , které se vyskytuji v bilé hmot
(Oberheim et al., 2012).

Obrazek . 5: Morfologie a elektrofyziologické vlastnosti agocyt . Typicka morfologie
protoplasmatického astrocytu (vlevo), upredt pak fibrozniho astrocytu. Typickd proudova
charakteristika astrocyt tj. vyrazné na ase a napi nezavislé pasivni proudy, které v prhu
nap oveho pulzu neklesaji (vpravo; Hu et al., 2010,his a Hirase, 2010, Pivonkova et al., 2010).

Pro astrocyty mozkoveé ky je typicky mirn hyperpolarizovany klidovy membranovy

potencial, jeho prm rna hodnota se pohybuje vrozmezi od -80 do -90 m&fich
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membranovy odpor se mi od 40 do 50 M (Mishima a Hirase, 2010) a maji typicka&sov

a nap ov nezavislé pasivni proudy (Filippov et al., 200Bdnotlivé astrocyty jsou mezi
sebou navzajem propojeny prastnictvim vodivych spoj tzv. gap junctions a na své
membran exprimuji velké mno stvi draslikovych kanaljejich prostednictvim udr uji
homeostazu drasliku, kterd je naruSovana gpenosu elektrickych signal (vzruch;
Adermark a Lovinger, 2008, Isokawa a McKhann, 2005)

2.2.3.2.2. Oligodendrocyty

Oligodendrocyty zastupuji v CNS populaci biknjejich primarnim ukolem je tvorba
myelinové pochvy kolem axonalnich vyk . Tim zesiluji izolaci bun né membrany a

zvySuji tak vnjSi odpor, im umo uji efektivn jSi p enos nervového vzruchu. Oligodendro-

Obrazek . 6: Morfologie a elektrofyziologické vlastnosti dgodendrocyt . Morfologie typicka pro
zraly oligodendrocyt (vlevo), elektrofyziologick&arakteristika oligodendrocytu, tj. nase a nagi
nezavislé pasivni proudy, které vyrazdesaji v prb hu nap ového pulzu (vpravo; Chvatal et al.,
1999, Osterhout et al., 1999).

cyty maji kulatd a ovalna ta s mnoha jemnymi, rovnolmymi vyb ky (obr. . 6; Guo et
al., 2009). Akoli oligodendrocyty, které se vyskytuji v bilé ad& hmot vznikaji

v embryonalnim vyvoji ze dvou subpopulaci prekuramigodendrocyt, které pochazeji bu

z ventralniho, nebo z dorzalniho koncového mozkierfcefalonu), tyto subpopulace se po
elektrofyziologické strdnce nijak neliSi a ani oligndrocyty, které z nich vznikaji,
nedisponuji vyznamnodliSnymi elektrofyziologickymi vilastnostmi (Triga et al., 2011).

Pr m rna hodnota klidového membranového potencialu digarocyt je piblin -60 mV,
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kapacitance membranyni asi 50 pF a membranovy odpor se pohybuje v ezirad 300 do
400 M (Bakiri et al., 2011, De Biase et al., 2010).

2.2.3.2.3. Mikroglie

Mikroglie jsou buky monocytomakrofagového podu, které v CNS funguji jako
bu ky imunitniho systému. V klidovém stavu, tzn. v askozeném mozku, kontroluji
mikroglie nahodilym pohybem svych vyk , ktery se pohybuje vrozmezi 1,2 a
1,5 um/min, extracelularni prostor CNS (Verkhratakigutt, 2007).

2.2.3.3. Reakce neurom glialnich bunk na ischemické poskozeni

V neposSkozeném dosgm mozku jsou neuronalni a glialni Iky (astrocyty,
mikroglie, polydendrocyty a oligodendrocyty) celistrozmistny ve tkani kry (Alonso,
2005). Po ischemii jsou prvnimi zasa enymi kami neurony. Nedostatkemigunu kysliku
dochazi k aktivaci pro-apoptické kaspazy-3 a nepmostupn odumiraji v prb hu jednoho
tydne po porami (Jie et al., 2011), lhem kterého (po obnoveni poku krve) odunme a

~ 75 % neuronv CA1 oblasti hipokampu (Anderova et al., 2011).

Glialni bu ky reaguji na ischemické porar tzv. korovou a podkorovou reaktivni
gliézou (Jin-giao et al., 2009), pni dochazi k fyzickému oddeni poSkozené tkanod
tkdn zdravé pomoci glialni jizvy. Kratce po poran dochazi k vycestovani pericyt
z rozruSenych krevnich kapilar do mista pordra naslednk jejich d leni, vznikaji tak od
pericyt odvozené buky, které se hromadi ve etlu glialni jizvy. Na tomto stdu le i vrstva
astrocyt, které se di a jejich p vod neni pesn zndm. Akoli astrocyty po ischemickém
poranni tvoia 30 % z celkového pau bunk, d li se pouhych 8 % thto astrocyt, co je
zanedbatelné mno stvi ve srovnani #icddmi se mikrogliemi nebo polydendrocytgl(r. . 7,

Anderova et al., 2011, Goritz et al.,, 2011).hBm ischemie dochazi k aktivaci samotnych
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Obrazek . 7: Reaktivni gli6za. Po ischemickém poskozeni dochazi k aktivaci kumunitniho
systému (mikroglii a makrofay) a vzniku reaktivnich astrocyt které asten vznikaji z lokalnich
astrocyt a asten z polydendrocyt (obrdzek upraven z:
http:/www.springerimages.com/Images/Biomedicine®11007_978-3-540-29678-2_2010-0,
http:/www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?tetsthemic+Attack%2C+Transient&lang=1).

astrocyt, které se gm uji na tzv. reaktivni astrocyty (Bye et al., 201a)nich dochazi
k produkci marker typickych pro tento reaktivni stav, nestinu a uireu (Alonso, 2005), a
k tzv. hypertrofii, ktera se projevuje zvySenou qukci glialniho fibrilarniho acidického
proteinu (GFAP) a zuSenymi tly astrocyt (Pekny a Nilsson, 2005). Koli pi tomto
procesu dochazi u astrocytke zvySeni pdu silnych vyb k  produkujicich GFAP,
nedochazi ke zmmam v rozmisini a pekryvu jejich domén, ktery by byl ek&van
v souvislosti s otokem, ktery zpobuje jejich zvtSeni (Wilhelmsson et al., 2006). Kol
existuje studie, ktera poukazuje na vznik reaktkinastrocyt z polydendrocyt (Alonso,
2005), jiné studie ukazuji, e bez ohledu na typrgooni, v tSina reaktivnich astrocyt
pochazi z lokalnich astrocyh nikoli z polydendrocyt (Komitova et al., 2011, Zawadzka et
al., 2010).

2.2.3.4. Aktivace mikroglii

V souvislosti s poramim dochézi k aktivaci imunitniho systému, konkrétn
k vzestupu a aktivaci mikroglii (Hampton et al.,02) a makrofag, ktei se zanou
v poSkozené oblasti shromaovat (Urrea et al., 2007). Aktivované mikrogliejéfich vlivem

také astroglialni biky) produkuji celouadu prozartlivych cytokin , nap. interleukiny IL-
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1 , IL-6 nebo nadorovy nekroticky faktor(TNF ), ale i indukovatelnou formu NO syntazy.
A koli aktivované mikroglie produkuji prozéttivé cytokiny, nepispivaji k tvorb glialni
jizvy, ale naopak sniuji celkové mno stvi produkenveho GFAP a vimentinu, co
v kone ném dsledku chrani CNS pd tvorbou glialni jizvy (Rohl et al., 2007), ktem&ni

adouci pi obnov poranné tkan, nebo brani prorstani bunk.

2.3. Regenerani procesy v CNS

Po nkolika dnech po ischemii dochazi v CNS k repafa procesm, které se sna i
nahradit ztraty neuronalnich a glialnich bkin posti ené oblasti CNS tvorbou novych bln
tzv. neurogenezi a gliogenezi. Neurogeneze a glexgejsou komplexni vyvojové procesy,
pi kterych dochazi k proliferaci, migraci a diferean neuralnich
kmenovych/progenitorovych buk (Fallon et al., 2000). V dosfgm mozku probiha
neurogeneze a gliogenezeegevsim ve dvou neurogennich oblastech, a to v @éhtura a
Goldman, 2007) a v gyru dentatu hipokampu (Seal.et2004). V souasné dob se ukazuje,
e gliogeneze probih& také v oblastech, které nefgimarn neurogenni (striatum, kortex).
Gliogeneze v tthto ne-neurogennich oblasteckejm slou i k nahrazeni odurelych bunk

v pr b hu ivota organismu (Simon et al., 2011).

2.3.1. Zaklady pro vyvoj neurogennich zon

B hem embryonalniho vyvoje @dniho mozku vznika populace radialnich glii, ktera
se postupnrozd luje na dv linie, a to dorzalni a ventralni radialni glie.d®ni glie pati
spolu s neuroepitelialnimi bkami a bazalnimi progenitory k prvnim tké&m (Guillemot,
2005), ktere se vytvaji b hem embryonalniho vyvoje v mozku. Tyto lby jsou pova ovany
za neuralni kmenové bky a v uritych oblastech mozku ptrvavaji z embryonalniho obdobi
a udr uji si svou ,kmenovost‘ a do dosjosti (Anthony et al., 2004). Charakteristickou
vlastnosti tchto kmenovych burk je schopnost dit se, v rdmci jednoho typu tkando
mnoha bun nych typ (tzv. multipotence) a zaroveschopnost vytvé&t kopie sebe samych
(Gage, 2000). Oproti tomu progenitorové ky mohou byt multipotentni nebo unipotentni
(schopné dozravat do jednoho typu ddépzralé buky) a maji omezenou schopnost vyeta

kopie sebe samych.
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Radialni glie se v embryonalni mozkove & vyskytuji v zarodené, tzv. germinalni
z6n , ze které vysilaji radialni vykky sm rem k mozkové plenpia mater. Tyto buky maji
typicky bipolarni morfologii s neroztvenymi vyb ky, ale v n kterych pipadech tyto
vyb ky zatahuji a dozravaji tak v jiny bunny typ (Li et al.,, 2011a). Radialni glie maji
v mozku nkolik uloh. B hem vyvoje navadi jejich radialn orientované vybky nov
vzniklé bu ky do cilovych mist. Kratce po narozeni v3ak tyéoorle né radialni glie mizi a
jsou nahrazeny sekundarnimi radialnimi gliemi, chni ast slou i ke stejné funkci jako
zarodené radialni glie (nafklad pro cilenou migraci buk v gyru dentatu p neurogenezi
v dosplém mozku) a jina ast se pem uje na astrocyty (Brunne et al., 2010). Astrocyty i
neurony pravdpodobn vznikaji z jedné subpopulace radialnich glii, &tee odlisn vyvijeji
v ur itych oblastech mozku a vznou dobu vyvoje organismu (Anthony et al., 2004).
Polydendrocyty a oligodendrocyty pakegn vznikaji z populace dorzalnich radialnich glii
(Ventura a Goldman, 2007). Astrocyty ventrikulazony (B-bu ky) jsou v této oblasti (z ni
postupn ve vyvoji vznika SVZ) organizovany do podobytmik (obr. . 8), a to tak, e
uvnit kruhové oblasti tv&ené ependymalnimi bkami je v dy jedna a vice B-buk, ze
kterych vznikaji pechodn se dlici bu ky, které davaji vzniku neuroblast. B-bu ky
vytva eji apikalni kontakt s povrchem komor a na oy stranu svymi vybky tvo i patku,

kterou se gpojuji ke krevni kapilée (Mirzadeh et al., 2008).

Obrazek . 8: Trojrozm rny model dosp lé ventrikularni zony. B-bu ky se dotykaji dlouhymi
bazalnimi vyb ky krevni kapilary (oranova), na které tviopatku, a svym apikalnim koncem
povrchu komor. B- bwky jsou spolu s ependymalnimi bkami uspoadany do podoby wrnik
(sv tld a tmava hrda barva). B-buky (astrocyty ventrikularni zény - mae), pechodn se dlici
bu ky - zelen, neuroblasty —erven (Mirzadeh et al., 2008).
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2.3.2. Gyrus dentatus hipokampu

Hipokampdlni formace (zkracemipokampus) je struktura limbického systému, v ni
se informace Si p es nkolik oblasti: gyrus dentatus, CA3, CA2, CAl oblastubiculum. R

vystupu z hipokampu se déalei&io enthorinalni kry mozku.

