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Abstrakt

Starnuti je proces, ktery zpusobuje zavazné zmény v nervové tkani napfiklad ve
velikosti mozku, v glialni architekture, ale i v extracelularni matrix. Mozek se zmenSuje

s rostoucim vékem a na vSech urovnich dochazi ke zménam od molekul az po
morfologii. Extracelularni prostor (ECS) je mezibunécéné prostiedi dllezité predevsim

v komunikaci mezi bunkami zalozené na difuzi. Extracelularni difuze je omezena
velikosti ECS, ktera je popsana objemovou frakci ECS a tortuozitou, odrazejici
mnozstvi difuznich bariér. Zmény difuznich parametrd ECS pfi starnuti jsme méfili
pomoci iontoforetické metody v realném Case ve Ctyfech oblastech mozku (koxtex -

Cx, hippokampus - Hp, inferior colliculus - IC a corpus trapezoideum - TB). Dale jsme
studovali, jak tyto zmény ovliviiuje zména slozeni extracelularni matrix pfi deficitu
spojovaciho proteinu Bral2, nebo zda a jak modifikuje starnuti vyvoj a regulaéni
mechanizmy cytotoxického edému. NaSe vysledky ukazuji, Zze starnuti vyvolava
typicky pokles extracelularniho objemu v Cx a Hp, ne v8ak v TB a IC, kde intaktni
perineuralni sité pusobi pravdépodobné jako ochranny S§tit pfed degenerativnimi
zménami pfi starnuti, avdak i mala zména jejich slozeni, napf. pfi deficitu Bral2 maze
tuto ochrannou funkci naru$it. Dale jsme ukazali, ze starnuti vyrazné ovliviiuje
regulacni mechanizmy objemu bunék pfi cytotoxickém edému. Horsi vstfebavani
edému tak muUze zpUsobit protrahované puasobeni zvySené koncentrace

neurotoxickych latek a ve svém duasledku prohloubit poSkozeni tkané.

KliCova slova: extracelularni prostor, difuze, extracelularni matrix, starnuti.



Abstract

The process of aging causes the major changes in nervous tissue such as changes in
the size of brain, architecture of glial cells and extracellular matrix. The size of brain is
on the decrease as consequence of aging and there is a change of molecules as well
as morphology at all levels. Extracellular space (ECS) is interstitium important
especially in communication between cells mediated by diffusion. The limit of diffusion

in extracellular space is given by size of ECS, which is discribed by volume fraction

and tortuosity, that reflect amount of diffusion barriers. The changes of ECS diffusion
parameters during aging were measured by real-time iontophoretic method in four
parts of brain (cortex - Cx, hippocampus - Hp, inferior colliculus - IC and corpus
trapezoideum - TB). Further, we studied influence of deficiency of Bral2 link protein at
differences of ECS diffusion parameters and importance of Bral2 protein at aging and
regulation mechanisms of cytotoxic brain edema. Our results show, that aging leads to
decreasing of ECS volume v Cx and Hp, but it was not observed in IC and TB, where
the intact perineuronal nets act like protecting shield against the degenerative disease
induced by aging. However, small differences in composition of perineuronal nets,
deficiency of Bral2 link protein, may lead to disruption of this protecting mechanism.

Our data revealed, that aging has marked affect at regulation mechanisms of cell
volume during cytotoxic edema. Worse absorption of cytotoxic edema may be cause

of extended influence of elevated concentration of neurotoxical substances and arise

to deepen damage of tissue.

Keywords: extracellular space, diffusion, extracellular matrix, ageing.
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Seznam zkratek

ACSF - roztok podobajici se slozenim mozkomiSnimu moku

ADCw - difuzni koeficient vody

AD - alzheimerova choroba

AQP4 - aquaporinovy kanal 4

Bral1 - brain spojovaci protein 1

Bral2 - brain spojovaci protein 2

CNS - centralni nervovy systém

CO: - oxid uhli€ity

Crtl1 - cartilage spojovaci protein 1

CS - chondroitinsulfat

Cx - kortex

DAPI - 4', 6-diamidino-2-phenylindol
DNA - deoxyribonukleova kyselina
DW-MRI - vazena difuzni magneticka resonance
E - velikost potencialu

ECM - extracelularni matrix

ECS - extracelularni prostor

EGFP - zeleny fluorescencni protein
GAG - glykosaminoglykan

GFAP - glialni fibrialni kysely protein
H100 - hypotonicky roztok

HA - hyaluronan



HAPLN - hyaluronan-proteoglykanovy spojovaci protein

HAS - syntaza kyseliny hyaluronové

Hp - hippokampus CA1

IC — inferior colliculus

ISM - iontové selektivni mikroelektroda
50 mM K+ — draslikovy roztok

KO — knock out

n - transportni Cislo

NMDG - N-methyl-D-glucamin

O2 - kyslik

OGD - Deprivace kysliku a glukézy
PNNSs - perineuralni sité

PBS - fosfatovy pufr

R - vzdalenost hrotu elektrody
RTI-TMA - iontoforeticka TMA+ metoda v redlném Case
TMA+ - tetramethylamonium

TB — trapezoid body

Tn-R (C) - tenascin-R (C)

V 0-3-Versikan0 -3

WFA - wisteria floribunda aglutinin

WT — wild type

o - objemova frakce
A - tortuozita

k™ - uptake



1. Uvod

Strukturalné muzeme mozek délit na bunécné elementy (neurony a gliové
buriky) a mezibunécény (extracelularni) prostor. Extracelularni prostor obsahuje roztok
iontd a malych molekul, ktery se sloZzenim velmi podoba mozkomiSnimu moku,
makromolekuly extracelularni matrix a dalSi bilkovinové makromolekuly, jako napf.
trofické faktory. Extracelularni prostor vytvafi rezervoar pro ionty nezbytné pro
elektrickou aktivitu neuront a tvofi rovnéz intercelularni komunikacéni kanal.
Dominantnim mechanismem pro transport latek v extracelularnim prostoru je difuze,
kterou vyznamné ovliviuji jeho fyzikalni vlastnosti popsané difuznimi parametry.
Starnuti zplsobuje zmény na vSech urovnich v mozku od molekul az po morfologii a
je doprovazeno vaznymi kognitivnimi deficity, hlavné ztratou paméti a zhorSenym
ucenim. Nervova tkan, zvlasté v hippokampu a kire, podléha béhem starnuti rGznym
degenerativnim zménam, v€etné snizeni poctu a ucinnosti synapsi, ztraty neuronu,
astrogliézy, demyelinizace, ukladani beta amyloidu a zmén proteint extracelularni
matrix. Nasim cilem v této studii bylo objasnit zmény extracelularniho prostoru
s rostoucim vékem, sledovat zmény difuznich parametrd pfi ptisobeni hypotonického
a draslikového roztoku a zmény extracelularni matrix v pribéhu starnuti pfi modifikaci

slozeni extracelularni matrix genetickou deleci Bral2 proteinu.
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2. Literarni prehled

2.1. Extracelularni prostor v centralnim nervovém systému

Extracelularni prostor (ECS) je dulezité mikroprostfedi podilejici se na spravné
funkci mozku (Sykova & Nicholson, 2008; Verkman, 2013). V nervové tkani jsou neu-
rony a gliové bunky obklopeny ECS. ECS neni ve vSech mistech stejny, je hetero-
genni, jak na arovni struktur (rizné difuzni parametry napf. v ke a hipokampu), tak i
na urovni tkané v dané struktufe. Kolem nékterych bunék maze byt ECS extrémné
velky (popisovan jako ,,lakes™ - jezera) nebo naopak mit velmi uzka mista (,,dead
ends’’ - slepé ulicky). ECS, ktery u zdravého dospélého jedince tvofi cca 20% z celého
objemu nervové tkané centralniho nervového systému (CSN) (pro pfehled viz Sykova
& Nicholson, 2008), je vyplnén intersticialni tekutinou, obsahujici ionty, metabolity,
neuropfenasece, hormony, rustové faktory a makromolekuly extracelularni matrix
(ECM) (Sherpa et al., 2016.; Vargova et al., 2014). Neurony spolu komunikuji pomoci
synapsi, a/-nebo difuzi neuroaktivnich latek pfes ECS. Moderni model tripartitni syna-
pse zahrnuje presynaptickou a postsynaptickou ¢ast neuronu doplnénou astrocytic-
kymi vybézky, které obaluji synapsi a moduluji synapticky pfenos (Araque et al., 1999;
Vargova et al., 2014). Gliové buriky nemaji synapse a jejich komunikace s neurony je
zavisla na difuzi v ECS, a proto je jednou z hlavni funkci ECS komunikace mezi bun-
kami. Tento typ pfenosu nazyvame nesynapticky, objemovy nebo také extrasynapticky
(Agnati et al., 1995; Nicholson & Sykova, 1998). Difuze v ECS pusobi jak na kratké
(tésné okoli synapse), tak i na dlouhé vzdalenosti (fadové stovky um) (Zoli et al., 1999,
Agnati et al., 2006, Vargova et al., 2014). Nesynapticky pfenos umoznuje komunikaci
mezi nezavislymi synapsemi (tzv. synapticky cross-talk). V tomto pfipadé, neuro-
transmiter unikne ze synaptické Stérbiny a Sifi se z mista uvolnéni dale a ovlivhuje
sousedni neurony prostfednictvim interakce s receptory s vysokou afinitou. Takovy vliv
je dulezity pro dlouhodobou potenciaci nebo depresi (LTP nebo LTD) nebo béhem
laktace, kdy dochazi k remodelovani tkané (Piet et al., 2004). ECM hraje také dulezitou
roli pfi synaptickém prenosu a Casto se povazuje za Ctvrty prvek pfidany k modelu
tripartitni synapse (Dityatev et al., 2006, Dityatev et al., 2011). ECM je také silnym
tvarcem difuznich bariér v ECS a mlze tak ovliviiovat, jak extrasynapticky, tak i synap-

ticky pfenos (Vargova et al., 2008).
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Obr.1: Geometrie extracelular-
niho prostoru. Elektronova mi-
krofotografie malé oblasti kor-
texu potkana s vyraznym dendri-
=. tickych vybézkem (S) a presy-
. naptickym (P) terminalem. ECS
je uveden v Cervené barvé. Mé-
fitko, 1 mm.

(Nicholson & Sykova et al.,
1998).

2.2. Extracelularni matrix

ECM nervové tkané je velmi specializovana (Michel et al., 2010). S vyjimkou
mozkovych plen, vaskulatury a hematoencefalické bariéry (BBB), postrada podil
fibrilarniho kolagenu a fibronektinu, které se obvykle nachazeji v ECM systémovych
tkani (jako jsou chrupavky) (Novak et al., 2000). Obecné plati, ze strukturalné Cista
ECM tvofi tfi razné typy makromolekul: glykosaminoglykany, zastoupené kyselinou
hyaluronovou, oligomerni  glykoproteiny (tenasciny) a chondroitinsulfatové
proteoglykany. VSechny tyto molekuly jsou produkovany neurony a gliovymi burikami.
V pribéhu vyvoje CNS dochazi k vyznamnym zménam a plsobeni neurogeneze,
gliogeneze, synaptogeneze, bunéfné migraci a axonalnimu rastu (Bandtlow et al.,
2000; Faissner et al., 2010). V prabéhu vyvoje dochazi k podstatnym zménam, jak v
mnozstvi, tak ve slozeni molekul ECM. Béhem pocatec¢niho embryonalniho vyvoje je
mnozstvi ECM relativné velmi vysoké a postupné klesa v dobé narozeni. Volna
embryonalni ECM v prenatalnim a ¢asnym postnatalnim vyvoji usnadniuje proliferaci
nervu, migraci, diferenciaci (Sobeih et al., 2002), axonové vedeni a formaci synapsi
(Dityatev et al., 2006; Dityatev et al., 2003; Wright et al., 2002). Asi po 2 tydnech po
narozeni u hlodavcu dochazi k zasadni pfeméné ECM na pevnou sit charakteristickou
pro dospélé jedince (Zimmermann & Dours-Zimmermann, 2008). Konecné slozeni
dospélého ECM se shoduje s koncem kritického obdobi (Galtrey et al., 2007, Carulli et
al., 2010), coz je doba zvySené strukturalni a funkcni synaptické plasticity. Dospéla

ECM omezuje vyznamnou reorganizaci vybézku, axonalni rast a tvofi perineuralni sité
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(PNNs) (Bandtlow et al., 2000; Brtickner et al., 1993; Carulli et al., 2010; Yamaguchi,
2000).

