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ABSTRAKT (CZ)

Jednou ze zdvaznych komplikaci ischemického a traumatického poSkozeni mozku je
vyvoj mozkového edému, ktery vznikd v disledku naruSeni iontové homeostdzy, coz vede
k uvolnéni velkého mnoZstvi K™ a neurotransmiteri do extracelularniho prostoru. Zvyseny
piijem osmoticky aktivnich latek, ktery je zprostfedkovdn pifedevSim astrocyty, je
kompenzovan intraceluldrni akumulaci vody, kterd rychle pronikd do astrocytl
prostiednictvim aquaporinu-4 (AQP4). Bylo prokdzano, Zze zmeéna lokalizace AQP4
v membrané astrocytl prostiednictvim delece genu pro a-sytrofin, jehoZ protein je
zodpovédny za lokalizaci AQP4 v perivaskuldrnich membrdandch astrocytd (Neely et al.
2001), md za nésledek sniZeni edemického nartistu mozkové tkan€ a pomalejSi vychytdvani
K" z extraceluldrniho prostoru (Amiry-Moghaddam et al. 2003a). Cilem prace bylo objasnit,
jak delece genu pro a-sytrofin ovlivni objemové zmény kortikdlnich astrocytii v pribchu
jejich vystaveni modelovym patologickym staviim, jako je hypoosmoticky a hyperosmoticky
stres, zvySend koncentrace extraceluldrntho K* (10 mM K*) a deprivace glukézou a kyslikem
(OGD). Pro vizualizaci jednotlivych astrocytil, které postrddaji protein a-syntrofin, jsme
kifzenim GFAP/EGFP my3i a a-syntrofin deficientnich (a-Syn™) mysi vytvofili novy dvojits-
transgenni kmen GFAP/EGFP/a-Syn” mysi, ktery ndm umoZnil zaznamenat objemové
zmény astrocytl pomoci trojrozmérné (3D) konfokdlni morfometrie in situ. Zjistili jsme,
Ze delece genu pro o-syntrofin nemd piekvapivé vliv na zvétSovani objemu astrocytl
vyvolaného hypoosmotickym stresem ani na jejich ndvrat v isotonickych podminkach, ale ma
vliv navyrazné¢ pomalejSi zvétSovani objemu vyvolané hyperoosmotickym roztokem
mannitolu. VIiv delece genu pro a-syntrofin se ddle projevil na zvySené regulaci objemu
astrocytll pfi ndvratu do isotonickych podminek po 30 minutové aplikaci 10 mM K a také na
zpomaleném zvétSovani astrocyti v pribéhu OGD a ndsledném pomalejSim ndvratu
po navozeni isotonickych podminek. Podobné¢ jako v piedchdzejicich pracich (Benesova et al.
2011), jsme i u GFAP/EGFP/a—Syn'/' mysi potvrdili existenci dvou populaci kortikdlnich
astrocytil, které se navzdjem lisi zménami svého objemu v pribchu plisobeni vySe zminénych
stresovych roztoka. Jednotlivé populace vykazuji rozdilné zmény objemu a incidenci

v porovnani s populacemi popsanymi u GFAP/EGFP mysi (Benesova et al. 2011).



ABSTRAKT (EN)

The formation of brain oedema, which accompanies ischemic or traumatic brain
injuries, originates from a disruption of ionic/neurotransmitter homeostasis that leads to
extracellular K" elevation and neurotransmitter accumulation in the extracellular space. An
increased uptake of these osmotically active substances, predominantly provided by
astrocytes, is accompanied by intracellular water accumulation via aquaporin-4 (AQP4).
Since it has been shown that the removal of perivascular AQP4 via the deletion of a-
syntrophin, which is the protein responsible for anchoring AQP4 on the astrocytic membrane
(Neely et al. 2001), delays oedema formation and K clearance (Amiry-Moghaddam et al.
2003a), we aimed to elucidate how the alpha-syntrophin deletion affects astrocyte volume
changes in the cortex during pathological states, such as hypoosmotic stress or oxygen-
glucose deprivation (OGD), using three-dimensional (3D) confocal morphometry in situ. In
order to visualize individual astrocytes that lack alpha-syntrophin, double transgenic mice
(GFAP/EGFP/0-Syn™) were generated by crossbreeding GFAP-EGFP mice with a-
syntrophin knockout mice. 3D-confocal morphometry revealed that alpha-syntrophin deletion
did not alter astrocyte swelling during hypoosmotic stress or their recovery in isotonic
solution; however, astrocytic swelling was slower in hyperosmotic solution containing
mannitol. During OGD a-syn deletion resulted in the slower swelling of astrocytes and slower
volume recovery following OGD when compared to astrocyte volume changes in the cortex
of GFAP/EGFP mice (controls). Interestingly, astrocyte swelling of GFAP/EGFP/a—Syn'/ ’
mice evoked by 30-minute application of 10 mM K+ was comparable with that observed in
controls however, astrocytes of GFAP/EGFP/a-Syn” mice recovered their volume during
washout in isotonic solution more effectively. Similarly to our previous findings (Benesova et
al. 2011), we have confirmed the existence of two astrocytic subpopulations also in the cortex
of GFAP/EGFP/a-Syn™ mice that significantly differed in their responses to stress conditions.
The individual subpopulations identified in GFAP/EGFP/a-Syn” mice displayed distinct

volume changes as well as the incidence when compared to controls.



UVOD

Cévni mozkové pithody (CMP) piedstavuji ve vétSiné piipadi téZkou zdravotni
komplikaci, ke které dochédzi napiiklad po embolickém nebo trombotickém uzavieni jedné
z mozkovych cév. Az 80 % CMP je ischemickych, mohou mit za ndsledek dlouhodobou
invaliditu a jsou druhou nej€astéjsi pfi¢inou dmrti pacientil ve vyspélych zemich. Zavaznost
mozkového poskozeni je zpravidla zdvisld na délce doby, po kterou jsou mozkové bunky
vystaveny nedostatku energetickych substrati a kysliku, a také na mife redukce krevniho
pratoku. Jednou z nejzavaznéjSich komplikaci, kterd za téchto podminek vznika, je i vyvoj
mozkového edému. Ke vzniku edému pfispivaji zménami svého objemu piedevsim astrocyty,
které disponuji fadou iontovych kandlii a ptfenasecti (Mongin and Kimelberg 2004), a za
fyziologickych podminek piispivaji k udrzovani jak optimdlni neurondlni transmise, tak
iontové a vodni homeostazy v extracelularnim prostoru mozku. Jednou z prvnich odpovédi na
zastaveni piisunu energetickych substratl k mozkovym bunikdim je naruSeni iontové
rovnovadhy a ndslednd depolarizace neuront. Astrocyty za téchto podminek pfijimaji velké
mnozstvi uvolnéného drasliku a glutamétu spolecné s velkym mnoZstvim vody, jehoZ
nasledkem je vyrazné zvétSovani jejich objemu (Rossi, Brady and Mohr 2007). Lécba
nasledkit mozkové ischémie po znovuobnoveni krevniho pritoku je obtiznd pravé kvili
masivnimu ndrast edematické tkdn€ a proto se vyvoj novych terapeutickych piistupti zaméiuje
pravé na prostiedky ke snizeni otoku mozku. Do Cela zajmu se stdle vice dostdvaji pravé
astrocyty a studium mechanismil pfispivajici ke zvétSovani jejich objemu, jejichz objasnéni
by mohlo vést k vyvoji cilené terapie. Zda se, Ze jednim z moZnych cili by mohla byt
regulace distribuce vody prostfednictvim modulace aktivity vodniho kandlu v membriné
astrocytil aqauaporinu-4 (AQP4). Bylo prokazano, ze AQP4 a jeho specifickd lokalizace na
vybéZcich astrocytli, které jsou v kontaktu scévami, md vyznamny podil na tvorbé
mozkového edému a na vysledné velikosti ischemii zasazené oblasti (Manley et al. 2000,
Amiry-Moghaddam et al. 2003a). Za tuto perivaskuldrni lokalizaci AQP4 je zodpovédny
protein a-syntrofin (a-Syn), jehoz delece zplisobi rozprostieni APQ4 po celé ploSe membrany
(Neely et al. 2001). Rozpoznani konkrétnich mechanismti, které ptispivaji ke zvétSovani
objemu jednotlivych astrocyti, jejich vzdjemné provazanosti a objasnéni vlivu delece a-Syn,
mohou byt zdkladem pro vyvoj novych terapeutickych postupli zamétenych na akutni fazi

ischémie/reperfuze.
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LITERARNI PREHLED

1 Astrocyty

Astrocyty patii mezi gliové buiiky a jsou nejpocetnéjSim bunécnym typem v nervové
tkdni. Tvoii zna¢né heterogenni populaci, kterou Ize rozclenit podle mnoha kritérii, kterd se
v mozku, udrZuji pfisny dohled nad homeostdzou vody, iontli a glutamétu v extracelularnim
prostoru, které jsou nezbytné jak pro zachovani optimdlni glutamdatergni transmise, tak
vzhledem k omezenému prostoru lebky také udrzeni spravného objemu bunék. Neméné
dilezitou tlohu maji také béhem neurogeneze, synaptogeneze ¢i produkce rustovych faktorii

(Panickar and Norenberg 2005).

1.1 Heterogenita astrocyti:

Astrocyty tvofi rtznorodou populaci bunék a existuje mnoho piistupil, kterymi
muzeme jednotlivé subpopulace rozliSovat. Nejbéznéjsi rozdéleni astrocytli je dle jejich
morfologické struktury (Sofroniew and Vinters 2010) nebo pomoci moderni
imunohistochemické identifikace (Emsley and Macklis 2006).

Na zdklad¢ rozdili v morfologii a anatomické lokalizaci se astrocyty obecné déli do
dvou hlavnich skupin: protoplazmatické a fibrilarni. Protoplazmatické astrocyty se nachazeji
v Sedé hmoté mozkové. Z jejich téla vychazi nékolik hlavnich vybézkil, které se bohaté
rozvétvuji v hustou sit’ tenkych vybézkl a celd bunka tak zaujima kulovity tvar (Obr. 1A).
Vybézky protoplazmatickych astrocytl tvoii ¢etné kontakty s krevnimi cévami a obklopuji
neurondlni synapse (Sofroniew and Vinters 2010). Priimér protoplazmatického astrocytu
v kite potkana se pohybuje okolo 30-80 um (Simard et al. 2003). Fibrilarni astrocyty (Obr.
1B) maji mnoho dlouhych, tenkych, nepiili§ rozvétvenych vybézku, které jsou v kontaktu jak
s krevnimi cévami, tak s Ranvierovymi zafezy (nody), které se nachazi v bilé hmoté mozkové

(Sofroniew and Vinters 2010). Toto morfologické odliSeni bylo popsdno Spanélskym

badatelem Ramonem y Cajalem jiZ na konci 19. stoleti a je obecné platné dodnes.

11



Obr. 1: Protoplazmaticky a fibrilarni astrocyt. A) Vybézky protoplazmatického astrocytu tvoii hustou
sit’ tenkych vldken pronikajicich k neurondlnim spojum Sedé hmoty. Jeden i vice silnéjSich vyb&zku se
protahuji aZ k cévé a obklopuji jeji povrch. Méfitko 3um; mc — mozkové céva (Sofroniew and Vinters
2010) B) Fibrilarni astrocyt ma vybézky dlouhé aZ n€kolik desitek pum (méfitko neni uvedeno) (Cannon
1985).

Charakteristickou vlastnosti astrocytil je exprese glidlniho fibrildrnitho acidického
proteinu (GFAP - zangl. Glial Fibrillar Acidic Protein), ktery je jednim z nejvice
syntetizovanych proteintt v mozku viibec. Je Siroce rozsifen jako specificky marker pro
imunohistochemickou identifikaci astrocytil a spolu s vimentinem a nestinem patii do skupiny
proteinti, které tvoii intermedidtni filamenta v astrocytech (Pekny and Pekna 2004). Mezi
dalsi specifické markery astrocyti patii napiiklad beta-podjednotka kalcium vdazajiciho
proteinu (S100B) (Savchenko et al. 2000), glutaméat/aspartitovy transportér (GLAST) a
glutamétovy transportér-1 (GLT-1) (Chaudhry et al. 1995) nebo enzym glutamin syntéza
(Walz and Lang 1998).

Na zdkladé imunohistochemické analyzy pomoci protilatek specifickych pro GFAP a
S100B a pouziti transgennich mysi, které exprimuji zeleny fluorescen¢ni protein (GFP - z
angl. Green Fluorescent Protein) pod lidskym promotorem pro GFAP, bylo v mozkové tkdni
rozliSeno az 9 skupin astrocytl: tanycyty, radidlni glie, Bergmannovy glie, protoplazmatické
astrocyty, fibrilarni astrocyty, velate glie, margindlni glie, perivaskularni glie a ependymalni
glie (Emsley and Macklis 2006).

Rada studif ukézala, Ze se astrocyty li§f nejen morfologickymi vlastnostmi, ale mohou
se vyznamné odliSovat 1 ve svych funkénich vlastnostech. Astrocyty v ramci jednotlivych
anatomickych ¢asti mozku vykazuji rozdilnosti napiiklad ve svych elektrofyziologickych
vlastnostech, expresi glutamétovych receptorti a transportéri, Ca* signalizaci, propojeni
mezerovymi spoji a dalSich (Matyash and Kettenmann 2009). Vzhledem k tématu prace je
vsak dileZité zminit predevsim to, Ze heterogenitu astrocyti miiZeme pozorovat také v jejich

odliSnych schopnostech regulovat svlij objem, které nepiimo odrazi rozdilny expresni profil
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astrocyti. V mozkové kife mysi, jejichZ astrocyty jsou oznaCené pomoci zeleného
fluorescen¢niho proteinu se zvySenou expresi (EGFP — z angl. Enhanced Greeen Fluorescent
Protein) exprimovaného pod kontrolou promotoru pro GFAP (Nolte et al. 2001), byly
popsany dvé populace astrocyti. K jejich identifikaci doSlo na zdkladé pozorovani odlisSné
odpovédi astrocytli ve zmeéné objemu v pribéhu ptsobeni hypoosmotického stresu. Astrocyty
s nizkou odpovédi (LR-astrocyty, z angl. Low-Response Astrocytes) se vyznacovaly nartistem
objemu, ktery nepiesdhl 110 % pivodni hodnoty a podobnou mérou se na ném podilelo
bunécné télo i vybezky. U druhé skupiny bunék narist celkového objemu, na kterém se
podilel predevsim nariist vybézktl, presahoval hodnotu 110 %, a proto jsou oznacovany jako
astrocyty s vysokou odpovédi (HR-astrocyty, z angl. High-Response Astrocytes) (Chvatal et
al. 2007a). Toto odlisSné chovani kortikdlnich astrocyti bylo dédle pozorovdno i bc¢hem
expozice podminkdm mozkové ischémie (Benesova et al. 2009). Pomoci kvantitativni
polymerdzové fetézové reakce (QPCR) byl charakterizovan expresni profil iontovych kanéla a
transportérti kortikdlnich GFAP/EGFP astrocytd. Ten odhalil pfitomnost dvou subpopulaci
astrocytl, které se 1isi expresi predev§im chloridovych a draselnych kandld a predpoklada se,
Ze tyto dvé subpoplulace koreluji s populacemi HR- a LR-astrocyti (Obr.2) (Benesova et al.
2011)

subpopulace 1 subpopulace 2

Obr. 2: Dvé populace kortikalnich astrocyti se liSi v genové expresi K+/Cl- kanali. Predpoklada se, ze
HR- a LR-astrocyty maji rozdilnou expresi K" a Cl” kandld, které jsou zodpovédné za vytok K" a Cl a tim
prispivaji k regulaci buné&ného objemu. Subpopulace 1 se vyznacuje vysokou expresi Cl kandlu CIC2 a K*
kandlti se dvéma p6ry TREK-1 a predpoklada se, Ze koreluje se skupinou LR-astrocytii. Subpopulace 2 se
vyznacuje vysokou expresi dovniti usmériiujicich K kanalii Kir4.1 a K™ kanélu se dvéma péry TWIK-1 a
predpokladd se, Ze koreluje se skupinou HR-astrocytl. Iontové kandly zobrazené pierusovanou linkou
naznaduji slabou expresi. Sipky nazna¢uji predpoklddany smér toku iontii nebo excitaénich aminokyselin

pres kandly/transportéry béhem deprivace glukézou a kyslikem zaloZené na reakci na piislusné inhibitory

(Benesova et al. 2011).
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1.2 Funk¢ni vlastnosti:

Mezi zdkladni funkce astrocytil patii vychytavani excitaéni aminokyseliny glutamatu a
odstrafiovani nadbytku K" iontli ze synaptické §térbiny b&hem neurondlni aktivity (Obr. 3).
Astrocyty se vyznacuji vysokou elektrickou stabilitou a jsou povazovany za elektricky
neexcitabilni. Jejich klidovy membranovy potencidl je udrZovan na hodnotich blizkych
Nernstovskému rovnovaznému potencidlu pro K, pfiblizné -80mV (Chever et al. 2010), tedy
méng, nez jsou hodnoty membranovych potencidlli okolnich neurond (interneurony -74mV,
pyramidélni neurony -66mV) (Kang et al. 1998). Nizky membranovy potencidl je disledkem

toho, Ze je membréna astrocytli vysoce propustna pro K*.