Obrazek . 9: Gyrus dentatus hipokanpu. Schéma koronarnih@zu mozkem (vlevo), na kterém je
zvyraznn detail gyru dentatu hipokampu, ve kterém probiteurogeneze (Seri et al., 2004;
http://www.functionalneurogenesis.com/blog/tag/désvgyrus/).

Neurogeneze se v hipokampu omezuje témyhradn na gyrus dentatuslpr. . 9;
Liu et al., 2010), ktery sestava zkolika vrstev. Nejni e je polo ena tzv. subgranuiazéna
(SGZ), nasleduje granularni buna vrstva (GCL) a po ni molekularni vrstva (MCL)SGZ
se vyskytuji dva typy astrocyt radialni astrocyty a horizontalni astrocyty. kontalni
astrocyty pai mezi astrocyty typu 2, maji kulaté nebo ovalné bez dlouhych vybk ,
které jsou typické pravpro radialni astrocyty (astrocyty typu 1; Filipp@t al., 2003).
Radialni astrocyty pdtmezi primarni progenitory, ze kterych vznikaji bai ky (mezistav
mezi astrocyty a granularnimi neurony), které swyrenim vytvaeji D2 buky. Vyb ky
D2 bunk pror staji ke granularni vrstvgyru dentatu a them této cesty dozravaji s
stadium D3 do zralych granularnich neurd®eri et al., 2001, Seri et al., 2004). Jednotlivé
granularni neurony pak vysilaji signaly sem k interneurorm a pyramidalnim neurom.
Astrocyty v SGZ jsou charakterizovany presinictvim GFAP, ktery them svého zrani do
neuron ztraceji a na svém povrchu mau vytvaet markery typické pro neuronalni linii
(jako je DCX i MAP2; Liu et al., 2010). V ptb hu tvorby granularnich neurorvznikaji
také v mensSim mno stvi diferencované astrocyty (8udl., 2007), které moduluji synapticky
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p enos a zajidlji homeostazu nervovym bkam. V hilu gyru dentatu byly také objeveny

polydendrocyty, jejich funkce v této oblasti ngmbzatim znama (Filippov et al., 2003).

2.3.3. SVZ

SVZ je neurogenni oblast, kterd se nachazi podétrggmich sin v postrannich
komorach mozku. Neurogenni potencial této oblastign pitomnosti B-bunk, které jsou
GFAP pozitivni (Garcia et al., 2004) a které tetpsavaji do dosposti jako pimi potomci
dorzalnich radialnich glii (Anthony et al., 2004enfura a Goldman, 2007). SVZ se sklada ze

ty typ bunk: ependymélnich bui, které obecnvystylaji stny komor a jsou odliSitelné
pomoci proteinového markeru vimentinu, dale z B-ump echodn se dlicich C-bunk a
migrujicich neuroblast neboli A-bunk (obr. . 10, Peretto et al., 1997). Zdrojem dokp
neurogeneze jsou B-bky, které slou i jako progenitorové bky (Garcia et al., 2004) a
se za vzniku C-buk. C-bu ky se dli a mirn zraji a davaji tak vzniku A-bkédm, které
putuji rozSienim, které je formovano vylky B-bun k pozitivnich na proteinové markery
GFAP a S100, které se nazyva rostralni migra proud (RMS). Timto rostralnim roz8him
migruji A-bu ky, které se di a vytvaeji shluky nkolika bunk s typickou bipolarni
morfologii nezralych neuron A-bu Ky jsou rozpoznatelné pomoci neuralni adhezivni
molekuly PSA-NCAM (Peretto et al., 1997). Cilovatagnici“ t chto bunk je ichovy lalok,
kde dozravaji ve dva typy interneurorgranularni a periglomerularni interneurony (Veatu
a Goldman, 2007).
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Obrazek . 10: A) Migrace neuroblast . Nov vzniklé neuroblasty v subventrikularni zéputuji
smrem do ichového laloku (OB) prostdnictvim rostralniho migraiho proudu (RMS).
Neuroblasty (ervené) vytvéeji shluky nkolika bunk, které jsou obklopeny glialnim tunelem
tvo enym vyb ky astrocyt (modré).

B) Neurogeneze v OBV OB se neuroblasty rozsii radialn a mni se ve dva typyichovych
interneuron: granularni a periglomeruléarni interneurony. Tybo Ky se nachazeji ve vrstv
granularnich burk (GCL) nebo ve vrstvglomerularnich burk (GL).

MCL-vrstva mitralnich burk (Kaneko a Sawamoto, 2009).

VSechny tyto vySe uvedené poznatky byly zj$t na zviecim modelu mysi resp.
laboratorniho potkana. Sasné studie ukazuji, e se tato neurogeneze vygkytulidském
mozku, ve kterém je oproti mozku hlodayeelmi malo vyvinuty ichovy lalok (Curtis et al.,
2007). V anteriornim rohu postranni komory se vysjeyStrbina, kterd obsahuje hojrse
d lici bu ky. Tato lidska SVZ se sklada z#y vrstev bunk. Vrstva | piléha ke stn
komory a je tvoena vrstvou ependyméalnich bl K této vrstv nale i vrstva Il, jen adné
bu ky neobsahuje. Nasleduje vrstva Ill obsahujici nstd heterogennich buk a vrstva IV,

ktera je bohata na myelin a odigje SVZ od nucleus caudatus (Kam et al., 2009)viéey
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Il a IV vznikaji migrujici neuroblasty (PSA-NCAMbu ky s bipolarni morfologii), které
putuji z t chto oblasti sestupnowsti RMS. Sestupn&st se v uiitém bod stai a formuje
rostralni lalok migraniho proudu, ktery nasledwstupuje do ichového laloku. Stejnjako u
hlodavc, i vpipad lidského mozku, timto migraim proudem vstupuji migrujici
neuroblasty do periglomerularni vrstvichového laloku (Curtis et al., 2007, Kam et al.,
2009).

2.3.4. Indukce neurogeneze a gliogeneze v neurogarmnikach

Po ischemickém poSkozeni dochézi k aktivaci bné proliferace v obou
neurogennich nikach (v gyru dentatu i v SVZ; Jirakt 2001). Bhem 5 dn po poranni
dozravaji v tchto oblastech novvzniklé bu ky do oligodendrocyt nebo astrocyt které

asten obklopuji poSkozenou oblast (Urrea et al., 2007%VZ poranni aktivuje bun nou
proliferaci nejen v hemisfé zasa ené timto poranim, ale také v hemisfé nepoSkozené.
V gyru dentatu hipokampu naopak reaguje na parap edevSim poSkozena hemisféra (Jin
et al., 2001). Takto namno ené a nowzniklé bu ky vycestovavaji z dorzolateralni oblasti
SVZ a formuji et zce migrujicich neuroblast které maji stejn jako v RMS bipolarni
morfologii. Tyto neuroblasty kontaktuji iiehlé astrocyty, které je gim navadji sm rem

k peri-infarktové oblasti porani. V poSkozené oblasti migrujici neuroblastye fvaji a
dozravaji v neurony specifické pro danou oblastkpp&ného mozku (Parent et al., 2002).
Poranni také aktivuje astrocyty, které dediferencujin(fze se vraci do stadia, kdy jsou
schopny proliferace) a davaji tak vznikuzmym bun nym typ m. lIzolace burk

z poSkozené oblasti a jejich naslednd kultivacevitro za pitomnosti pislusnych faktor
prokazala, e jsou tyto by schopné tvat neurony, astrocyty i oligodendrocyty (Buffo et
al., 2008).

Pro nahradu buk zaniklych v poSkozené oblasti se uvauje také o nuosti
transplantace neuralnich kmenovych nebo progeniolobunk prav do mist poSkozeni.
Tyto bu ky jsou vhodnymi kandidaty pro transplantace zejmproto, e nevykazuji adné
imunogenni chovani, i kdy jsou kultivovany spolutkéni z jiného ivoisSného druhu.
Nedochazi tudi k aktivaci imunitniho systému htedé a k hojeni transplantované tkan
(Klassen et al., 2003). Po vneseni neuralnich kmgtobunk, které byly izolovany ze SVZ
do oblasti ischemické penumbry v bilé hmaotozkové kry doslo k tomu, e buky z mista
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svého vneseni cestovaly sam do mist, kde nasledkem porahdoslo ke ztratbunk, a

byly schopny v této oblasti dozravat v astrocytfligodendrocyty (Sun et al., 2011).

2.3.5. Ne-neurogenni oblasti

Neurogeneze v dosigm mozku, v oblastech, které nejsou neurogennirtgkp
striatum), za fyziologickych podminek prakticky mrestuje. M e byt vSak vyvolana
n jakym podntem, jako je napklad poranni. Tato podminkaasten plati, ale i neplati pro
polydendrocyty, které se za normalnich podmineleposkozeném mozku lil a dozravaji
pouze v jeden typ buk — oligodendrocyty (Dimou et al., 2008) a ponainm ni jejich

vlastnosti a stimuluje je k ¢eni (Simon et al., 2011).

2.3.6. Polydendrocyty

V posledni dob se ke tem zakladnim typm glidlnich bunk, astrocytm,
oligodendrocytm a mikrogliim adi jeSt tvrty glialni typ, tzv. polydendrocyty. Tyto bly
byly poprvé identifikovany na zatku 90. let (Stallcup a Beasley, 1987) a jejichwygako
NG2 glie, O2-A prekurzory nebo prekurzorové ky oligodendrocyt koresponduji
s n kterymi jejich vlastnostmi. Polydendrocyty egm sloui jako prekurzorové biky
oligodendrocyt, ale jejich pesna uloha v CNS neni zatim plobjasnna (Zhu et al., 2008).
V dosp lém mozku existuji dv morfologicky odliSné populace polydendrocytkteré se
vyskytuji bu v bilé, nebo Sedé hmotozku (De Biase et al., 2010, Wu et al., 2005).

Polydendrocyty bilé hmotyaji n kolik mélo vyb k , které vybihaji z opaé strany
bun ného tla, tzv. bipolarni morfologii gbr. . 11, Wu et al., 2005), typickou pro
prekurzorové buky oligodendrocyt. V bilé hmot le i polydendrocyty v tsné blizkosti
myelinizovanych axon a zejm z tohoto dvodu maji podlouhlé bunné tlo, ze kterého
vystupuji vyb ky, které se vinou podél myelinizovanych axondmg&vazk (Dawson et al.,
2003). Tyto buky se vyznauji pr m rnou hodnotou klidového membranového potencialu

-35-



Obrazek . 11: Typicka bipolarni morfologie a elektrofyziolggickd charakteristika
polydendrocyt bilé hmoty (na obrazku dv bu ky vedle sebe (Pivonkova et al., 2010, Zhu et al.,
2011b).

~-70 mV, kapacitanci membranyildin 8 pF a vysSi hodnotou membranového odporu ve
srovhani s polydendrocyty Sedé hmoty. Dale vyka#yjk proudy dovnit usmrn né
nap ov zavislé K proudy (Kr) a rychle se aktivujici a inaktivujici vnusmrn né
nap ov zavislé K proudy (Ki), které maji prm rn ni$i hodnotu (v pipad K tém
nulovou) ne stejné proudy u polydendrocyedé hmoty kry (Chittajallu et al., 2004).

Polydendrocyty Sedé hmose vyznauji jednim a dvma proximalnimi vyb ky,
které se na svych koncich rozbihaji do mnoha jemnylken. V Sedé hmotle i
polydendrocyty mezi bunnymi tly neuron a svymi radialn vybihajicimi vyb ky
obklopuji oblasti, kde se neurony mezi sebou namapojuji. Diky tomu maji tyto by
typicky ,hv zdovity" tvar ©br. . 12 Dawson et al.,, 2003). An rn& hodnota klidového
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Obrazek . 12: Typicka morfologie a elektrofyziologickd chaakteristika polydendrocyt Sedé
hmoty (Pivonkova et al., 2010, Zhu et al., 2011b).

membranového potencialu polydendrocyedé hmoty je jblin -87 mV a kapacitance
membrany je 40 pF. Tyto blky vykazuji pasivni proudy a v hojné miKpr, Kr a Ka
proudy (Chittajallu et al., 2004). Velkast polydendrocytbilé nebo Sedé hmoty produkuje
tetrodotoxin (TTX) - sensitivniyl (De Biase et al., 2010), které se liSi @d heuron. Iya
produkovany subpopulaci kortikalnich polydendrocgia podobu jediného hrotu, ktery je
aktivovan pi vice depolarizované hodnamembranového potencialalfr. . 13 ve srovnani
s Iva piky aktivovanymi v neuronech (Chittajallu et aR004). Na rozdil od neuron
polydendrocyty vtSinou netvd ak ni potencial (De Biase et al., 2010, Chen e8l08).