2.2.1. Slozky extracelularni matrix

Hyaluronan (HA) je jednou z hlavnich sloZzek ECM, kde je Siroce distribuovan.
HA je dlouhy linearni polysacharid slozeny z opakujicich se nonsulfatovych N-acetyl-
glukosaminovych a disacharidovych jednotek kyseliny glukuronové (MEYER et al.,
1951) a je jedinym glykosaminoglykanem v ECM, ktery neni kovalentné pfipojen k ja-
dru proteinu (Toole, 2000; Toole, 2004). HA je ukotven k neuronalnimu povrchu buriky
prostfednictvim svého syntetizovaného enzymu - syntaza kyseliny hyaluronové (HAS)
(Kwok et al.,, 2010). U savcu se vyskytuji 3 typy tohoto enzymu, oznaCovany jako
HAS1, HAS2 a HAS3 (ltano & Kimata et al., 2002). HAS jsou vicepruchodové trans-
membranové proteiny, které produkuji HA na vnitinim povrchu plazmatické membrany
a extruduji vznikajici HA ven z bunky. Diky vysoké a nizké molekulové hmotnosti maji
formy HA rdzné nabiti a hydrataCni vlastnosti, a tim ovliviuji viskozitu a interakce
v ECS. HA tvofi komplexy s proteoglykany a glykoproteiny pomoci nekovalentnich va-
zeb a je velmi dulezity pro PNNSs, kterym slouZzi jako leSeni (Arranz et al., 2014; Carulli
et al., 2006).

Proteoglykany jsou heterogenni skupinou proteint nesoucich sulfatované GAG
fetézce kovalentné spojené s jadrovym proteinem. Proteoglykany se nachazeji ve
vSech tkanich, v€etné mozku a délime je do tfi skupin, a to na syndekany, glypikany a
lektikany. V CNS se vyskytuji pfedevsim chondroitinsulfatové proteoglykany a proteo-
glykany s postrannim heparansulfatovym fetézcem (Gandhi et al., 2008).

Lektikany (hyalektany) se mohou vazat na HA a lektiny (lozzo, 1998). Chondro-
itin sulfatové GAG fetézce jsou kovalentné pfipojeny k proteinovému jadru prostfed-
nictvim serinovych zbytkd, tvofici lektikany, jako je agrekan, versikan, neurokan a bre-
vikan (Carulli et al., 2006; Hagihara et al., 1999, Zimmermann & Dours-Zimmermann,
2008). VSechny znamé lektikany maji N-terminalni G1 doménu, stfedni oblast pro
GAG upevnéni a C-koncovou doménu G3 (lozzo, 1998). Doména G1 je dllezita pro
vazbu k HA fetézcum, pfiCemz vazba na tenascin R (Tn-R) je dosazena prostfednic-
tvim domény C-typu lektinu v segmentu (Lundell et al., 2004). Zatimco agrekan je pfi-
tomen témér ve vSech PNNSs, zbyvajici lektikany se nachazeji jen v urCitych subpopu-
lacich neuronu. Interakce mezi HA a lektikany umoznuji vytvareni velkych agregatl na
povrchu neuronu. Lektikany inhibuji rist neuritd, kde vytvafri fyzikalni bariéru. Také

zabranuji migraci, kde pusobi jako inhibi¢ni faktor pro rist axonu.
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Agrekan (také znamy jako AGC1, CSPG1, CSPCP a CSPGCP) je kdédovan
genem Acan, ma velkou molekularni hmotnost diky dlouhym polymernim disacharido-
vym fetézcim a vaze se na molekuly ECM. PfedevSim se vaze na HA, kde vytvareji
velké agregované struktury. Agrekan je jako jediny z lektikanu, ktery se vzdy nachazi
v PNNs a je zde pfedpoklad, Ze je nezbytny pro tvorbu a funkci této struktury (Hockfield
et al., 1990; Matthews et al., 2002; Morawski et al., 2012). U potkani béhem embryo-
nalniho vyvoje se agrekan v CNS vyskytuje ve velmi malé urovni. Po narozeni se jeho
vyskyt vyrazné zvySuje a to do 21. dne postnatalniho obdobi (Matthews et al., 2002;
Milev et al., 1998). Exprese agrekanu se od této doby udrzuje pfiblizné na stejné urovni
po zbytek Zivota (Matthews et al., 2002). Vyskyt agrekanu spolu s vytvofenim PNNs
jdou ruku v ruce s omezenim plasticity mozku. V nedavné studii po naruseni struktury
agrekanu, odstranénim CS-GAG fetézcu, se obnovuje plasticita mozku. PNNs zalo-
Zené na agrekanu poskytuji vétsi odolnost neuroniim, které obaluji, vici patologickym
procestim u neurodegenerativnich chorob, jako je Alzheimerova choroba (Morawski et
al., 2012).
mozku hlodavcl. Exprese brevikanu je pro mozek specificka (Yamada et al., 1994).
Podobné jako agrekan se brevikan vyskytuje ve velmi malém mnozstvi v prenatalnim
obdobi a v prvnich dnech po narozeni u hlodavcu. Po jednom tydnu od narozeni se
jeho vyskyt zvySuje a dosahuje hodnot jako u dospélych (Seidenbecher et al., 1998).
Produkce brevikanu je zajistovana, jak gliovymi burikami, tak i neurony (John et al.,
2006; Seidenbecher et al., 1998; Yamada et al., 1994). V dospélém mozku brevican
v ECM interaguje pfedevSim s HA a Bral2 spojovacim proteinem (Bekku et al., 2012).
Po poranéni nervové tkané se zvySuje tvorba brevikanu (Schafer et al., 2008). Pfi
neuropatologickych podminkach, jako je Alzheimerova choroba, ma brevikan
ochranou Uulohu pfedevS§im u neurond s PNNs, kde napomaha vyrovnat se
s excitotoxicitou, oxidacnim stresem a brani rozkladu nervovych struktur (Morawski et
al., 2012).

Dalsi dullezitou slozkou ECM jsou tenasciny (TN-C a TN-R) (Joester et al.,
2001; Weber et al., 1999). Dulezitou roli hraji v morfogenezi a nervovém vyvoji,
regeneraci nervu, migraci bunék a hojeni ran. TN-C je exprimovan hlavné v obdobi
Casného vyvoje mozkove tkané. TN-R je exprimovan prevazné oligodendrocyty a jeho
vyskyt v nervové tkani pfetrvava do dospélosti.

Spojovaci proteiny jsou skupinou proteint, ktera interaguje, jak s HA, tak i

s chondroitinsulfatovymi proteoglykany a jejich ulohou je stabilizovat vazbu mezi nimi
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(Melching et al., 1985, Kwok et al., 2011). Patfi do genové rodiny hyaluronan-
proteoglykanovych spojovacich proteini (HAPLN) (Spicer et al., 2003), obsahuijici Ctyfi
Cleny, a to HAPLN1 (Crtl1 - Cartilage link protein 1), HAPLN2 (Bral1 - Brain link protein
1), HAPLN3 a HAPLN4 (Bral2 - Brain link protein 2) (Neame et al., 1986; Spicer et al.,
2003). Proteiny Bral1 a Bral2 se vyskytuji pouze v CNS (Bekku et al., 2012; Bekku &
Oohashi, 2010; Spicer et al., 2003). Bral1 protein se nachazi pouze v dospélém
nervovém systému, zejména u myelinizovanych axonl v mozku a miSe, kde je
kolokalizovan s versikanem v Ranvierovych zafezech v bilé hmoté tvofici
kondenzovanou ECM (Oohashi et al., 2002). Crtl1 a Bral2 proteiny se vyskytuji v PNNs
vyhradné v okoli neurona. Crtl1 spojovaci protein se €asto kolokalizuje s agrekanem a
jeho absence in vitro zabranuje tvorbé& kondenzované ECM kolem bunék (Spicer et al.,
2003, Kwok et al., 2010), coz potvrzuje zasadni roli pro stabilizaci spojeni jednotlivych
makromolekul ECM. Spojovaci protein Bral2 se ¢asto lokalizuje spolu s brevikanem a
jeho exprese zacina okolo 20. dne po narozeni u mysi (Bekku et al., 2003). Vyskyt
Bral2 proteinu je omezena na vestibulo-kochlearni systém, hluboké cerebelarni jadra,
jadra mozku a ventralni posteromedialni a posterolateralni thalamické jadro (Bekku et
al., 2003; Bekku et al., 2012).
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Obr.2. Strukturalni model lektikanG. VInovky prezentuji chondroitinsulfatové postranni fetézce.
Polohy potencialniho glykosaminoglykanu (GAG) substituce versikan(, brevikand a neurokanu

jsou odvozeny od primarnich struktur (Bandtlow et al., 2000).
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2.2.2. Perineuralni sité a jejich funkce

Hlavnimi sloZzkami PNNs jsou HA, chondroitinsulfatové proteoglykany a
tenascin-R (Tn-R) (Carulli et al., 2006; Carulli et al., 2007; Deepa et al., 2006; Kdppe
et al., 1997; Kwok et al., 2010). Slozky ECM v PNNs vytvareji velké stabilni agregaty
na povrchu téla neuronalni bunky a proximalnich dendritl. V ECS chondroitin sulfatové
proteoglykany se vazi s HA polymernimi fetézci na bunéném povrchu. Spojovaci
proteiny stabilizuji interakce mezi chondroitinsulfatovymi proteoglykany a HA. C-
terminalni domény jadernych proteind chondroitinsulfatovych proteoglykanti se pak
vazi k trimernimu proteinu Tn-R, a to za vzniku vysoce organizované struktury PNNs.

Spole¢né tyto slozky tvofi matici, ktera se projevuje jako povlak na povrchu neurond.

Obr.3.: Znazornéni struktury PNNs. Hyaluronan se vaze na mem-
branu HA syntazy (HAS), kde se dale vazou lektikany (agrekan,
brevikan, versikan a neurokan) a tvofi supramolekularni agregaty
spojenim tenascinu-R na povrchu neuronu (Wiley & Sons et al.,
2013),CS-GAGs — chondroitin sulfat s glykosaminoglykanovym Fe-

tézcem)
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=
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PNNs byly poprvé popsany v roce 1882 Camillem Golgi, jako retikularni
struktura, ktera obklopuje télo mnoha nervovych bunék a rozprostira se podél jejich
dendritl. V CNS se PNNs vyskytuji u GABAergnich inhibi¢nich neuronu, které
obsahuji parvalbumin (Kosaka et al., 1989), v subpopulacich pyramidovych neuronu
(Hausen et al., 1996), u glutamatergnich neuront v mozecku (Carulli et al., 2006) a u
glycinergnich neuront v medialnim jadru trapezoid body (Hartig et al., 2001). PNNs
hraji kliCovou roli v regulaci neuralni plasticity. Vyskyt PNNs v mozku koreluje s
ukoncCenim kritického obdobi, snizuje plasticitu nervové tkané a podili se na
synaptickém zrani a stabilizaci synapsi (Pizzorusso et al., 2002). Zakladnim
mechanismem kontroly plasticity jsou pravdépodobné rlstové inhibi¢ni molekuly, jako
jsou chondroitinsulfatové proteoglykany, a to zejména jejich glykosaminoglikanové

