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SOUHRN

Nazev prace: Poruchy bunécného metabolismu jako spolecny patofyziologicky

mechanismus onemocnéni CNS

Name of thesis: Impairment of cellular metabolism as common pathophysiological

mechanism of CNS diseases

Vymezeni problému: Kazd4 bunka lidského organismu potiebuje k Zivotu energii.
Pokud je vyroba ATP jako univerzdlniho nosice energie porusena, buiika nejprve
omezuje svoji aktivitu a pfi déletrvajicim deficitu umird. U vétSiny patologii CNS bylo
zjisténo, zZe je posSkozen bunéény metabolismus. Nejzndméjsi je poSkozeni dychaciho
fetézce volnymi radikaly u Parkinsonovy choroby, epilepsie, mozkové ischémie atd.
Mitochondrie, kde je dychaci fetézec ulozen, je nejenom cilem volnych radikald, ale
pfedevsim jejich hlavnim zdrojem. Aktivita dychaciho fetézce v pribéhu Zivota klesa a

tento jev se hodnoti jako mechanismus starnuti.

Cil prace: Zjistit, zda dochazi ke zvySené produkci volnych radikali v mitochondriich

v hippocampu pfi epileptickém zachvatu u potkana kmene LE Wistar.

Metoda feSeni: Priace zahrnuje vyzkum provedeny na fezech mozkové tkané
(konkrétné hippocampu) potkana LE Wistar ex vivo. K vyvoldni epileptickych
zachvati u akutnich, makroskopicky intaktnich fezl byl pouzit model 4-aminopyridinu.
Jako zobrazovaci metoda byl pouzit fluorescenéni imaging. Zmény produkce
superoxidu byly detekovany latkou MitoSOX. Elektorfyziologicky zdznam byl potizen

programem Spike 2 pomoci stimulacni a registracni elektrody uvnitt fezu.

Vysledky: Nebyl pozorovan signifikantni rozdil v produkci superoxidu pii a bez podéni

4-aminopyridinu.
Kli¢ova slova: bunéény metabolismus, fluorescencni imaging, mitochondrie.
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OBSAH:

I V0D ettt et ettt ettt ettt ettt 1
2 CILE, HYPOTEZY A UKOLY PRACE ...ttt 2
2.1 CILE PRAGE ...ttt ettt ee et eee e 2
2.2 HYPOTEZY oottt ettt ee e eeeeeneas 2
2.3 UKOLY PRAGCE ...ttt ettt ee et eee e 2

3 TEORETICKE ZDUVODNENI .....ovotiteteeeeeeeee ettt 3
3.1  ANATOMICKE A FYZIOLOGICKE POMERY V CNS....ocvveieeeeeeeenn. 3
3.1.1 INEUIOIL ettt ettt ettt e et e et e et eeeaeeeeaneenas 3
3.1.2 GHOVE DUNKY ..o 8
3.1.3 HIPPOCAMPUS ..eeieiniiiiiieeiiiiee ettt e e e e 11
3.14 MILOCHONATIE ...t 17

3.2 FLUORESCENCNI IMAGING ....ooveviteeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 26
3.2.1 HiStOTIE DATVENT c...eeiiiee e 26
322 Akutni fez vs. bunéné Kultury ...........ccccooeviiiiiiiniiiiiiieceeeeeee 27
323 FluoreSCenCNL DATVIVA ... .coeiveeeeiiee e 28
3.24  MBECIT A ettt 30
3.2.5 Problematika 4-aminopyridinU...........c.cceeeereviieeeniiiieeeniiiee e 31

A METODIKA ..ottt ettt ettt et et et e eee e et eeee e e e eneeeens 33
4.1  ZAKLADNI POUZITY METODICKY PRINCIP........ccveoeeeereeereeereee. 33
42  EXPERIMENTALNI SKUPINA ...coouioeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e, 33
43  MERICI TECHNIKY A METODY SBERU DAT oo, 33
A4 SBER DAT .ottt oottt ettt et ettt e et et eeens 36
4.5 ANALYZA DAT oottt ettt ee e e 36

5 VY SLEDKY .ottt ettt ettt ettt ettt ettt ee e 37
6 DISKIUSE ..ottt ettt ettt ettt ettt e e eeene 45
T ZAVER oottt ettt ettt eeene 48
8  SEZNAM LITERATURY .ottt ettt eeee e e et ee e eee e 49
8.1  KINTHY A CASOPISY .ottt eeee et eeee e eeeee e 49
8.2 JINE ZDROJE ...ttt ettt ettt e et ee e 57

9 SEZNAM ZKRATEK .....ccooiiiiiiiiiiiiiiic e 60



1 UVOD

Mitochondrie je srdcem bunky. Odpovida za jeji Zivot i smrt. Kolem 98%
veskerého kysliku, ktery pfijmeme z okoli spotfebovava mitochondrie. Bez energie,
kterou vytvaii by nebyla existence vysSich organismii mozna. Tuto energii vyzaduji
témét vSechny bunécné procesy — napt. svalova kontrakce (pficné pruhované, hladké i
srdec¢ni). Déle je tato energie duilezita k udrZeni iontového gradientu napfi¢ buiikami,

coz je dulezité pro jejich excitabilitu, pro sekreci hormont a neurotransmiteru.

A tak je logické, Ze pokud je mitochondrie nefunkéni, vede to k dysfunkci tkéni,
k onemocnénim, ke smrti. A tak vSechny defekty zpiisobené v mitochondrii se mohou

projevovat starnutim bunék (tedy celého organismu).