Presynaptické
zakonéen{
neuronu

Zakonceni
astrocytarniho
vybézku

K+

H,0

Glutamat

Postsynaptické
zakonceni
neuronu
Obr. 3: Homeostaticka funkce astrocytiu. ZjednoduSeny ndkres glutamdtergni synapse, kterd je

Astrocyt

obklopend vybézkem astrocytu exprimujiciho dovniti usmérnéné napétové zdvislé K kandly Kir4.1 a

transportéry excitaénich aminokyselin (Eaatl a 2), které se podileji na vychytdvéni K™ a glutamitu ze

2 N

synaptické Stérbiny. Tok iontd pfes membrdnu je doprovdzen tokem vody (upraveno dle Amiry-

Moghaddam and Ottersen 2003).

Astrocyty disponuji celou fadou K* kanald zodpovédnych za vychytdvani K*
z extracelularnitho prostoru. Nejvice zastoupenym kandlem je dovniti usmérnény napétove

zéavisly K™ kandl 4.1 (Kir4.1 — z angl. inwardly rectyfying K™ channel) (Li, Head and Timpe
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2001, Kucheryavykh et al. 2007), ktery je lokalizovdn na téle astrocytl, stejné jako na
vybéZcich v mistech kontaktu s krevnimi cévami, tély neuronti i synapsemi (Obr. 4) (Higashi
et al. 2001, Benesova et al. 2009). Kromé tohoto kanalu se na procesu vychytdvani K* ziejmé
podileji i dalsi typy K* kandld jako jsou napiiklad kandly se dvéma péry (Kop — two pore
domain potassium channel), konkrétné typu TWIK a TREK (Paesler, Gabriel and Heinemann
2007).

Obr. 4: Imunohistochemicka analyza exprese Kird.1 a GFAP v kortexu GFAP/EGFP mysi. Exprese
Kir4.1 je lokalizovana na t€le na astrocytl, vybéZcich obklopujici cévy a na télech neurond. Bilou Sipkou je

oznacen astrocyt se silnou expresi Kir4.1, modrou Sipkou astrocyt s niZs{ expresi (Benesova et al. 2009)

U astrocytli Na*/K" ATP4za transportuje 3 Na* z buiiky za 2 K* do buiiky a napomaha
tak obnoveni klidovych hodnot K+ v extra- a intraceluldrnim prostfedi (D'Ambrosio, Gordon
and Winn 2002). Na'/K'/ClI" a K'/CI'" kotransportéry mohou pfispivat ke sniZovéni
extraceluldrniho K* pfedevsim za patologickych podminek (Jayakumar and Norenberg 2010,
Ochoa-de la Paz et al. 2005). Obecny piehled iontovych kandlii a pfenasect pfispivajicich

k udrZovéni iontové homeostdzy v astrocytech zndzornuje obr. 5.
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transportér
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CI"HCO3" transportér
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objemu / 2Na™/Ca™™ transportér
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Na*K+2CI-
(/ kotransportér
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.rSIcha ! Kv 1.5 i Kir4.1
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v zvétSovanim
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Obr. 5: Iontova homeostiza v astrocytech. Astrocyty udrzuji extraceluldrni koncentraci K* na trovni,

mezerove
spoje

kterd je optimalni pro spravnou funkci neuronii aktivnim vychytdvdanim K' z extraceluldrniho prostoru
pomoci dovnité usméménych K" kandlt, Na'/K'ATPizy a Na'-K'CI kotransportéru. Nadbytek
intraceluldrniho K+ je vylougen do vaskuldrniho systému pres Kird.1, Kv1.5, rSloCa** aktivované K*
kandly (RSloKCa) a objemov¢ senzitivnimi K+ proudy béhem RVD. CI- jsou transportovdny do astrocytu
pomoci Na'/K*/CI kotransportéru a CI/HCO5 transportéru. Na né&kolika typech CI” kan4l{ byl pozorovéan
jak dovnitf tak vné usmérnény tok Cl. Objemové senzitivni Cl kandly se aktivuji béhem RVD a
transportuji Cl” ven z buiiky. Vtok Na® do astrocytu je umoZnén pies Na'/H" transportér a Na'/K'/CI
kontransportér. Vytok Na' zprostfedkovdvd K*/Na* pumpa a 2Na*/Ca®* transportér. GABA A kanily,
Na'/H'/HCO;  kotransportér a CI/HCO; transportér se podileji na snizovani HCOs v intraceluldrnim
prostfedi a navozuji extraceluldrni alkalizaci. Vodikové ionty (H") jsou aktivné transportovdny pfies
plazmatickou membranu astrocytii pomoci Na'/H" transportéru a CI/HCO5™ transportéru. Astrocyty maji
anhydrazu kyseliny uhli¢ité, isoenzym, ktery se podili na homeostize vody a elektrolytl. ZvySena
intraceluldrni koncentrace Ca®* aktivuje dalsf uvolilovani Ca® z intraceluldrnich zasob buriky. Dochdzi k ni
v dasledku vazby ATP metabotropni purinergni receptory P2Y, po které ndsleduje vtok Ca®* pies nap&tim
ovlddané Ca™* kandly a 2Na*/Ca® transportéry (upraveno dle Simard and Nedergaard 2004).
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Elektricka stabilita astrocytli také odrazi fakt, Ze jsou astrocyty efektivné propojeny
mezerovymi spoji do funkéniho elektrického syncytia (Dermietzel et al. 1991, Dermietzel et
al. 1989). Mezerové spoje jsou spolu s K* kandly (Chever et al. 2010) zapojeny do
mechanismu tvz. prostorového pufrovani K*, coz znamend, Ze jsou K* pfendSeny z mist o
jejich vysoké koncentraci do mist s nizsi koncentraci (Kofuji and Newman 2004). Mezerové
spoje jsou tvofeny mezibunécnymi kandly (konexony), kterymi jsou mezi sebou propojeny
sousedici astrocyty a vyskytuji se predev§Sim v membrinach astrocytll obklopujicich krevni
cévy (Obr. 6) (Simard et al. 2003). Jsou sloZené z hexameru konexina 43 (Cx43), které tvoii
kanal o velikosti pfiblizn¢ 1,6-2,0 nm a umoznuje tak pronikat nabitym i nenabitym
molekuldm do velikosti 1kDa. Dévaji proto astrocytim moZnost rychlé mezibunécné
komunikace v podob¢ distribuce druhych posld, jako je cyklicky adenosin-monofosfat

(cAMP) a inositol-trifosfat (IP3; Dermietzel et al. 1991) nebo Sifeni kalciovych vin na velké

vzdalenosti (Cornellbell et al. 1990).

Obr. 6: Cx43 (Konexin 43) tvoii mezerové spoje primarné lokalizované okolo cév a na koncich
astrocytarnich vybézku. Imunohistochemické znaceni GFAP (bile) a Cx43 (Cervené) v mozkové kiie
dospé€lého potkana. Cx43 imunoreaktivni plaky tvofi charakter pavoudi sit€¢ okolo stiedn¢ velké cévy.
Vlevém dolim okné je zvyraznény pohled na distribuci Cx43-imunoreaktivnich plakd na koncich

astrocytarnich vybézku (Simard et al. 2003).

Astrocyty maji ve své membrian¢ velké mnoZstvi rozmanitych transmiterovych a
hormonalnich receptorti, které slouZi jako senzory synaptické aktivity. Ty mohou plisobit jako
spoustée Siticich se kalciovych vin (Cornellbell et al. 1990), které jsou velmi dileZitym
specifickym prostfedkem komunikace mezi astrocyty, nezbytnym pro jejich spravnou funkci.
Za vznik kalciovych vin je zodpovédnd fada mechanisml. V membrané astrocytd byly

identifikovany jak glutamétové ionotropni (NMDA, AMPA, kaindtové), tak i metabotropni
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receptory, jejichz aktivace miiZze spustit signalizacni kaskadu reakci, ktera je zodpovédna
za uvolndni Ca’* z endoplazmatického retikula a vznik kalciovych vin (Obr. 7) (Verkhratsky
and Kirchhoff 2007). Bylo pozorovédno, Ze distribuce purinergnich receptort typu P2Y(2)
a P2Y(4) v membranéch astrocytl kontaktujicich cévy je podobna distribuci Cx43-pozitivnich
plaki a predpoklada se, Ze pravé purinergni signalizace je zodpovédnd za vznik a Sifeni
kalciovych vIn podél syncytia astrocytti (Simard et al. 2003). Dal§im medidtorem jsou
pfechodné potencidlové kandly vaniloidniho typu 4 (TRPV4, transient receptor potential
vanilloid-related channel) (Benfenati et al. 2011) exprimované v astrocytirni membrané
v mistech kontaktu s krevnimi cévami nebo pia mater (Benfenati et al. 2007a). TRPV4 jsou
permeabilni pro Ca®* a mohou byt stimulovdny fadou podnétii, jako je napiiklad zvétSovani
objemu buriky ¢i osmoticky stres (Benfenati et al. 2011).

Glutamat je nejhojnéjSim neuropienaseCem v mozku, ale ve vétsi koncentraci muize
mit na nervové bunky excitotoxicky ucinek. Za regulaci jeho koncentrace v extracelularnim
prostoru jsou zodpovédné predevSim astrocyty. AZ 80 % uvolnéného glutamitu bchem
neurondlni aktivity je vychytdno astrocyty, zbylych 20 % je pfijato postsynaptickymi neurony
(Swanson 2005). Vychytavani glutamatu je zprostfedkovdno dvéma systémy: systémem
zévislym na Na®, ktery predstavuje jen minoritni ddast na celkovém mnoZstvi (<5 %)
pfijatého glutamatu, a systémem nezdvislym na Na'. Ten pfedstavuje hlavni podil na
celkovém mnozstvi piijatého glutamédtu a je tvofeny vysokoafinitnimi glutamédtovymi
transportéry, které jsou pohdnény elektrochemickym gradientem kotransportovanych ionta
(Anderson and Swanson 2000). Kazdy glutamatovy aniont je transportovan do bunky spolu se
3 Na" a jednim H", zatimco jeden K" je transportovdn v opaéném sméru (Owe, Marcaggi and
Attwell 2006). V astrocytech je pomoci glutamin syntdzy (GS) ¢ast glutamatu pfeménéna na
glutamin, ktery je transportovdn zpét do neuroni a miiZe poslouZzit k resyntéze glutamatu
(Obr. 5), a c¢ast je oxidovdna na 2-oxoglutardt (Anderson and Swanson 2000). V lidském
mozku bylo klasifikovédno 5 typt transportéri excitacnich aminokyselin EAAT1 az EAATS (z
angl. Excitatory Amino Acids Transporter). EAATI a EAAT2 jsou analogické ke
glutamét/aspartatovému transportéru (GLAST) a glutamatovému transportéru (GLT-1) v
mozku potkand, které jsou exprimovany vyhradné v astrocytech (Danbolt 2001). Jejich pomér
se v jednotlivych ¢astech mozku lisi, naptiklad GLT-1 se vyskytuje pfedevSim v pfednim
mozku a hippokampu, GLAST zejména v mozecku (Owe et al. 2006).

Kromé& zminéné funkce astrocytd pii udrZovani iontové homeostdzy v mozku
a vychytavani glutamatu z extracelularniho prostoru jsou astrocyty dulezitym zdrojem energie

a hraji vyznamnou roli pii dodavani substratu neuronim za podminek energetického stresu,
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protoZze glykogen, ktery je hlavni energetickou rezervou v mozku, je ukldddn zejména

v astrocytech (Swanson and Choi 1993).

[ PRESYNAPTICKA TERMINALA |

Glu Glu

ER / - ; Ca”

Ca"
Glu
X Glu

[POSTSYNAPTICKY NEURON |
l Metabotropni Glutamatovy
GluR transportér

u AMPA, NMDA Glu Glutamat
ionotropni GluR ~ GIn  Glutamin

Obr. 7: Neuro-glidlni glutamatova signalizace. Glutamat uvolnény na synapsi aktivuje ionotropni
(AMPA a NMDA) a metabotropni receptory na astrocytech. Aktivace metabotropnich receptord skupiny I
zahdji syntézu IP3 (inositoltrifosfit) cestou zdvislou na fosfolipdze-C, a spusti uvolnéni Ca™ ze zdsob
endoplazmatického retikula (ER). VétSina (~80 %) glutamatu uvolnéného béhem neurondlni aktivity je
vychytdno pomoci Na*/Glu transportéru do astrocytli, kde je ndsledné pfeménén na glutamin. Glutamin je
transportovan zpét do neurond, kde je hlavnim zdrojem pro novou syntézu glutamatu. Tento d&j je

v odborné literatufe nazyvan jako ‘glutamate-glutamine shuttle’ (Verkhratsky and Kirchhoff 2007).

1.3 Uloha astrocytii v patofyziologii CNS:

Vedle svého fyziologického vyznamu, hraji astrocyty také podstatnou roli pfi vzniku a
prubéhu tady akutnich i chronickych onemocnéni centrdlni nervové soustavy (CNS) a
zastavaji jak neuroprotektivni, tak neurodegenerativni funkce (viz prehled (Sidoryk-
Wegrzynowicz et al. 2011, Chvatal et al. 2008).

V ramci ischemického poSkozeni mozku (viz kapitola mozkova ischémie) se astrocyty
zménami svého objemu nejvyraznéji podileji na vyvoji cytotoxické formy mozkového edému

(Kimelberg 1995).
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2 Mozkova ischémie

Mozkova ischémie je definovdna jako nedostateCné zdsobeni mozku kyslikem a
glukézou, které je zpiisobené zastavenim piivodu krve:

A) do celého mozku, kde jiZ po 5 minutich zdstavy dochdzi k nendvratnému
poskozeni bunék a vyvoji tzv. globalni ischémie. Vznika napiiklad pfi zastaveé
srdce, duSeni nebo tonuti.

B) do ¢asti mozku, naptiklad po embolickém/trombotickém uzaviteni ¢i poskozeni
a nasledném krvaceni jedné z mozkovych cév, pak mluvime o tzv. fokalni
ischémii. V misté, kde je prutok krve zcela zastaven a odumiraji v§echny typy
bun¢k, se vytvaii infarktové jadro. To je obklopeno oblasti zvanou
~penumbra®, kde je pratok krve Castecné¢ omezen a builky zde mohou jesté

urc¢itou dobu prezivat (Nedergaard and Dirnagl 2005).

2.1 Projevy mozkové ischémie na bunééné irovni:

Nedostatek energetického substratu v bunkdch vede k vyCerpani ATP a zastaveni
procest, na které je vdzdno udrZovani iontové homeostdzy. Dochdzi k postupnému
navySovani extraceluldrni koncentrace K, jehoZ nasledkem je prodlouzend depolarizace
membrany neuront i astrocyta (Silver, Deas and Erecinska 1997), doprovazena nadmérnym
uvoliiovanim glutamédtu a dalSich neurotransmiterti. Snaha astrocytli obnovit homeostazu
extraceluldrniho prostoru a zabrénit excitotoxickému poSkozeni neuronti tak vede k aktivaci
fady kandli a pfenasect (Kimelberg 2005), které zptsobuji hromadéni glutamatu, NaCl
a dalsich latek v astrocytech. Anaerobni glykolyza navic pfispivd ke zvySovani intracelularni
koncentrace laktitu a snizovani pH. Celkové je tak vytvéien silny osmoticky tlak, ktery je
kompenzovan vtokem vody do bunék, jehoZ nasledkem dochazi ke zvétSovani objemu
astrocytll, a to jiZz béhem nékolika minut po zablokovani pifsunu energetickych substratii
do mozku. Hlavnim zprostfedkovatelem osmotického toku vody pfes plazmatickou
membrinu astrocytil jsou vodné kandly typu AQP4 (Nielsen et al. 1997). Mechanismy

zodpovédné za zvétSovani objemu astrocytd jsou schématicky zndzornény na obrazku 8.
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Obr. 8: Edém mozku je vysledkem zvétSovani objemu bunék, béhem n¢hoz dochdzi ke zmenSovani
a funkénimu naruseni extracelularniho prostoru. Nerovnomeérna distribuce vody a iontli vede k naruSeni
bunécnych funkci a podpofe vznikajiciho poskozeni. Ke zvétSovani objemu neuron a astrocytl piispiva
vtok Na* pfes AMPA a kaindtové receptory (1), stejné jako vtok CI” a vody. Glutamat uvolnény z neuront
zplsobuje zvéovani objemu astrocytii v disledku vtoku Na® pies glutamatové transportéry (2). Vysokd
extracelularni koncentrace K™ ([K'],) aktivuje Na'/K'/2CI" kontransportér, ktery zptisobuje hromadéni
iontd intraceluldrné a pfispiva ke zvétSovani objemu (3). ZvétSovani objemu astrocytti zahrnuje mnoho
mechanismil, véetné sniZeni aktivity Na'/K'-ATP4zy (4), aktivace Na'/H" transportéru (5) a CI/HCO;
transportéru (6), které byly pozorovany i v jinych typech bun&k. Na'/K'/2CI kontransportér umoZiiuje
i transport amoniaku, ktery piispivd k vyvoji mozkového edému v prubéhu akutniho selhani jater.
Astrocyty exprimuji fadu rtiznych K a CI” kandld (7). Vodni kanal AQP4 (8) je exprimovan vyhradné
v astrocytech a je zdkladem mechanismu utvafeni mozkového edému. AQP4 se hojné vyskytuje
v zakonceni astrocytarnich vybézki obklopujicich cévy, coZ nasvédcuje tomu, Ze reguluje nejenom objem
astrocyt, ale i vyménu vody mezi vaskuldrnimi a intersticidlnimi ¢astmi mozku. AQP4 (8) je lokalizovan
spolu s Kird.1 (9), coZ naznaCuje, ze AQP4 m4 zésadni vliv na aktivitu prostorového pufrovani K'.
V dbsledku zvySovéni [K'], dochédzi k depolarizaci okolnich astrocytii, kterd vede k vychytdvani Na*
a HCO; z extraceluldrniho prostoru prostiednictvim Na'/HCO;  kontransportérti (11). Vysledné zvySeni
intracelularni osmolarity vede ke vtoku vody do astrocyti pres AQP4. Prostorové pufrovani ionti
a distribuce vody v astrocytech jsou také zavislé na vzdjemném propojeni astrocytii mezerovymi spoji (12)

(upraveno dle Seifert, Schilling and Steinhauser 2006).
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3 Regulace bunééného objemu

Udrzovéni konstantniho objemu bunék navzdory extraceluldrnimu a intracelularnimu
naruSovani osmotické rovnovdhy je problém, kterému musi cCelit vSechny bunky tcla.
Obzvlasté mozkové builky musi disponovat piisnymi regulatory svého objemu vzhledem
k omezenému prostoru lebky. Bunéné zmény objemu jsou obvykle rozdélovany do dvou
skupin, isosmotickych a anisosmotickych. Anisosmotické jsou zpiisobeny zménami
v extracelularni osmolarité, zatim co isosmotické jsou zpiisobeny zménami v intracelularni
osmolarité (Strange 2004). Nartst bunécného objemu astrocytii v prubéhu vyvoje mozkového
edému je piikladem isosmotického zmény objemu a to v disledku intracelularni akumulace
pfedev§sim KCl a NaCl (Waldegger et al. 1998).