(GAG) skupiny (Zimmermann & Dours-Zimmermann, 2008). Experimentalné byla
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vyuzita ucinnost chondroitinazy a hyaluronidazy, které dokazi narusit PNNs a znovu
obnovit plasticitu v dané oblasti (Bukalo et al., 2001; Dickendesher et al., 2012; Miyata
et al., 2005; Yamagata et al., 1968). Diky glykosaminoglykanm ma ECM zaporny
naboj pfitahujici Na?* a tim dochazi k vétS$im intersticialnim prostorim, které
napomahaji invazi a migraci bunék (Toole, 2001). V prubéhu migrace se burky
pohybuji z oblasti s nizkou koncentraci ECM, kde je adheze slaba a pohybuji se
smérem k oblastem s vy3&i koncentraci ECM, kde se migrace zpomali nebo zastavi,
jestlize je adhezni sila pfilis velka. Dale ma regulovana exprese hyaluronanovych
syntetaz a dalSich enzymu zapojenych do shromazdéni glykosaminoglykant
vyznamné vyvojové dusledky (Camenisch et al.,, 2000). Hyaluronan spolu

s proteoglykany jsou dulezité pro tvorbu PNNSs, jejichz jedine¢né fyzikalni a
hydrodynamické vlastnosti ovliviiuji chovani morfogenetickych bunék a reguluji difuzi
mnoha sekretovanych rustovych faktord a morfogent (Celio et al., 1998). Dospéla
ECM hraje také vyznamnou roli v ochrané neuronl a synapsi pfed posSkozenim
indukovanym oxida¢nim stresem a starnutim (Cabungcal et al., 2013; Morawski et al.,
2010; Morawski et al., 2014; Suttkus et al., 2017). Béhem starnuti dochazi ke zméné
exprese ECM molekul, ve studii (Sykova et al., 1998) byl nalezen sniZeny vyskyt
fibronektinu a chondroitinsulfatové proteoglykany v hippokampu. DalSi studie, ktera se
zameéfila na tenascin, prokazala sniZzenou existenci této molekuly ECM v pribé&hu
starnuti a také, Ze se tenascin vibec nevyskytuje v dospélém mozku u nékterych druh(
zivocichu (Joester et al., 2001). Obsah raznych ECM molekul a adheznich molekul se
muze dynamicky ménit v prabéhu vyvoje, starnuti, hojeni ran a patologickych procesu.
Také bylo zjisténo nékolik neurologickych a neurodegenerativhich onemocnéni, pfi
kterych dochazi ke zménam v ECM. Zmény v ECM maji vliv na neuronalni vedeni,
synaptickou plasticitu a na spravnou funkci CNS. Obecné by se dalo Fici, Ze plati pfi
poskozeni ECS pFfechodné zvySena exprese molekul ECM podobajici se s ECM v
obdobi vyvoje (Bradbury et al., 2006; Galtrey et al., 2007; Morgenstern et al., 2002;

Zurn et al., 2006). Po né&jaké dobé se exprese ECM vraci do stavu pfed poskozenim

ve snaze obnovit ECM v misté poranéni (Tang et al., 2003).

Jedno z nejbéznéjSich a intenzivné studovanych neurodegenerativnich
onemocnéni je Alzheimerova choroba (AD). Za strukturalni zmény u AD povazujeme
akumulaci amyloidu, ztratu neuronU a naru$eni synaptické transmise. Vyskytuji se
zmeény i ve slozeni PNNs, kdy exprese HA je vySsi v blizkosti beta-amyloidnich plaku
a muze mit neuroprotektivni ucinek neuronu pfi AD (Miyata et al., 2007; Morawski et

al., 2012). Ve studii (Sykova, VofiSek, Antonova, et al., 2005) bylo zjist€no zvySeni
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extracelularniho objemu u starych mysi s AD. Tyto zmény nastaly pravdépodobné v
disledku zmén v ECM (zvySenim HA, ktera ma zaporné nabité ¢asti interagujici s
molekulami a diky tomu udrzuje vétSi ECS a celkové dehydratace, ktera ma za
nasledek hromadéni a ukladani nékterych latek a tim se muze také prispét k tvorbé

amyloidnich plaka.

Hyaluronic acid

Obr.4.: Mozek makaka, znazornén microtubule-associated protein 2 (MAP2) (zelena) a Wisteria
floribunda aglutinin (WFA) (Eervena) - vlevo. Na pravé strané model perineuronalnich siti. (CSPG

— proteoglykany, Hyaluronic acid — kyselina hyaluronova) (Bonneh-Barkay et al., 2009).

2.3. Difuzni parametry extracelularniho prostoru a jejich méfreni

Difuze je popsana jako nahodny pohyb molekul. Ve volném médiu, jako je voda
nebo velmi zfedény agar, se uplatiuji Fickovy zakony. Difuze v ECS je znacné
omezena velikosti membranovych pérli a zpomalena pfitomnosti makromolekul
extracelularni matrix, neuronalnich a gliovych vybézku a dalSimi pfekazkami. Z tohoto
divodu byly do Fickovych difuznich rovnic, popisujicich difuzi ve volném médiu,
zavedeny tfi dalSi difuzni parametry (Nicholson & Phillips, 1981).

Prvnim parametrem je tzv. objemova frakce, oznacovana jako alfa a je formalné
definovana jako a = ECS objem /celkovy objem tkané, kde index V oznacuje pfislusny
objem ECS nebo celé tkané méfené v malé oblasti mozku a psané jako desetinné
Cislo. Jestlize ECS zaujima 20% mozkové tkané u zdravého dospélého jedince, je a =
0,2.

Druhym parametrem je tzv. tortuozita (neboli kfivolakost), oznaCovana jako
lambda, ktera popisuje mnozstvi prekazek v ECS, branici volné difuzi molekul.

Tortuozita je definovana jako A = (D/ADC)0.5, kde D je difuzni koeficient ve volném

18



médiu a ADC je difuzni koeficient v mozku. Difuze ve volném médiu je cca 2,5 krat
rychlejSi nez v mozku, ve zdravé mozkové tkani ma lambda hodnotu kolem 1,5.
Tretim parametrem je tzv. nespecificky uptake k’, ktery zohledruje ,ztratu®

difundujici latky z ECS pfes membrany do bunék nebo cév.

k'’ o =Veep / Veee

A =+D/ADC "uptake" 1 objemova frakce 4
tortuosita , | :

Obr.5.: Schéma architektury CNS, ktery se sklada z neuron( (N), gliové bunky (glia), neuronalnich
a gliovych procesu (g), molekul extracelularni matrix a intracelularnich kanalll mezi burikami. Tato
architektura zpomaluje pohyb (difuzi) latek v mozku, coz je kriticky zavislé na parametrech obje-

move frakci ECS, tortuozité a nespecifickém uptake (k') (Sykova et al., 1997a).

Tortuozita muze byt velmi proménna a podle nékolika studii, kde srovnavaji
lambdu v ECS s volnym médiem, existuje 6 faktoru, které tuto hodnotu ovlivriuiji.
Prvnim faktorem jsou tkarnové struktury, které vytvari prekazky a zpUsobuji dalSi
zpozdéni pro molekulu difundujici v ECS. Druhym faktorem jsou tzv. mikrodomény, ve
kterych mohou byt difuzni molekuly pfechodné zachyceny, a tim se prodluzuje Cas,
nez dorazi do cilového mista. Tfetim faktorem jsou molekuly ECM, kdy v riznych
oblastech mozku je vyskyt molekul ECM rozdilny. Ctvrtym faktorem jsou specificka
vazebna mista pro difundujici molekuly na bunénych membranach nebo na
molekulach ECM. Za paty faktor povazujeme zaporné nabité Casti, které se nachazeji
na molekulach ECM, se kterymi muze molekula interagovat. A jako posledni Sesty
faktor, ktery ovliviuje difuzi molekul, je jeji velikost (Hrabe et al, 2004; Hrabetova et al.,
2009; Sykova & Nicholson, 2008). V nékterych oblastech ECS se projevuje kromé
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heterogenity i rovnéz tzv. difuzni anizotropie, pfi které dochazi k upfednostnéni
jednoho sméru difuze molekul v ur€ité oblasti mozku. Difuzni anizotropie byla objevena
napriklad v corpus callosum, kde difuze probiha rychleji podél axond, dale v Sedé
hmoté hippokampu (Mazel et al., 1998), v molekularni vrstvé mozecku (Rice et
al.,1993) a také v bilé hmoté michy (Chvatal et al., 1997; Prokopova, et al., 1997).
Difuzni anizotropie se muaze lisit v urcité oblasti béhem vyvoje, dospélosti a starnuti.

V obdobi vyvoje, kdy je vétSina axonl nemyelinizovana, nachazime difuzi izotropni.

V dospélé nervové tkani se uz objevuje difuzni anizotropie, ktera koreluje s ukonéenim
myelinizace bilé hmoty (Prokopova et al., 1997). V prubéhu starnuti mize dochazet i

k vymizeni anizotropie, a to napfiklad v hippokampu, v dlsledku reorganizace
astrocytickych vybézka (Piet et al., 2004).

Rovnéz objemova frakce ECS se vyznamné lisi v prubéhu postnatalniho vyvoje
ve srovnani se zdravym dospélym jedincem (Lehmenkuhler et al., 1993; Prokopova et
al., 1997; Sykova et al., 1997a; VofiSek & Sykova et al., 1997b). Objemova frakce
(neboli pérovitost) u novorozenych potkanu je 2krat tak velka ve srovnani s dospélymi
potkany. V rozsahlé studii (Lehmenkuhler et al., 1993) byly zjistény hodnoty a = 0,40
u novorozenych potkant (P2-P4) v oblasti kortexu. Tyto vysledky byly potvrzeny v
dalSich experimentech ve stejné oblasti, ale i v hippokampu (Kilb et al., 2006) a corpus
callosum (Sykova et al., 1997b). Velky objem ECS bé&hem vyvoje jedincd muze mit
dualni vliv. Jako kladny vliv povazujeme “nafedéni“ potencialné cytotoxickych latek, a
tudiz lepSi odolnost nezralé tkané napf. vaci anoxii. VétSi prostor nahrava i lepSi
migraci bunék bé&hem vyzravani mozku. Negativné muize plsobit delSi difuze
neurotransmiteru a tim i pomalejSi pfenos signall, coz ovliviiuje efektivitu mozku. Vétsi
ECS je pravdépodobné zplsobena nedostateCnou gliogenezi, angiogenezi a
nevyzralosti anatomického uspofadani velkého mnozstvi extracelularnich
proteoglykanl. Ve zdravé dospélé tkani jsou primérné hodnoty objemové frakce
kolem 0,20 (ECS zaujima 20% z celkového objemu mozku) a tortuozity ~1,5 (Sykova
& Nicholson, 2008).
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2.3.1. Metody méfeni difuznich parametrt

V soucCasné dobé je iontoforetickd metoda v realném Case (RTI-TMA) nejkom-
plexné&jSi metodou pro studium difuze malych molekul v ECS. Tato metoda byla vyvi-
nuta Nicholsonem a Phillipsem (Nicholson & Phillips, 1981) a umoznuje urcit absolutni
hodnoty vSech tfi difznich parametrd a jejich dynamické zmény v nervové tkani in
vitro, tak i in vivo. Princip metody je zalozen na iontoforetické aplikaci iontl, které mi-
nimalné prochazeji buné€nou membranou bunék a zlstavaji v ECS. Pouzivaji se ion-
tové senzitivni dvoukanalové mikroelektrody spojené s iontoforetickou mikroelektro-
dou v pfesné dané vzdalenosti hrott (100-200 um), které jsou nasledné vpraveny do
nervoveé tkané. Zmény v membranovém potencialu elektrody, zpusobené zménou kon-
centrace TMA+ (tetramethylamonium) ve znamé vzdalenosti od bodového zdroje v
Case, jsou zaznamenany v podobé difuzni kfivky s pfislusnymi hodnotami difuznich
parametru (Nicholson & Phillips, 1981). Existuje mnoho dalSich metod pro méfeni ob-
jemove frakce a tortuozity ECS, jako je metoda pro méfeni odporu, detekci vnitfnich
optickych signalt propustnosti svétla a / nebo rozptylu (metoda 10S) (Fayek et al.,
2002), optické zobrazovani s fluorescencénim barvivem (10I) (Nicholson et al., 1993),
difuzné vazena magneticka rezonance (Sotak 2004) a iontoforéza v realném Case (Lux
a Neher et al., 1973). Oproti RTI-TMA jsou zminéné metody schopny méfit jen jeden
difuzni parametr nebo pouze relativni zménu objemové frakce ECS. Nékteré metody
vSak mohou byt v nékterych pfipadech vhodnéjsi nez RTI-TMA. Vyhoda metody IOl je
vyuziti Sirokého spektra molekul, kde je moznost pfipojeni fluorescencniho barviva a
schopnost zaznamenat difuzni anizotropii v realném Case (Xiao et al., 2008). Difuzné
vazena magneticka rezonance (DW-MRI) je neinvazivni metodou pouzivanou ve stu-
diich u zvifat a pacientl k uréeni zdanlivého difuzniho koeficientu vody (AD@).
Nicméné, protoze voda prostupuje bunéénou membranu, hodnoty ADGv ovliviiuje DW
extracelularni a intracelularni difuze vody (Sotak et al., 2004). DW-MRI je ¢asto pou-
Zivana s metodou RTI-TMA, ale ne vzdy jejich vysledky spolu koreluji, jelikoZ zjistuji

intracelularni tak i extracelularni objemové zmény (Vorisek et al., 2009).
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2.4. Starnuti mozku