Obrazek . 13: Rozdily ve velikosti sodného piku mezi jednldymi subpopulacemi
polydendrocyt (Chittajallu et al., 2004).
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Polydendrocyty se obvykle vyskytuji ve shlucich aheo t i dceinych bunk, které pochazeji
z jedné mateské buky. Tvoi asto synapse nejen mezi sebou navzajem, ale fak@rs
bu kami. Napiklad v mozeku se polydendrocyty vyskytuji vané blizkosti Bergmanovych
glii (radialni glie) a svymi vybky kontaktuji v horizontalni a vertikalni rovinprimarni
vlakna tchto glii. Dale se vyskytuji v $né blizkosti protoplasmatickych astrocyteoni et

al., 2009) a neuron se kterymi tva hojn synapse (Butt et al., 1999).

2.3.6.1. Imunocytochemické markery polydendrocyt

Jednim z nazv polydendrocyt (jak ji bylo zmin no vySe) jsou i NG2 glie. Toto
oznaeni ziskaly podle svého prvniho identifikovanéhdigemu, ktery byl objeven na
bu kach, které vykazovaly vlastnosti jak neurdlniak glialnich bunk. Z t chto vlastnosti
byl proto odvozen nazev neuralniho/glialnino amtig® (NG2; Stallcup a Beasley, 1987).
Chondroitin sulfat proteoglykan neboli NG2 protggnmolekula extracelularni matrix, ktera
pati do rodiny neurexin. Jeji amino konec je tven dvma doménami, které tviovelkou
extracelularni doménu, ktera se sklada zedsti: lamininu G, neurexinu a pohlavni hormon
vazajicino globulinu (tzv. LNS doména). NG2 proteladle obsahuje transmembranovou
doménu a intracelularni C-terminalni konec, ktetysahuje specialni domeénu akolik
threoninovych skupin opr. . 14), které jsou gdstupné fosforylaci a mohou byt tak

regulovany (Trotter et al., 2010).
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Obrazek . 14: Schematicky obrazek NG2 proteoglykanu a jehwazebnych domén (Trotter et
al., 2010).

V po atcich vyzkumu byl NG2 proteoglykan povaovan zaauvmi marker
polydendrocyt, ale naslednym zkoumanim bylo zji¥6, e se vyskytuje i na jiném
bun ném typu, pericytech. Pericyty jsou Iy s mnoha vybky, které se vyskytuji kolem
krevnich kapilar. Jedinym spolehlivym zmmbem, jak odliSit tyto biky od polydendrocyt je
pou iti dvou receptorovych marker Pro polydendrocyty se vyu iva receptorustoveho
faktoru odvozeného od krevnich destk (PDGFR), ktery se vyskytuje na membran
polydendrocyt a ktery se ztraci spolu s jejich dozravanim dgdgsh oligodendrocyt (De
Biase et al., 2010, Rivers et al., 2008). Na péedy se PDGFRsice vyskytuje také, ale tyto

bu ky produkuji dalSi receptor nazyvany receptostoveho faktoru krevnich destk
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(PDGFR), ktery se u na polydendrocytech nevyskytuje. Nggou tyto dva bunné typy
od sebe dole odliSiteIné morfologicky (Goritz et al., 2011, Zkt al., 2008)

2.3.6.2. Vyskyt polydendrocya jejich populace v dosfgm neposkozeném mozku

V dosp lém neposkozeném mozku jsou polydendrocyty rovmamrozmistny v bilé
i Sedé hmot CNS. V bilé hmot tvoi tyto buky 8-9 %, vSedé hmotpouhd 2-3 %
z celkového pau bunk. | p es své ponrn nizké zastoupeni, reprezentuji polydendrocyty
skupinu bunk, ktera se v dospem mozku nejvice di, a to i s pibyvajicim v kem
organismu. Z celkového ptu d licich se bunk v dosplém mozku pokryvaji polydendrocyty
na poatku ivota jedince a 74 %. Totoislo b hem nkolika dalSich msic trochu klesa,
dokud se neustély na hodnaikolo 66 %, kterd se u Ihem dalSiho ivota plis nem ni
(Dawson et al., 2003).

V bilé hmot ran postnatalniho mozku existuji dedliSné populace polydendrocyt
Po etn j3i populace exprimuje napv ovladané Nakandly a napov ovladané
K™ kanaly. Zastoupeni ¢hto dvou populaci se vyviji s postupersu. Zatimco 7 dni po
narozeni se u 50 % polydendrocytyskytuje populace s napv ovladanymi kanaly a u
zbylych 50 % se kanaly nevyskytuji, 12 dni po narozse populace s kanaly zvysi na 70 % a
zbylych 30 % ppada na populaci polydendrocytbez kanal. Ob subpopulace
polydendrocyt maji podobné morfologické vlastnosti (velikostr@dpoet vyb k atd.),
tak e je od sebe nelze morfologicky odlisit a skael pravdpodobnosti se jedna o by ve
stejném vyvojovém stadiu. Olskupiny bunk jsou schopné proliferace a exprimuji na svém
povrchu NG2 proteoglykan a transknip faktor oligodendrocyt 2 (Olig2). Polydendrocyty
m eme d lit do n kolika subpopulaci napna zaklad p itomnosti Na kanal nebo NMDA
receptor. Polydendrocyty s NMDA receptory reaguiji citlivna zvySeny vylev glutamatu, ke
kterému dochazi v dgledku ischemického poSkozeni, co vede Kk jejichrtiifKaradottir et
al., 2008). DalSi deni vymezuje polydendrocyty na zaklagh itomnosti proteinoveho
markeru DCX a nestinu, které se vyskytuji ibpn poloviny polydendrocytv neokortexu.
Subpopulace polydendrocytkterd DCX neexprimuje dozrava vyhradio oligodendrocyt,
z eho vyplyva, e prav tyto bu ky slou i jako prekurzory oligodendrocyt{Tamura et al.,
2007, Tanaka et al., 2009).
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2.3.6.3. Vyskyt polydendrocyt neurogennich nikach

Vzhledem ktomu, e polydendrocyty patkbukam, které se v dosfgm
nepoSkozeném mozku nejvicelid([Dawson et al., 2003), dalo by seekavat, e se také
budou podilet na produkci bunv neurogennich nikach (SVZ a gyru dentatu hipgkamn
A koli n které studie naznaji, e C-bu ky vyskytujici se v SVZ jsou ve skuteosti
polydendrocyty (Aguirre et al.,, 2004), nejngsi studie ukazuji, e se v SVZ nevyskytuji
adné buky vzniklé z polydendrocyt které by byly pozitivni na imunocytochemické
markery zralych neuronnebo zralych astrocyt Navic se polydendrocyty v SVZ vyskytuji
jen ve velmi nepatrném mno stvi oproti ne-neurogemroblastem (0,15 % v SVZ oproti
2,81 % v ne-neurogennich oblasteched®o zde, i s svj maly po et, n jakou ulohu maji.
Pi tvorb A-bun k z C-bunk, polydendrocyty kontaktuji tyto bky a s postupujicim
zranim A-bunk do dosplych granularnich a periglomerularnich neurorvySuji poet

synapsi, jimi s tmito bu kami komunikuji (Komitova et al., 2009, Rivers &t 2008).

2.3.6.4. Polydendrocytické synapse

Jak bylo vidt u SVZ, polydendrocyty hojnvytva eji synapse, kterymi komunikuji
s ostatnimi bukami. V ranych stadiich vyvoje nejprve vyted synapse s neurony (De Biase
et al., 2010), které stavaji zachovany a do dodpsti. Tyto synapse s polydendrocyty
ziskavaji excitani vstupy z Schafferovych kolateralf. . 15, co jsou soub né axony
pyramidalnich neuron které vybihaji z CA3 oblasti hipokampu a napojs@ (krom
polydendrocyt) p edevSim na pyramidalni neurony CA1 oblasti (Bergesl., 2000). Na
axonech tchto neuron se vyskytuji funkn specializované membranové oblasti, které
vytva eji mikrodomény, na kterych se \shé blizkosti vyskytuji napov ovladané
vapnikové kanaly a vapnikové senzory. Vapnikov&asn(receptory) vai i vapnikové
ionty a jejich aktivaci dochazi k fuzi V&, které jsou shromady t sn pod axonalni
membranou a jsou napimé excitani aminokyselinou glutamatem. Axonalni vlakna neuro
jsou schopna rychle znovu obnovit g ztracené p kvantovém vylevu glutamatu, a to
vychytanim vylitého glutamétu ze synaptickéSiny prostednictvim endocytozy (Kukley et
al., 2007). Po fuzi vk se vylity glutamét va e a aktivuje AMPA receptopyitomné na
polydendrocytech (Bergles et al., 2000), co envést a ktvorb ak nich potenciél, pro
n je typickd, v porovnani s neurony, mala amplitudaskin et al., 2007). Aktivaci AMPA

receptor dochazi ke vtoku vapniku do by. Vapnik aktivuje ERK1/2 kinadzu, co je
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Obr. . 15: Synapticky p enos mezi neurony CA3 oblasti a polydendrocytyAplikace L-glutamatu
(L-glu) na CA3 pyramidalni neurony generuje mk potencidly na CAl neuronech, ale i
polydendrocytech. Tyto aki potencialy vymizely po aplikaci tetrodotoxinuTiX), ktery selektivn
inhibuje sodny proud (Bergles et al., 2000).

mitogenem-aktivovana protein kindza (MAP kinadzajer& je v buce zodpovdna za

fosforylaci pisluSnych protein (Hamilton et al., 2009). Tim, e jsou polydendrbgcy t sné

blizkosti s neurony ovliwiji a moduluji timto zpsobem synapticky pnos (Bergles et al.,
2000).

2.3.6.5. Proliferace a diferenciace polydendrocyt

V dosp lém neposkozeném mozku podstupuji polydendrocytyessicke dleni (Zhu
et al., 2008), p kterém ast tchto bunk dozrava do dospych oligodendrocyt, zatimco
v tSi ast zstava polydendrocyty (Guo et al., 2009). Je to qgroe polydendrocyty
prochazeji velmi dlouhym bunnym cyklem, ktery trva 37 dni. Po S, G2 a M fazerk
spolen trvaji asi 5 dni, polydendrocyt vstupuje do pradémé G1 faze a v ni setrvava po
zbytek bun ného cyklu. Ukazuje se, e takto dlouha doba buého cyklu je pouze odrazem
klidového stavu polydendrocyt ktery zaujimaji v nepoSkozeném ddém mozku.
V p ipad poteby znand ast populace znovu vstupuje do tohoto cyklu a f@gnain vivo
nejmén dvou dleni (Simon et al.,, 2011). Tim, e polydendrocytytwa eji synapse
s okolnimi bukami (Bergles et al., 2000), nejen ovliyi vlastnosti tchto bunk, ale i tyto
bu ky mohou ovlivovat polydendrocyty. Bylo zjiSho, e aktivace glutamatovych

receptor, zvySenad koncentrace vnitrobuného sodiku nebo depolarizace membrany
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polydendrocyt, vede k inhibici draslikovych proud co v koneném dsledku inhibuje
bun nou proliferaci polydendrocyta podporuje jejich zrani do oligodendrocyKnutson et
al., 1997).