Za klidovych podminek je mnoZstvi intracelularnich osmoticky aktivnich latek
udrzovano konstantnim diky piesné rovnovaze mezi transportem do bunky a z buiky. Bunka
odpovid4d na naruseni svého objemu aktivaci objemovych regula¢nich mechanismu, které
zahrnuji specifické membranové transportéry nebo metabolické procesy, které napomdhaji
vracet bunice pivodni objem. Hyperosmoticky stres vyvold odtok osmolytii a vody, ktery je
pfiCinou zmenSovani objemu bunky. V piipadé, Ze ma bunka dostatek energetickych
substratii, aktivuje mechanismus zndmy jako regulacni ndrist objemu RVI - zangl.
Regulatory Volume Increase), ktery vede k ndvratu bunécného objemu k normédlovym
hodnotdm. Na druhou stranu, hypoosmoticky stres vyvold vtok osmolyti a vody do buiiky,
coz zpusobi zvétSovani jejiho objemu. V tomto pifipad¢ bunka aktivuje mechanismus
regulacniho poklesu objemu (RVD - z angl. Regulatory Volume Decrease; Obr. 9). Tyto
procesy jsou nezbytné pro fyziologické fungovani bunék (Strange 2004).

Voda pasivné doprovazi tok osmolyti pfes membrianu ve sméru z prostfedi o nizsi

koncentraci osmoticky aktivnich latek do prostifedi s vySsi koncentraci. Jakym zptsobem je

zprostfedkovén transport vody, je popsdno v nasledujici kapitole.
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Obr. 9: Buiika aktivuje mechanismy objemové regulace v odpovédi na naruseni normalniho objemu
buiiky. V pifipadé zmenseni objemu mluvime pfi jeho nasledné regulaci o regulacnim nartistu objemu
(RVI), naopak na zvétieni objemu reaguji buiiky tzv. regulaénim poklesem objemu (RVD). Ubytek
apiijem elektrolytti, které se podileji na regulaci objemu, je zprostfedkovdn zménami v aktivité
membranovych kandlll a prenaSecl, které okamZit€¢ reaguji na odchylky od pivodniho objemu bunky.
Ve vétsing Zivocisnych bunék je podstatou RVD ztrdta KCI prostfednictvim aktivace K" a CI” kandlt (tzv.
VRACs — Volume Regulated Aninon Channels) nebo aktivace K'/CI" kotransportéru. Naopak k RVI
dochazi v disledku pifjmu soli KCI a NaCl. Akumulace téchto soli je zptisobena aktivaci Na*/H" a CI
/HCOj; transportéri nebo Na'/K'/2CI" kotransportéru. Aktivace téchto transportnich drah je rychld

a nastava béhem né¢kolika sekund azZ minut po naruseni buné¢ného objemu (Lang 2007, Strange 2004).
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4 Transport vody

Voda tvoii zhruba 70 — 90 % vsSech molekul v téle vétSiny Zivocichi, ale rozdilné
anatomické Casti téla ¢i konkrétni buiiky se mohou liSit v koncentraci vody potifebné pro své
spravné fungovéni. Proto je nutnd uspotfddand distribuce vody a udrzovani jeji spravné
rovnovihy mezi extraceluldrnim a intraceluldrnim prostorem. Z toho vyplyv4 zdkladni otdzka,
jak je voda transportovéna ptes bunéénou membranu?

Jiz dlouho je znam fakt, Ze voda mtliZze pasivné pronikat pies plazmatickou membranu,
ale tento zpiisob transportu je velmi pomaly a neni podiizen zadné regulaci. Bylo pozorovano,
Ze voda prochdzi membrinou podstatné rychleji, neZ by mohlo byt vysvétleno pomoci prosté
difaze. Predpoklddalo se, Ze musi existovat n€jaky jiny mechanismus, ktery by umoZznoval
rychlej$i prinik vody pfes membranu. V roce 1990 byla publikovéana studie podavajici ptimy
diikaz o tom, Ze sav&i gluk6zovy transportér nezdvisly na Na™ slouzi také jako vodni kandl,
ktery je ,,otevieny* pro prostup vody i za pfedpokladu absence glukézy v extracelularnim
médiu (Fischbarg et al. 1990). Presto tento objev zcela nespliioval vSechny predpoklady
rychlého a efektivniho transportu vody, a tak byl hleddn G¢innéjSi mechanismus. Ten byl
poodhalen o dva roky pozdé&ji, kdy se Peter Agre s kolegy zaméfili na protein CHIP28
(Channel-forming Integral Protein of 28kDa) jako moZného ¢lena skupiny vodnich kanald.
Jejich presvédceni vzniklo na zdklade Cetné distribuce tohoto proteinu v tkanich s vysokou
propustnosti pro vodu a existence sekvencné podobného proteinu i u rostlin. Propustnost
proteinu pro vodu byla testovdana vnesenim RNA a ndslednou expresi proteinu CHIP28
v oocytech Xenopus leavis, které maji obvykle nizkou propustnost pro vodu. Po pfeneseni
oocytld do hypoosmotického pufru bylo pozorovdno vyrazné zvyseni propustnosti pro vodu,
zvétSovani objemu az prasknuti bun¢k, ve kterych byl exprimovan pravé protein CHIP28
(Preston et al. 1992). Takto byl identifikovdn prvni €len z aquaporinové skupiny vodnich

kanald, ktery byl pozdéji pfejmenovan na Agpl.

4.1 Obecna charakteristika vodnich kanalu (aquaporini)
Do dnesniho dne bylo u savcii rozpoznano 13 typt aquaporint rozdélovanych do tii
rodin:
1) skupina vyhradné¢ vodnich kandlii. Jsou primdrné propustnych pouze

pro vodu a patii mezi né¢ AQPO, 1,2,4,5,6a8.
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2) skupina aquaglyceroporinii. Ty jsou propustné jak pro vodu, tak pro dalsi
malé molekuly jako glycerol, mocovinu, nékteré monokarboxyly nebo
laktat. Patii mezi n¢ AQP3, 7,9 a 10.

3) skupina tzv. super-aquaporini. Zahrnuji AQPI1 a 12 lokalizované
predevsim v cytoplazmé (Badaut, Ashwal and Obenaus 2011).

V mozkové tkani potkana bylo do soucasné doby identifikovdno 7 typtit AQP (Badaut
et al. 2011), ztoho 6 typd bylo identifikovdno piimo v astroglidlnich bunkich v mozku
(Roberta and Rossella 2010).

Struktura aquaporint vykazuje ve vétSin€ aspekti obecny charakter. Aquaporiny jsou
transmembranové proteiny, které jsou v membrané sloZzeny jako homotetramery (Obr. 10B)
s prumérnou molekuldrni hmotnosti okolo 30kDa. KaZzdy monomer slouZzi jako vodni kandl
aje slozen z 6 transmembranovych o-helixii s amino- a karboxy- konci orientovanymi

intracelularn€ (Obr. 10A).

A VODA B VODA
s 1 - EXTRACELULARNI
/ — PROSTOR
'
[
8\
NPA
maotivy )
MEMBRANA
o-halix
INTRACELULARNI

FROSTOR
Jr N

Obr. 10: Struktura monomerd AQP1 a jejich tetramerické usporadani v membrané. A) Monomer

AQP1lje sloZen z 6 a-helikdlnich domén, které tvoii vodni pér. Na obrazku jsou zndzornény i NPA motivy.
(B) Tetramerické uspofdddni AQP1 v membriné, ve kterém kazdy individudlni monomer obsahuje vodni
por (Verkman 2005).

Nejuzsi cast poéru dosahuje velikosti 2,8 A, ktera odpovidéd velikosti molekuly vody (Obr.
11A). Pro tuto ¢ést je také typickd sekvence tif aminokyselin: asparagin-prolin-alanin (Asn-
Pro-Ala; NPA) (Fujiyoshi et al. 2002, Kozono et al. 2002). Aminoskupiny asparaginu (Asn76
a 192) jsou zde fixovany a orientovany do prostoru péru, kde postupné tvoii vodikové vazby

Vv s

s atomem kysliku z nejbliZ8i molekuly vody, tu otaceji pérem do pozice, ve které je schopna
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projit a vytvoftit nové vodikové vazby s molekulou vody ve sméru toku (Obr. 11B a C) Priinik
kationtii a protonované vody (H;O") je blokovan pomoci pozitivné nabitého zbytku argininu
(Argl195) usazeného v nejuzsim mist¢ péru (Obr. 11D) (Murata et al. 2000, Kozono et al.
2002).

omezeni
velikosti

-

elekirostatické
95 odpuzovini

reorientace
molekuly
vody

Obr. 11: Schématické znazornéni vysvétlujici blokaci protonové permeability AQP1. A: Diagram
zndzoriuje, jak ¢asteCné naboje z helikdlnich dip6ld nasméruji molekuly vody do prichodu nejuzsi ¢asti
pérem. B a C: Molekuly vody tvoii vodikové vazby s Asn76 a/nebo Asnl92, jejichZ animoskupiny jsou
orientovdny do prostoru péru (Murata et al. 2000). D: Tvar vodniho péru (modfe) je odvozeny na zdklade
vypodtl ze struktury AQPI. Ctyii molekuly vody znizornéné tmavé Cervenou barvou reprezentuji
pfechodné interakce s aminoskupinami lemujicimi nejuzs$i misto. Zbytek vody v intracelularnim
a extraceluldrnim vestibulu kandlu je zobrazen oranZovou barvou. Tii vlastnosti kandlu urcuji jeji
specifickou selektivitu pro vodu: 1) Omezeni velikosti - v mistech asi 8 A nad stfedovou &asti kandlu se
vnitini prostor péru zuZuje az na 2,8 A, to piiblizné odpovida velikosti molekuly vody. 2) Elektrostatické
odpuzovani — Argl95 v nejuzsim misté péru tvoii bariéru pro kationty, zahrnujici i protonovanou vodu
(H30") 3) Reorientace vody — dva diléi helixy se setkdvaji ve stfedni ¢4sti kandlu a poskytuji pozitivné

nabité dipdly, ktery otdceji molekulu vody v piicném sméru. Prerusenim jedné vodikové vazby

na molekule vody pfedchdzi tvorbé protonové vodivosti (Kozono et al. 2002).
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4.2 Vodni kanaly v membrané astrocyti

Astrocyty jsou za urcitych podminek schopny exprimovat az 6 ruznych typa
aquaporinii: AQP1, 3, 4, 5, 8, 9 (Roberta and Rossella 2010). AQP1 je exprimovén piedevSim
v reaktivnich astrocytech za urcitych patologickych podminek (Roberta and Rossella 2010).
Pfitomnost AQP3, 5 a 8 v astrocytech byla detekovdana pomoci kvantitavitni PCR v redlném
case (RT-qPCR), provedené na kultute kortikdlnich astrocytd (Yamamoto et al. 2001). Vyskyt
téchto typlt AQP v astrocytech in vivo zatim nebyl konkrétné potvrzen. Studie Luca Regliho
a jeho kolegl potvrdila piitomnost AQP9 v astrocytech v nékolika riznych ¢astech mozku.
AQP9 je exprimovan piedevSim v bile hmoté, napiiklad v kal6znim télese nebo v chiasma
opticum, déle také v hippokampu, septu a v nékolika hypotalamickych jadrech. Distribuce
AQP9 v membriné neni vyhradné soustfedéna na mista okolo cév, jako je tomu u AQP4, ale
je rozptylena po celé délce vybézkli a po povrchu bunécného téla bez nutnosti kontaktu
scévou (Badaut et al. 2001). Pozd¢jsi studie dokonce navrhuje, Ze vzhledem k znacné
vysokému vyskytu AQP9 v astrocytech bilé hmoty mozkové, by privé AQP9 mohl byt
oznacovdn za charakteristicky znak astrocyti bilé hmoty. V rozporu stim byla ale
zaznamendna i mald skupina astrocytii v Sedé hmoté, kterd se projevovala pozitivnim
barvenim na pifitomnost AQP9 (Badaut et al. 2004). AQP4 je hlavnim aquaporinem
systetizovanym v mozkové tkdni a to pfedevSim v astrocytech a je mu vénovédna nasledujici

kapitola.

4.3 Aquaporin-4

Vroce 1994 byl poprvé naklonovdn 32kDa protein MIWC (vodni kandl necitlivy
kiontim rtuti, z angl. Mercury-Insensitive Water Channel) zodpovédny za vysokou
propustnost vody v plicnich sklipcich potkant. Bylo zjisténo, Zze MIWC ma jesSte¢ vyssi
propustnost pro vodu, nez diive objeveny CHIP28 a vzdjemné se tyto proteiny liSi svoji
distribuci v tkdnich. JiZ tehdy byla zaznamendna vysokd exprese MICW v mozku potkant
(Hasegawa et al. 1994). Pozdéji byl MICW piejmenovan na AQP4.

Pomoci elektronové mikroskopie s vysokou rozliSovaci schopnosti v kombinaci
s imunocytochemickym barvenim vzorka zlatymi casticemi byla detekovdna piitomnost
AQP4 v astrocytech a ependymalnich bunkidch mozku. AQP4 vykazuje vyraznou a vysoce
polarizovanou expresi ve vyb&Zcich astrocytl, které jsou v blizkém, nebo piimém kontaktu
scévou (Obr. 12), nebo pia mater. Méné€ vyraznd exprese je zaznamendna v membriné
astrocytll obklopujici glutamétergni synapse. Naopak v neuronech nebyla zaznamendna

exprese AQP4 zadna (Nielsen et al. 1997). AQP4 existuje ve dvou isoformach M1 a M23,
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mist. Produktem translace z prvniho metioninu je 32kDa polypeptid o 323 aminokyselinich
(isoforma MI1), produktem translace z druhého metioninu je 30kDa polypeptid o 301
aminokyselindch (isoforma M23). Nicméné ob¢ isoformy tvoii funkéni protein AQP4 (Jung et
al. 1994). V perivaskuldrnich membrandch astrocytii tetramery AQP4 spolu vzdjemné tvoii
ruzn¢ velké oblasti s pravidelné uspotfddanou strukturou mezi jednotlivymi aquaporiny (Obr.
13). Tyto oblasti se nazyvaji tzv. ortogondlni seskupeni ¢astic (OAPs z angl. Orthogonal
Arrays of Particles) (Verbavatz et al. 1997). Ob¢ isoformy AQP4 jsou schopny tvofit OAPs
jak spolecné, tak i kazda zvlast. Samotné isoformy M23 tvoii OAPs o vétsi velikosti nez
samotné isoformy M1, které jsou ziidka mezi sebou propojeny vazbami (Obr. 13) (Furman et
al. 2003). Polarita AQP4 v perivaskularnich a subpidlnich membridndch neni ndhodnd, ale
regulovand pomoci proteinu a-syntrofinu, ¢lena dystrofinového komplexu proteinti (Obr. 14)
(Neely et al. 2001). Syntrofiny jsou rodina péti proteint (o, Bi, B2, Y1, Y2) obsahujici dvé
plekstrin homologni domény, PDZ doménu (PSD95-Discs large-ZO1 doména) a C-koncovou
syntrophin unikatni oblast (Kachinsky, Froehner and Milgram 1999). Bylo prokazano, Ze
pravé a-syntrofin zodpovidd za ukotveni AQP4 v membriandch astrocyti v mistech
obklopujici cévy a pii absenci a- syntrofinu je AQP4 v téchto mistech zna¢né zredukovén,
protoZe je rozptylen po celé ploSe membriany (Neely et al. 2001). Kvantifika¢ni analyza
imunohistochemického barveni AQP4 zlatymi Casticemi ukdzala, Ze hustota zlatych Castic
v perivaskularnich membréanach astrocytl neokortexu je az 8-krat vyssi u kontrolni skupiny
mysi divokého kmene, neZ u mysi s deficienci proteinu a-syntrofin (a-Syn/). Naopak v
ostatnich Castech membridny byla hustota zlatych castic skoro 2,7-krdt vyS$i (Amiry-

Moghaddam et al. 2003a).
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Obr. 12: Imunohistochemicka analyza AQP4 (lervené) a GFAP astrocyti (zelené) v mozkové kiiie
potkana. Jen nékteré perivaskuldrni astrocyty jsou GFAP pozitivni. Detekce AQP4 odhalila, Ze celd sit
cév spolu s kapilarami je pokryta vyb&zky astrocytl, i kdyZ jsou GFAP negativni. Mensi cévy a kapilary
jsou vetSinou GFAP negativni, ale jsou intenzivné znaceny protildtkou proti AQP4. Méfitko: 60pm
(Simard et al. 2003).