Starnuti je nevyhnutelny proces doprovazeny s celkovym poklesem
fyziologickych funkci a rostoucim vyskytem degenerativnich chorob (Rutten et al.,
2003). Starnuti mozku zahrnuje makroskopické a mikroskopické strukturalni zmény,
které mohou veést k funkénim zménam. Strukturalni zmény mohou probihat, a to
predevsim v neokortexu a hippokampu, aniz by se navenek projevily néjaké symptomy
(Salminen et al., 2011). Makroskopické zmény nervové tkané jsou dobfe detekovany
neinvazivnimi zobrazovacimi technikami. Mozek sniZuje sv(j objem s vékem, tento
pokles je patrny pfedevSim u jedincl starSich 65 let a zahrnuje zvétSeni nejen
komorového systému (Esiri, 2007). Celkové se po€et neuronl vyznamné nesnizuje
(Esiri, 2007; Salminen et al.,, 2011). Béhem starnuti dochazi také ke ztraté
myelinizovanych vlaken v bilé hmoté a ke smrdtovani neuronu jejich dysmorfologii
(Pakkenberg et al., 1997; Raz et al., 2006). PoCet synapsi se vyrazné snizuje diky
vétveni axonalnich a dendritickych vybézkl. K radikalnimu snizeni dendritickych
vybézku dochazi az o 50% v nékterych oblastech mozku bé&éhem starnuti (Esiri, 2007;
Jacobs et al., 1997; Salminen et al., 2011). V mitochondriich se kumuluji poskozeni
(Brunk et al., 2002), snizuje se schopnost oprav deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a
nedochazi k odstranéni neuronu s poSkozenou jadernou DNA (Rutten et al., 2003).
Starnuti je doprovazeno zvySenym bunénym stresem. Diky velké potiebé energie
neuronu pro oxidacni metabolismus, je to pfevazné oxidacni stres, ktery z velké Casti
napomaha k procesu starnuti (Salminen et al., 2011). Mitochondrialni aktivita je
nezbytna pro oxidaéni metabolismus a je spojena s generaci volnych kyslikovych
radikalt, které mohou poskodit proteiny, nukleové kyseliny a lipidy. Mitochondrie
zasazené oxida¢nim poSkozenim maji schopnost generovat vice volnych radikalt
(Esiri, 2007). V prtbéhu starnuti nedochazi pfi poSkozeni DNA k bunééné apoptdze
nebo jejim opravenim, jako to probiha u zdravé mladé buriky (Rutten et al., 2003).
Nedochazi k eliminaci poSkozené DNA a to vede k abnormalni expresi genu vytvarejici
aberantni proteiny (Esiri, 2007). PoSkozené mitochondrie jdou ruku v ruce s narusenim
homeostazy vapniku v neuronech, kde se uklada urgité mnozstvi Ca?* a tim je
extracelularni prostor vystaven zvy§enému mnozstvim Ca 2* iontli. To nasledné vede
k aktivaci proteinim s potencialné Skodlivymi ucinky. Toto zpUsobi, Ze je nervova tkan
méné odolna k jakémukoli poskozeni vyvolané stresem (Esiri, 2007). DalSim znakem
starnuti je akumulace autofagnich vakd pigmenty (lipofuscin nebo neuromelanin)
pochazejici z neuplné degradovanych bilkovin a lipidd (Sulzer et al.,, 2008). Tyto

vakuoly mohou zabrat velkou ¢ast neuronové buriky. V pribéhu starnuti dochazi ke
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zménam exprese genu spojené se synaptickym pfenosem, mitochondrialnimi
funkcemi, homeostazou Ca?* a zanétem (Blalock et al., 2003; Salminen et al., 2011).
Gliové buriky také podléhaji vlivu starnuti (Finch et al., 2003). Béhem starnuti podléhaiji
mikroglie, hrajici roli v imunitni obrané v mozku, ¢etnym morfologickym zménam, jako
je deramifikace (Streit et al., 2004). Oligodendrocyty tvofi a obaluji axony myelinem,
vramci starnuti dochazi u nékterych neuronl k mistnim naruSenim myelinu, které
mohou byt remyelinizovany, avSak kvalita a rychlost remyelinizace se s vékem snizuje,
coz je jeden z dlvodu kognitivniho poklesu (Pannese et al., 2013; Peters et al., 2004).
Astrocyty s pfibyvajicim vékem méni svUj celkovy objem, dochazi bud k atrofii bunék
nebo hypertrofii. Hypertrofie je spojena s astrogliézou (Lynch et al., 2010; Rodriguez
et al., 2014) a astroglialni atrofie muze za sniZzenou konektivitu, kdy se uvolni kontakt
se synapsemi (Heneka et al., 2010; Rodriguez et al., 2014). V prdbé&hu starnuti jsou
zaznamenany zmeény i v hematoencefalické bariéfe, kde je naruSena integrita a jeji
funkce, to zanechava mozek vice nachylny k praniku toxin( a dalSich latek.

Béhem starnuti dochazi v nervové tkani k riznym degenerativnim procesim,
které maji vliv na difuzni parametry. Ve studii (Sykova et al., 1998) se zabyvali oblastmi
jako je kortex, corpus callosum a hippokampus (CA1, CA3 a v gyrus dentatus) u
starych potkand. Objemova frakce se vyrazné snizila s pfibyvajicim vékem spolu
s tortuozitou a hodnotou k” (uptake). Po dobu starnuti doSlo k vymizeni difuzni
anizotropie. (Sykova et al., 2002). Tyto zmény v nervové tkani se daji rizné zddvodnit.
Jedna moznost je vyskyt astroglidzy v nervové tkani u starych jedincll, kde dochazi ke
zvétSeni objemu a vlaknitosti astrocytll a tim dochazi ke zmenseni objemu ECS, a to
muze mit vliv na migraci bunék (Sykova et al., 1998). Snizeni tortuozity spolu s
uptakem, kdy dochazi k vymizeni anizotropie, je moznym dusledkem ztraty nékterych
makromolekul extracelularni matrix (Sykova, Vorisek et al., 2005). Ztrata anizotropie v
oblasti hippokampu koreluje se snizenou schopnosti se ucit a pamatovat u starych
potkanl (Sykova et al., 2002). DalSim zdlivodnénim zmén v difuznich parametrech je
snizeni poc¢tu dendritickych vybézkl, demyelinizace, neuronalni degenerace a dalsi
(Frisen et al., 1995; Pforte et al., 2005; Sullivan et al., 2010).
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2.5. Ischemie a cytotoxicky edém

Patologické stavy jsou doprovazeny nedostatkem energie, zachvatovitou
aktivitou, nadmérnym uvolfiovanim neurotransmiterd a neuroaktivnich latek, smrti
neurond, ztratou nebo proliferaci gliovych bunék, cytotoxickym edémem, tvorbou
Skodlivych metabolitl véetné volnych radikall a ztratou iontové homeostazy (Kahlert
et al., 2004; White et al., 2000). Tyto zmény v nervové tkani jsou doprovazeny
zanétem, edémem nebo demyelinizaci.

Ischemické poSkozeni mozku vznika nedostateCnym zasobenim mozkoveé
tkané krvi. RozliSujeme dva typy mozkové ischemie, fokalni a globalni. Fokalni
zastavenim prutoku krve v mozkové tepné (tromboticky nebo embolicky iktus), anebo
protrzenim mozkové tepny (hemoragicky iktus). Pfi zastavé srdeCni Cinnosti, kdy
prestane proudit krev v celém mozku a béhem par sekund dojde ke ztraté védomi,
dochazi k pfechodné zastaveé krevniho obéhu (globalni ischemie). (Kaufmann et al.,
1999).

Pfi ischemii se nedostava potfebny pfisun energie ve formé ATP, ktery je
dllezity k udrzeni iontové rovnovahy na membrané. Buriky se proti poSkozeni brani a
spousti mnoho bunéénych i molekularnich déjli. Po nékolika minutach je prvnim
dusledkem ischemického poSkozeni tkané glutamatova toxicita, vznikajici v disledku
narusenim iontového gradientu na membrané neuronu a gliovych bunék vylitim
glutamatu do extracelularniho prostoru, kde je za normalnich okolnosti vychytavan
astrocyty (Choi, 1988; Szatkowski et al., 1990; Leviet al.,, 1992). Kvuli nedostatku
energie astrocyty nemohou vykonavat tuto funkci a dochazi také ke sniZzeni pH
v burikach spolu s uvolnénim volnych radikalt (Harukuni, 2006; Nakane et al., 1997).
Po nékolika hodinach se vytvafi nekroticka tkan z odumrelych bunék, ktera se i nadale
zvétSuje a dochazi k sekundarnimu poskozeni. Bunky spousti apoptozu a zanétlivé
procesy i nékolik dnl po poSkozeni, a tim nastava dalSi zvétSeni ischemické léze
(Dirnagl et al., 1999; Kahlert et al., 2004).

Glutamat nasledkem ischemie dlouhodobé stimuluje receptory, které jsou
svazany s iontovymi kanaly umoznujici vyliti K+ iontd z bunék C&* do bunék (Bano et
al., 2007). Zvy$ena koncentrace sodiku v burice aktivuje Na+/Ca antiporter, C&*
ionty jsou vyznamnou signalizacni molekulou a u€astni se mnoha riznych reakci. P¥i
zvy$eném mnozstvi Ca?* v cytoplazmé zacéne jeho vychytavani mitochondriemi, coz
narusuje jejich vnitfni membranu volnymi radikaly, az se stava porézni (Kahlert et al.,

2004). Volné radikaly putuji do cytoplazmy naruSujici strukturu burfiky a v neposledni
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fadé dojde k poSkozeni DNA, ktera muze vést k apoptdze buriky (Kroemer & Reed,
2000; Kuzhandaivel et al., 2011; Lo et al., 2003). S nadmérné zvySenou koncentraci
Na+ a Ca2+ v bufice dochazi k vét§imu zadrzeni vody v burice, a tim se zvétsi i jeji
objem, coz znacné pfispiva ke vzniku cytotoxickému edému. (Unterberg et al., 2004)
V nervové tkani se vytvofi edém obklopujici nekrotické jadro a tim zabrariuje pozdéjsi
reperfuzi (Dmytrenko et al., 2013). Nasledné se zvySuje tlak v tkani a stlacuji se cévy,
coz zpUsobuje dalSi poSkozeni v dusledku nedostate¢ného prokrveni nervové tkané. |
pfes velké poskozeni, ktera jsou nevratna, se spoustéji reparaCni mechanismy
zahrnujici proliferaci bunék a jejich diferenciaci v rizné bunécéné typy. Vznik glialni jizvy
neboli reaktivni glibzy napomaha oddélit zdravou tkan od poskozené, a tim i zmirfiuje
nasledky ischemie.

ECS reaguje na tyto zmény zvySenim tortuozity (zvySenim bariér) a hodnoty
objemové frakce se vyrazné snizi az na 7% z puvodnich 20% v dasledku zvétSeni
objemu bunék. Pokud dojde k odumieni nervové tkané, hodnoty difuznich parametrd
se zméni jesté rapidnéji (A = 2.07, a = 0,05 a méné) a nastava anoxie (Sykova et al.,
2004, Dmytrenko et al., 2013; Hrabetova et al., 2003). Cytotoxicky edém, typicky pro
ischémii a doprovazeny poklesem alfy a zvySenim lambdy, je mozZno v laboratornich
podminkach simulovat hypotonickym stresem nebo zvySenou koncentraci drasliku
(Anderova et al., 2014; Sykova et al., 1999; Solenov et al., 2002; Kimelberg et al.,

1995).

| kdyZ jsou mechanizmy cytotoxického edému intenzivné studovany, pfevazna
vétSina studii pouziva mlada zvifata. K ischemii dochazi Castéji u starSich jedincu,
v dnesni dobé je mnoho studii zamé&rené na nasledky a mechanismy vyvolané
ischemii hlavné u mladych jedincu. Z tohoto ddvodu byl jeden zcili v na8i studii -
vyvolani cytotoxického edému jak u mladych, tak u starych jedincl a sledovat zmény

mezi nimi.
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3. Cile diplomové prace
Cilem projektu bylo:

1) Stanovit difuzni parametry ECS u mladych a starych mysi v somatosenzorické
kare, CA1 oblasti hippokampu a sluchovych jadrech inferior colliculus a corpus

trapezoideus a zjistit rozdily zplisobené vékem nebo rozdilnou strukturou tkané.