P i studiu polydendrocyt se stavala vice pavou otazka, k jaké funkci ve skuteosti
tyto bu ky slou i. Studie polydendrocytprovadné in vitro ain vivo toti podavaji velmi
odliSné vysledky. Zkoumani polydendrocyin vivo je obvykle zalo eno na genetickém
mapovani pomoci Cre/loxP technologie. Tato met@daajo ena na tvorb mysi, ktera je
geneticky upravena tak, aby vyteda Cre rekombindzu, kter4 je exprimovana pod
promotorem uritého genu (nap pro GFAP nebo NG2 proteoglykan). Tato mys je pak
zk i ena s reporterovou mysi, ktera nese specifickekvenci, na ni je navazany zesileny
zeleny fluorescemi protein EGFP. Vznikly potomek produkuje ve vSbchkach, které maji
aktivni pislusny gen (nap pro GFAP nebo NG2 proteoglykan), EGFE®r. . 16 Garcia et
al., 2004). Tato metoda umalje sledovat osudy jednotlivych potomkzniklych z t chto

bun k (napiklad polydendrocyt).

Obrazek . 16: Cre/loxP technologie genetického mapovaniktera umo uje sledovani vSech
potomk vzniklych z bunk, které maji aktivni promotor pro NG2 proteoglykaili polydendrocyt ;
Garcia et al., 2004).

V perinatalnim a v ran postnatalnim vyvijejicim se mozku slou i polydencity
jako prekurzory oligodendrocyt (Zhu et al., 2008). V thto vyvojovych stadiich se
polydendrocyty rychle symetricky @ a produkuji dva dcené polydendrocyty, které
dozravaji v jeden nebo dva doip myelinizujici oligodendrocyty (Zhu et al., 20)1které
vysilaji myelinizujici vyb ky v bilé i v Sedé hmot CNS. V bilé hmot, konkrétn v corpus
callosum, ve které se tvodvakrat vice oligodendrocytvzniklych z polydendrocyt ne
v hmot Sedé, myelinizuji oligodendrocyty vldkna mnoha medlnich axon, ktera jsou

-43 -



s nimi v kontaktu. V Sedé hmofneokortexu) jsou oligodendrocyty rozptyleny vizelovan

a vysilaji velké mno stvi myelinizujicich vytk (Zhu et al., 2011b). V kortexu doseho
mozku dozravaji obecn pouze dv tetiny mitoticky aktivnich polydendrocyt do
oligodendrocyt. Zbylé buky setrvavaji ve form ,tichych®, mitoticky neaktivnich
polydendrocyt (Simon et al., 2011). Tim se polydendrocyty rdad na dv bun né
populace, dicich se a nedicich se polydendrocyt(Rivers et al.,, 2008). Ale i ps toto
sni ené dleni, které probiha univerzalrv bilé i Sedé hmot polydendrocyty produkuji a
jednu tetinu nov vzniklych oligodendrocytv corpus callosum dosigho mozku (Zhu et al.,
2011b), které jsou schopny vyed novou kompaktni myelinovou pochvu (Zawadzkalet a
2010).

Zda maji polydendrocyty potencial vyted zralé astrocyty, neni prozatim dokonale
prozkoumano. Guo a spoluaudtoukazuji, e in vivo maji polydendrocyty schopnost
diferencovat do protoplasmatickych astrocybDokonce se zda, e se tento typ astrocyt
v Sedé hmotza fyziologickych podminek normalwytvai, a to jak v ranych stadiich vyvoje,
tak i v dosplosti. Nov vzniklé protoplasmatické astrocyty postupwmytvaeji spojeni
s krevnim e i5t m, p es které zajidiji udr ovani homeostazy (Guo et al., 2009). Nejnsiv
studie provedena na transgennich mysich s fluanesceznaenym NG2 proteoglykanem
ukazuje, e ktvorb protoplasmatickych astrocytdochazi pouze ve ventralnimegnim
mozku (Zhu et al., 2008) v pozdnich embryonalnitddigch, nikoli vSak v postnatalnim
mozku (Zhu et al., 2011b). ifkultivacich fluorescem znaenych polydendrocytin vitro si
tyto bu ky bu zachovavaly své vlastnosti i morfologii, nebo vndie mie dozravaly
v prvnich stadiich kultivace do oligodendrocy#t. — 7. den kultivace). Patkem 4. dne se
za inaly vyskytovat polydendrocyty, které svou morfgilop ipominaly protoplasmatické
astrocyty, které byly mimo jiné GFAP pozitivni. Bedmi dnech kultivace bylo nalezeno
velké mno stvi GFAP pozitivnich buR, které exprimovaly také NG2 proteoglykan (Leohi e
al., 2009). DalSi kultivaci dochazelo ke ztraiG2 proteoglykanu, ktery byl (u GFAP
pozitivnich bunk) zcela potlaen 11. dnem kultivace. Podil GFAP pozitivnich dunakonec
dosahl a 20 % celkového pt bunk, které byly pozitivni na zeleny fluoresce protein
(GFP). Souasny vyzkum naznaje, e astrocyty vzniklé z polydendrocypati p edevsim
k protoplasmatickym astrocyn. N které faktory, jako najklad kostni morfogeneticky
faktor (BMP), mohou ovlivnit ggm nu polydendrocyt také do fibroznich astrocy{Kondo a
Raff, 2000).
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Cilenou diferenciadn vitro bylo dokazano, e v médiu podporujicim tvorbu neuro
jsou polydendrocyty schopny dozravat také do neu(Belachew et al., 2003). Pro dozravani
polydendrocyt do neuron je nutna pitomnost FBS (Kondo a Raff, 2000), vm kostni
morfogeneticky faktor BMP, konkrétn BMP-2 a BMP-4, které pdt do rodiny
transformujicich rstovych faktor (TGF s), ovliv oval pem nu polydendrocyt do
neuron. Tento faktor se va e na své receptory BMPR lallh, které se na polydendrocytech
vyskytuji v hojné mie (Hu et al., 2010). Aoli in vitro doch&zi ke vniku neuron
z polydendrocyt (Belachew et al., 2003, Kondo a Raff, 2000), nezela e by se jednalo o
p irozeny stav, emu nejnov|Si studiein vivo nenasvd uji (Kang et al., 2010Zhu et al.,
2011b). Studie, které poukazaly na dozravani poigdecyt do neuron, objevily takto
vzniklé neurony v rkolika oblastech. V anteriorni piriformni ke (primarni ichovy kortex)
dosplého mozku vznikalo z polydendrocytelké mno stvi postmitotickych neuronkteré
m ly velka tla s dlouhymi axonalnimi vybky. Morfologicky p ipominaly projekni
neurony, jejich axony smovaly k pialnimu povrchu (Rivers et al., 2008). &abblasti byl
hipokampus ran postnatalniho a dosigho mozku. Zde byly neurony vzniklé
z polydendrocyt schopny generovat i aki potencialy. Jednalo se konkrétm GABAergni
interneurony (GABA — gama-aminomaselna kyselinaja8leew et al., 2003). Guo a
spoluauto dale prokazali, e neurony vznikaji také v amybgddypotalamu a v dorsalnim a
ventralnim kortexu, kde se jednalo konkrétnglutaméatergni pyramidalni neurony (Guo et
al., 2009).

2.3.7. Indukce neurogeneze a gliogeneze v ne-neugagich oblastech

Poranni indukuje neurogenezi a gliogenezi také v ne-ogemnich oblastech, jako je
thalamus, corpus callosum, kortex nebo striatunto fi@urogeneze dosahuje svého maxima
mezi prvnim a druhym tydnem po poranh (Bye et al.,, 2011). Aoli bylo zjist no, e
poranni vt chto oblastech spousti neurogenezi, nezniklé buky (napiklad ve striatu)
pochazeji pedevSim z progenitorovych bun SVZ. Tyto buky ve striatu dozravaji do
novych cholinergnich a GABAergnich neurgrkteré jsou schopny vytwdt synaptické

struktury a formovat tak funki synapse s ji existujicimi neurony (Hou et 2D08).
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2.3.7.1. Vliv poranni na vlastnosti polydendrocyt

Mezi prvni bu ky, které aktivuji svou proliferaci po porari (mimo bu ky imunitniho
systému) pat prav polydendrocyty. Bhem prvnich i dn po poranni dochazi k aktivaci
L[ichych® polydendrocyt, které rychle znovu vstupuji do bumého cyklu (Simon et al.,
2011). Tato proliferace je nasledovana aktivaci lardm astrocyt (Alonso, 2005). Bhem
své aktivace ziskavaji polydendrocyty morfologir.teeaktivnich polydendrocyt pro kterou
jsou typické silné vybky a zvySena exprese NG2 proteoglykanu (Komitovale 2011).
NG2 chondroitin sulfat proteoglykan piatlo skupiny proteoglykan které maji inhibini vliv
na r st bunk. Ke zvysSené expresi NG2 proteoglykanu dochaat pvasouvislosti s tvorbou
gliadlni jizvy. Tento proteoglykan se dale vyskytuje velkém mno stvi v oblasti jadra a
penumbry porami, a také na povrchu krevnihe it . A koli je jasné, e gliélni jizva
funguje jako fyzicka bariéra a branistu axon do mist poSkozeni, neni zatim zcela jasné,
zda ma NG2 proteoglykan inhilmi vliv na prorstani axon. N které studie ukazaly, e
neutralizace NG2 proteoglykanu pomoci protilatelouraje neuronalnim axomn pror st do
nekrotického jadra a penumbry porah (Tan et al., 2006). Na druhou stranu jin4 studie
ukazala, e ani vySSi mno stvi NG2 proteoglykanw&$i ne se vyskytuje prozen po

poran ni) nezp sobilo odklon rstu neuronalniho vylku (Yang et al., 2006).

V posledni dob se také ukazuje potencialni vliv Olig2 na dozravdwlydendrocyt
do r znych bun nych typ . Po poranni kortexu dochazi (jak ji bylo zmimo) k masivnimu
d leni Olig2 pozitivnich burk, které produkuji NG2 proteoglykanijli polydendrocyt.
Kratce po tomto deni nasleduje gsun Olig2 zjadra do cytoplasmy. Tentegun je
doprovazen postupnou ztratou NG2 proteoglykanu.kBuu kterych doSlo k translokaci
Olig2 z jadra do cytoplasmy, dozravaly do astrocyiaopak buky, u nich Olig2 z stal
lokalizovan v jade (asi 80 % vSech buk), dozravaly do oligodendrocyt(Komitova et al.,
2011, Zhao et al., 2009).
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3. Cile prace

Cilem této prace bylo objasm vlivu r stovych faktor a morfogen, které se
prokazateln uvol uji po ischemickém poskozeni, na diferencigpotencial polydendrocyt
Déle jsme studovali vliv ischemického poSkozenidifarenciani potencial tchto bunk.
Vliv faktor a ischemického poSkozeni byl posuzovan z hledigstypovych zmn
(zakladni proteinové markery neuronalnich a gldnbunk), a také z hlediska zm

v membranovych vlastnostech zkoumanych Bun

Charakterizace EGFP pozitivhich bknizolovanych z kmene mysSi B6;FVB —
Tg(Cspg4-cre)1Akik/J.

Objasnni diferencianiho potencialu Cspg4/EGFP blnv p itomnosti faktor a
morfogen (bFGF, BDNF, Shh a VEGF)in vitro podminkéach.

Objasnni diferencianiho potencialu Cspg4/EGFP bukn izolovanych z
ischemického poskozeni po MCAQrvvitro podminkach.

Zhodnoceni vlivu vybranych faktora morfogen (bFGF, BDNF, Shh a VEGF) a

MCAO na membranové vlastnostiin vitro kultivovanych  bunk.
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4. Material a metody

4.1. P vodbun k

Pro bun né kultury byly pouity buky izolované z kmene mySi B6;FVB —
Tg(Cspg4-cre)1Akik/J:ZEG, které vznikly ilenim hemizygotni NG2creBAC transgenni
mysSi s reportérovym kmenem Z/EG mysSi. NG2creBACndgenni kmen je geneticky
upraveny tak, e je do fmvlo ena sekvence kddujici Cre rekombinazu, kterd ipojena za
promotor uritého genu (v naSemipad genu pro NG2 proteoglykan) (Zhu et al., 2008). Po
zk i eni této transgenni mysi s reporterovou Z/EG mktdra v sob nese sekvenci pro EGFP
a beta galaktozidazu, dojde k vy®ni DNA sekvence pro beta galaktozidazu a k a&iiva
exprese EGFP, co umo ni trvalou expresi EGFP vectSbukach, které bhem svého
vyvoje mly aktivni gen pro NG2 proteoglykan. Tim je umono sledovat osudy vSech
potomk vzniklych prav ztchto bunk. U innost rekombinace je pro bky p edniho

mozku 86%. VSechny pou ité kmeny mysi byly ziskanjackson Laboratory, Maine, USA.