2 M2z

Obr. 13: Ortogonalni seskupeni ¢astic zobrazené metodou mrazového lamani. A) Obrazek znazoriuje

buiiku exprimujici M1 a M23 isoformy AQP4, které v bunééné membrané formuji OAPs o riiznych
velikostech (Furman et al. 2003). B) Isoforma M23 tvofi rozsdhlé OAPs, jednotlivé AQP jsou z 90 %
spojeny vzajemnymi vazbami. C) Isoforma M1 tvoii malé OAPs, jednotlivé AQP jsou jen ziidka propojeny

vazbami. Mé&fitko: 100nm (upraveno dle Furman et al. 2003). OAPs- ortogondlni seskupeni ¢astic (z angl.

Orthogonal Arrays of Particles)
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Obr. 14: Proteinovy komplex dystrophinu a asociovanych proteint: Proteinovy komlex dystrophinu
a asociovanych proteinti (DAP z angl. The dystrophin-associated protein complex) je rozsahld membranova
skupina proteinti, které spojuji cytoskelet buniky s extracelularni matrix. Analyza dystrofinového genu
odhalila pfitomnost osmi riznych promotord rozptylenych na genu, ze kterych vznika tkanové specificky
dystrofinu plné délky (Dp427) i jeho kratsi isoformy. Kromé& Dp427 byly v mozku objeveny jesté 3 kratsi
karboxy (C)- termindlni transkripty - Dp140, Dp116 a hlavni mozkova isoforma Dp71. Kromé Dp71 tvoii
vSechny dystrofiny mistek mezi filamenty aktinu a transmembranovym proteinem B-dystroglykanem (B-
DG). Dp71 chybi aktin-vazajici doména pro dalsi dystrofiny. B-DG je sprazeny s laminin/agrin-vazajicim
proteinem o-DG. Na cytoplazmatické stran¢ komplexu se dystrofin (nebo utrofin, ktery miZe nahradit
dystrofin) vaze k dvéma molekuldm syntrofinu (syn). Syntrofiny jsou rodina péti proteinu (a, p1, B2, v1,
v2), které obsahuji dvé plekstrin homologni domény, PDZ doménu a C-termindln{ syntrofin-unikatni oblast.
PDZ doména slouz{ jako adaptor pro vazbu membranovych kanalt, receptorti, kindz a dalSich
signalizacnich proteinii. Tkanove specifickd variabilita ve sloZeni proteinu dystrofinového komplexu je
z Casti zpisobend odlisnou expresi syntrofind. o-Syn je hlavni syntrophin exprimovany v zakonceni
vybézkl astrocytl a predpoklada se, Ze je zodpovédny za polarizovanou expresi AQP4 v téchto mistech
pomoci pfimé nebo nepifmé interakce Ser-X-Val sekvence na AQP4 s PDZ doménou (Amiry-Moghaddam

and Ottersen 2003)
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4.3.1 Funkce AQP4:
AQP4 umoZziuje obousmérny tok vody pfes membridnu a je kliCovou sloZkou
distribuce vody mezi jednotlivymi ¢4stmi mozku (Amiry-Moghaddam et al. 2003a). Jeho

mnoZzstvi a lokalizace v membrané astrocyti ma zdsadni vliv na vyvoj mozkového edému

(Manley et al. 2000, Amiry-Moghaddam et al. 2003a).

Interakce AQP4 s dalSimi proteiny

V rdmci astrocytdrni membrany je AQP4 exprimovan predevsim v koncich vybézkl
obklopujicich cévy nebo synapse (Nielsen et al. 1997). Vzhledem k vysoké expresi i jinych
proteinii v téchto oblastech se uvaZuje, zda AQP4 strukturdlné¢ ¢i funkéné interaguje
s nékterym z nich. V Miilerovych bunkach retiny byla pozorovdna podobné polarizovana
exprese AQP4 a Kird.1 (Nagelhus et al. 1999, Nagelhus, Mathiisen and Ottersen 2004).
Pozdé&ji bylo potvrzeno, Ze AQP4 je zahrnut do regulace prostorového pufrovani K™ spolu
s Kir4.1 kandlem (Amiry-Moghaddam et al. 2003b). Kolokalizace AQP4 s TRPV4 kandlem
byla pozorovédna jak v primarni kultufe kortikdlnich astrocytl, tak i in situ. TRPV4 je
osmosenzitivnim Ca®* kandl, ktery je zodpovédny za zvySovani intraceluldrni koncentrace
Ca”™ b&hem odpovédi na hypoosmoticky stres. Pfedpokldda se, e AQP4 s TRPV4 tvoii
molekuldrni komplex a jejich interakce je nezbytnd pro regulacni pokles objemu (RVD)
astroglidlnich bunék (Benfenati et al. 2011). Pokles funkce objemové regulovanych
aniontovych kandli (VRACs - zangl. Volume-Regulated Anion Channels) u AQP4
deficientnich mysi byla prvnim diikazem funk¢ni interakce mezi témito proteiny (Benfenati et
al. 2007b) a je nadale studovédna. Vyrazné sniZzeni mnozstvi Cx43 v astrocytech u mysi
s vypnutym genem pro AQP4 (AQP4 “gene silencing) nasvédCuje tomu, Ze mezi
mezerovymi spoji a vodnimi kandly existuje funkcni vztah. Déle je pravdépodobné, ze AQP4
md také vliv na uspofddani cytoskeletu, piedev§im na organizaci F-aktinovych vldken

(Nicchia et al. 2005).

Patofyziologicka funkce AQP4 v prubéhu ischemického poskozeni

AQP4 ma velky vyznam jak v cCasné fazi vyvoje mozkového edému, kdy
zprostiedkovava predevsim vtok vody do astrocytli a zvétSovani jejich objemu, tak ve fazi
reperfize, kdy mtiZze podpofit odtok vody z edémické tkané.

Predpoklad, ze je AQP4 zapojen do formace mozkového edému, podporuji studie na
AQP4 deficientnich (AQP4'/') mysich. Bylo prokdzano, Ze trvald okluze stfedni mozkové

tepny (MCAO) vyvold mensi rozsah poskozeni a snizeny edémicky nartst tkin¢ u AQP4
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deficientnich (AQP4”) mysi v porovndni s kontrolni skupinou mysi. Na daliim modelu
mozkového edému zpisobeného intoxikaci vody bylo pozorovino, e AQP4” mysi maiji
vyrazng vyssi schopnost pieziti nez WT mysi (Manley et al. 2000). Podobnych vysledki bylo
dosazeno i u a-Syn”” (Amiry-Moghaddam et al. 2003a).

Na druhé strané stoji studie, které ukazuji ochranné funkce AQP4 v prubéhu vyvoje
edému. Tento piedpoklad vychdzi z pozorovani ménici se exprese AQP4 po 30 minutové
MCADO, ktera vykazuje prostorovou a ¢asovou variabilitu. NejvysSich hodnot dosahuje AQP4
ve dvou fazich, které koreluji s dobou nejvétsiho bunééného nariistu objemu, a to za 1 hodinu
a 48 hodin po MCAO. Zvysena exprese AQP4 se projevuje predevsim na vybézcich astrocytt
obklopujicich cévy v hraniéni z6n€ mezi zdravou a poSkozenou tkani mozku. Zato
v infarktovém jadfe zvySena exprese APQ4 nebyla pozorovdna (Ribeiro et al. 2006). Bylo
prokdzano, ze Casnd indukce exprese AQP4 v astrocytech po MCAQO nezplsobi vétsi
akumulaci vody ve tkdni, ale naopak usnadiiuje odstraniovani vody z edémické oblasti a ma
pfiznivy vliv na sniZeni rozsahu mozkového edému (Hirt et al. 2009).

V souvislosti s AQP4 bylo také pozorovdno, Ze ischemické poSkozeni ma vliv
na pomer isoforem AQP4 M1 a M23 exprimovanych v mozkové tkani. Ve zdravé tkéni je
vice zastoupena isoforma M23, kterd je zodpovédnd za formovani rozsahlych OAPs.
Po ischémii se v mozkové tkdni vyrazné zvySuje exprese isoformy M1 a dochazi k rozpadu
OAPs (Hirt et al. 2009).

Vsechna tato pozorovani vedou k zdvéru, Ze modulace aktivity AQP4 miiZe byt cestou
k vyvoji specifickych terapeutickych strategii pro sniZeni ndsledki mozkovych poskozeni

vyvolanymi narusenim homeostatické funkce astrocytl k a deregulace jejich objemu.
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2)

3)

CILE DIPLOMOVE PRACE

Vytvofit stabilni kmen transgennich mysi s deleci pro gen o-syntrofin, jejichz
astrocyty budou zvyraznény EGFP, ktery je exprimovanan pod GFAP promotorem.
Charakterizovat objemové zmény astrocytii in situ v prubehu patologickych stavi
u GFAP/EGFP mysi metodou 3D konfokdlni morfometrie.

Objasnit vliv delece genu pro o-syntrofin na objemové zmény astrocytl
u GFAP/EGFP/a-Syn” my3i.
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MATERIAL A METODY

1 Pokusna zviiata

K nasim pokusiim byly pouzity transgenni GFAP/EGFP mysi (Nolte et al. 2001)
a dvojité-transgenni GFAP-EGFP/a-Syn” mysi, samice i samci ve véku 30 — 40 dni (P30 —
P40). Zvifata byla chovana v internim chovu Ustavu experimentdlni mediciny AV CR v
plastovych akvadriich, na standardni dieté, s neomezenym pfistupem ke krmivu a pitné vodé

pii 20-22 °C. Svételny reZim byl LD 12:12.

1.1 GFAP/EGFP mysi

U GFAP/EGFP mysi je vizualizace astrocytl umozZnéna pomoci zvySené exprese
zeleného fluorescencniho proteinu (EGFP), ktery je exprimovan pod kontrolou lidského
promotoru pro glidlni fibrilarni acidicky protein (GFAP) a je specificky pro astrocyty (Obr.
15). ZvySena intenzita fluorescence umoznuje zviditelnit 1 velmi jemné bunécné vyb&zky,
které 1ze zachytit pomoci konfokdlnitho mikroskopu (Nolte et al. 2001), a poskytuje ndm

moznost ptimého meéfeni objemovych zmén jednotlivych astrocyti v akutnich mozkovych

fezech prostiednictvim 3D konfokdlni morfometrie.

Obr. 15: Astrocyty v mozkové kiiFe mysi
znacené EGFP

1.2 GFAP/EGFP/a-Syn™ mysi

GFAP/EGFP/a—Syn'/' vznikly kfiZenim GFAP/EGFP mysi a a—Syn'/' mySi s genetickou
deleci pro a-syntrophin (Adams et al. 2000). Nejprve byla selektovdana PO-P2 mlad’ata
na zdkladé EGFP fluorescence prosvicenim hlavy UV baterkou a vybrdna byla jen ta
pozitivni. Pro ovéfeni spravného pieneseni delece a-syntrophinu do dalSich generaci jsme

pouzili PCR, a pro zhodnoceni tucinku delece a-syntrophinu na rozmisténi AQP4 na
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astrocytdlnich membrandch u GFAP-EGFP/a-Syn” jsme pouZili metody western blott a

imunohistochemické barveni.

1.2.1 PCR genotypizace

Delece a-syntrophinu u GFAP/EGFP/a-Syn™ byla potvrzena pouzitim metody PCR.
Pro extrakci DNA ze vzorku tkané odebrané z konce ocasu mysi a PCR amplifikaci jsme
pouzili REDExtract-N-Amp™ Tissue PCR sadu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Amplifikovin byl dsek DNA pro a-syntrophin  ohrani¢eny  primery: 5'-
GGTGGCGACTGGCTCTGCTG-3" a  5-AGCGCTTCCTGGCAGCTGTGG-3" na
komplementarnim vlakng; a pro neomycin ohrani¢eny primery: 5'-
CAAATTAAGGGCCAGCTCATTCCTCC-3' a 5'-CAGGAGCCCAGTCTTCAATCAGG-3'
na komplementdrnim vldkné. Vzorky amplifikované DNA byly rozd€leny na 1,5% gelu
agarosy a vizualizovany pomoci SYBR Safe DNA Gel Stain (Molecular Probes, Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA).

1.2.2 Western blotting

Pro ovéfeni nepiitomnosti o-syntrofinového proteinu u GFAP/EGFP/a-Syn” mysi
byla  provedena  srovndvaci  western-blott analyza. Z  GFAP/EGFP  mysi,
a—Syn'/ “mysi a GFAP/EGFP/a-Syn” mysi jsme odebrali vzorek Sedé kiiry mozkové, ktery byl
homogenizovan v TRIS pufru (pH 6,8) obsahujici 10% glycerol a 1% dodecylsulfat sodny
(SDS) za pouziti ultrazvukového homogenizitoru. Celkovy obsah proteinu ve vzorku byl
stanoven pomoci Micro BCA™ kitu pro stanoveni proteind (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA). Tkanovy homogenit s 0,5% dithiotreitolem byl denaturovan pti 100°C
ve vodni 1dzni po dobu 5 minut. Proteiny byly rozd€leny na 10% SDS-polyakrylamidovém
gelu a nasledné byly pfeneseny na nitrocelul6zou membranu pomoci TE 70XP jednotky pro
polosuchy pienos (TE 70XP Semi-Dry Transfer unit; Hoefer, Holliston, MA, USA).
Membrana byla blokovana v 5% roztoku suseného odtu¢néného mléka ve fosfatovém-Tween
pufru (PBS - z angl. Phosphate Buffered Saline; 0,05% Tween) za laboratorni teploty po
dobu 1 hodiny. Ddle byla inkubovana s primarni potkani protildtkou proti syntrofinu alfa 1
(AB11187, Abcam, Cambridge, UK) ziedénou v roztoku PBS, ktery obsahoval 1% susSené
odtu¢néné mléko, 0,05% Tween a 0,1% NalNs pies noc ve 4°C. Nasledovala 2 hodinova
inkubace se sekunddrni protildtkou proti krali¢cimu IgG konjugovanou s peroxiddzou (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) za laboratorni teploty. K vizualizaci proteinti na itrocelul6zové
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membrané byl pouzit chemoluminiscencni kit (SuperSignal West Pico Chemiluminiscent

Substrate, Thermo Fisher Scientific).

1.2.3 Imunohistochemie

Utinek delece a- syntrofinu na rozmisténi AQP4 na membrané astrocytt v $edé kaife
mozkové byl potvrzen imunohistochemicky srovndnim GFAP/EGFP/o-Syn” mysi,
puvodnich (x—Syn'/ " myS$i a kontrolnich GFAP/EGFP mysi. Fixace mozku
pro imunohistochemické analyzy byla provedena v hluboké anestézii pentobarbitalem (100
mg/kg, i.p.), kdy do levé srdecni komory mysi bylo injikovdno 20 ml promyvaciho roztoku
(fyziologicky roztok s heparinem; 2500 IU/100ml; Zentiva, Praha, Ceskd Republika)
anasledné¢ 20 ml 4% roztoku paraformaldehydu v PB. Mozek byl vypreparovan z lebky
aulozen do fixa¢nitho roztoku 4% paraformaldehydu po dobu 3 hodin. Nasledné¢ byla
provedena saturace mozkové tkdn¢ postupné se zvySujici se koncentraci sachar6ézy (10%,
20%, 30%), ktera chrani tkan pred poskozenim mrazem. Mozek byl po zmraZeni nafezdn na
30 um fezy pomoci tkanové fezacky Microtome HM 400 (Thermo Fisher Scientific, Waldorf,
Germany). Rezy byly dédle inkubovany v blokovacim roztoku sloZeného z 5%
ChemiBLOCKERU (Chemicon, Temecula, CA, USA) a 0,5% Triton X-100 v PBS po dobu 1
hodiny. Blokovaci roztok byl pouZit také pro fedéni protilitek. Rezy byly nejprve inkubovéany
s primdrni potkani anti- AQP4 protilatkou (AB3594, Chemicon, Temecula, CA, USA) ve 4°C
pfes noc. Nasledné byly dal$i 2 hodiny inkubovany v sekundarni kozi anti-krdli¢i IgG
protilatce konjugované s Alexa-Fluor 596 (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) pii laboratorni teplot¢ 20-22°C. Preparity byly nasnimdny pomoci konfokdlniho
mikroskopu Zeiss 5S10DUO LSM vybaveného Arg/HeNe laserem.