2) Zhodnotit vliv modifikace extracelularni matrix (delece spojovaciho proteinu
Bral2) na zmény difuznich parametrd vyvolané starnutim ve sluchovych

jadrech inferior colliculus a corpus trapezoideum.

3) Sledovat pribéh zmén difuznich parametrd ECS pfi hypotonickém stresu a
hyperkalémii u mladych a starych mysSi v oblastech somatosenzorického
kortexu a hippokampu CA1 a posoudit pfipadné rozdily ve vyvoji cytotoxického

edému/objemové regulaci zpusobené starnutim.
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4. Materialy a metody

4.1. Pokusna zvirata

K nasim pokusum byly pouzity mySi kmene C57BL/6J (,wild type“- WT), Bral2-
deficientni zvifata (KO) a GFAP/EGFP pozitivni mySi. VSechna pouzita zvifata byla
podle véku zafazena do dvou skupin: 1. mladé dospélé mySi (od 2 do 3 mésicl
postnatalné) a 2. staré mysSi (9 - 18 mésicu). Zvirata byla chovana v internim chovu
podle schvalenych projektt pokust v akreditovaném zvéfinci Ustavu experimentalni
mediciny AV CR v plastovych akvariich, na standardni dieté, s neomezenym pfistupem
ke krmivu a pitné vodé pfi 20-22 °C. Svételny rezim byl LD 12:12.

Bral2-deficitni mysi (viz kapitola 5.2.) byly generovany homologni rekombinaci
v embryonalnich kmenovych bunkach, jak je popsano v (Bekku et al., 2012).
Kryogenné zachované spermie s deficienci Bral2 proteinu byly ziskany od naseho
spolupracujiciho partnera prof. Toshitaka Oohashi (Department of Molecular Biology
and Biochemistry, Okayama University Graduate School of Medicine, Dentistry and
Pharmaceutical Sciences; Okayama, Japan). Pro generovani Bral2 deficientni linie
zvirat jsme nejprve vytvofili heterozygotni mySi s pouZzitim in vitro fertilizace (wild kmen
mySi C57BL / 6 s kryoprezervovanymi spermiemi s deficitem Bral2 proteinu). Vzniklé
heterozygotni mysi byly nasledné rozmnozeny a homozygotni Bral2 negativni (Bral2-

/-, KO) a Bral2 pozitivni (Bral2+/+, WT) zvifata byla identifikovana genotypizaci a dale
rozmnozovana.

Studie vlivu starnuti na vyvoj cytotoxického edému (viz kapitola 5.3.) byla
soucasti vétSiho projektu, ktery rovnéz posuzoval objemové zmeény v jednotlivych
astrocytech metodou trojrozmérné konfokalni morfometrie. Z divodu reciprocity byly i
pro méfeni difuznich parametrd pouzity transgenni GFAP/EGFP pozitivni mySi na
pozadi kmene C57BL/6J, kde je zeleny fluorescenéni protein (enhanced green
fluorescent protein - EGFP), exprimovan pod kontrolou lidského promotoru glialniho
fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP) a umozZriuje tak vizualizaci astrocytu v pfimé

mikroskopii.

27



4.2. Pfiprava fezt mozku pro difuzni méreni

Pro difuzni méfeni je zapotiebi nejdfive mys uvést do hluboké anestezie pomoci
pentobarbitalu (100 mg/kg) podaného peritonealné. U skupiny starych mysi, jejichz
tkan je nachylnéjsi na ischemické poskozeni béhem pfipravy fezl, jsme navic provedli
transkardialni perfuzi pomoci 20ml roztoku NMDG (slozeni: 110 mM NMDG, 2,5 mM
KCI, 24,5 mM NaHCO3, 1,25 mM Na2HPO4, 10 mM glukézy, 7 mM MgCI2, 0,5 mM
CaCl2; pH =7,4; 290 mOsm; probublavan 95% 02/5% CQO2).

Poté jsme mySi vyndali mozek z lebky a ve studené lazni (4°C, sloZeni roztoku:
154,5 mM NacCl, 3 mM KClI, 35 mM NaHCOs3, 1,3 mM Na2HPO4, 3 mM MgClz2, 10 mM
glukézy) nakrajeli na fezy o tloustce 400 pm (Microm Int. GmbH, Waldorf, Némecko),
za stalého probublavani smési Oz a CO2. Rezy byly ponechany v klidu po dobu jedné
hodiny v roztoku sloZzenim podobnému mozkomisnimu moku (arteficial cerebrospinal
fluid - ACSF, slozeni: 154,5 mM NaCl, 3 mM KCI, 35 mM NaHCGs, 1,3 mM Na2HPOa4,
1,3 mM MgCl2, 1,5 mM CaCl 2, 10 mM glukézy, ; pH = 7,4; 290 mOsm, probublavan
95% 02/5% COz2) pfi pokojoveé teploté. V pfipadé starych zvifat byla inkubace fezl po
jejich pfipravé provedena v roztoku NMDG. Pfi méfeni byly fezy umistény v perfuzni
komdurce, kde byly kontinualné promyvané roztokem ACSF, ktery navic obsahoval 0,1
mM TMA+ a byl sycen 95% Oz / 5% CO2. Méfeni byla provedena v hloubce 200 um.

4.3. Model cytotoxického edému

Difuzni parametry ECS byly vyhodnoceny v somatosenzorickém kortexu a
hippokampu CA1 ve dvou modelech cytotoxického edému: 1. hypotonicky stres, 2.
hyperkalémie. PFi testovani ucinkd hypotonického stresu byl fez vystaven pusobeni
hypotonického roztoku H100 (sloZeni: 58 mM NaCl, 3 mM KCI, 28 mM NaHCOs, 1,25
mM Na2HPO4, 1,3 mM MgCl 2, 1,5 mM CaCl 2, 10 mM glukoézy;pH = 7,4; 200 mOsm,
probublavan 95% 02/5% COz2) po dobu 20 minut a nasledné byl promyvan po dobu 40
minut by ACSF roztokem, kdy se po 5 minutach odebiraly kfivky zjitujici zmény
difuznich parametrd ECS. Pfi hyperkalémii byl misto roztoku H100 pouzit roztok se
zvySenou koncentraci drasliku (50 mM K+) (slozeni: 75 mM NaCl, 50 mM KCI, 28 mM
NaHCOs, 1,25 mM Naz2HPO4, 1,3 mM MgCl, 1,5 mM CaClz, 10 mM glukézy;pH = 7,4;
300 mOsm, probublavan 95% 02/5% COz2)
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4.4. lontove selektivni mikroelektrody a iontoforeticka TMA+ metoda

v realném Case

lontové selektivni mikroelektrody (ISM) jsou nezbytnou soucasti pro dynamické
méfeni aktivity danych iontl ve tkanich vrealném c&ase. ISM funguji jako
potenciometrické detektory snimajici aktivitu specifickych iontd rozpusténych
v roztoku, kterou prevadéji do elektrického potencialu méfeny voltmetrem. Hlavni
slozkou ISM je membrana rozdélujici dva roztoky o rozdilné iontové koncentraci a je
selektivné propustna pro dany iont. Po zavedeni mikroelektrody do tkané dochazi
k pohybu iontl z oblasti vysoké koncentrace do oblasti s nizkou koncentraci. Po
vyrovnani rozdilu potencialu na obou stranach membrany dojde k ustaleni rovnovahy.
Velikost potencialu (E) ISM lze vyjadfit modifikovanou Nernstovou rovnici. V praxi
musime zvazit negativni u€inek ostatnich iontl, které mohou rudit méfeni ISM. Pro

tento pfipad méreni ISM potencialu je lepSi vyuzit Nikolského rovnici:
E = Eo + s log [ai + % (@) 4]

aj — aktivita interferujiciho iontu
Zj — naboj iontu
i jP°t— selektivni potenciometricky koeficient

Pro zjednodu$eni mlze byt v rovnici pouzita koncentrace iontu. Rovnice pro dva

interferujici ionty je definovana takto:
E1-E2=slog (c1+k)/(c2+k)

Kde E1 a E2 jsou potencialy méfené pfi riznych koncentracich (c1, c2) naméfenych
iontt a k je interference. Z dlvodu interference jsou elekirody pfed méfenim

kalibrovany s pozadim hlavniho interferujiciho iontu /-hlavnich interferujicich iontd.

4.4.1. Méfeni difuznich parametri pomoci iontoforetické TMA+ metody

v realném case

Struktura nervové tkané muaze byt prezentovana jako péna, kde plynna faze
odpovida bufikdm a ECS je vodni fazi. Pohyb molekularni difuzi je znaéné omezen
vlastnostmi ECS. Difuzni pohyb molekul ve volném médiu je popsan Fickovymi

zakony, které vychazeji z makroskopického Brownova pohybu molekul. Tento pohyb
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je zalozen na rovnych kratkych pohybech pro rozptyl molekul v nahodnych smérech a

jejich kolizi s molekulami rozpoustédla.

Pokud je v systému rozpusténa latka, existuje zde koncentraCni gradierdC, pak
mikroskopicky tok pro rozptyl molekul J ve sméru koncentra¢niho gradientu je ve formé

vektoru, na ktery se vztahuje nasledujici rovnice:

J=-DAC

Tato rovnice popisuje Ficklv prvni zakon, kde D je difuzni koeficient difuzni latky ve
vodé, C je jeho koncentrace, a AC je koncentra¢ni gradient. Nicméné ECS je
komplexni médium s geometrickou strukturou, kde nemuze dochazet k volnému
difuznimu Sifeni. Difuze v mozku proto muze byt popsana po zavedeni
extracelularnich parametrl jako je objemova frakce a a tortuozita A do difuznich rovnic

pro Sifeni v poréznim prostiedi. Extracelularni objemova frakce je definovana jako:
a = VEecs / VTissue

kde VEecs je objem ECS a V Tissue je celkovy objem tkané. Ve "volném" médiu (vodny
roztok nebo velmi zfedény agar) se a = 1.

Pritomnost riznych pfekazek prodluzuje difuzni cestu molekuly v komplexnim
médiu ve srovnani s volnym médiem (vody nebo zfedéné agaru). Z tohoto dlivodu je
zfejmeé, Ze difuzni koeficient ADC pro danou latku v komplexnim médiu, je mensi nez
difuzni koeficient D ve volném médiu. Toto rozSifeni cesty difuze vyjadfuje tortuozita A,
ktera je definovana jako:

A=(D/ADC)"2

Rovnice pro homogenni izotropni porézni médium (Nicholson & Phillips, 1981) zni
takto:

J=-aADCVC

kde C je koncentrace latky v ECS naméfené iontové selektivni mikroelektrodou. Ja C

jsou pramérné hodnoty v celém vzorku tkané.

DalSi modifikaci je zavedeni tfetiho difuzniho parametru, ktery reprezentuje
nespecifické vychytavani iontd burfikami k ', vyjadfuje ztratu difundujicich molekul z
ECS do bunék nebo kapilar, coz vede v modifikované podobé druhého Fickova zakona
(Nicholson & Phillips, 1981):
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ac/at=(D/A%)Vv2C+(Q/a)-k'C
kde t je Cas, a Q je prutok latky difundujici ze zdroje.

Pokud je rozptylujici se molekula vstfikovana do tkané pomoci iontoforézy s dobou
trvani S, zmény v koncentraci molekuly v Case jsou prezentovany difuzni kfivkou s

rostouci a klesajici fazi. Pro rostouci fazi kfivky plati:
C=G@)t<S
A pro sestupnou fazi kfivky plati:
C=G@Ht)-G(t-S)t>S
kde C je koncentrace iontl v ¢ase t a vzdalenosti r.