4.2. Genotypovani mysi

Pro ureni, které mysSi nesou usek DNA pro Cre rekombindayp provedeno
genotypovani mySi. Kadé mySi byl odebran 1 a @&rd dlouhy kus ocasu a zjnbyly
odiznuty ti 0,5a 1 mm Sirokéezy. Ty byly vlo eny do mikrotitrani destiky a fixovany
10 minut ve smsi 2% formaldehydu a 0,2% glutaraldehydu. Vyerdm smsi pufru slo ené
z200 mM MgCj, 400 mM KFe(CN) a 400 mM GFeKyNg 3HO, 20 ug X-galu
(C14H15BrCINOg) a 10 mM fosfatového pufru obohaceného o 150 mMCIN®BS, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) byl ppraven barvici roztok a z pdo ka dé jamky aplikovano
100 pl. Mikrotitra ni destika s tmito vzorky byla inkubovana p hodiny ve vodni lazni o
teplot 37°C. Pokud byly vzorky pozitivni na ippmnost -galaktosidazového proteinu,
zbarvily se do modra. Z takto selektovanych vzdrigla ziskana celkovd DNA, pomoci ssn
extrak niho roztoku a roztoku pro tkévé preparace (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Vzorky byly inkubovany ve vodni l1azni o tepldd5°C 10 minut a 3 minuty pteplot 95°C.
Nakonec byl pdan neutralizani roztok (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a vkg byly
ulo eny na led.
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4.3. Polymerazova et zova reakce

Pro zjistni pitomnosti DNA sekvence pro Cre rekombinazu bylavedena
polymerdzovéa et zova reakce (PCR). Z kadého vzorku byly odebranul 4DNA do
mastermixové snsi pro PCR, ktera se skladala z Extract-N-Amp enzydvou primer (5-
GCG GTC TGG CAG TAA AAA CTA TC-3" a 5'-GTG AAA CAGAT TGC TGT CAC
TT-37, Jackson Laboratory, Maine, USA) a destilavandy. Tyto PCR vzorky byly vio eny
do PCR pistroje (Mastercycler® personal, Eppendorf, NY, USktery proved! jednotlivé
cykly dle nastavenitdbulka . 1). Po ukoneni PCR byly jednotlivé vzorky naneseny na 3%
agarozovy gel a elektroforeticky odeny. Nasyntetizované DNA Useky Cre rekombinazy

byly obarveny pomoci SyBR safe a vizualizovany pisv tlem.

Tabulka . 1: Podminky polymerazové et zoveé reakce (PCR).

Reak ni Objem  Vysledna Celkovy Krok Teplota
Koncentrace objem S as
komponenta  (ul)  koncentrace () cyklu C
ddH,O 2,79 - 2,79 1 94 3 min
PCR Buffer
10x Il (ABI) 1,20 1x 1,20 2 94 30 sec
25 mM MgCl, 0,96 2,00 mM 0,96 3 51,7 1 min
2,5mM dNTP 0,96 0,20 mM 0,96 4 72 1 min
Opakovani kroku 2-4 35 cyk
20 uM 0IMR1084 | 0,60 1,00 uM 0,60 5 72 2 min
20 uM 0IMR1085 | 0,60 1,00 uM 0,60 6 10 Uchovani
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4.4. MCAO

Pro indukci ischemického poskozeni byly pou ity s&m samice Cre pozitivnich
mysi, které byly 60-90 dni staré. MySi byly uvedatty spanku pomoci vaporizéru (Tec-3,
Cyprane Ltd, Keighley, UK); nejprve s pou itim 2,5%ofluranu, jeho koncentrace byla
poté sniena a udrovana na 1,8 %. V misiperace byla tkddezinfikovana iodizolem a
anestetizovana xylokainem (AstraZeneca). Nejprvé bgstrann zevni vykaci sval
(musculus masseter), ktery f@a na jamovém oblouku (arcus zygomaticus) a upina se ke
spodni elisti (mandibula). Dale byl vyvrtan otvor do spamk kosti a byla odhalena etini
mozkova artérie, ktera byla zatavena elektrickyrizgm elektrokoagulatoru (SMT BM M
400, Specialni Medicinsk& Technologie, s.r.o., 8rabkska republika). Tento zakrok hza
nasledek trvalé pruseni krevniho zasobeni velké oblasti senzonodtdk ry. U mysi, které
slou ily jako kontrola pro MCAO, byly provedeny v&eny kroky operace kromzataveni

mozkové artérie elektrokoagulatorem.

4.5. Transkardialni perfuze mysi

Operované mysi byly po 4 dnech uspany pentobaenitall00 mg/kg i.p., Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Po uvedeni do hlubak@estezie jim byla rozéena k e pod
hrudnim koSem, poté nasledovalo prioshi branice a srdeni sin. Injek ni stika kou bylo
do levé srdeni komory postupn aplikovano 20 ml roztoku NMDG: 110 mM NMDG,
2,5 mM KCI, 24,5 mM NaHCg) 1,25 mM NaHPQ,, 0,5 mM CadJ, 7 mM MgCh a 20 mM
glukéza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Kom& pH perfazniho roztoku bylo
upraveno pomoci HCI na 7,4 a vysledna osmolaritdla 290 mOsm/kg. MyS byla
dekapitovana a byl vyjmut mozek, ktery byl @@an na vibranim mikrotomu (HM 650 V,
Thermo Scientific Microm, Walldorf, Germany) na 3%t silné ezy. Z tkhovych ez byl
pro bun né kultury oddlen pouze kortex, ktery byl inkubovan v roztoku aiap (24 U) a
cysteinu (6 pg/ul), v 800 pl urtého cerebrospinalniho roztoku (aCSF), ktery obgaho
122 mM NaCl, 3 mM KCI, 28 mM NaHC{ 1,25 mM NaHPQ,, 10 mM glukézy, 1,5 mM
CaCh a 1,3 mM MgC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), ktery byl groblavan
95%0,/5% CQ (Carbogen, Linde Gas a.s., Prahaska republika).
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4.6. Kultivace bun k

VSechny izolované by byly odsted ny na centrifuze p 2000 otakach 3 minuty.
Nasledn byl odséat supernatant a iy byly resuspendovany ve 12 ml kultivaho média,
jeho hlavni slo kou bylo Dulbeccovo modifikovanéaglovo médium obohacené o sn
nutrient F12 (DMEM/F12, Gibco - Invitrogen Carlsbad, CA, A)Sa doplnné o suplement
B27 (2%, Gibco - Invitrogen Carlsbad, CA, USA),dlei hov zi sérum (FBS, Baria s.r.o.,
Psary — Dolni Jimany, eska republika), 4 mM glutamin (Sigma-Aldrich, &buis, MO,
USA) a sms antibiotik: Penicilin (10 000 U/ml), Streptomydih0 000 pg/ml), Amfotericin
B (25 pg/ml, Invitrogen Carlsbad, CA, USA). Do mediyl pidan PDGF v koncentraci
20 ng/ml (Peprotech, Rocky Hill, CT, USABu ky byly dale pstovany v kultivanich
naddobéch jako adherentni kultury v atmosf& 5% CQ pi teplot 37°C v kultivanim
meédiu. Po namno eni buk do dostateného mno stvi, aby mohly byt vysety na kryci skla
(cca po 3tydnech), byly tyto blay uvoln ny trypsinem (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) a vysety v koncentraci BY* na kryci skla pokryta poly-L-lysinem (Sigma-AldnicSt.
Louis, MO, USA). Diferenciace burk probihala v diferenciamim médiu, jeho zakladem
bylo médium DMEM/F12 (Gibco - Invitrogen Carlsba@A, USA) obohacené o suplement
B27 (2%, Gibco - Invitrogen Carlsbad, CA, USA) anetlivé r stove faktory: bFGF (50
ng/ml), BDNF (30 ng/ml), PDGF (50 ng/ml), VEGF (10 ng/ml) a morfogen Shh (10mig/
Peprotech, Rocky Hill, CT, USA). Po sedmi dnecherificiace byla u thto bun nych
kultur provedena imunocytochemicka analyza s pou gpecifickych markerpro astrocyty,

oligodendrocyty, neuroblasty a polydendrocyty.

4.7. Metoda ter ikového zamku

Elektrofyziologické vlastnosti buk byly stanoveny s pou itim metody tékového
zamku neboli metodou patch-clamp. Kryci skla skami byla penesena do perfazni
kom rky m ici aparatury slo ené z mikroskopu (Axioscop, Zei€xottingen, Germany),
digitalni kamery s vysokym rozliSenim (AxioCam HRAgriss, Germany) a elektronickych
mikromanipulator (Luigs & Neumann, Rattingen, Germany). Perfuzninkdkou protékal
aCSF a jednotlivé bky na krycich sklech byly meny v tzv. konfiguraci celé bly
(z anglického whole-cell configuration; (Hamill etl., 1981) pomoci borosilikatovych
elektrod (0,86 ID, Sutter Instruments Company, Nov&€A, USA). Elektrody byly vyta eny
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na Brown-Flamingovtahai (P-97, Sutter Instruments Company, Novato, CAAVS jejich
odpor se pohyboval mezi 10-15M Byly naplnny intracelularnim roztokem, ktery
obsahoval 10 mM HEPES, 130 mM K-glukonat, 5 mM EGTH5 mM CaC, 0,3 mM
Na-GTP a 3 mM Mg-ATP. Vysledné pH bylo upraveno pomKOH na 7,2 a osmolarita
byla 270 mmol/kg (Pivonkova et al., 2010). K viamati zm enych EGFP pozitivhich buk

Vv jejich nasledné imunocytochemické identifikacidopou ito fluorescenni barvivo Alexa
Fluor-hydrazid 594 (Invitrogen Carlsbad, CA, USRyoudové signaly byly zesileny pomoci
zesilovae EPC-10 (HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Germpmydata nad 3 kHz byla
odfiltrovana. Ukladani a vyhodnoceni dat bylo zaji® pomoci programPATCHMASTER

a FITMASTER (HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Geamy).

4.8. Elektrofyziologicka m eni, protokoly a analyza

Klidovy membranovy potencial (V) u m enych bunk byl udr ovan na -70 mV. ¥ byl
zm en pepnutim zesilovee EPC-10 do proudového zamku.

Membranovy odpor (IR) byl zjist n aplikaci nap ového pulsu o velikosti 10 mV. Tento
puls depolarizoval membranu binz udr ovaciho potencialu o velikosti -70 mV naD-éV
(trvani pulzu 50 ms) a 40 ms po jeho aplikaci byde tena amplituda proudu, ze které byl

pomoci Ohmova zdkona vygen vstupni odpor membrany.

Kapacitance membrany (G,) byla odetena automaticky ze zaznamu v re imu ,lock in“
ulo eném v programu PATCHMASTER.

Jednotlivé typy proud byly zjist ny prostednictvim 3 typ protokol, které
vychazely z vychoziho naf -70, -50 a -110 mV. Proudové odpdv bu ky byly nasledn
m eny po 10 mV napovych krocich od -160 do +40 mV, které trvaly v &) ms. Pro
zjist ni hodnot nap ov zavislych proud byla pou ita metoda od¢eni pasivnich proud
Pasivni proudy jsou asov i nap ov nezavislé proudy, jejich hodnota se oia
z amplitudy proudu mezi -70 a -60 mV a jejich nadofe odeten od amplitudy konkrétniho

nap ového kroku. Hodnoty vSech prougsou uvadny v pA.