V piipad¢, Ze neni uvedeno jinak, vSechny pouZité chemikdlie byly zakoupeny

u spolecnosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2 Priprava tkanovych fezti mozku pro konfokalni morfometrii

GFAP/EGFP a GFAP-EGFP/o-Syn” mysi byly uspiny pouZitim anestezianiho
plynu isofluranu (Torrex Pharma GmbH, Viden, Rakousko) a usmrceny dekapitaci hlavy.
Hlava byla pfenesena do misky s vychlazenym roztokem, ktery je blizky svym sloZenim
mozkomiSni tekutin€ (aCSF — z angl. Artificial Cerebrospinal Fluid; 2-6°C). Odstranénim
kiize a podkozniho vaziva na dorzdlni stran¢ hlavy byla odhalena ¢ast lebky. Ta byla
chirurgickymi ntizkami nastfizena od tylniho otvoru k tylnimu lupinku a ddle byl rozstfizen

Sev mezi pravou a levou tylni kosti. Pinzetou byly odstranény lebe¢ni kosti kryjici mozecek
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atylni kosti. Mozecek s prodlouzenou michou byly oddéleny pomoci skalpelu a zbytek
mozku byl vynat z lebky. Ziskand ¢4st mozku byla kauddlni stranou pfilepena tkdiiovym
lepidlem k teflonovému nosici, tak, aby ventrdlni strana sméfovala k predem pfipravenému
agarovému bloku (Bacteriological agar). Ten slouZil jako opora pro fezani. Teflonovy nosi¢
s mozkem byl vlozen do fezacky Microcom HM 650 V s vibra¢ni ¢epelkou (Microtom Int.
GmbH, Waldorf, Némecko) s vychlazenym aCSF roztokem (4°C), ktery byl probublavin
smési 95% 02 a 5% CO2 (karbogen, Siad, Branany, Ceska republika). Mozek by nafezdn
na 350 um fezy. Rezy byly rozstéizeny na dvé &asti (pravou a levou hemisféru) a udrzovany
na sitku ponofeném v kddince saCSF roztokem probubldvanym smési karbogenu.
Pred vlastnim méfenim byly fezy alespoinl 1 hodinu inkubovény pfi laboratorni teploté.

Pro vlastni méfeni metodou 3D konfokdlni morfometrie byl fez opatrné piesunut
do pratokové komtrky, kterd je umisténa ve snimaci casti konfokdlniho mikroskopu
pod objektiv pro vodni imerzi a naplnéna aCSF. Roztok byl v komtrce plynule vyménovan
rychlosti ~5 ml/min pomoci dvoucestné PCD 31.2 pumpy (Kouiil, Ceskd republika)
s vlastnim okruhem pro pfitok a odtok opatienymi teflonovymi hadickami. Roztok pfivddény
do komiirky lze tak snadno zménit prostym premisténim saci hadicky pifitokového okruhu.
Zména roztoku se projevi piiblizné po 2 minutich. VSechna méfeni probihala za pokojové

teploty 22-24 °C.

3 Smési plyni

Karbogen: 95% O,, 5% CO,

Kalibracni plyn simulujici hypoxické podminky: 5% O,, 5% CO,, 90% N,

Tlakové ldhve byly plnéné piislusnou smési plynii firmou Linde Technoplyn (Praha, Ceskd

republika) nebo Siad (Branany, Ceskd republika).

4 Roztoky

K nasim pokustim byly pouzity roztoky: aCSF roztok, hypotonicky roztok (H-50),
hypertonicky roztok (H+50), roztok se zvySenym obsahem drasliku (10 mM K%) a roztok
simulujici podminky v mozku v pribc¢hu ischémie — omezeni piisunu glukosy a kysliku
(OGD). Jejich sloZeni shrnuje tabulka 1. pH bylo upraveno na 7,4 + 0,1 sycenim roztoka 5%
CO,.
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Roztok modelujici ischémii — OGD byl odvozen od aCSF, lisil se pouze ve vysledné
koncentraci glukosy (0 mM) a ve sme¢si plynu, kterym byl roztok béhem pokusu pribézné
sycen (5% Oy, 5% CO,, 90% N,). Ostatni roztoky byly béhem pokusu syceny karbogenem.

Osmolalita roztokli byla méfena pomoci osmometru Vapro 5520 (Wescor, Logan,
UT). Hodnota pH byla stanovena pomoci pH metru MiniLab 1Q125 (IQ Scientific
Instruments, San Diego, USA). Pro vizudlni kontrolu piibliZzného pH byl pouzit

fenolsulfonftalein (Fenolova Cerven).

Tab. 1.: Slozeni roztoku

aCSF H-50 H+50 10 mM K* OGD
Koncentrace (mM)
2M NaCl 122.00 98.00 122.00 115.00 122.00
IM KCl 3.00 3.00 3.00 10.00 3.00
IM CaCl, 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
IM MgCl, 1.30 1.30 1.30 1.30 1.30
0,1M Na,HPO4 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25
0,5M NaHCO3; 28.00 28.00 28.00 28.00 28.00
D-glukosa 10.00 10.00 10.00 10.00 -
mannitol - - 50.00 - -
Osmolalita (mOsm/kg)
3005 2505 350+5 3005 290+ 5

VSechny chemikdlie pro piipravu roztokid byly zakoupeny u spolecnosti Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Destilovanad voda byla upravena systémem Millipore (H2O;
Millipore systém)

5 Méreni objemu bunék a metoda 3D konfokalni morfometrie

Pro stanoveni objemovych zmén astrocytu byla pouzita jiz difive popsand metoda 3D
konfokalni morfometrie (Chvatal et al. 2007a, Chvatal, Anderova and Kirchhoff 2007b,
Benesova et al. 2009). Pro snimani optickych obrazt byl pouZzit konfokdlni mikroskop Leica
TCS SP vybaveny Ar/HeNe laserem a objektivem pro vodni imerzi APO Leica x40 (0.8)
HCX. Pro excitaci EGFP signdlu byl pouZit Ar laser nastaveny na vinovou délku 488 nm

a emitované zafeni bylo zachycovéano na fotondsobici v rozmezi vinovych délek 510 - 552 nm

38




s vyuzitim TD488/543/633 filtru. Pro minimalizaci vysvécovani EGFP signélu byla intenzita
laseru nastavena vzdy pouze na 20 %. Bodové clonka (angl. pinhole) byla na konfokalnim
mikroskopu nastavena na 1,5 ndsobek priméru Airyho disku. Citlivost (angl. gain) se
pohybovala od 650 do 750 (artificidlni jednotky) a odstup Sumu (angl. offset) byl nastaven
na 52 (artificidlni jednotky). Trojrozmérny obraz kazdého astrocytu byl zaznamendn jako
soubor po sob¢ jdoucich dvourozmérnych (2D) snimkl prochdzejici celou buiikou. RozliSeni
snimki bylo 1.024x1.024 pixelti a byly pofizené v pravidelné vzdalenosti od sebe (1.0176
um). Data byla ziskdvana a ukldddna programem Leica Confocal Software (Leica, Némecko).
V kazdém 2D snimku lze urcit obsah plochy buiiky vymezeny pixely s intenzitou piesahujici
hodnotu stanoveného prahu (Obr. 16). Objem je pak roven souctu jednotlivych ploch

vyndsobeny vzdalenosti mezi sousednimi rovinami:
" Kde V je objem builky, T je vzddlenost mezi dvéma

V"= 1T Z [, rovinami, U je plodny obsah a n je podet snimkil.
i=1

Zpracovani obrazu a morfometrické méfeni se provadi s pouZitim programu CellAnalyst
(Odd. Bun&éné neurofyziologie, UEM, Praha, Ceskd republika), ktery umoziiuje také
filtrovani obrazu, odstraiiovdni ruSivého signdlu v pozadi, vymezeni prahovych hranic

svitivého signalu a morfometrické vypocty (Chvatal et al. 2007a).

Obr. 16: 3D konfokalni morfometrie A
GFAP/EGFP astrocyti. A: Piekryvny
obraz fluorescenéné znaCené buiky
EGFP. B: 3D rekonstrukce buiiky
po stanoveni jejtho objemu. C: Obraz

bun€k je rovnomérné rozdelen (1,1 pum)

do sady paralelnich 2D optickych fezi ik e

(vlevo). Obsah plochy vyznacené hranici - #.#__,--: 250 % 3.6 um

byl vypocten zvlast pro kazdy fez
(vpravo). Pro vypocet objemu buné¢ného
téla (zvyraznéného pevnou linkou)
a celkového bunécéného objemu

(zvyraznéného pteruSovanou linkou),

byla oblast zdjmu vybrdna individudlné
pro kazdou buiiku (Benesova et al. 2009).
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M¢ifeni objemu byla provddéna na protoplazmatickych astrocytech v Sedé kufe
mozkové z oblasti rozvinutého hippokampu (Obr. 17) ptiblizné 1,34 — 2,46 mm kaudaln€ od

bregmy. Prométeni jednoho astrocytu o 60 — 70 2D snimcich trvalo ~200 sekund.

Obr. 17: Zlutou barvou je mozkova klra

vyznaCena oblast Sedé kury

hipokampus
mozkové, kde byly snimany
GFAP/EGFP znacené astrocyty.

Vysoké intenzity svétla, typické pro osvétleni laserem, nevratné poSkozuji
fluorescen¢ni sondy, a tak dochazi k poklesu intenzity emitovaného zéireni tzv. vybélovéani
(photobleaching) vzorku. Proto byl nejprve objem kazdého astrocytu 3x po sobé prométen
v zdkladnim roztoku aCSF. Tato méteni slouZi jak ke stanoveni normdlového objemu buiiky
pfed aplikaci stresového roztoku, tak i k vypoctu ubytku fluorescence. Vysledné hodnoty
naméfenych objemul bunék musi byt zkorigovany s hodnotou tbytku fluorescence, aby nebylo
vybélovani vzorku zapocitano do zmény objemu bunky. Po té byla zahdjena aplikace jednoho
ze stresovych roztokt (H-50, H+50, 10 mM K" nebo OGD) a v ur¢itych ¢asovych intervalech
(tab. 2) byly zaznamendvany obrazy bunék. Po uplynuti piislusné doby byl obnoven pritok
aCSF (tzv. promyvani), béchem néhoZ byly opét zaznamendviny snimky bunék, a stresovy

roztok byl vymyt. Casové intervaly zdznamu bunééného objemu a délka aplikace jednotlivych

roztoku je shrnuta v tab. 2.

Tab. 2: Casové intervaly zaznamu objemu astrocyti

Délka aplikace Interval méteni Délka promyvani Interval méteni
(min) (min) (min) (min)
H-50 30 10 60 20
H+50 20 5 40 20
10 mM K+ 30 10 60 20
OGD 20 5 40 20
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Zmény objemu vyvolané 10 mM K, hypotonickym stresem, nebo v pritbéhu OGD
jsou uvadény v procentech a objem buiiky pted aplikaci stresovych roztokti byl vzdy roven

100 %.

6 Méieni zmén plochy v jedné konfokalni roviné

stresu, je jiZ v prvnich minutach patrné intenzivni zvétSovani objemu bunégk, které je ndsledné
redukovéno i pfes pretrvavajici hypoosmotické podminky procesem RVD (Pasantes-Morales
and Schousboe 1997). Pro zjisténi, jak rychle kortikdlni astrocyty reaguji na ménici se
podminky extracelularniho prostfedi a zda miZeme pozorovat RVD na astrocytech in situ,
byly v kratkych casovych intervalech sledovdny zmény plochy buiikky v rdmci jednoho
optického fezu.

Pro sniméani optickych obrazii byl pouzit konfokdlni mikroskop Leica TCS SP.
Nastaveni parametrii mikroskopu bylo stejné jako pii snimani 60 — 70 2D-konfokdlnich
obrazl u dlouhodobych sniméni. Obraz astrocytu byl ustaven v misté, ve kterém bylo patrné
télo i vétSina hlavnich vybézkl. Nejprve byl zaznamendn zdkladni snimek pro urceni
normalového povrchu bunky a vypoctu fluorescencniho ubytku. Nésledné bylo zaznamenano
20 snimkd v prubehu aplikace stresového roztoku (H-50 nebo 10 mM K+) a 20 snimkil
v pribéhu promyvani aCSF. Snimky byly pofizovany v rozestupech 15 sekund a sniméni
jednoho obrazu trvalo 3,5 sekundy.

Data byla ziskdvdna a ukldddna programem Leica Confocal Software (Leica,
Némecko). Pomoci programu CellAnalyst (Odd. Buné&éné neurofyziologie, UEM, Praha,
Ceskd republika) byl v ka’dém snimku uréen obsah plochy buiiky vymezeny pixely
s intenzitou piesahujici hodnotu stanoveného prahu.

Zmény plochy vrdmci jednoho optického fezu vyvolané 10 mM K' nebo
hypotonickym stresem jsou uvadény v procentech a plocha bunééného tezu pred aplikaci

stresovych roztoki byla vZdy rovna 100 %.

7 Statisticka analyza
Vysledky jsou vyjadfeny jako primérnd hodnota + standardni chyba priméru (SEM) a
byly porovnavany pomoci dvouvybérového neparového t-testu. P hodnota mensi nez 0,05 je

povazovana jako statisticky prukazna (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001).
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VYSLEDKY

1 Charakterizace transgenniho kmene GFAP/EGFP/a-Syn” mysi

Kmen GFAP/EGFP/o-Syn™™ mysi jsme ziskali kiizenim GFAP/EGFP a a-Syn” mysi.
Potomci kiiZeni, ktefi vykazovali pozitivni pfenos EGFP fluorescence, byli podrobeni PCR
genotypizaci (Obr 18). Vzhledem k tomu, Ze a-Syn” my3i maji navic ve své DNA
zabudovany gen pro neomycin, byla amplifikace neomycinového genu pouzita pro detekci
prenosu DNA a-Syn” mysi do dalich generaci. Pro kontrolu byla pouZita DNA a-Syn”
mySi, kterd vykazovala pfitomnost genu pro neomycin a nepfitomnost genu pro a-syntrofin.
Detekce téchto dvou gent u EGFP pozitivnich potomkil vykazovala troji charakter. Jedna ¢ast
potomkl nevykazovala pienos delece genu pro a-syntrofin, nebyl tedy detekovan gen
pro neomycin, ale byl detekovdn gen pro a-syntrofin stejné¢ jako u kontrolnich GFAP/EGFP
my$i. U druhé casti potomki, kterd byla heterozygotni (GFAP/EGFP/&—Syn” ), doslo
k pfenosu jedné alely s genem pro tvorbu a-syntrofinu od GFAP/EGFP rodice, ale zaroven se
prenesla alela s deletovanym genem pro a-syntrofin od a-Syn™ rodice. Tyto mysi vykazovaly
pfitomnost genu jak pro neomycin, tak pro a-syntrofin. Tieti ¢4st potomkl byla homozygotni
(GFAP/EGFP/a-Syn™), doglo u ni k pfenosu obou alel s deletovanym genem pro a-syntrofin
od a—Syn'/ “rodice a proto vykazovali pfitomnost pouze genu pro neomycin (Obr. 18). Z téchto
GFAP/EGFP/0-Syn” my3i jsme vybrali samce a samice, které jsme pouZili k dal§imu chovu.
Vsichni jejich potomci, ktefi byli EGFP pozitivni, se projevovali jako homozygoti

s deletovanych genem a-syntrofin v obou alelach.

Obr. 18: PCR genotypizace.

U a-Syn'/' mySi je pfitomen pouze PCR GFAP/EGFP
fragment ~ pro  neomycin. U oSm”  |aSwm " a-Syn o-Syn”
GFAP/EGFP/a-Syn** my3i je piitomen

fragment pro a-syntrofin. Heterozygotni - S~ -
potomci s deleci genu pro a-syntrofin -
e [ Syn

neomycin i a-syntrofin, homozygotni potomci pouze fragment pro neomycin.

vykazuji pfitomnost fragmentu pro
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Abychom si ovéfili, zda prenos delece genu pro a-syntrofin byl u GFAP/EGFP/
a—Syn'/ " mySi uspésSny, pouZzili jsme Western blot analyzu pro detekci pfitomnosti proteinu o-
syntrofinu (Obr. 19). Western blot analyza ukdzala, Ze se skutecné 60 kDa protein
predstavujici a-syntrofin netvoii u GFAP/EGFP/o-Syn™ my3i stejné jako u kontrolnich a-

Syn” mysi. Naopak jeho piitomnost je zachycena u GFAP/EGFP mysi.

Obr. 19: Western blot analyza.
U a-Syn” a GFAP/EGFP/u-Syn™

mySi  nebyla v mozkové  kife - 60
detekovana pfitomnost 60 kDa
proteinu pfedstavujictho a-syntrofin.

“ Rt
GFAP/EGFP mysi, které maji aktivni “ 45

gen pro o-syntrofin,  vykazuji

a-Syn™" GFAP/EGFP GFAP/EGFP/a-Syn™"

pfitomnost proteinu a-syntrofinu.