Pomoci matematickych uprav z prvni a druhé Fickovych rovnic dostaneme funkci

difuzni kfivky G (u), kde u =ta t - S pro stoupajici nebo klesajici faze kfivky:
G(u) = ( QA2 /8mDar) {exp[rA (k/D)2] erfc[rA/2(Du)?? + (k'u)'2]
+ exp[-rA(k’/D)"2] erfc[rA/2(Du) 72 - (k'u)12]}

Kde Q je mnozstvi TMA +, ktery je dodavan do tkané za sekundu. Funkce "ERFC" je
komplementarni chybova funkce. Béhem kalibrace v agaru, kde podle definice plati, a
=1 =ANak'=0, hodnoty n a D se ziskaji fittovanim kfivky. Po zjisténi hodnot n a D pro

danou elektrodu se dale zjiStuji parametry a, A, a k ' pro urCitou oblast nervové tkané.

4.4.2. Vyroba elektrod pro méreni difuznich parametrud

Pro pfipravu ISM jsme pouzili sklenéné kapilary z borosilikatového skla (Ruckl
and sons, Otvovice) o pruméru 2,5 mm a délce 11 cm a 5,5 cm. Dvé sklenéné kapilary
o ruzné délce jsou spolu spojeny polyethylenovym krouzkem, dale se uprostfed nahfeji
nad kahanem a otoci se 0 360 stupfit a mirné povytahnou. Pomoci vertikalniho tahace
(Narishige, Japonsko) jsou nataZzeny dvé dvoukanalové mikroelektrody (referenéni a
iontové-selektivni kanal) s hrotem o praméru 0,5 — 1,0um. Pfed plnénim iontoveé-
selektivniho kanalu musi dojit ke zméné povrchové vlastnosti skla. Za normalnich
podminek je povrch skla vysoce hydrofilni a odpuzuje organické slouceniny. Po
naneseni tenké vrstvy silanu do Spicky selektivniho kanalu mikroelektrody se povrch

skla zméni na hydrofobni a iontoméni¢ se zde pak Iépe udrzi. Pfed samotnou silanizaci
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je potfeba naplnit referenéni kanal destilovanou vodou. Spitka ISM byla naplnéna
silanem (200 — 500 ym). Slozeni silanu: tributylchlorosilan rozpustény v organickém
rozpoustédle 1-chloronaftalenu v poméru 1:6. Poté jsme ISM umistili do pece, kde
dochazelo k odpafovani vody a roztoku silanu po dobu 1 hodiny pfi 200°C. Po
vychladnuti je hrot ISM pod mikroskopem pfilomen na pramér 3-5 pym.

Metoda plnéni, ktera byla vyuzita pro tuto praci, se nazyva pfedni plnéni
elektrod. Referen¢ni kanal se napini roztokem 150 mM NaCl, poté se elektroda ponofi
do iontoménice (IE 190, World Precision Instruments, RRID:SCR_008593) na 25-60
sec., kde se iontoméni¢ kapilarnimi silami natahne do SpiCky iontové selektivniho
kanalu. lontové selektivni kanal se doplni roztokem 100 mM TMACI az k iontoménici.
Vzduchové bubliny, které vznikly pfi pInéni v elektrodé&, jsou poté odstranény pomoci
elektrokauteru nebo hmatového kociCiho vousku. Dale bylo zapotfebi pfipravit
iontoforetickou mikroelektrodu (EC1 30-0118, model TGC200-15, Harvard Apparatus),
které jsou vyrobeny z theta-kapilarniho dvojitého barelového borosilikatu (EC1 30-
0118, model TGC200-15, Harvard Apparatus). Kapilara byla vytazena na vertikalnim
tahaci (Narishige, Japonsko) a ohnuta, tak aby byla rovnobézna s ISM (cca 40°). Hrot
mikropipety je pfilomen stejné jako u ISM a mikropipeta je naplnéna roztokem 100mM
TMACI. Posledni krok spoCiva ve slepeni iontoselektivni mikroelektrody a
iontoforetické mikropipety pomoci dvou fazového lepidla, kde musi byt hroty od sebe
ve vzdalenosti 60 - 100pm. lontoselektivni mikroelektrody jsou kalibrovany v péti
roztocich s rliznou koncentraci méfeného iontu. Z této kalibrace jsme ziskali hodnoty
sklonu a interference iontoselektivni mikroelektrody za vyuZiti softwaru VOLTORO. Pro
ureni transportniho Cisla (n) a prfesné vzdalenosti hrotu elektrody (R) byla vyuzita
kalibrace ve ziedéném 0,1% roztoku agaru. TMA+ difuzni kfivky byly zaznamenavany
digitalnim osciloskopem (model 310, Nicolet Instrument Corporation) a dale
zpracovany v PC. Difuzni parametry jsou ziskany nelinearnim prokladanim kfivek
simplexnim algoritmem aplikovanym na difuzni kfivky v programu VOLTORO
(Nicholson a Phillips, 1981).
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[TMA"] —J
Obr.6.: Schéma elektrody. Elektroda se
skldda z ISM (vlevo) a iontoforetické elektrody
PRI (vpravo). ISM se sklada ze dvou kanalu. Referenéni

kanal je naplnén 150 mM NaCl. Selektivni kanal

- obsahuje iontoméni¢ ve $pi¢ce a roztok 100 mM
ISM-TMA’

TMA+ chloridu. lontoforeticka mikropipeta je také

naplnéna 100 mM TMA+ chloridu. Elektrody jsou

o napojeny na diferencialni zesilova¢ diky stfibrnym

chlorovanym dratam.

4.5. Immunohistochemie

Pro fixaci mozku pro imunohistochemickou analyzu jsme nejdfive pfivedli mys do
hluboké anestezie pentobarbitalem (10 mg/kg, i.p.), dale jsme provedli transkardialni
perfuzi, kdy jsme do levé srde¢ni komory mysSi injikovali 20ml 0,9% fyziologického roz-
toku chloridu sodného s heparinem (2500 IU / 100 ml) (Zentiva, Praha, Ceska repub-
lika) a nasledné 20ml 4% roztoku paraformaldehydu ve fyziologickém roztoku pufro-
vaném fosfatem (PFA / PBS). Mozek byl poté vypreparovan z lebky a uloZen do fixac-
niho roztoku 4% (PFA / PBS) po dobu celé noci pfi 4°C. Po uplynuti této doby byl
mozek umistén do roztoku s postupné se zvysujici koncentraci sacharézy (10% a
20%) pro kryoprotekci. Po zmrazeni byl mozek nafezan na 20pm koronarni platky za
pouziti mikrotomu (Microm Int. GmbH, Waldorf, Némecko). Rezy byly nejprve inkubo-
vany v blokovacim roztoku 5% Chemiblocker a 0,2% Triton a 10% kozi v PBS-glycinu
(v PBS pro Crtl1 barveni) po dobu 2 hodin. Blokovaci roztok byl také pouzit pro fedéni
protilatek. Nasledné byly fezy inkubovany s primarni protilatkou pfes noc pfi 4°C. Po-
uzivané protilatky: kozi anti-Bral2 (AF4085, 1: 300, R&D systems). kozi anti-Crtl1
(AF2608, 1: 150, R&D systems); krali¢i anti-brevikan (Ab111719, 1: 100, Abcam). Po
vymyti byly fezy inkubovany se sekundarni protilatkou g488 pro Bral2 (1: 300), d488 g
pro Crtl1 (1: 300), g488R pro brevikan (1: 200) po dobu 2 hodin pfi teploté 4°C v roz-
toku PBS s obsahem 0,2% Tritonu. Rezy byly na podloZnim skliku s montaznim sys-
témem Aqua Poly / Mount (Polysciences Inc.). Pro vyhodnoceni rozdilt v expresi mo-
lekul ECM byly obarvené fezy nasnimany mikroskopem EVOS® FL Auto (Thermo

Fisher Scientific).
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4.6. Analyza dat

Data byla analyzovana neparovym t-testem pomoci softwaru GraphPad InStat
(GraphPad Software, USA) a nasledné Benjamini-Hochbergovym post testem. Hod-

noty P pod 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.
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5. Vysledky

5.1. Bazalni hodnoty difuznich parametrt v jednotlivych strukturach

mozku béhem starnuti.

Predchozi studie ukazaly, Ze pfi starnuti dochazi k typickému poklesu objemové
frakce (Sykova et al., 1998; Mazel et al., 1998; Sykova & Nicholson et al., 2008). Tyto
studie se soustfedily pfedevsim na oblast kortexu a hippocampu, a proto nas v nasi
studii zajimaly tyto rozdily v dalSich strukturach jako je somatosenzoricky kortex,
hippokampus CA1, inferior colliculus a trapezoid body.

Zjistili jsme, Ze v prubéhu starnuti dochazi ke zménam v ECS. V oblasti kortexu
a hippokampu CA1 jsme zjistili signifikantni rozdil mezi mladymi a starymi zvifaty
v objemové frakci, kdy dochazelo ke snizeni objemové velikosti ECS s rostoucim
vékem, av8ak zadny signifikantni rozdil nebyl v pribéhu starnuti v objemové frakci v IC
a TB. V oblasti inferior colliculus a trapezoid body jsme v prubéhu véku zjistili
signifikantni rozdil v tortuozité, ktera byla u starSich jedincu vy$Si (viz tabulka1, obr.:7.).

Pfi porovnani struktur jsme v hodnotach objemové frakce nezjistili vyznamné
rozdily ani u mladych a ani u starych mysich. U mladych zvifat jsme zjistili signifikantni
rozdily v tortuozité mezi hippokampem a inferior colliculus a také mezi hippokampem
a trapezoid body, kde hippokampus mél oproti ostatnim zmifiovanym nizs$i hodnotu
tortuozity. U starych zvifat byl zjistén signifikantni rozdil ve struktufe mezi
hippokampem versus inferior folicullus a trapezoid bodym, kde hippokampus mél
oproti ostatnim zmifnovanym nizSi hodnotu tortuozity. Dale také mezi kortexem a
inferior colliculus spolu s trapezoid body, kde kortex mél oproti ostatnim zmifiovanym
niz8i hodnotu tortuozity. Kortex a hippokampus se vyznacovaly niZSi hodnotou

tortuozity v porovnani s inferior colliculus a trapezoid body.
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Tabulka 1. TMA+ difuzni parametry méfené v fezech mozku mysSi za bazalnich podminek metodou RT-
TMA.

Oblast vék Objemova Tortuozita n Pocet
frakce mysi
Kortex
Mladé WT 0,197 +0,003 1,586 + 0,010 28 17
Staré WT 0,166 +,009° 1,594 +0,013 27 12
Hippokampus
Mladé WT 0,212 +0,003 1,486 + 0,013 19 13
Staré WT 0,184 +,004" 1,499 + 0,026 26 19
Trapezoid
body Miadé WT 0,189 +0,013 1,687 +0,030" 18 9
Staré WT 0,159 + 0,008 1,896 + 0,037"##™ 19 11
Inferior
colliculus
Mladé WT 0,174 + 0,008 1,659 + 0,024" 23 12
Staré WT 0,160 + 0,010 1,739+ 0,029" ##* 23 12

Data jsou vyjadiena jako pramér * SEM. Pocet méreni z kazdého zavedeni do tkané byl n. * - oznacuje
signifikantni rozdil mezi mladymi a starymi jedinci v ramci jedné oblasti, ! - ozna€uje signifikantni roz-
dil mezi danou strukturou a hippokampem, # - oznacuje signifikantni rozdil mezi danou strukturou a

kortexem
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Obr.:7.: Srovnani primérnych hodnot tortuozity a objemové frakce v riznych oblastech mozku
v pribéhu starnuti - v kortexu (Cx), hippokampu CA1 (Hp), inferior folliculus (IC) a trapezoid body
(TB), (N) - pocet zvifat. * oznaCuje vyznamny rozdil mezi mladymi a starymi mysSmi. Data jsou
udavana jako pramér hodnot + SEM. Hodnoty P pod 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné
(*, P < 0,05). P hodnoty pod 0,01 byly vyhodnoceny jako vyrazné statisticky signifikantni (**, P <
0,01). P hodnoty 0,001 byly vyhodnoceny jako extrémné statisticky signifikantni (***, P < 0,001).
SEM - standardni chyba priimér.