Zpod né vn usmrn né nap ov zavislé K proudy (Kpr) byly ziskany aplikaci

nap ovych puls vychazejicich z napi -50 mV a pokraujicich od -70 mV a do +40 mV,
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v 10 mV krocich. Vysledna velikostg& proudu byla ziskana z napvého pulsu +40 mV

v jeho maximalni amplitud40 ms po zatku pulsu, po odéeni pasivnich proud

Protokol pro m eni zpo d nych vn
usm rn nych nap ov zavislych K" proud
(Kor)

Dovnit usmrn né nap ov zavislé K proudy (Kr) byly zjist ny tak, e na membranu
bun k byly aplikovany nap ové pulsy v rozmezi od -160 do -70 mV. Vyslednguat byl
ode ten z velikosti jeho maximalni amplitudy ve 40 ms aplikaci pulsu a po odeni

pasivnich proud

Protokol pro m eni dovnit
usm rn nych nap ov zavislych K
proud (Kr)

Rychle se aktivujici a inaktivujici vn usm rn ny nap ov zavisly K" proud (Ka) byl
ziskdn odetenim nap ovych proud vyvolanych pi vychozim napti -50 mV od proud
prom ujicich buku z vychoziho napi -110 mV. Vysledny proud byl od&n z jejich

maximalni amplitudy.
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Minus

Protokol pro m eni rychle se
aktivujicich a inaktivujicich ven
usm rn nych nap ov zavislych K
proud (K,)

Tetrodotoxin (TTX) senzitivni sodny proud (Ina) byl ziskan oddgenim maximalni
amplitudy proudu zmeného po aplikaci 1 uM TTX od proudu zreného ped aplikaci této
latky.

Proudova hustota (CD) byla vypoitana prosednictvim podilu maximalni amplitudy
daného proudu & Vysledné hodnoty jsou vyjaoivany v pA/pF. ClQ, — proudova hustota
TTX-senzitivnich Na proud CDga - proudova hustota rychle se aktivujicich a inaltcich vn
usmrn nych nap ov zavislych K proud , CDypr - proudova hustota zpo dych vn usmrn nych

nap ov zavislych K proud , CDgr - proudova hustota dovnitism rn nych nap ov zavislych K
proud .

Vysledky z bunk nam enych pomoci metody tdkového zamku byly korelovany

s vysledky z imunocytochemické analyzy.
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4.9. Imunocytochemicka identifikace bunk

JednotlivA kryci skla pokryta blkami byla fixovana 12 minut v roztoku 4%
paraformaldehydu a nasledrbyla promyta ve fosfatovém pufru slo eném z 1548
NaHPO;, 45,2 mM NaHPO, o pH 7,4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). i®anim
blokovaciho roztoku: 5% Chemiblocker, 2% kozi sérivillipore, Billerica, MA, USA), 1%
BSA (Gibco-Invitrogen Carlsbad, CA, USA), 0,5% ®nt (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) v PBS byla zajiSha saturace nespecifickych proteinovych vazeb. Podhové
inkubaci v tomto roztoku byly plany primarni protilatky tabulka . 2) a buky byly
inkubovany pes noc ve 4-8°C. Nasledibyla skla promyta ikrat po deseti minutach PBS a
byla pidana sekundarni protilatka cilen& proti krialiebo mysSi primarni protilatce. VSechny
pou ité sekundarni protilatky byly kozigd ni 1:200; Alexa 594/660, Molecular Probes). Po
2 hodinové inkubaci v 4-8°C byla provedena daldig¢setiminutova omyti PBS a by byly
inkubovany v roztoku 4, 6-diamidino-2-phenylinddiDAPI; 300 nM; Invitrogen Carlsbad,
CA, USA) pro obarveni jader. Pokolika kratkych omytich PBS byla kryci skla montogea
na podlo ni skla pomoci média Aqua Poly/Mount (Paignces, Inc., Washington, PA,
USA).

Tabulka . 2: Primérni protilatky pouité kimunocytochemické ide ntifikaci jednotlivych
proteinovych marker .

Antigen Typ protilatky ed ni Vyrobce
) Santa Cruz
DCX Krali ilgG 1:1000 ,
Biotechnology
DCX Osli IgG 1:500 Abcam
NG2 Krali i IgG 1:400 Chemicon
) Santa Cruz
PDGFR Krali ilgG 1:200 ,
Biotechnology
GFAP-Cy3 Mysi IgG 1:800 Sigma Aldrich
APC Mysi IgG 1:200 Calbiochem

APC — adematosis polyposis coli, DCX — doubleco@RrAP-Cy3 — glialni fibrilarni acidicky protein
konjugovany s Cy3, NG2 — neuralni/gliaini antigedlPBPGFR — receptor rstového faktoru krevnich
destiek .
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4.10. Konfokélni mikroskopie

P ipravena skla byla vlo ena do komky konfokélniho mikroskopu Zeiss 510DUO
LSM, ktery je vybaven nasledujicimi lasery, las&33% — 561-10 (= 560 nm), diodovy laser
( =405 nm), argonovy laser € 458, 477, 488, 514) a helium-neonovy laser 633 nm).
Nasnimané obrazky byly dale zpracovany pomoci sottwL.SM image browser (Zeiss,

Gottingen, Germany) a grafického programu Adohsesttator CS5,1.

4.11. Statistika

Vysledky byly zpracovany jako aritmetické pr ry nam enych hodnot + standardni
chyba prm ru (S.E.M. = standard error mean). Statistickayaaatozdil mezi jednotlivymi
skupinami byla provedena pomoci aplikace GraphP&dat 3 (zkuSebni verze) za pou iti
jednorozmrného ANOVA testu pro mnohonasobné porovnani s Btiomym post-hoc
testem, ktery porovnava narené hodnoty s hodnotami v kontrolni skupiRozdily mezi
kontrolnimi bu kami a bukami, které byly izolovany z operovanych mysi, byjyracovany
pomoci dvouvybrového (neparového) t-testu. Hodnoty sp < 0,05y bytnaeny jako
signifikantni (*), s p < 0,01 jako velmi signifikemi (**) a hodnoty s p < 0,001 byly ozreny

jako extrémn signifikantni (***).
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5. Vysledky

5.1. Charakterizace kortikalnich EGFP bun k po sedmi dnech kultivace
in vitro bez p itomnosti faktor

Pro zjidtni, jak se mni vlastnosti EGFP bun k izolovanych z mysiho kortexu, u
nich je exprese EGFPizena promotorem pro NG2 proteoglykan, byly tyto kyunejprve
kultivovany bez pitomnosti faktor (dale jen kontrola). U thto bunk byla provedena
elektrofyziologicka charakterizace a imunocytocheld@i analyza na zakladni neuronalni a
glidlni markery (NG2, PDGFR APC, GFAP, DCX, MAP2) pro ueni bun ného typu.
Elektrofyziologicky a imunocytochemicky charaktenané buky byly rozazeny do dvou
zékladnich bunnych typ: typ bunk, ktery vykazoval proudovy profil podobny
prekurzorovym bukam (dale jen prekurzorovy typ) a typ bkns komplexnim proudovym

profilem (dale jen komplexni typ).

Prekurzorovy typ bun k

Pro tento typ burk byl po morfologické strance charakteristicky aowaltvar tla
sjednim a dvma bipolarnimi vybky. V n kterych pipadech se tyto vylkky v ur ité
vzdalenosti od 1a v tvily na dva, a ti dalsi vyb ky (obr. . 17 A. Pr m rna hodnota ¥
byla -76,24 + 3,25 mV, IRinil 2521,86 + 369,74 M a G, byla 11,98 + 1.00 pF (n = 17).
VSechny buky prekurzorového typu vykazovaly GEk o pr m rné hodnot 100,96 + 8,25
pA/pF (n = 17) a rkteré z nich také Cix o pr m rné hodnot 10,23 £+ 2,09 pA/pF (n = 10;
obr. . 17 B,Q. adna ztchto bunk nemla Kg ani ks Imunocytochemické barveni
zékladnich biologickych markeprokazalo ptomnost NG2 a PDGFR
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Obrazek . 17: Charakteristické vlastnosti prekurzorového tyu bun k. A) Bu ky patici
k prekurzorovému typu ny asto bipolarni morfologii. Stejna bka oznaend pomoci
fluorescenniho barviva Alexa Fluor-hydrazid 594 (uprest) a zobrazena prostnictvim
konfokélniho mikroskopu (vpravo). Mitko je 50 umB) Elektrofyziologickd charakteristika typicka
pro prekurzorovy typ burk kortexu.C) Proudy typické pro prekurzorovy typ bun Vievo proud
Kpr, jeho vysledna amplituda je zndzoma r ov . Vpravo proud K, ktery se vyskytoval pouze u
prekurzorového typu buk.

Komplexni typ bun k

Komplexni typ bunk m | trojuhelnikovity tvar tla se dvma a temi vyb ky, které
se vtvily a v ur ité vzdalenosti od bunného tla (obr. . 18 A). Tyto bu ky m ly nepatrn
hyperpolarizovany ¥ -72,36 + 3,23 mV, pm rnou hodnotu IR 1178,86 + 353,02 Ma
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pr m rnou hodnotu ¢ 12,17 + 1,32 pF (n = 11). Komplexni typ blrvykazoval kor, Ka @
také Kg (tabulka . 3, obr. . 18 B,Q. &dné z komplexnich burk v kontrole nevykazovala
TTX-senzitivni ks Imunocytochemickd analyza u kterych ztchto bunk prokézala
p itomnost NG2 nebo PDGFR

Obrazek . 18: Vlastnosti komplexniho typu bunk. A) Morfologicka charakteristika komplexniho
typu bunk (vlevo-svtelny mikroskop), po oznani Alexou Fluor-hydrazidem 594 (uprasi) a
zobrazeni pomoci konfokalniho mikroskopu (vpraud). itko pro obrazek je 50 unB) Typicka
proudova charakteristika komplexniho typu bknC) Jednotlivé proudy (I, Kpr @ Ka), 0znaené
rov .
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Tabulka . 3: Membranové vlastnosti EGFP bun k v kontrole po 7 dnech diferenciaceén vitro.

Komplexni typ bunk Prekurzorovy typ burk

Pr m rna Pr m rna

hodnota hodnota

-72,36 3,23 11 -76,24 3,25 17
1178,86 353,02 11 2521,86 369,74 17
12,17 1,32 11 11,98 1,00 17
3,73 0,58 9 - - -
89,83 9,95 11 100,96 8,25 17
5,82 1,35 11 10,23 2,09 10

Cmn — kapacitance membrany, IR — membranovy odpgr-\Klidovy membranovy potencial, GR -
proudova hustota rychle se aktivujicich a inakfisigh vn usmrn nych nap ov zavislych K
proud , CD«pr - proudova hustota zpo dych vn usmrn nych nap ov zavislych K proud,
CDyr - proudova hustota dovniusmrn nych nap ov zavislych K proud, n — poet bunk,
S.E.M. - standardni chyba pn ru.
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5.2. Vliv jednotlivych faktor na vlastnosti EGFP bun k v pr b hu

diferenciacein vitro

Abychom zjistili, jak jednotlivé faktory (BDNF, bH& Shh a VEGF) mi vlastnosti
bun k, byly EGFP bu ky vystaveny po t tydny r stu v kultivanim médiu a nasledri7 dni
diferenciovany v diferencimim médiu obsahujicim v dy jeden z faktofviz Materidl a
metody). Tyto buky byly nasledn elektrofyziologicky charakterizovany a u ozeaych a
zm enych bunk byly sledovany morfologické, elektrofyziologicke imunocytochemické

vlastnosti.

5.2.1. R stové faktory a Shh vyznamn ovliv uji zastoupeni jednotlivych
bun nych typ

V pr b hu analyzy burk kultivovanych pod vlivem jednotlivych faktorse u
n kterych z nich, konkrétnu BDNF a VEGF, objevil novy bunny typ, tzv. pasivni typ
bun k.