Aquaporin-4 je v membriané astrocytli exprimovan piedev§im v perivaskuldrnich
a subpidlnich membréanach a za tuto polarizovanou expresi je zodpovédny zejména protein o-
syntrofin (Nielsen et al. 1997). Delece genu pro a-syntrofin zplsobi rozptyleni AQP4 podél
celé membriny astrocytu (Neely et al. 2001). Zda je toto charakteristické rozmisténi AQP4
namembrang astrocytd také u GFAP/EGFP/o-Syn” mysi, jsme si  ovéfili
imunohistochemickym znacenim AQP4. U GFAP/EGFP mysi jsme pozorovali silny signdl
AQP4 v mistech okolo cév, zatimco u o-Syn” my3i jsme naopak pozorovali charakteristické
rozptyleni AQP4, bez vyrazného zvySeni koncentrace okolo cév. U GFAP/EGFP/(x—Syn'/'
mysi jsme vidéli stejny charakter rozptyleni AQP4 jako o u (x—Syn'/ “mysi (Obr. 20).
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Obr. 20: Imunohistochemické zna¢eni AQP4. Astrocyty u GFAP/EGFP mysi exprimuji EGFP (zelen¢)
a AQP4 (Cervene), ktery je lokalizovan predev§sim v zakonceni vybézkl astrocytli v mistech okolo cév.
Rozmisténi AQP4 u a-Syn'/' mySi vykazuje dispergovany charakter. U GFAP—EGFP/a-Syn'/' mysi byl
pozorovén stejny vliv na rozmisténi AQP4 na membrdné astrocytd, jako u o-Syn” a zérovei jejich

astrocyty byly oznateny EGFP. Sipky ukazuji na mista, kde je pfitomna mozkova céva.
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2 Objemové zmény kortikalnich astrocyti u GFAP/EGFP a GFAP/EGFP/a-Syn”” mysi.

2.1 Hypoosmoticky a hyperosmoticky stres

Vzhledem ktomu, Ze delece genu pro a-syntrofin ovliviiuje rozmisténi AQP4
v membrané astrocytil, disledkem tak mohou byt zmény v transportu vody u astrocytd.
Z tohoto divodu jsme sledovali vliv redistribuce AQP4 na objemové zmény astrocytil
vyvolané aplikaci hypotonického/hypertonického roztoku u GFAP/EGFEP/a-Syn” (déle jen
GFAP/EGFP/a-Syn’) ve srovnani s kontrolnimi GFAP/EGFP (dale jen kontrolnimi) mySmi.
Vystaveni fezti hypotonickému/hypertonickému roztoku zptsobi piedev§sim vtok vody

do buiiky nebo vytok vody z builky a mé¢la by se tedy projevit zejména aktivita aquaporini.

2.1.1 HypoosmotickyV stres

Mozkovy fez byl vystaven hypotonickému roztoku (250 mOsm/kg) po dobu 30 minut,
objem buiiky byl zaznamendn v 10., 20. a 30. minuté. Nasledn¢ byl mozkovy fez promyvan

60 minut v aCSF a objem bunky byl zaznamenén v 50., 70., a 90. minuté méfeni (Obr. 21).

aCSF H-50 2 5 aCSF

GFAPIEGFP

GFAPIEGFP!
a-Syn

kontrola
Obr. 21: Prekryvny obraz vSech vrstev astrocytu zaznamenany v jednotlivych ¢asovych intervalech.

Zobr. 22 je zfejmé, ze v prubéhu plisobeni hypotonického stresu dochazi
k postupnému zvétSovani objemu astrocytll jak u kontrolnich (n = 23), tak GFAP/EGFP/
a-Syn” mysi (n = 24). Ackoli se zd4, Ze u kontrolnich mysi bylo zvétSovani objemu rychlejsi
nez u GFAP/EGFP/a-Syn” mysi, nebyl mezi témito dvéma skupinami pozorovan zadny
statisticky vyznamny rozdil. Po 30 minutidch aplikace hypotonického roztoku dochazelo
u kontrolnich mysi ke zvétSovani bunécného objemu na ~120 %, u GFAP/EGFP/a-Syn” mysi
na ~115 %. V priibéhu promyvéni roztokem aCSF dochdzelo k dalSimu zvétSovani objemu
astrocytl az na ~131 % jak u kontrolnich tak i u GFAP/EGFP/a-Syn” mysi. Na obrazku 22 lze
dale pozorovat, ze astrocyty GFAP/EGFP/o-Syn” mysi vykazovaly rychlejsi narist objemu

45



a pomalej$i ndvrat k pivodnimu objemu ve srovndni s kontrolnimi mySmi. Ale ani tento

rozdil nema statisticky vyznamnou hodnotu.
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Obr. 22: Srovnani objemovych zmén astrocyti u GFAP/EGFP a GFAP/EGFP/a-Syn” mysi
v priitbéhu aplikace hypotonického roztoku a nasledného promyvani aCSF. A: Casovy pribéh
objemovych zmén astrocyti vztazeny k zdkladnimu objemu pfed zacatkem aplikace hypotonického
roztoku, vyjadfeného jako 100 %. B: Procentudlni zmény objemu v pribéhu promyvani aCSF, které jsou
vztazené k hodnoté objemu dosaZeného ve 30. minuté aplikace hypotonického roztoku, vyjadieného jako

0 %.

Jiz diive byly popsdny dvé skupiny kortikdlnich GFAP/EGFP astrocytl, které se 1isi
zménami svého objemu vyvolanymi hypoosmotickym stresem (Chvatal et al. 2007a), nebo
v pribéhu deprivace glukézou a kyslikem (Benesova et al. 2009). V obou publikacich bylo
ukazano, zZe pokud nartst objemu astrocytu nepfesdahne 110 % a stejnou mérou se na ném

podili jak télo, tak vybézky, jednd se o astrocyty s nizkou odpovédi (LR, z angl. Low-
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Response). Pokud relativni narst objemu vybézki znacné piesahuje narGst objemu téla
a celkovd zména objemu je vétsi nez 110 %, jednd se o astrocyty s vysokou odpovédi (HR,
z angl. High-Response).

Vzhledem ktomu, Ze jsme také pozorovali heterogenni charakter odpovedi
jednotlivych astrocyti, a to u obou kmenl mysi, rozhodli jsme se na nase data uplatnit
podobnd kritéria. Na zdklad¢ vztahu mezi celkovou zménou objemu astrocytli a zménou
objemu t&l a vybeZkl namétenou ve 20. minuté aplikace hypotonického roztoku byly
identifikovany 2 populace astrocytii u kontrolnich i GFAP/EGFP/a-Syn” mys$i. V mozkové
kife kontrolnich mysi jsme identifikovali 5 LR-astrocyti a 18 HR-astrocytl, zatimco
ve skupin¢ GFAP/EGFP/a-Syn” mysi 12 LR-astrocytt a 12 HR-astrocytii. Po rozdéleni bunék
na dvé populace jsme analyzovali ¢asové pribéhy objemovych zmén béhem 30 minutové
aplikace hypotonického roztoku a 60 minutového promyvani aCSF (Obr. 23). Je duleZité si
povsimnout rozdilné odpovédi HR- a LR-astrocytli u obou kmenli mysi. Mezi LR- a HR-
astrocyty u kontrolnich mysi lze pozorovat statisticky vyznamné rozdily ve zméné objemu
v pribéhu aplikace hypotonického roztoku. HR-astrocyty rychle zvétSovaly sviij objem
po celou dobu aplikace az na ~121 % po 30 minutich, zatimco LR-astrocyty zvétSovaly sviij
objem vyrazné pomaleji a ani po 30 minutich nartst objemu neptekrocil hranici 110 %,
vzroste pouze na 108 %. V pribéhu promyvani nebyly rozdily mezi HR- a LR-astrocyty tak
vyrazné. HR-astrocyty zvétSovaly svlj objem i béhem promyvéni a to na ~137 % po 60
minutich promyvani. LR-astrocyty mély tendenci ze zaciatku promyvani zvétSovat svij
objem, ddle mirn¢ regulovaly a jejich objem dosdhl ~113 % po 60 minutich promyvani.
Hodnoty zmén objemu LR-astrocytd v pribéhu promyvani vykazovaly velkou statistickou
chybu, kterd je zpilisobend malym poctem bunck v této skupiné (n=5) a rozdilnym
charakterem reakce jednotlivych bunék. Mezi HR- a LR-astrocyty GFAP/EGFP/a-Syn” mysi
jsme pozorovali vyznamné rozdily jak ve zméné objemu béhem aplikace hypotonického
roztoku, tak v pribéhu promyvani aCSF. HR-astrocyty rychle zvétSovaly sviij objem po celou
dobu aplikace hypotonického roztoku az na ~126 %, kdeZto LR-astrocyty témé&f nezvétSovaly
svlij objem a ten dosdhl maximélni hodnoty 102 % po 30 minutich aplikace hypotonického
roztoku. Béhem promyvani ob¢ populace vykazovaly nértist objemu, ktery se vice projevil

u HR-astrocytll (~150 % po 60 minutich) nez u LR-astrocytd (~115 % po 60 minutich).
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Obr. 23: Identifikace dvou populaci astrocyti u GFAP/EGFP a GFAP/EGFP/a-Syn" mysi
na zakladné zmény objemu vyvolané hypotonickym roztokem. Vztah mezi objemem celého astrocytu
a jeho jednotlivymi ¢astmi - t€lem, vybézky a télem vyjadfenym v procentech z celkového objemu bunky
u GFAP/EGFP mysi (A) a GFAP/EGFP/a-Syn” mys$i (B). PouZity byly hodnoty naméfené ve 20. minuté
aplikace hypotonického roztoku. Pokud byl objem buiiky navySen o méné nez 10 %, pak byla relativni
zména v objemu bunky, téla i vybézkl velmi podobnd a jedna se o astrocyty s nizkou odpovédi (LRA).
Pokud byl objem bunky navysen o vice nez 10 %, pak relativni zména v objemu vybézkii byla veétsi nez
téla a jedna se o astrocyty s vysokou odpovédi (HRA). Casovy pribéh objemovych zmén LR- a HR-
astrocytt u GFAP/EGFP mysi (C) a GFAP/EGFP/o-Syn” mysi (D) vztaZzeny k zdkladnimu objemu
pred zacdtkem aplikace hypotonického roztoku, vyjddfeného jako 100 %.

Pfi srovnani HR- a LR-astrocytil mezi kmenem kontrolnich a GFAP/EGFP/a-Syn

mysi jsme nenaSli zadné statisticky vyznamné rozdily (Obr. 24). HR-astrocyty
u GFAP/EGFP/0-Syn” mySi vykazovaly podobné zmeény objemu jak bchem aplikace
hypotonického roztoku, tak béhem promyvani aCSF, jako HR-astrocyty u kontrolnich mysi.

LR-astrocyty naopak vykazovaly pouze mirné zvétSovani svého objemu jak u kontrolnich, tak
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u GFAP/EGFP/o-Syn” mysi. Nejvyraznéj$i zménu, kterou jsme pozorovali mezi obéma
kmeny mysi, bylo podstatné zvysSeni vyskytu LR-astrocyti u GFAP/EGFP/a-Syn" mysi
na 50 % z ptavodnich 12 % u kontrolnich mysi.
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Obr. 24.: Srovnani objemovych zmén HR- a LR-astrocyti mezi kmenem GFAP/EGFP
a GFAP/EGFP/o-Syn” mysi v pribéhu pusobeni hypotonického roztoku a nasledného promyvani
aCSF. Casovy priibéh objemovych zmén HR-astrocytll (A) a LR-astrocyti (B) vztaZeny k zdkladnimu
objemu pfed zacatkem aplikace hypotonického roztoku, vyjadifeného jako 100 %. Procentudlni zmény
objemu HR-astrocyti (C) a LR-astrocytd (D) v pribéhu promyvani aCSF, které jsou vztaZzené k hodnoté
objemu dosazeného ve 30. minuté¢ aplikace hypotonického roztoku, vyjadieného jako 0 %. Vyskyt HR-
astrocyttl (E) a LR-astrocytli (F) v mozkové kite GFAP/EGFP a GFAP/EGFP/a-Syn™ mysi.
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2.1.2 Hyperosmoticky stres

Mozkovy tez byl vystaven hypertonickému roztoku (350 mOsm/kg) po dobu 20 min
a objem bunky byl zaznamenén v 5., 10., 15. a 20. minuté. Nasledné byl fez 40 min promyvéan

roztokem aCSF a objem buiiky byl zaznamenan v 40. a 60. minuté¢ méteni (Obr 25).

— . H+50 . aCSF .

GFAPIEGFP

GFAPIEGFP/ ./
a-SyLr;

kontrola
Obr. 25.: Prekryvny obraz vSech vrstev astrocytu zaznamenany v jednotlivych ¢asovych intervalech.

Prekvapive, 1 v pribéhu plsobeni hypertonického roztoku dochdzelo k vyraznému
navySeni objemu astrocytll u obou pozorovanych kmenti mysi. Na obrazku 26 lze pozorovat,
Ze zvétSovani astrocytil u kontrolnich mysi bylo vyznamné rychlejsi nez u  GFAP/EGFP/a-
Syn” mysi. Jiz v 5. minuté pasobeni hypertonického roztoku se objem astrocytii u kontrolnich
mysi zvySil na ~110 % a ve 20. minuté az na ~130 %, kdeZzto u GFAP/EGFP/a-Syn” mysi
pozorujeme po prvnich 5 minutich sniZeni objemu astrocytli na ~98 %, v dal§ich minutich
objem stoupd a ve 20. minuté dosahuje hodnoty ~120 %. V prib¢hu promyvani aCSF lze
pozorovat, Ze astrocyty kontrolnich mys$i mély tendenci dile zvySovat svij objem
az na ~140 % ve 20. minut¢ promyvani, ale ve 40. minuté vykazovaly regulaci objemu a jeho
sniZeni na ~133 %. U GFAP/EGFP/a-Syn mysi také dochdzelo ke znaénému nartistu objemu
ve 20. minuté, a to aZ na ~131 %, ktery po 40 minutdch promyvani zlstava témeéf nezménén.
Zavérem lze tici, Ze astrocyty u GFAP/EGFP/o-Syn” mysi vykazuji signifikantné pomalejsi

objemové zmény v pribeéhu psobeni hypertonického roztoku s mannitolem.
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Obr. 26: Srovnani objemovych zmén astrocyti u GFAP/EGFP a GFAP/EGFP/a-Syn” mysi
v priibéhu aplikace hypertonického roztoku a nasledného promyvani aCSF. A: cCasovy pribéh
objemovych zmén astrocytl vztaZenych k zdkladnimu objemu ptfed zacatkem aplikace hypertonického
roztoku, vyjadfeného jako 100 %. B: Procentudlni zmény objemu v pribéhu promyvani aCSF, které jsou
vztaZzené k hodnoté objemu dosazeného ve 30. minuté aplikace hypertonického roztoku, vyjadieného jako

0 %.
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2.2 ZvySena koncentrace extracelularniho drasliku

Roztok se zvySenou koncentraci K* (10 mM) simuluje stav pifi zvySené aktivité
neurond, ke které dochdzi napiiklad béhem epileptickych stavi (Moody, Futamach.Kj and
Prince 1974). U¢inek 10 mM K" (250 mOsm/kg, 30 minut) na zmény objemu astrocytii byl
studovan na 23 astrocytech kontrolnich a 24 astrocytech GFAP/EGFP/a-Syn” mysi. Béhem 30
minutové aplikace 10 mM K* byl objem astrocytu zaznamenn v 10., 20. a 30. minutg.
Néasledovalo 60 minut promyvani aCSF, béhem kterého byl objem astrocytu zaznamenan

v 50., 70. a 90. minuté€ méreni. (Obr. 27).

aCSF 10 mM K* aCSF
GFAP-EGFP

'S

kontrola

GFAPIEGFP/
o-Syn g

Obr. 27.: Piekryvny obraz vSech vrstev astrocytu zaznamenany v jednotlivych ¢asovych intervalech.

Obrazek 28A zndzoriiuje, Ze astrocyty kontrolnich mysi zvySovaly svlj objem
pozvolna po celou dobu aplikace (na 108 %, 113 % a 116 %), zatimco u astrocytl
GFAP/EGFP/a—Syn'/' mySi 1ze pozorovat rychlou reakci v prvnich 10 minutich aplikace
a vyrazné zvétSeni objemu astrocytl na ~119 %. V dalSich minutidch vzrostl objem jen
pozvolna na ~123 % ve 30. minuté aplikace roztoku. V prubéhu promyvani aCSF vykazovaly
astrocyty kontrolnich mysi dal$i ndrGst objemu aZz o ~22 %, zatimco astrocyty
GFAP/EGFP/a-Syn” mysi vykazovaly ndriist pouze o ~5 % (Obr. 28B). Astrocyty
u GFAP/EGFP/a-Syn”™ mysi tedy vykazuji rychlej§i ndrGist objemu v priibdhu prvnich 10
minut aplikace roztoku s 10 mM K* a v priibéhu nasledného promyvani svilj objem vyrazné

reguluji.
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Obr. 28: Srovnani objemovych zmén astrocyti u GFAP/EGFP a GFAP/EGFP/a-Syn” mysi
v priibéhu aplikace roztoku s10 mM K* a nasledného promyvani aCSF. A: Casovy pribéh
objemovych zmén astrocytli vztaZenych k zdkladnimu objemu pred zacitkem aplikace vyjadieného jako
100 %. B: Procentudlni zmény objemu v pribéhu promyvani aCSF, které jsou vztazené k hodnoté objemu

dosaZeného ve 30. minuté aplikace roztoku s 10 mM K" vyjadieného jako 0 %.