5.2. Vliv delece Bral2 na difuzni parametry ECS v TB a IC

ECM tvofi nejenom nezanedbatelné difuzni bariéry, ovliviiujici hodnotu
tortuozity, ale kvuli mnozstvi vody vazané negativnimi skupinami, jakou
makromolekuly ECM prakticky nestlacCitelné a podileji se tak na udrzovani stalého
objemu ECS. Nadprodukce, deficit, ale i kvalitativni zmény ECM, vyvolané deficitem
nékterého proteinu, tak mohou zasadné& ménit hodnoty ECS difuznich parametrq, jak
jsme ukazali v nékolika predeslych studiich (Roitbak el al., 1999; Cicanic et al., 2018;
Bekku et al., 2010; Bekku et al., 2012; Zamecnik et al., 2004; Zamecnik et al., 2012).
Spojovaci protein Bral2 je velice specificky a vyskytuje se pouze v nékolika oblastech
mozku, v€etné corpus trapezideum (,trapezoid body“ — TB) sluchové drahy, kde je
exprimovan spolecné s brevikanem v komplexech PNNs, které tvofi ochranny obal
neuronu (Hartig et al., 2001). Na rozdil od TB se Bral2 nevyskytuje v jiném sluchovém
jadfe — colliculus inferior (IC). TB a IC (jako negativni kontrola) tvofili oblasti zajmu nasi
studie, ktera analyzovala vliv deficitu Bral2 na difuzni parametry u mladych a starych
mysi.

V TB nebo IC mladych WT zvifat byly difuzni parametry podobné (IC: a = 0,174
+ 0,008, A = 1,659 + 0,024 respektive v TB: a = 0,189 + 0,013, A = 1,687 + 0,030) a
nepozorovali jsme zadny rozdil ani mezi WT a KO starymi mySmi. U starych KO mysi
doslo k typickému snizeni objemové frakce v oblasti TB, ale ne u WT mysi. Vyrazné
zvySeni tortuozity v pribé&hu starnuti jsme nalezli v oblasti TB, jak u WT, tak i u KO
mysSi (viz. Obr.:8). Imunohistochemicka detekce exprese jednotlivych slozek ECM
prokazala pfitomnost PNNs zalozené na Bral2 kolokalizovaném s brevikanem v
TB WT zvifat, tento typ PNNs vSak chybél v IC, kde dominovaly PNNs zaloZzené na
komplexu Crtl1-agrekan. Je zajimavé, ze V TB KO mysi, kde uplné chybéla exprese
Bral2, byl brevikan pfesto exprimovan v podobé& PNNSs, které byly vyrazné pozitivni

rovnéz na ubikviterni spojovaci protein Crtl1. (Obr.:9,10).
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Obr.:8.: Srovnani priimérnych hodnot objemové frakce a tortuozity u wild type mysi (Bral2 +/+) a
knockout mysi (Bral2 -/-) v TB a IC s ohledem na veék - trapezoid body (TB) , inferior colliculus (IC),
(N) - poCet zvifat. * oznacuje vyznamny rozdil mezi mladymi a starymi mySmi. Data jsou udavana
jako primeér hodnot + SEM. Hodnoty P pod 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné (*, P <
0,05). P hodnoty pod 0,01 byly vyhodnoceny jako vyrazné statisticky signifikantni (**, P < 0,01). P
hodnoty 0,001 byly vyhodnoceny jako extrémné statisticky signifikantni (***, P < 0,001). SEM -
standardni chyba priimér.
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Obr.:9.: Srovnani exprese proteinu Bral2, brevikanu a Crtl1 u starych wild typ a Bral2 deficit nich

mysSi v trapezoid body. Obrazky byly pofizeny za pouziti stejného objektivniho zvétSeni.
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Obr.:10.: Srovnani exprese proteinl Bral2, brevikanu a Crtl1 u starych wild typ a Bral2 deficitnich

mysSi v inferior colliculus. Obrazky byly pofizeny za pouziti stejného objektivniho zvétSeni.




5.3. Vliv starnuti na rozvoj cytotoxického edému v kortexu a hippo-

kampu mysi.

Cytotoxicky edém spojeny s transmembranovymi presuny iontd a vody
doprovazi mnoho zavaznych patologickych stavi mozku, jako napfiklad fokalni (iktus)
Ci globalni (srdecni selhani) ischémii, trauma mozkové tkané nebo nadorové bujeni.
Protoze cytotoxicky edém predstavuje jednu z hlavnich pfiCin akutni mortality u téchto
onemocnéni, jeho studiu je dlouhodobé vénovana intenzivni pozornost. Nicméné, i
kdyz se tyto onemocnéni vyskytuji u lidi spiSe ve vy$Sim véku, je pfevazna vétsina
experimentalnich dat, tykajicich se mechanizmu vznik cytotoxického edému, ziskana
u mladych dospélych zvifat. Starnouci mozkova tkan je pfitom obecné citlivéjSi na
jakékoliv toxické stimuly &i ischémii a lze pfedpokladat, Ze homeostatické funkce
gliovych bunék jsou ve starnoucim mozku omezené. Jednim z cili naSeho projektu
vénovaného starnuti mozku, bylo proto identifikovat pfipadné rozdily mezi mladymi a
starymi zvifaty ve vyvoji cytotoxického edému v somatosenzorickém kortexu a
hippokampu, vyvolaného pomoci aplikace hypotonického roztoku nebo vysoké
koncentrace drasliku.

Bazalni hodnoty objemové frakce ECS v kortexu i v hippokampu u mladych
zvifat jsou vyznamné vyS$Si nez u starych (viz. Tabulka1, kapitola 5.1.). Z tohoto
dlvodu jsme srovnavali u mladych a starych mysi nejenom absolutni hodnoty a, ale i
jeji relativni hodnoty, kde bazalni hodnota a v kazdém experimentu byla brana jako
100% a v8echny nasledujici hodnoty byly vyjadfeny jako odpovidajici procento.

Pfi aplikaci hypotonického roztoku klesla hodnota objemové frakce v kufe u
mladych zvifat z 0,202 £+ 0,007 na 0,103 £ 0,007. Na stejnou absolutni hodnotu klesla
objemova frakce i u starych zvifat 0,098 + 0,005, i kdyZ se pocatecni hodnoty liSily a
rozdil byl detekovan jesté v 5. minuté aplikace (obr.:11). Signifikantni rozdily mezi
mladymi a starymi mySmi jsme nalezli rovnéz na konci vymyvani roztokem ACSF, kde
se hodnota objemové frakce u starych zvifat vratila ke kontrolnim hodnotam, kdezto u
mladych mySi jsme mohli pozorovat pfekro€eni nad kontrolni hodnoty, naznaduijici
akcelerovanou aktivitu regulaénich mechanizmu. Srovnani relativnich hodnot vsak
neukazalo rychlej$i nebo pomalejsi prab&h zmén u starych zvitat. Zadné rozdily mezi
mladymi a starymi mySmi jsme nenalezli ani v tortuozité (obr.:11), kde byl narust
hodnot podobny u mladych (1,761 + 0,033) i starych zvifat (1,734 £ 0,030).

Podobné jako v kortexu jsme v CA1 oblasti hippokampu CA1 jsme pozorovali
vyznamny rozdil mezi mladymi a starymi zvifaty v absolutnich hodnotach objemove

frakce absolutnich hodnot ve 35. a 40. minuté pfi vymyvani ACSF roztokem,
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zpusobeny Uplnym navratem ke kontrolnim hodnotdm u mladych zvifat, zatimco u
starych mysi byl navrat pouze ¢astecny, kde byla hodnota objemové frakce vysSi u
mladych mySi. Na rozdil od kortexu byl vS8ak maximalni pokles objemové frakce,
vyjadieny v relativnich hodnotach nizsi u mladych mysi, coz ukazuje na vétsi objemove
zmény u téchto zvifat. (Obr.:12).

Pfi aplikaci draslikového roztoku jsme v oblasti kortexu a hippokampu CA1 u
mladych a starych mySi nezpozorovali vyznamné rozdily (Obr.:13,14). Pfi aplikaci
draslikového roztoku klesa objemova frakce u obou skupin a pfi vymyvani ACSF
roztokem se hodnoty nevraceji ke kontrolnim hodnotam, coz naznacuje nevratné

poskozeni nervové tkané.
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Obr.:11.: Srovnani primérnych hodnot objemové frakce a tortuozity v ECS v oblasti kortexu béhem

aplikace hypotonického roztoku. Grafy znazorfiuji pribéh zmeény absolutnich hodnot objemové
frakce ECS (A), relativnich hodnot objemové frakce ECS (B) a absolutnich hodnot tortuozity (C).

Pocet zvifat = Mladé - 8, Staré - 6. * oznacuje vyznamny rozdil mezi mladymi a starymi mysmi.

Data jsou udavana jako pramér hodnot + SEM. Hodnoty P pod 0,05 byly povazovany za statisticky

vyznamné (¥, P < 0,05). P hodnoty pod 0,01 byly vyhodnoceny jako vyrazné statisticky signifikantni
(**, P <0,01). SEM - standardni chyba priméru., Ctrl - kontrola, H100 — hypotonicky roztok.
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Obr.:12.: Srovnani primérnych hodnot objemové frakce a tortuozity v ECS v oblasti hippokampu

béhem aplikace hypotonického roztoku Grafy znazorfiuji prabéh zmény absolutnich hodnot obje-

mové frakce ECS (A), relativnich hodnot objemové frakce ECS (B) a absolutnich hodnot tortuozity

(C) Pocet zvifat = Mladé - 10, Staré - 9. * oznacuje vyznamny rozdil mezi mladymi a starymi mySmi.

Data jsou udavana jako primér hodnot + SEM. Hodnoty P pod 0,05 byly povazovany za statisticky

vyznamné (*, P < 0,05). P hodnoty pod 0,01 byly vyhodnoceny jako vyrazné statisticky signifikantni

(**, P <0,01). SEM - standardni chyba praméru. Ctrl - kontrola, H100 - hypotonicky roztok.
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Obr.:13.: Srovnani primérnych hodnot objemové frakce a tortuozity v ECS v oblasti kortexu béhem

aplikace draslikového roztoku. Grafy znazorhuji pribéh zmény absolutnich hodnot objemové
frakce ECS (A), relativnich hodnot objemové frakce ECS (B) a absolutnich hodnot tortuozity (C)

Pocet zvifat = Mladé - 8, Staré - 7. * oznacuje vyznamny rozdil mezi mladymi a starymi mysSmi.

Data jsou udavana jako primér hodnot + SEM. Hodnoty P pod 0,05 byly povazovany za statisticky

vyznamné (*, P < 0,05). P hodnoty pod 0,01 byly vyhodnoceny jako vyrazné statisticky signifikantni

(**, P < 0,01). SEM - standardni chyba priméru. Ctrl - kontrola, K+ - draslikovy roztok.
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Obr.:14.: Srovnani primérnych hodnot objemové frakce a tortuozity v ECS v oblasti hippokampu

béhem aplikace draslikového roztoku). Grafy znazorfiuji pribéh zmény absolutnich hodnot obje-

mové frakce ECS (A), relativnich hodnot objemové frakce ECS (B) a absolutnich hodnot tortuozity

(C). Pocet zvifat = Mladé - 8, Staré - 8.* oznaCuje vyznamny rozdil mezi mladymi a starymi my3mi.