Pasivni typ bun k

Bu ky pasivniho typu byly morfologicky identifikovangko bu ky s velkym tlem a
mnoha tenkymi, hustrozv tvenymi vyb ky (obr. . 19 A). Z elektrofyziologického hlediska
vykazovaly tyto buky asov a nap ov nezavislé pasivni Kproudy pbr. . 19 B).
Vzhledem ktomu, e se tento typ bunobjevil pouze v gtomnosti BDNF a VEGF
v kultiva nim mediu, p em u VEGF se jednalo pouze o jednu ku, pr m rné hodnoty
pro jednotlivé pasivni elektrické vlastnosti(MCy, a IR) tohoto typu burk byly ur eny jako
pr m rné hodnoty pasivniho typu bunvyskytujiciho se pod vlivem faktoru BDNF. Pro
pasivni typ bunk byla charakteristicka hodnota IR 72,44 + 8,64 Mhodnota @ 103,68 +
65,55 pF a mirn depolarizovany ¥ o velikosti -50,00 + 7,98 mV (n = 6).
Imunocytochemické barveni provedené po elektrofggickém m eni ukazalo pozitivitu na
PDGFR a GFAP.
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Obrazek . 19: Vlastnosti pasivniho typu bunk. A) Typickd morfologie pasivniho typu bun
zobrazenda pod stelnym mikroskopem (vlevo), po obarveni fluoresagm barvivem Alexa Fluor-
hydrazid 594 (uprostd) a obrazek z konfokalniho mikroskopu zobraz@iGFP (vpravo). M itko je
50 um.B) Elektrofyziologické charakteristika pasivniho typun k. C) Jednotlivé proudy (I, Kor)
jsou znazormér ov .

Daéle se ukéazalo, e jednotlivé faktory maji vliejan na vyskyt pasivniho typu buk;
ale ovliv uji také procentudlini zastoupeni ostatnich dvou typrekurzorového a
komplexniho typu burk). Jak je vidt zgrafu . 1, u faktoru BDNF se objevil pasivni typ
bun k. Shh smroval EGFP bu ky pouze do prekurzorového typu bin(n = 13), zatimco
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bFGF neml adny vliv na zastoupeni jednotlivych typbun k ve srovnani s kontrolnimi

bu kami.
Vliv jednotlivych faktor na zastoupeni
ur itychtyp bun k
120%
100%

80%
B Neuronalni typ burk

60%
° ® Komplexni typ bunk

40% Pasivni typ burk

20%

0%

Kontrola  BDNF bFGF Shh VEGF

Graf . 1: Vliv jednotlivych faktor na zastoupeni jednotlivych bun nych typ .

5.2.2. R stové faktory ovliv uji membranové vlastnosti pouze u
prekurzoroveého typu bun k
Série m eni prov ujicich elektrofyziologické vlastnosti jednotlivyctyp bun k

ukazala, e signifikantni vliv maji jednotlivé fakty pouze na prekurzorovy typ bun na

rozdil od komplexniho typu buk, jejich elektrofyziologické vlastnosti nebyly dvn ny

(grafy .2-4).
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Graf . 2: Vliv jednotlivych faktor na V,, u komplexniho typu bun k.

Membranovy odpor (IR) u
komplexniho typu bun k
M
2000
1800
1600 - I
1400
1200
1000
800 T
600
400
200
0 . . T
Kontrola BDNF bFGF VEGF

Graf . 3:Vliv jednotlivych faktor na IR u komplexniho typu bun k.
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Graf . 4:Vliv jednotlivych faktor na Cm u komplexniho typu bunk.

VSechny faktory, s vyjimkou BDNF, u prekurzorovélgpu bunk vyznamn
depolarizovaly V, (graf . 5). G, a IR nebyly signifikantn ovlivnh ny r stovymi faktory
(grafy . 6, 7). Pouze byla vyznamrezvySena Cm u buk prekurzorového typu, které byly
kultivovany v pitomnosti bFGF.
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Graf . 5: Vliv jednotlivych faktor na V,, prekurzorového typu bun k. bFGF, VEGF a Shh
signifikantn depolarizovaly V, ve srovnani s kontrolnimi bkami. V,, uvadn v absolutnich
hodnotéach.
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. 7: Vliv jednotlivych faktor na C, u prekurzorového typu bun k.

5.2.3. BDNF a bFGF ovliv uji proudové charakteristiky prekurzorového

typu bun k

Pro prekurzorovy a komplexni typ blnje charakteristicky vyskyt kg a Ka proud .

Ve srovnani s kontrolou jednotlivé faktory ndgynvliv na CDka a CDpr U komplexniho
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typu bunk. Nicmén, u prekurzorového typu buk bFGF signifikantn (p < 0,001, n = 7)
zvySil hodnotu CRpr (tabulka . 4, graf . 8), zatimco BDNF signifikantn(p < 0,05, n =
19) sniil CDka (tabulka

p iblin u poloviny bunk prekurzoroveho typu.

. 4, graf . 9). Ka proud se nevyskytoval u vSech bknale

Tabulka . 4: Hodnoty membranovych vlastnosti u bunk prekurzorového typu.

Pr mr Pr mr Pr mr

-69,86 3,23 | 29 -4486° | 1,35 | 7 59,000 | 3,95 | 13

2521,03 | 293,66 29 | 1968,09 | 488,58 7 | 2088,55 | 309,54| 13
19,56 2,68 | 29 8,31 1,07 | 7 11,63 1,49 | 13
76,29 572 | 29 | 24468 | 4414 | 7 92,11 8,37 | 13
4,91 1,22 | 19 5,87 056 | 4 - -

Pr mr Pr mr

-53,50” 2,92 26 -76,24 3,25 17

2362,56 279,55 26 2521,86 369,74 17
12,11 1,21 26 11,98 1,00 17
91,63 7,26 26 100,96 8,25 17
7,47 1,52 11 10,23 2,09 10

Cm — kapacitance membrany, IR — membranovy odpgr-\Klidovy membranovy potenciél, GR -
proudova hustota rychle se aktivujicich a inakfidigh vn usmrn nych nap ov zavislych K
proud , CDxpr - proudova hustota zpo dych vn usmrn nych nap ov zavislych K proud, n —
po et bunk, S.E.M. - standardni chyba pn ru.
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Vliv jednotlivych faktor na CDypr
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Graf . 8: Vliv jednotlivych faktor na velikost CD Kpgr. Jedingm faktorem, ktery v porovnani
s kontrolou signifikantn zvySoval velikost Cibr byl faktor bFGF, a to pouze u prekurzorového typu
bun k.

Vliv jednotlivych faktor na velikost CD,
PA/pF
14

12

10

= Komplexni typ bunk

B Prekurzorovy typ burk

Kontrola BDNF bFGF VEGF

Graf . 9:Vliv jednotlivych faktor na velikost CDa. Velikost CDxa byla signifikantn sni ena pi
p sobeni faktoru BDNF, a to pouze u prekurzorovélpo tyun k.
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5.2.4. BDNF ovlivuje amplitudu K proud a vyskyt Iy, proud u
komplexniho typu bun k

Komplexni typ bunk vykazuje oproti prekurzorovému typu navic dovagmr ujici
proudy Kg, a prav velikost tohoto typu proudu byla signifikantsni ena vlivem faktoru
BDNF (tabulka . 5, graf . 10). Navic byl tento typ proudu zcela po#a u faktoru bFGF.
Krom toho, BDNF stimuloval vyskyt dovnitusm rn ného proudups, ktery se vyskytoval
ve tech pipadech komplexniho typu buna nikdy se nevyskytoval v kontrolnich tkach
komplexniho typu. Tento typ proudu se vyskytl takigdné z komplexnich buk, které byly
kultivovany v pitomnosti faktoru bFGF. V tomnosti BDNF prm rna hodnota CR, byla
11,71 £ 3,35 pA/pF (n = 3) aipad bFGF 3,5 pA/pF (n=1).

Tabulka . 5: Membranové vlastnosti komplexniho typu bunk.

Prmr |[SEM.|n |Prmr |SEM.|{n|Prmr|SEM.|n|Prmr|SEM.| n

-6350 | 751 | 6| 67,11 | 3,48 | 18| -63,20 | 486 |10| -72,36 | 3,23 | 11

665,46 | 78,07-| 6 | 1435,94| 304,89| 18 | 651,52 | 166,40| 10 | 1178,86| 353,02| 11

16,67 | 3,95- | 6 | 19,83 2,83 | 18| 21,27 6,99 | 10| 12,17 132 | 11

- - 2,07 0,37 |10| 3,84 0,65 | 5 3,73 0,58 9

77,80 | 3209 | 6 | 68,70 | 7,35 (18| 77,33 | 13,21 | 10| 89,83 | 9,95 | 11

4,02 0,66 | 6 4,01 0,47 | 18| 9,78 2,81 | 10| 5,82 135 | 11

- - | -] 1171 | 335 |3 - - - - - -

Cm — kapacitance membrany, IR — membranovy odpgr-\Klidovy membranovy potenciél, G -
proudova hustota TTX-senzitivhiho Na prou@y, - proudova hustota rychle se aktivujicich a
inaktivujicich vn usmrn nych nap ov zavislych K proud , CDypr - proudova hustota zpo dych

vn usmrn nych nap ov zavislych K proud, CDxr - proudova hustota dovniusmrn nych
nap ov zavislych K proud , n — poet bunk, S.E.M. - standardni chyba pn ru.
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Graf . 10:Vliv jednotlivych faktor na p itomnost a velikost dovnit CDyr.

5.2.5. BDNF ovliv uje vyskyt pasivniho typu bun k

A koli se pasivni typ burk nevyskytoval v kontrole, kultivace vippmnosti BDNF
stimulovala vyskyt tohoto bunného typu, pro ktery je charakteristickéegevsim exprese
nap ov / asov nezavislych Kproud . Nicmén, tyto bu ky vykazovaly i nap ov zavislé,
Kir @ Kpr proudy (CQxr = 2,30 £ 1,25 pA/pF, n = 2; Gbk = 1,83 £ 0,69 pA/pF, n = 4).
V jednom pipad se pasivni typ buk objevil také u burk kultivovanych v pitomnosti
faktoru VEGF.

5.2.6. Vyskyt oligodendrocyt

A koli jsou polydendrocyty pova ovany za prekurzorygodendrocyt (Zhu et al.,
2008), v kontrole se tento bumy typ nevyskytoval. Pouze pod vlivem faktdBDNF (ve
dvou pipadech) a VEGF (v jednomipad) se objevily oligodendrocyty vzniklé z EGFP
bun k.
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5.3. Imunocytochemicka analyza burk kultivovanych pod

vlivem jednotlivych faktor a morfogen

Imunocytochemicka analyza buq které byly diferenciovany bezippmnosti faktor,
ukazala, e EGFPbu ky exprimovaly na svém povrchugueviim markery polydendrocyt
PDGFR , NG2 a v nkterych pipadech také marker oligodendrocyAPC (@br. . 20), ani
jedna buka v kontrole neexprimovala marker astrocyGFAP), neuroblast (DCX) nebo
zralych neuron (MAP2). Pi kultivaci EGFP bunk pod vlivem jednotlivych faktor
nedochazelo ke zmam v expresi jednotlivych markes vyjimkou faktoru BDNF, u kterého
jsme detekovali biky, které exprimovaly GFAP a DCX. Na druhou straanj u tohoto
faktoru nedochazelo k expresi MARib¢. . 21).

Obrazek . 20: Imunocytochemicka analyza bunk kultivovanych bez faktor . Na obrézcich jsou
zobrazeny sledované markery proeani konkrétniho bunného typu. PDGFR a NG2 - markery
polydendrocyt, APC - marker oligodendrocyt DAPI — marker zndci bun né jadra. M itko je
50 pm.
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Obrazek . 21: Imunocytochemicka analyza bunk pod vlivem BDNF. Na obrazcich jsou
zobrazeny sledované markery proami konkrétniho bunného typu. DCX a GFAP se vyskytovaly
pouze u EGFPbun k, které byly kultivovany pod vlivem tohoto faktorBDGFR a NG2 - markery
polydendrocyt, APC — marker oligodendrocyt GFAP — marker astrocyt DCX - marker

neuroblast, MAP2 — marker zralych neuronDAPI — marker zndci bun na jadra. M itko je
50 pm.

72



5.4. Vliv MCAO na zastoupeni jednotlivych typ bun k a jejich
elektrofyziologické a imunocytochemické vlastnosti

5.4.1. Ischemické poskozeni mozku vyvolané MCAO

Ischemické poSkozeni mozku, které vznikity i dny po provedeni MCAO bylo
rozliSeno pomoci trifenyl tetrazolium chloridu (TY,Gktery funguje jako redoxni indikator a
barvi ivou tka erven, na rozdil od mrtvé tkan ktera z stava bil4. Jak je vid z obr.