I v tomto piipad¢ jsme na naméfené hodnoty aplikovali kritéria rozd€lujici astrocyty
do dvou populaci, dle velikosti zmény jejich objemu v pribéhu plsobeni roztoku
s 10 mM K. Na zdklad¢ vztahu mezi celkovou zménou objemu astrocytli v porovnéni se
zménou objemu t&l a vyb&zkd ve 20. minuté aplikace roztoku s 10 mM K byly
identifikovany 2 populace astrocyti u GFAP/EGFP i GFAP/EGFP/a-Syn™ mysi (Obr. 29).
Ve skupiné astrocytli kontrolnich mysi jsme detekovali 15 LR-astrocyti a 11 HR-astrocyti,
zatimco ve skupiné GFAP/EGFP/a-Syn” 6 LR-astrocytii a 18 HR-astrocytil. Casové pribéhy
zmén objemu LR- a HR-astrocytii v pritbéhu piisobeni roztoku s 10 mM K' i v priib&hu

promyvani aCSF vykazovaly vyrazné¢ odliSny charakter u obou kment mysi (Obr. 29). Objem
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HR-astrocytti kontrolnich mysi vzrostl na ~140 % po 30 minutich aplikace roztoku s 10 mM
K", kdezto LR-astrocyty nevykazovaly téméf Z4dny ndrGst svého objemu. V pribéhu
promyvani aCSF zvétSovaly HR-astrocyty svilj objem aZ na ~142 %, kdezto LR-astrocyty
pouze na ~122 %. U GFAP/EGFP/a-Syn” mysi objem HR-astrocytii vzrostl na ~129 % po 30
minutdch aplikace roztoku s 10 mM K*, kdeZto LR-astrocyty vykazovaly ndrist objemu
pouze na ~104 %. V prubéhu promyvéani aCSF zvétSovaly HR-astrocyty svlj objem az na

~135 %, kdeZto LR-astrocyty pouze na ~109 %.
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Obr. 29: Identifikace dvou populaci astrocyti u GFAP/EGFP a GFAP/EGFP/a-Syn” mysi na zakladé
zmény objemu vyvolané 10 mM K. Vztah mezi objemem celého astrocytu a jeho jednotlivymi ¢astmi -
télem, vybézky a télem vyjddfenym v procentech z celkového objemu buiiky u GFAP/EGFP mysi (A)
a GFAP/EGFP/a-Syn” mysi (B). Pouzity byly hodnoty naméiené ve 20. minuté aplikace 10 mM K*. Pokud
byl objem buriky navySen o méné nez 10 %, pak byla relativni zména v objemu buiky, téla i vybézkl velmi
podobnd a jednd se o astrocyty s nizkou odpovédi (LRA). Pokud byl objem bunky navySen o vice neZ
10 %, pak relativni zména v objemu vybeézki byla vetsi nez téla a jedna se o astrocyty s vysokou odpovédi
(HRA). Casovy priibéh objemovych zmén LR- a HR-astrocytti u GFAP/EGFP mysi (C) a GFAP/EGFP/o-
Syn” my3i (D) vztaZzeny k zékladnimu objemu pred za¢tkem aplikace 10 mM K* roztoku, vyjadieného jako
100 %.
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Porovnianim LR- a HR-astrocyti kontrolnich a GFAP/EGFP/Syn” mysi jsme nenasli
74dné vyrazné rozdily ve zméndch jejich objemu v priibéhu plsobeni roztoku s 10 mM K*
(Obr. 30A, B). Vyrazné zmény jsme pozorovali az béhem nésledného promyvani fezti aCSF,
kdy LR- i HR-astrocyty u GFAP/EGFP/a-Syn” mysi vykazovaly vyraznou regulaci svého
objemu. Oproti tomu, LR- a HR-astrocyty GFAP/EGFP mysi vykazovaly vyznamny narast
svého objemu (Obr. 30 A-D). U GFAP/EGFP/o-Syn” mysi byl navic pozorovan zvySeny
vyskyt HR-astrocytd (75 %), kdeZto u kontrolnich mysi jsme zaznamenali vyssi vyskyt LR-
astrocytt (58 %, obr. 30E, F). Zavérem lze tedy fici, ze astrocyty GFAP/EGFP/a-Syn” mysi
jsou schopny vyrazné regulovat svlij objem v prubéhu promyvani aCSF, jehoz nartist byl

vyvolén piisobenim 10 mM K.
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Obr. 30.: Srovnani objemovych zmén HR- a LR- astrocyti mezi kmenem GFAP/EGFP
a GFAP/EGFP/0-Syn” mysi v pribéhu piisobeni 10 mM K* a nasledného promyvani aCSF. Casovy
pribéh objemovych zmén HR-astrocyti (A) a LR-astrocyti (B) vztaZzeny k zdkladnimu objemu
pred zacatkem aplikace 10 mM K, vyjadfeného jako 100 %. Procentudlni zmény objemu HR-astrocytl (C)
a LR-astrocytli (D) v pribéhu promyvani aCSF, které jsou vztaZené k hodnoté objemu dosazeného ve 30

minuté aplikace 10 mM K, vyjadfeného jako 0 %. Vyskyt HR-astrocyti (E) a LR-astrocytii (F) v mozkové

kife GFAP/EGFP a GFAP/EGFP/0-Syn” mysi.
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2.3 Deprivace kyslikem a glukézou

Pouzity model deprivace kyslikem a gluk6zou (OGD) simuluje ischemické podminky.
Mozkové fezy byly vystaveny OGD po dobu 20 minut, béhem kterych byl objem astrocytu
zaznamendn v 5., 10., 15. a 20. minuté. Nésledovalo 40 minutové promyvéni roztokem aCSF,
béhem kterého byl objem astrocytu zaznamenén ve 40. a 60. minuté méfeni (Obr. 31)

0GD ) aCSF

GFAP/EGFP/

a-Syn-

Obr. 31: Prekryvny obraz vSech vrstev astrocytu zaznamenany v jednotlivych ¢asovych intervalech.

Na obr. 32A 1ze pozorovat, Ze objem astrocytli u kontrolnich mysi se béhem prvnim 15 minut
zvétSoval velmi rychle, vyrazné rychleji nez u GFAP/EGFP/a-Syn” mysi. Astrocyty
kontrolnich mysi zvétSily sviij objem pftiblizn€é o 7 % kaZzdych 5 minut v pribéhu aplikace
OGD (tj. nartist na 107 %, 114 %, 124 %, 128 %), zatimco astrocyty GFAP/EGFP/a-Syn
mysi vykazovaly pomalejsi reakci v prvnich minutach ptisobeni OGD. V prubéhu prvnich 10
minut OGD objem astrocyti téméi nerostl, ale od 10. minuty vykazoval vyrazny nartst
na ~109 %, ktery po 20 minutich aplikace €inil ~131 %. V prubéhu promyvani fezti aCSF
jsme zaznamenali, Ze astrocyty GFAP/EGFP/o-Syn” mysi vyrazné zvétSovaly sviij objem
0 ~15 %, zatimco astrocyty kontrolnich mysi pouze o ~7 % (Obr. 32B).

Podobné jako u piedchdzejicich experimentll jsme u ziskanych hodnot aplikovali
kritéria rozdé€lujici astrocyty do dvou populaci, dle velikosti zmény jejich objemu vyvolané
pusobenim OGD. Na zdklad¢ vztahu mezi celkovou zménou objem astrocytii v porovnéni se
zménou objemu tél a vybézka ve 20. minuté¢ OGD byly identifikovdny 2 populace astrocytii
u GFAP/EGFP i GFAP/EGFP/0-Syn” mysi (Obr. 33 A, B). Ve skupiné astrocytli kontrolnich
mysi jsme identifikovali 22 LR-astrocytt a 42 HR-astrocytli, zatimco ve skupiné
GFAP/EGFP/a-Syn” my3i pouze 4 LR-astrocyty a 30 HR-astrocyttl. Casové pribshy zmén
objemu LR- a HR-astrocytli v priitbéhu ptisobeni OGD i v pribéhu promyvani aCSF ukézaly
vyrazné odlisny charakter u obou kment mysi (Obr. 33C, D). U kontrolnich mysi vykazovaly
HR-astrocyty ndrGst objemu na ~140 % po 20 minutich OGD, kdezto LR-astrocyty

vykazovaly nértist objemu pouze na ~105 %. V prabéhu promyvani aCSF zvétSovaly HR-
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astrocyty svilj objem az na ~157 %, kdezto LR-astrocyty pouze na ~111 %.
U GFAP/EGFP/a-Syn” mysi zvétSily HR-astrocyty objem na ~136 % po 20 minutich OGD,
zatimco LR-astrocyty vykazovaly ndriist objemu pouze na ~105 %. V pribéhu promyvani

aCSF zvétsily HR-astrocyty sviij objem az na ~159 %, kdezto LR-astrocyty pouze na ~116 %.
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Obr. 32: Srovnani objemovych zmén astrocyti u GFAP/EGFP a GFAP/EGFP/o-Syn" mysi
v pritbéhu pisobeni OGD a nasledného promyvani aCSF. A: Casovy pribéh objemovych zmén
astrocytl vztazenych k zdkladnimu objemu pied zacdtkem plisobeni OGD, vyjadieného jako 100 %. B:
procentudlni zmény objemu v prubéhu promyvani aCSF, které jsou vztaZzené k hodnoté objemu dosaZeného

ve 20. minuté ptsobeni OGD, vyjadieného jako 0 %.
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Obr. 33: Identifikace dvou populaci astrocyti u GFAP/EGFP a GFAP/EGFP/a-Syn" mysi
na zakladné zmén objemu vyvolanych pisobenim OGD. Vztah mezi objemem celého astrocytu a jeho
jednotlivymi ¢4stmi - té€lem, vybéZzky a télem vyjaddfenym v procentech z celkového objemu buiky
u GFAP/EGFP mysi (A) a GFAP/EGFP/a-Syn” mysi (B). Pouzity byly hodnoty namétené ve 20. minuté
pisobeni OGD. Pokud byl objem buiiky navySen o méné nez 10 %, pak byla relativni zména v objemu
bunky, téla i vybézka velmi podobnd a jednd se o astrocyty s nizkou odpoveédi (LRA). Pokud byl objem
buniky navysen o vice nez 10 %, pak relativni zména v objemu vybézka byla vétsi neZ téla a jednd se
o astrocyty s vysokou odpovédi (HRA). Casovy pribéh objemovych zmén LR- a HR-astrocytl
u GFAP/EGFP mysi (C) a GFAP/EGFP/a-Syn” mysi (D) vztaZzeny k zdkladnimu objemu pfed zacatkem
pisobeni OGD, vyjadieného jako 100 %.

Pti srovnani LR- a HR-astrocyti mezi kmeny mysi jsme pozorovali vyrazné pomale;jsi
ndrtst objemu jak u LR-, tak u HR-astrocyti GFAP/EGFP/a-Syn” mysi v pritbéhu prvnich 10
minut ptisobeni OGD (Obr. 34A, B). V pribéhu nasledného promyvani jsme pozorovali, Ze
ob¢ populace astrocytii u GFAP/EGFP/a-Syn” mysi dédle zvétSovaly sviij objem az o ~15 %,
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zatimco astrocyty kontrolnich mysi pouze o 5 — 7 % (Obr. 34C, D). U GFAP/EGFP/a-Syn
mysi byl navic pozorovan zvyseny vyskyt HR-astrocytli (Obr. 34E, F).
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Obr. 34.: Srovnani objemovych zmén HR- a LR- astrocyti mezi kmenem GFAP/EGFP
a GFAP/EGFP/0-Syn” mysi v priibéhu piisobeni OGD a nasledného promyvani aCSF. Casovy priibéh
objemovych zmén HR-astrocytll (A) a LR-astrocytti (B) vztaZzeny k zakladnimu objemu pied zacatkem
pisobeni OGD, vyjadieného jako 100 %. Procentudlni zmény objemu HR-astrocyti (C) a LR-astrocytt (D)
v pribéhu promyvani aCSF, které jsou vztaZzené k hodnoté objemu dosazeného ve 20. minuté ptsobeni
OGD, vyjadieného jako 0 %. Vyskyt HR-astrocyti (E) a LR-astrocytl (F) v mozkové ktite GFAP/EGFP
a GFAP/EGFP/a-Syn” mysi.
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3 Méreni zmén plochy astrocytu v jedné konfokalni roviné

3.1 Hypoosmoticky stres

Mozkovy fez byl vystaven hypotonickému roztoku po dobu 380 sekund, béhem
kterych byl obraz astrocytu snimén v intervalu 15 sekund, pti¢emz délka zdznamu kazdého
snimku byla 4 sekundy. Nésledovalo promyvani ezl roztokem aCSF po dobu 380 sekund,
béhem kterych byl obraz astrocytu opét sniman v intervalu 15 sekund, a délka zdznamu
kazdého snimku ztistala stejnd. Z Obr 35 lze pozorovat, Ze astrocyty jsou schopny okamzité
reagovat na zmeénu sloZeni roztoku jiz od prvnich sekund. Na astrocytech u GFAP/EGFP/a-
Syn” myS$i (n= 43) jsme pozorovali rychlejSi ndstup zmény velikosti plochy, ale vzhledem
k astrocytim kontrolnich my$i (n= 14) nejsou tyto rozdily statisticky vyznamné. Plocha
astrocytu u kontrolnich mysi dosdhla maxima (~110 %) po 190 s. V dal§im prib&hu astrocyty
vykazovaly pokles velikosti plochy az pod ~105 %, ktery byl udrZovan az do konce aplikace
hypotonického roztoku. Plocha astrocytu u GFAP/EGFP/a-Syn” mysi vykazovala vyrazné
zpomaleni naristu od 152 sekundy aplikace hypotonického roztoku a dosdhla maximalni
hodnoty ~113 %. Na stejnych hodnotdch byla plocha astrocytu udrZovana aZz do konce
aplikace a nevykazovala zZadné vyrazné snizovani. V pribéhu ndsledného promyvani fezi

aCSF se astrocyty obou kment mysi vratily k ptivodni velikosti plochy astrocytu.
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Obr. 35: Srovnani zmén velikosti plochy astrocytii u GFAP/EGFP a GFAP/EGFP/a-Syn” mysi

v pritbéhu pusobeni hypotonického roztoku a nasledného promyvani aCSF. Casovy pribéh zmén
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plochy astrocytl vztaZeny k zdkladni velikosti plochy pfed zaCatkem puasobeni hypotonického roztoku,

vyjadieného jako 100 %.
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3.2 Zvysena koncentrace extracelularniho drasliku

Mozkovy fez byl vystaven roztoku s 10 mM K* po dobu 380 sekund, b&hem kterych
byl obraz astrocytu snimén v intervalu 15 sekund, pfiCemz délka zdznamu kazdého snimku
byla 4 sekundy. Nésledovalo promyvani fezi roztokem aCSF po dobu 380 sekund, béhem
kterych byl obraz astrocytu opét snimdn v intervalu 15 sekund, a délka zdznamu kazdého
snimku byla stejné. Z obrazku 36 lze pozorovat, Ze astrocyty byly schopny okamZité reagovat
na zménu sloZeni roztoku a jiZ od prvnich sekund se projevovaly zmény v jejich velikosti.
V priibéhu aplikace 10 mM K* jsme nepozorovali Z4dné vyznamné rozdily ve zméné plochy
astrocyt mezi kmeny mysi. Astrocyty u obou kmenl vykazovaly rychly nérast plochy
v prvnich ~150 sekund, po té byla rychlost nartstu plochy zpomalena. Ani u jednoho kmene
mys$i vSak nelze na zméné plochy astrocyti pozorovat jeji zmenSovdni, jako to bylo
pozorovano v prubéhu aplikace hypotonického roztoku. Vyraznou zmeénu jsme pozorovali
az v prubéhu promyvéani fezi aCSF, kdy astrocyty GFAP/EGFP/o-Syn” mysi (n= 22)
vykazovaly pomalej$i ndvrat k ptivodni velikosti plochy na rozdil od astrocytli kontrolnich

mySi (n=11).
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Obr. 36: Srovnani zmén velikosti plochy astrocytii u GFAP/EGFP a GFAP/EGFP/a-Syn” mysi

v pritbéhu piisobeni 10 mM K* a nasledného promyvani aCSF. Casovy pribéh zmén plochy astrocyti
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vztaZeny k zékladni velikosti plochy pied za¢dtkem plisobeni 10 mM K, vyjddfend jako 100 %.