Data jsou udavana jako priimér hodnot £ SEM. Hodnoty P pod 0,05 byly povazovany za statisticky

vyznamné (*, P < 0,05). P hodnoty pod 0,01 byly vyhodnoceny jako vyrazné statisticky signifikantni

(**, P <0,01). SEM - standardni chyba praméru. Ctrl - kontrola, K+ - draslikovy roztok.
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6. Diskuze

Interstukturalni rozdily extracelularniho prostoru

Abychom vyhodnotili, jak se méni difuzni parametry béhem starnuti v mozkové
tkani obecnéji, provadéli jsme méfeni ve Ctyfech oblastech mozku s rdznou strukturou,
(napf. expresi extracelularni matrix, zastoupenim gliovych bunék, pfitomnosti PNNs)

s cilem detekovat mozné rozdily v hodnotach a a A ve vybranych oblastech (Cx, Hp,

TB a IC). Nejmensi nami naméfené hodnoty objemové frakce u mladych zvifat byly ve
sluchovych jadrech, ale statistickda analyza neprokazala signifikantni rozdil mezi
strukturami. Je v8ak duleZité si uvédomit, Ze &im vice oblasti mame zahrnuto do
statistiky, tim dochazi k menSi citlivosti vuci subtilnim rozdilim a pfi srovnavani hodnot
a pouze mezi Hp a IC se signifikance objevi. MenSi prostor by mohl souviset s faktem,
ze TBi IC jsou relativné bohata na PNNs, obalujici neurony a ,ukrajujici ¢ast objemu
ECS. Nizka a byla pozorovana i ve ventroposteromedialnim jadfe thalamu, kde Ize
rovnéz detekovat mnozstvi kondenzované ECM ve formé& PNNs nebo axonalnich
oball (Cicanic et al., 2018). Netypicky vysoké hodnoty tortuozity byly naméreny v IC a
TB, coz muze souviset s pfitomnosti kondenzované ECM, tvofici prfekazku v difuzi
latek nebo se zahusténim difuznich bariér v relativné mensim objemu ECS. Dale je
nutné rovnéz zvazit mozny vyskyt anizotropie v této lamel6zné uspofadané strukture,
ktera by mohla zkreslit srovnavani se strukturami, které jsou izotropni jako je mozkova
kira a CA1 oblast hippokampu (Vofisek et al., 2002; Hrabétova, 2005). AvSak v nasi
studii jsme méfili tortuozitu pouze v jedné ose, jelikoz oblast TB je velmi mala a
neumoznuje méfeni metodou RTI-TMA ve tfech osach. Nejmens$i hodnotu tortuozity

v nasi studii jsme zaznamenali v oblasti Hp (signifikantné nizsi nez u TB a IC, pfi
srovnavani pouze dvou struktur i signifikantné niz8i nez Cx), coz se shoduje se studii
Hrabétové, kde zjistili, Ze nizka hodnota lambdy v oblasti hipokampu odrazi relativni

pfevahu mikrodomén (Hrabétova, 2005).

Zmény difuznich parametrt extracelularniho prostoru pri starnuti

Pokles velikosti extracelularniho prostoru a zména mnozstvi difuznich bariér
v mezibunécném prostoru v prubéhu starnuti se jevi jako spole¢ny rys vyvoje a starnuti
mozku (pro review viz Sykova & Nicholson, 2008). Studie pouzivajici metodu RTI-TMA
prokazaly klesajici hodnotu a v kortexu béhem celého vyvoje (Lehmenkdihler et al.,
1993) a spolu s hippokampem a corpus calosum (Sykova et al., 2002) v pfipadné
starnuti, coz naSe vysledky také potvrdily. Difuzni zmény v mozkové Sedé hmoté
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béhem starnuti byly také demonstrovany nékolika studiemi s pouzitim DW-MRI
(Heiland et al., 2003; Naganawa et al., 2003; Watanabe et al., 2013). DalSi studie
pouzivajici metodu DW-MRI nezaznamenaly zménu ADCw v mozku u starych jedincu
(Gideon et al., 1994, Helenius et al 2002, Rau et al., 2006). Jelikoz metoda DW-MRI
méfi difuzi vody, ktera volné prostupuje bunééné membrany, méfeni pomoci DW-MRI
zahrnuje zmény jak extracelularniho, tak intracelularniho prostoru, coz mize byt
zdrojem kontroverznich nalezi a detekovat jemné zmény v difuzi ECS jinak nez
metoda RTI-TMA (Vorisek et al., 2009).

Na rozdilod Cx a Hp jsme ve sluchovych jadrech WT zvifat, tj. s intaktnimi
PNNSs, nepozorovali signifikantni pokles a béhem starnuti, coz muze byt zpisobeno
pravé ochrannou funkci PNNs, pokryvajici télo a dentrity neuronu. Pfede$lé studie
ukazaly, ze ECM komplexy, tvofici PNNs nebo axonalni obaly vytvareji vykonny §tit,
chranici neurony a synapse pred neurotoxickym plasobenim oxida¢niho stresu nebo
ukladani amyloidd (Bruckner et al., 1999; Suttkus et al., 2014), které se vyskytuji ve
starnouci tkani.

Starnuti vCx a Hp nevyvolalo zadné zmény v tortuozité, coz odpovida
pfedeslym studiim, které nepozorovaly v téchto strukturach pfi starnuti Zadnou zménu
(Sykova et al., 2005), ¢i dokonce mirné zvySeni (Sykova et al., 2002). Na rozdil od
téchto oblasti se tortuozita béhem starnuti signifikantné zvysila v IC a TB, coz by mohlo
souviset napfiklad s morfologickymi zmé&nami astrocytd, které jsme vSak v nasi studii
neanalyzovali.

Zmenseni objemu ECS v prlibéhu starnuti maze zvysit koncentraci potencialné
neurotoxickych latek, metabolitd a iontd a zvysit nachylnost tkané k poskozeni, ¢imz
se vytvafi bludny kruh urychlujici nasledky starnuti nervové tkané. Avsak vztah mezi
objemovou frakci ECS ¢&i tortuozitou a vékem je slozity a mohou hrat roli mnoho
kvantitativnich a kvalitativnich zmén ve sloZzeni ECM, zméné poctu bunék a morfologie,

myelinizace a demyelinizace nebo ochrannych mechanisma.

Viiv delece Bral2 spojovaciho proteinu

Jelikoz se zda, Ze PNNs hraji vyznamnou roli pfi ochrané tkané pred
mechanizmy starnuti, pouZzili jsme pro dalSi Cast naSi studie transgenni mysi
s deficitem spojovaciho proteinu Bral2, ktery je velice specificky a vyskytuje se pouze
v nékolika oblastech mozku, v€etné TB, ale ne v IC. Kromé Bral2 spojovaciho proteinu
nas zajimala exprese brevikanu, kolokalizujiciho s Bral2 proteinem v komplexech

PNNs (Bekku et al., 2012) a vyskyt dalSiho spojovaciho proteinu Crtl1, ktery se
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vyskytuje v mozku ubikviterné v komplexech PNNs, nejCastéji spoleCné s agrekanem
(Beku et al., 2010; Caruli et al., 2010; Caruli et al., 2007).

Deficit ustfednich slozek ECM, jako tenascin a dalsi lektikany, maiji fatalni vliv
na zmény ECM (Morawski et al., 2014; Dityatev et al., 2008), které vyznamné ovlivniu;ji
difuzni parametry ECS (Sykova et al., 2005). V pfedchozich studiich naseho oddéleni
jsme ukazali, ze pouze deficit spojovaciho proteinu Bral1 vede k rozpadu komplexu
ECM v oblasti Ranvierovych zafezl a rovnéz vyraznym zménam difuznich parametra
(Bekku et al.,, 2010; Dmytrenko et al., 2013), av8ak Bral1 je jedinym spojovacim
proteinem, vyskytujicim se v bilé hmoté. V TB kontrolnich mysSi kolokalizoval Bral2
spole¢né s brevikanem v komplexech PNNs, avSak i pfi jeho deficitu byly dal v TB
pritomny PNNs pozitivni na brevikan a spojovaci protein Crtl1, ktery patrné zaujal jeho
funkci. Podobné nevedl deficit Bral2 ani k uplnému rozpadu PNNs a axonalnich obalu
v thalamu, kde je rovnéz exprimovan spojovaci protein Crtl1 (Cicanic et al., 2018).
V thalamu, ani v naSich méfenich v TB nebyly prokazany zmény difuznich parametr(
u mladych zvifat, ale v obou pfipadech byl u transgennich starych zvifat pozorovan
pokles a, typicky pro starnuti v Cx nebo v Hp. | kdyz jsou tedy PNNs v TB u KO mysi
zachovany, jejich odlisné slozeni mlize mit za nasledek vysSsi citlivost vici toxickym
vlivim a urychlenou ztratu synapsi, degeneraci neuronu, astrogliozu vedouci ke
zménam v difuznich parametrech ECS v prabéhu starnuti. V inferior colicullus, ktery
nam slouzil jako negativni kontrola, jsou zachovany PNNs zalozené na Crtl1 a
agrekanu a nejsou deficitem Bral2 proteinu nijak dotCeny a vliv starnuti se zde

neprojevuje typickym poklesem jako v jinych strukturach.

Aplikace roztokt H100 a K+ 50mM

Jako model cytotoxického edému jsme v na8i studii pouzili aplikaci
hypotonického roztoku (H100) a zvySené koncentrace drasliku (50mM K+). Perfuze
mozkové tkané témito roztoky zpuUsobi, Ze buriky mozku, zvlasté glie, zvétsi svij
objem, coz je kompenzovano snizenim objemové frakce ECS a zvySenim tortuozity
v dusledku zahusténi difuznich bariér v mensim prostoru. Nami pozorované zmény
difuznich parametrd u mladych zvifat odpovidaly predeSlym studiim po aplikaci
hypotonického roztoku v zelvim mozecCku (Krizaj et al. 1996), neokortexu potkana
(Kume-Kick et al., 2002), ¢i Sedé hmoté misSni (Sykova et al., 1999).

Rozdil mezi mladymi a starymi zvifaty pfi aplikaci H100 roztoku jsme zjistili
pouze v oblasti hippokampu, kdy byl u mladych zvifat maximalni relativni pokles a

vétsi u mladych mysSi nez u starych. Pfi vymyvani ACSF roztokem vsSak byla patrna
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mnohem lepSi schopnost navratu mladé tkané k pavodnim hodnotam, & dokonce
k jejich prestfelu, to vSe naznaCuje lepSi regulacni mechanismy v nervové tkani u
mladych zvifat, pfedevSim v ramci astrocytl. Astrocyty v pribéhu starnuti v oblasti
hippokampu CA1 méni svou morfologii (Rodriguez et al., 2014) a dochazi ke zménam
kanalu zapojenych do regulace vody. Aquaporinovy kanal 4 (AQP4) ztraci s rostoucim
vékem perivaskularni lokalizaci (Kress et al., 2014). Zména distribuce AQP4 na
bunétné membrané, a pfedevsim ztrata jejich perivaskularni lokalizace byla ukazana

i u mySi s deficitem a-syntrofinu, ktery je kotvicim proteinem AQP4. V nasi pfedchozi
studii u mysi s deficitem a-syntrofinu jsme prokazali snizeni astrocytarniho edému pfi
hypotonickém stresu nebo hyperkalémii, ale zaroven i jejich vyrazné mensi schopnost
regulovat svij objem (Anderova et al., 2014).

Na rozdil od studie cytotoxického edému v miSe potkana (Sykova et al., 1999),
jsme v nasi praci nenalezli vyrazny rozdil mezi zvySenim tortuozity po aplikaci
hypotonického roztoku a aplikace 50 mM K+ roztoku. Rovnéz jsme po aplikaci
nepozorovali navrat ke kontrolnim hodnotam a €i dokonce jejich prekroCeni. Tyto
rozdily mohou byt zpasobeny 1) kratSi délkou aplikace a vymyvani v nasi praci, 2)
odliSnou reakci michy a kortexu nebo hippokampu, 3) rozdilnou reakci tkané u mysi a
potkana nebo 4) rozdilnym stafim pouzitych zvirat, kdy Sykova a kol. pouzivali potkani
mladata maximalné do 21. postnatalniho dne véku, zatimco mlada zvifata v nasi praci

byla stara 2-3 mésice.
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7. Zaver

Tato diplomova prace byla zaméfena na to, jak ovliviuje starnuti a zmény
extracelularni matrix difuzni vlastnosti extracelularniho prostoru a tim také pohyb
neuroaktivnich latek, modulujicich mezibunécnou komunikaci. Zjistili jsme, Ze:

1. | kdyz jsou interstrukturalni zmény v nami vybranych oblastech malé, Ize
vysledovat rozdil v hodnotach objemové frakce nebo tortouzity, pfedevSim mezi
sluchovymi jadry, obsahujicimi mnozstvi perineuralnich siti a kortexem i
hippokampem.

2. Starnuti vyvolava typicky pokles extracelularniho objemu v kortexu a
hipokampu, ne vSak ve sluchovych jadrech, kde intaktni perineuralni sité pasobi
pravdépodobné jako ochranny Stit pfed degenerativnimi zmé&nami pfi starnuti.

3. I mala zména slozeni perineuralnich siti (deficit Bral2 spojovaciho proteinu)
vS8ak mulze tuto ochrannou funkci narusit.

4. Starnuti nezvétSuje velikost cytotoxického edému, nebo ho dokonce
zmenSuje, ale vyrazné ovliviuje regulacni mechanizmy objemu bunék. Horsi
vstfebavani edému muze zpUsobit protrahované plsobeni zvySené koncentrace

neurotoxickych latek a ve svém duasledku prohloubit poSkozeni tkané.
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