22 B, MCAO indukuje lézi, ktera je lokalizovanagaevsim v mozkové ke.

Obrazek . 22: Infarktova oblast vznikla po MCAO. A) Schématicky obrazek koronarnihezu
mozkem, na kterém je zobrazena infarktova oblasiki& po provedeni MCAO. erven zvyraznnd
oblast kortexu, ktera byla izolovana pro kultiv&GFP bun k. B) Koronarni ez mozkem, ktery
zobrazuje infarktovou oblast (bile), ktera je ztéth na pomoci barveni TTC (schéma obrazku z (He
et al., 2007).

Pro imunocytochemickou analyzu zmvyvolanych ischemickym poSkozenim po
MCAO, byly pou ity proteinové markery pro detekcigtiferace, konkrétn jaderny antigen
proliferujicich bunk (PCNA). D&le byly pouity markery pro identifikackonkrétnich
bun nych typ vzniklych z EGFP bun k. Jak je znazormo naobr. . 23 EGFP bu ky po
ischemii (MCAQ) vyznamn proliferuji (viz kolokalizace EGFP a PCNA) a zvjiSexpresi
NG2 a GFAP.
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Obrazek . 23: Vliv ischemického poskozeni na diferenciai potencial EGFP polydendrocyt .
Korondlni ezy mozkové kry, které demonstruji NG2, GFAP a PCNA pozitivnirdsmi u
polydendrocyt v nepoSkozené ke (kontrola) a vischemicky poSkozené & 4 dny po MCAO.
Polydendrocyty po MCAO vyrazrproliferuji (PCNA — marker proliferujicich buk) a exprimujide
novoGFAP, marker astrocyt Také se zvySuje celkovy pet EGFP/NG2' bun k. Koexprese EGFP a
GFAP nebyla v kontrole detekovana. luta barva & Wipky ukazuji buky, u kterych dochéazi ke
kolokalizaci EGFP a daného markeru zobrazenéheen .

Abychom objasnili, jaké bunné typy vznikaji z EGFPbun k po MCAO, izolovali
jsme tyto buky z kortexu ischemické hemisférpl{r. 22A), kultivovali je v pitomnosti
PDGF a po 7 dnech byla provedena elektrofyziologickdanocytochemicka analyza. Tyto
analyzy odhalily, e po MCAO dochéazi v EGFpopulaci bunk k vyskytu ti typ bunk:
prekurzorového, komplexniho i pasivniho typu bdunJak je znazormo vgrafu . 11,
MCAO indukovala vznik pasivniho typu bug které tvoily a 50 % z celkového pdu
EGFP bun k.
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VlIiv MCAO na zastoupeni
jednotlivych typ bun k
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B Komplexni typ bunk
40% Pasivni typ burk
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Kontrola MCAO

Graf . 11: Vliv MCAO na zastoupeni jednotlivych typ bun k. Po MCAO dochazelo ke
zvySenému vyskytu pasivniho typu bkna to u vice ne poloviny namenych bunk.

MCAO nemla vliv na membranové vlastnosti komplexniho typuntx, pouze u

prekurzorového typu sni ila IR ve srovnani s kotdto(tabulka . 6).
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Tabulka . 6: Membranové vlastnosti prekurzorového a komplemiho typu bun k po MCAO.

Kontrola
Prmr S.E.M. n Prmr S.E.M.
-70,08 4,88 13 -66,67 9,51
2207,22 444,14 13 1458,41 359,46
14,72 1,27 13 7,52 2,30
106,16 7,63 13 143,60 36,76
3,53 0,66 9 8,18 3,98
Kontrola MCAO
Prmr S.E.M. n Prmr S.E.M.
-74,57 6,29 7 -72,25 3,90
817,03 195,86 7 1010,04 707,39
15,19 1,08 7 13,63 3,25
5,22 1,09 2 4,83 0,67
96,96 11,27 7 80,94 31,10
6,32 1,06 7 3,75 1,71

Cmn — kapacitance membrany, IR — membranovy odpgr-\lidovy membranovy potencial, GR—
proudova hustota rychle se aktivujicich a inakfiigh vn usmrn nych nap ov zavislych K
proud , CDwpr — proudova hustota zpo dych vn usmrn nych nap ov zavislych K proud,
CDkir — proudova hustota dovniismrn nych nap ov zavislych K proud, n — poet bunk,
S.E.M. — standardni chyba jpn ru.
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6. Diskuze

6.1. BDNF a Shh vyznamn ovliv uji zastoupeni jednotlivych bun nych

typ

NaSe vysledky ukazaly, e faktory BDNF a VEGF podgb vznik pasivniho typu
bun k, ktery by mohl na zakladelektrofyziologickych vlastnosti odpovidat bastrocytm
(Bordey a Sontheimer, 2000) nebo neurdlnim kmenobynkam (Liu et al., 1999). Pro
p esnou identifikaci tthto bunk je nutné doplnit imunocytochemickou analyzu zamou
na expresi glutamin syntazy, ktera je specifickyprerovana u astrocyt (Norenberg a
Martinez-Hernandez, 1979) a mozkového proteinurykied e lipidy (BLBP) a ktery je
exprimovan u radialnich glii (Feng et al., 1994x étuhou stranu, morfogen Shh podporoval
tvorbu prekurzorového typu buk ktery byl zarove nejvyraznji ovlivn n jednotlivymi
faktory. Po elektrofyziologické strance faktory lFG/EGF a morfogen Shh depolarizovaly
Vm prekurzorového typu buk. Navic bFGF zvySoval £a CDxpr, Z €ho vyplyva, e
bFGF zejm podporuje diferenciaci prekurzorového typu budo neuroblast proto e po
morfologické a elektrofyziologické strance se pmzkwovy typ bunk velmi podoba
nezralym neuromm embryonalniho kortexu, pro nje typicka bipolarni morfologie,
depolarizovany ¥ (~45 mV) a vysoka hodnota IR (~1,5 GWalker et al., 2007). Liu a
spoluauto navic ukazali, e neuralni kmenové Wy vykazuji pedevsSim kg proudy a
velmi malé, nebo adné Kproudy (Liu et al., 2006), co odpovida i naSimsigdk m.
DalSim faktorem, ktery ovlivoval elektrofyziologické vlastnosti prekurzorovétypu bunk,
byl Shh, ktery zcela inhiboval Kproudy, tak e zstaly zachovany pouzepk proudy, co
poukazuje na vliv Shh na udreni progenitorovéhavst bunk, jak bylo popsano u
neonatélnich kmenovych/progenitorovych bunSVZ (Prajerova et al., 2010a). U
komplexniho typu burk, ktery po elektrofyziologické strance vykazovdiacakteristiky
zralych polydendrocyt (p itomnost Kg, Kpr, Ka @ vzacn také k, proud ; (Schools et al.,
2006), nebyl zaznamenan adny vliv jednotlivych tfak na elektrofyziologické vlastnosti
EGFFP polydendrocyt, s vyjimkou BDNF, ktery sni oval CRg, a bFGF, ktery vyskyt i§
proud zcela potlail. N které studie ukazuji, e potlani exprese l& proud vede
k depolarizaci W, co v kone ném d sledku zvySuje proliferaci buk (Yasuda et al., 2008).
Z tohoto dvodu se domnivame, e by faktory BDNF a bFGF moktimulovat buky
k proliferaci, jak ji bylo ukazano po ischemii aktoru bFGF (Jin-giao et al., 2009)navitro
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u neuralnich kmenovych bukv neposkozeném mozku u faktoru BDNF (Zhang et2@l11).
Na druhou stranu, imunocytochemicka analyza ukéespaesi DCX (markeru neuroblast
obr. . 21) u EGFP bunk, které po morfologické strance (bipolarni morfgg) velmi

p ipominaly prekurzorovy typ buk, co by odpovidalo studii, ktera ukazala, e BDNF
zvySuje tvorbu migrujicich neuroblast SVZ (Petridis a ElI Maarouf, 2011). Proepné
vySeteni vlivu BDNF a bFGF na proliferaci polydendrocyty bylo vhodné doplnit tyto
vysledky o imunocytochemickou kvantifikaci zalo anona pitomnosti marker

proliferujicich bunk (nap. PCNA) a marker ur ujicich konkrétni bun ny typ.

6.2. MCAO indukuje proliferaci EGFP " bun k a jejich zrani do astrocyt

Po MCAO doslo k vytveeni korové léze, ktera indukovala proliferaci bkijak bylo
potvrzeno kolokalizaci EGFP a PCNA imunocytochemickanalyzou. Ischemicka léze
nem la vliv na elektrofyziologické vlastnosti EGFBun k, s vyjimkou prekurzorového typu
bun k, u kterého signifikantn sni ovala G,. NaSe vysledky ziskané v fr hu kultivace
ukazaly, e ischemické poskozeni zvysuje prolif@EBGFP polydendrocyt a jejich nasledné
dozravani v GFAPastrocyty, jak je patrné z imunocytochemické amai vitro naobr.

23, kde 4 dny po MCAO byla detekovana sasna exprese EGFP a GFAP u velkéhaypo
bunk. U bun né kultury, kterd byla izolovana z neposkozené mweékk ry, jsme
sou asnou expresi EGFP a GFAP nedetekovali. Vznik egtre EGFP polydendrocyt byl
také potvrzen elektrofyziologickou analyzou, ktei@zala, e z burk izolovanych z oblasti
ischemické léze vznika a 50% buanpasivniho typu, které jsou GFAPPo ischemickém
poskozeni, dochazi po ité dob k tvorb glialni jizvy, ktera je tveena pedevsim GFAP
reaktivnimi astrocyty (Pekny a Nilsson, 2005),gkjip vod neni pesn znam (Goritz et al.,
2011). Astrocyty obecnvykazuji pomrn nizkou proliferani aktivitu, jak ji bylo popsano
u ischemického posSkozeni CAl oblasti hipokampu, gduyze 8% astrocytproliferovalo.
Nicmén, v pr b hu ischemie/reperfize se jejich pb zvysil z pvodnich ~10% z celkového
po tu bunk na 30 % (Anderova et al., 2011). epto, e nkteré studie ukazuji, e astrocyty
vznikaji z polydendrocyt pouze v embryonalnim mozku (Zhu et al., 2011b¥enaysledky
dokazuji, e po MCAO dochézi k indukci diferencia@GFP polydendrocyt prav do
astrocyt i v dosplém mozku, co je v souladu se studii, ktera poul@za tvorbu astrocyt
z polydendrocyt také v dosposti (Alonso, 2005). Z tohoto dodu vyvstava otazka, jakeé

mechanismy se @stni aktivace polydendrocyta jejich diferenciace do astrocytpo
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ischemickém poSkozeni mozku. Jak jsme ukéazali, pknkrétni faktory jako BDNF by
mohly indukovat diferenciaci polydendrocytio astrocyt. Proto by logickym pokravanim

této studie mlo byt studium vlivu jednotlivych faktor na buky izolované z ischemicky
poSkozené oblasti mozku, a zvlastni pozornost bia fayt v novana i mo nym vzajemnym

interakcim mezi tmito faktory.
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7.Zavr

V této praci jsme ukazali, e z EGFmolydendrocyt izolovanych z kmene mysi

B6;FVB — Tg (Cspg4-cre)lAkik/J vznikaji it bun né typy: pasivni, komplexni a
prekurzorovy typ burk. Analyza diferencianiho potencidlu EGFP polydendrocyt
v p itomnosti faktor a morfogen (BDNF, bFGF, Shh a VEGF) im vitro podminkach

ukazala, e:

Shh podporuje vyhradnvznik prekurzorového typu buk, zatimco komplexni typ

bun k zcela potlauje.

BDNF vyznamn zvySuje incidenci pasivniho typu bun

Faktory bFGF, Shh a VEGF depolarizuji klidovy meérmvy potencial u

prekurzorového typu buk.

Faktor bFGF zvySuje kapacitanci membrany a proudokastotu kg proud u
prekurzorového typu buf, zatimco BDNF sni uje proudovou hustotyzKproud u

komplexniho typu burk.
Jednotlivé faktory nemaji vliv na zmy v expresi zakladnich glialnich a neuronalnich
marker s vyjimkou BDNF, u kterého imunocytochemicka amalykazala zvySenou

expresi markeru astrocyt- GFAP a markeru neuroblastDCX.

MCAO zvySovala vyznamnproliferaci EGFP polydendrocyt a jejich diferenciaci

do astrocyt
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