62



DISKUZE

Vyznamnym vysledkem této prace bylo tspéSné vygenerovéni dvojité transgenniho
kmene GFAP/EGFP/a-Syn” mysi, ktery vykazuji vlastnosti typické pro mysi s deleci genu pro
a-syntrofin (Neely et al. 2001), tj. postradaji protein a-syntrofin a rozmisténi AQP4 v tkani
vykazuje dispergovany charakter, a soucasné jsou jejich astrocyty oznateny EGFP (Nolte et
al. 2001). Nové generovany kmen mySi ndm tak umoZznil sledovat objemové zmény astrocytl
v prubéhu patologickych stavi in situ metodou 3D-konfokdlni morfometrie (Chvatal et al.
2007a). Ukazali jsme, ze delece genu pro a-syntrofin neovliviiuje objemové zmény
kortikdlnich astrocytli vyvolané hypoosmotickym stresem, zatimco se vyznamné projevi
pii objemovych zménédch vyvolanych OGD. Nasledné se vliv jeho delece projevil 1 v regulaci

objemu po OGD a po expozici 10 mM K.

1 Delece a-syntrofinu a hypoosmoticky stres

Prekvapivé, delece a-syntrofinu neovlivnila objemové zmény astrocytll jak v prubéhu
hypoosmotického stresu (250 mOsm/kg), tak i v pribehu ndsledného promyvani aCSF. To
miiZe mimo jiné potvrzovat skute¢nost, Ze potet AQP4 v membran& astrocyti a-Syn” mysi
neni zménén (Neely et al. 2001). Na druhou stranu musime brit v udvahu také silu
hypotonicity ndmi pouZitého roztoku. SniZeni osmolarity na 250 mOsm/kg vyvolalo mensi
zmeény objemu astrocytit (ndrast nepiekroCil u obou kment mysi 120 %) v porovnani
s pokusy, kde byla pouZita siln&jsi hypotonicita roztokii a nartist objemu astrocyta, ktery tvofil
vice nez 120 %, byl nasledovan regulaCnim poklesem objemu (Chvatal et al. 2007a,
Parkerson and Sontheimer 2003). Pfedpokldddme, Ze mezi kmeny mysi miZe existovat rozdil
v regulaci objemu v pritbé¢hu piisobeni hypoosmotického stresu, ale hypotonicita pouZzitého
roztoku je pfiliS nizkd na to, aby zpiisobila vyrazné objemové zmény. V ndsledujicich
experimentech by mélo byt uvazovano dalSi sniZeni osmolarity, u kterého by se pifipadny
rozdil v regulaci objemu projevil.

Nase data ukazuji, Ze v prub¢hu 30 minutové aplikace hypotonického roztoku jsme
u astrocytit GFAP/EGFP ani GFAP/EGFP/a-Syn” mysi nedetekovali regulacni pokles objemu
(RVD). Je obecn¢ zndmo, ze buniky vystavené hypoosmotickému stresu nejdiive vyrazné
zveétSuji svlj objem, ktery je ndsledné snizovan RVD 1 pfes pfetrvavajici hypoosmotické
podminky. Tento proces byl pozorovan i v primarni kultufe astrocytd (Olson et al. 1986,
Parkerson and Sontheimer 2003) a mira zvétSeni objemu bunék a jeho nédslednd regulace je

zéavisla na mife hypotonicity roztoku (Ernest et al. 2005). Pozorovat proces RVD in situ ¢i
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in vivo je obtizné (Risher, Andrew and Kirov 2009) a je otdzkou, zda tento proces neni pouze
vysledkem podminek ptitomnych in vitro (Parkerson and Sontheimer 2003). Kromé toho, ani
v pribéhu ndsledného 60 minutového promyvani aCSF jsme nepozorovali ndvrat astrocytii
k ptivodnimu objemu, jako to bylo jiz diive pozorovano na kultufe astrocyti (Parkerson and
Sontheimer 2003), ale naopak vykazuji dal$i nartst objemu u obou kmenti mysi. Odlisné
chovani astrocytli in situ odrdzi skutecnost, Ze v nervové tkani dochdzi nejen k reakci
astrocytd na hypoosmoticky stres, ale i dalS§ich bunéénych elementli (napf. neuronil
a oligodendrocytit), které mohou vyznamn¢ ovliviiovat schopnost astrocytti regulovat svij
objem. Je pravdépodobné, Ze podminky v tkdni jsou natolik komplexni, Ze neumozinuji
detekovat RVD tak jako u bunék in vitro. Stejné tak je moZné, Ze postaveni nasSeho pokusu
ndm neddva moznost tento proces jednoduse zaznamenat, tj. k regulaci objemu astrocytl
dochdzi jiz béhem prvnich minut aplikace hypotonického roztoku. Tuto mozZnost podporuji
data ziskand méfenim plochy astrocytu v jedné konfokdlni rovin€, kdy jsme u kontrolnich
mysi po pocateCnim zvétSeni plochy astrocytu zaznamenali jeji pokles i pies pietrvavajici
aplikaci hypotonického roztoku, zatimco u astrocyti GFAP/EGFP/a-Syn” mys$i jsme tento
pokles nedetekovali (Obr. 34). Jestlize ptedpokladame, Ze zména plochy astrocytu koreluje se
zménou celého objemu buiniky (Dibaj et al. 2007), miiZeme fici, Ze u astrocyti GFAP/EGFP
mys$i jsme zaznamenali RVD in sifu, kdeZto u astrocytt GFAP/EGFP/a-Syn” mysi je
schopnost RVD sniZena. Z naSich experimentii in situ je zfejmé, Ze délka plsobeni
hypoosmotického stresu, hraje vyznamnou tlohu v regulaci objemu astrocytt. Po kratkodobé
aplikaci hypotonického roztoku jsme pozorovali ndvrat velikosti astrocytu k pivodnim
hodnotdm, zatimco u astrocytii po 30 minutdch hypoosmotickém stresu je jejich schopnost

regulovat objem omezena ¢i zpomalena.

2 Delece o-syntrofinu ma za nasledek pomalejSi objemové zmény astrocyti
v hyperosmotickém roztoku mannitolu

V pribéhu plsobeni hypertonického roztoku bylo pozorovano zmenSovani objemu
astrocytll a jeho zpétné navySeni i pfes pietrvavajici hyperosmotické podminky (McManus
and Strange 1993, Benesova et al. 2009). Nicménég, plsobeni hyperosmotickému roztoku
mannitolu vedlo k vyraznému navySovéani objemu astrocytll u obou kmenti mysi. Tento efekt
byl s nejvétsi pravdépodobnosti vyvoldn mannitolem, ktery byl pouZit k pfipravé roztoku
pro navozeni hypertonicity. Poddvani hyperosmotického roztoku mannitolu je jednim
z klinickych pfistupti béZné¢ pouzivanym k 1é¢né nitrolebni hypertenze (Torre Healy, Marko

and Weil 2011, Diringer et al. 2012), ktery spolu s nenaruSenou hematoencefalickou bariérou
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vytvaii podminky pro pfesun vody z mozku do krevniho fecisté. Naproti tomu byly v in vitro
podminkach pozorovany odli$né efekty mannnitolu na objemové zmény bunék, kdy u kultury
C6 gliomovych bunék vystavené hyperosmotickému roztoku s mannitolem doSlo zprvu
k poklesu objemu, ktery byl ndsledovan vyraznym ndrGstem objemu bun¢k (McManus and
Soriano 1998). Jak bylo ddle zjiSténo, mannitol je schopen snadno pronikat do bun¢k a to
rychlosti, ktera je zavisla na jeho extracelularni koncentraci (McManus and Soriano 1998). Je
tady nanejvys pravdépodobné, Ze i v naSem piipadé dochdzi béhem plisobeni hypertonického
roztoku s mannitolem k akumulaci mannitolu v astrocytech a zvétSovani jejich objemu. Je ale
roztoku vyrazny nérust svého objemu, kdezto astrocyty u GFAP/EGFP/a-Syn” mysi vykazuji
znacn¢ pomalejsi reakci a mensi nartist objemu. Vzhledem k piedpokladu, Ze se na transportu
mannitolu do astrocytl podili Na+/K+/Cl- kotransportér (McManus and Soriano 1998) se
domnivame, Ze jeho aktivita ¢i mnozstvi muze byt u astrocytt GFAP/EGFP/a-Syn” mysi

sniZzeno.

3 Delece a-syntrofinu zptisobuje zmény v uvoliiovani K*

Zmény objemu a plochy astrocytl v pribéhu plsobeni 10 mM K naznaduji, Ze
transport K™ je u GFAP/EGFP/a-Syn” mysi pozménén. Po kratké aplikaci (380 sekund)
10 mM K* jsme na astrocytech GFAP/EGFP/a-Syn” mysi pozorovali pomalej$i ndvrat
k piivodni velikosti (Obr. 35). NasSe vysledky se tak shoduji se studii Amiry-Moghaddama
a jeho tymu, jez ukdzala, Ze delece genu pro a-syntrofin zpusobuje prodlouZeni ¢asu navratu
extraceluldrni koncentrace K" do normdlnich hodnot po stimulaci neuronii v fezech
hipokampu (Amiry-Moghaddam et al. 2003b). Piekvapivé, delsi aplikace 10 mM K ale
zpusobila rychlej$i ndvrat objemu k plvodnim hodnotdm u GFAP/EGFP/a-Syn™ mysi.
Membrdna astrocyti disponuje znaénym mnoZstvim K* kandl, predev§im Kir4.1
(Verkhratsky and Steinhauser 2000, Li et al. 2001), které umoziuji astrocytim piijimat
nadbytek extraceluldrniho K* uvolnéného béhem neurondlni aktivity. Kird.1 jsou ve velké
mife koncentrovdny v zakonceni astrocytarnich vyb&ézkt dotykajici se mozkovych cév
(Higashi et al. 2001), stejn¢ jako AQP4 (Nielsen et al. 1997) a ptedpoklada se, Ze tyto
proteiny mohou spolu tvofit funkéni komplex a spolupracovat na ¢inném vychytavani K*
a transportu vody z extraceluldrniho prostoru (Nagelhus et al. 1999, Connors and Kofuji
2006). Vzhledem k tomu, Ze exprese Kir4.l neni u o-Syn” mysi pozménéna (Amiry-
Moghaddam,2003), 1ze predpokladat, ze Gc¢innéjsi regulace objemu u GFAP/EGFP/a-Syn

mysi, kterou jsme pozorovali po dlouhodobé aplikaci 10 mM K*, miiZe byt zpiisobena vyssi
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&i de novo expresi nékterych K*/CI” kanald nebo transportérii, které se podileji na regulaci
objemu; napf. draslikové kandly se dvéma péry (K,p) nebo K*/CI™ kotransportéry (Skatchkov
et al. 2006, Paesler et al. 2007, Ringel and Plesnila 2008, Benesova et al. 2011). Nase
predbézné qPCR analyzy tento predpoklad potvrzuji, protoze jsme u astrocytd
GFAP/EGFP/a-Syn” mysi detekovali zvySené hladiny mRNA, napt. pro Cl” kandly (CIC1,4),
Kyp kandly (TASK-2,3 a TWIK-1) a K* kanaly (Kv1.3, Kv1.6, Kir3.1, Kir5.1; data nejsou
uvedena). Déle je také mozné, Ze regulace objemu GFAP/EGFP/a-Syn” mysi predevSim
v priibéhu promyvani aCSF po aplikaci 10 mM K' mlZe také souviset s Gcinng&j$im
propojenim astrocytii mezerovymi spoji a rychlejsi redistribuci K mezi astrocyty, jako to

bylo pozorovédno u hipokampalnich astrocytl AQP4™" mysi (Strohschein et al. 2011).

4 Delece a-syntrofinu ma za nasledek pomalejsi zmény objemu astrocytii navozené
deprivaci kyslikem a gluk6zou

NasSe vysledky ukazuji, Ze se astrocyty GFAP/EGFP/0-Syn” mysi projevuji mensSimi
zménami objemu v pribéhu prvnich 10 minut pisobeni OGD, ale v dal§im prubchu jiz
navySuji svilj objem na stejné hodnoty, jako astrocyty kontrolnich mysi. Navic v pribéhu
nasledného promyvani vykazuji astrocyty GFAP/EGFP/a-Syn” mySi pomalej$i névrat
k ptivodnim hodnotdm objemu. Pfedchozi studie prokazaly, Ze delece genu pro AQP4, stejné
jako pro a-syntrofin, vyvold mensi edemicky nértst tkané i infarktové oblasti mozku po
okluzi stfedni mozkové arterie (Manley et al. 2000, Amiry-Moghaddam et al. 2003a), coZ je
v rozporu s naSimi vysledky. Dtvodem by mohly byt rozdilné experimentdlni podminky,
mozkova ischémie in vivo a pouzity model OGD in situ, kdy je velmi obtiZzné porovnivat
ziskané vysledky. Je ziejmé, Ze béhem zastaveni pifivodu krve do mozku in vivo dochazi
na bunééné urovni ke komplexnéjSim zménam, nez které lze docilit pouhou deprivaci

glukézou a kyslikem.

5 Identifikace dvou populaci astrocytiu

Prokazali jsme, ze v mozkové kiife GFAP/EGFP i GFAP/EGFP/a-Syn” mysi jsou
pritomny dvé populace astrocytti (HR- a LR- astrocyty), které odpovidaji odliSnymi zménami
svého objemu na stresové podminky. Tato pozorovani jsou v souladu s diivéjSimi vysledky,
které popisuji dvé populace kortikdlnich astrocytt GFAP/EGFP mysi charakterizované
na zdklad¢ sledovani jejich odlisnych odpovédi v pribéhu ptisobeni hypoosmonického stresu
(200 mOsm/kg) (Chvatal et al. 2007a) nebo v prubchu vystaveni podminkdm simulujici

mozkovou ischémii (Benesova et al. 2009). Vzhledem k tomu, Ze se vyskyt HR- a LR-
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astrocytt lisi dle ptisobeni jednotlivych stresovych roztokti, nebudou ziejmé tyto populace
navzijem vykazovat vyraznou korelaci, pfesto mezi nimi predpokladdme urcitou podobnost.
Pro jasngjSi charakterizaci jednotlivych populaci by bylo potteba upiesnit jednotlivd kritéria
rozdélujici buiikky do dvou populaci pro kazdy stresovy roztok zvlast’, spolecné s provedenim
analyzy expresniho profilu jednotlivych astrocytii. Tomu také napovida poznatek, Ze jsme sice
pozorovali odliSné zmény objemu jednotlivych astrocytii v pribéhu pisobeni
hypertonického roztoku mannitolu, ale pevnd kritéria rozdé€lujici astrocyty do dvou populaci
nam neumoznila jednotlivé populace astrocytii vyclenit.

V neddvné dob¢ vyslo najevo, Ze za odliSnymi zménami objemu jednotlivych populaci
astrocytt GFAP/EGFP mysi v pritbé¢hu piisobeni OGD je pravdépodobné odliSnd exprese
piedeviim CI” a K* kan4ld. Pfedpoklada se, Ze subpopulace LR-astrocytli disponuje vysokou
expresi predev§im CIC2 a TREK-1 kandld, zatimco subpopulace HR-astrocytii vykazuje
vysokou expresi Kird.1 a TWIK-1 (Benesova et al. 2012). HR- a LR-astrocyty
GFAP/EGFP/a-Syn” mysi projevuji odliSné zmény objemu v pribéhu plsobeni stresovych
roztokl a nasledného promyvani aCSF v zdvislosti na typu stresu. Rozdil v regulaci objemu,
bude patrné souviset s odli¥nou expresi K™ a CI” kandlii, jako to bylo popsdno u kortikdlnich
astrocyti GFAP/EGFP mysi s tim rozdilem, Ze se astrocyty GFAP/EGFP/a-Syn” mysi budou
pravdépodobné lisit mnoZstvim exprimovanych proteint jednotlivych K a CI* kanald.
Z vysledki vyplyvd, Ze delece genu pro a-syntrofin zplisobi nejen zmény v rozmisténi APQ4
v membrané, ale také piimo, nebo zprostfedkované ovlivni expresi i jinych gend.
Pro identifikaci konkrétnich gent je nezbytnd analyza expresniho profilu astrocyti

GFAP/EGFP/a-Syn” mysi s vyuZzitim RT-qPCR na tdrovni jedné bunky.
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ZAVER

Vysledky této priace dokumentuji, Ze byl vygenerovan stabilni kmen dvojité
transgennich GFAP/EGFP/a-Syn™ mysi, ktery vykazuje vlastnosti kmenu mysi s deleci genu
pro a-syntrofin a zdroven diky specifické vnitini EGFP fluorescenci astrocytl, na nich lze
aplikovat metodou 3D konfokdlni morfometrie pro sledovani objemovych zmén astrocyti.
Kortikdlni astrocyty GFAP/EGFP/a-Syn™ mysi vykazuji odliSné zmény objemu v pribéhu
pusobeni stresovych roztokl, které budou ziejmé zplsobeny rozdilnou expresi kandla
a transportéra prispivajici k regulaci bunééného objemu. Ddle jsme v kife jak GFAP/EGFP,
tak GFAP/EGFP/a-Syn” mysi identifikovali dvé populace astrocytt, které si liSi zménami
svého objemu v priibéhu plisobeni hypotonického roztoku, 10 mM K* i OGD. Tyto vysledky
piedev$im naznacuji, Ze je u GFAP/EGFP/0-Syn™ mysi pozménén transport pro K*. Modulace
aktivity AQP4, ale i K™ a CI” kandli ¢i kotransportér(i, v membrané astrocytl by mohla byt
vhodnym cilem pro vyvoj novych terapeutickych prostfedkti, které by mohly piispét

k zlepSeni nasledkti mozkové ischémie.
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