Studie zamétené na mitochondrie pii riiznych patologickych situacich jsou nyni
v kurzu. Zabyvaji se tim mimo jiné¢ Bolte a Cordeliéres (2006), Deng a kol. (1999),
Jandova a kol. (2006), Koehler a kol. (2006), Kovacs a kol. (2005, 2009, 2011),
Ouyang a kol. (2007), Panov a kol. (2009), Qi-Gang a kol. (2011). S rozvojem
fluorescen¢niho imagingu vzriistd schopnost odlisit produkei jednotlivych latek piimo
v mitochondrii v konkrétnim case. A také se tyto vyzkumy zabyvaji zdsadni otazkou,

jak je tato produkce regulovéna, jak je ovlivnitelnd v ramci [é€by 1 prevence.

Je znamo, Ze epilepticky zachvat zacind v oblasti hippokampu, kterd se nazyva
entorinalni kira a dale se $ifi. Pravé do téchto mist je cilen nas experiment, abychom se
presvédcili o tom, Ze jsou mitochondrie v dané oblasti zahlceny produkci volnych
radikalti béhem zachvatu. Pfinosem nasi prace je fakt, Ze provadime experiment na tzv.
akutnich fezech, na rozdil od dalSich studii, které¢ provadéji experimenty na bunéénych
kulturach: Abramov a kol. (2007), Deng a kol. (1999), Kovacs a kol. (2005, 2009,
2011), Panov a kol. (2009), Qi-Gang a kol. (2011). Diky experimetnim na akutnich

fezech se pfiblizujeme redlné situaci v Zivém organismu.



2 CILE, HYPOTEZY A UKOLY PRACE

2.1 CILE PRACE

uvnitf bunék centralni nervové soustavy. Sledovat produkci volnych superoxidu pii
podani 4-aminopyridinu a jejich ovliviilovani mitochondridlniho potencidlu a nasledné

pozorovat reakci buiiky na tuto patofyziologickou situaci.

2.2 HYPOTEZY

1. Pfedpokladdme, ze pii poddni 4-aminopyridinu se zvysi produkce
mitochondrialniho superoxidu.
2. Predpokladame, Ze pokud budou buiky viezu neurdln€ neaktivni, bude

koncentrace intramitochondridlniho superoxidu niZsi nez pfi neuralni aktivité.

2.3 UKOLY PRACE

1. Seznamit se s problematikou, feSenou v diplomové praci. Nalézt, co nejvice
literarnich zdrojii o dané problematice, prostudovat si je a vzdjemné porovnat
rizné autory a pohledy.

2. Po nastudovani materialii napsat teoretickou ¢ast prace, jejiz znalost je nutnym
pfedpokladem pro provedeni vlastniho vyzkumu.

3. Zajistit odpovidajici sledovanou skupinu.

4. UskuteCnit experimentdlni vyzkum — detekce metabolickych pochodl
v buitkach CNS potkana kmene LE Wistar.

5. Provést rozbor vysledk.

6. Vyvodit zavéry a zkonfrontovat dosaZzené vysledky se stanovenymi hypotézami.



3 TEORETICKE ZDUVODNENI

Zde uvadim teoreticky zdklad studovanych vztaht. Definuji zdkladni anatomické
struktury, které jsou pfi vyzkumu zasaZzeny a jejich funkci a také vzdjemné piisobeni
téchto struktur mezi sebou. Dale pak popisuji zdkladni fyziologické a patofyziologické
situace, ke kterym béhem experimentu dochazi, z ¢ehoz pozd&ji vyplyvaji definice

nasich hypotéz.

3.1 ANATOMICKE A FYZIOLOGICKE POMERY V CNS

Pro pochopeni fungovani CNS je dilezité vymezit nékteré zékladni pojmy
z anatomie a fyziologie této Zivotn¢ dilezité soustavy. Soustfedim se piedev§im na

neuron a gliové buiiky a zakladni prvky a slouceniny ovliviiujici jejich funkei.

3.1.1 Neuron

Zakladni prvek, ktery tvofi jak centrélni, tak i periferni nervovou soustavu. Tato
bunika ma jedinecnou schopnost komunikace se sobé podobnymi buitkami. Diky svym
vybézkiim (axoniim a dendritim) je schopna pfijimat i odesilat Zivotn¢ dilezité
informace. Na svém povrchu (buné¢éné membrané) ma vsak také velké mnozstvi
receptord. Membranové receptory jsou zdkladni strukturou pro rychlou komunikaci

mezi neurony (Dylevsky, 2000).

Neuron samoziejm¢ obsahuje vSechny ostatni bunécné organely, které
nachazime v zivociSnych buiikich. Neni vSak pfedmétem ani cilem této prace vSechny

zminovat.

Stavba neuronu

Neuron se skladd ztéla (perikaryon), aferentnich vybézka (dendrity) a
eferentnich vyb&zki (axony) s rtiznou délkou a tvarem. Tvary neuront jsou variabilni a

nejsou vSechny stejné.



Dendrity tvofi dohromady tzv. dendriticky strom a jsou mistem synaptickych
kontaktli, mistem, kde vznikaji synaptické potencialy. Velmi diileZitou strukturou jsou
tzv. dendritické trny, které podstatné zvétSuji povrch dendritli a miizeme pomoci nich

odlisit projekéni neurony od interneurondt.

Axon je vétSinou delsi nez dendrit a byva zakoncen tzv. ,terminalnim
boutonem®, dale pak miize z jeho prib¢hu vychdzet dal$i axondlni kolaterdla. Axony
mohou byt jak myelinizované tak nemyleinizované. Pochva myelinu obtaci axon a je
tvofena vybézky oligodendrocytd. Tato pochva neni na axonech souvisld, ale je
pferusena tzv. Ranvierovymi zafezy. Vzruch se tedy po axonu $ifi skokem, coz

vyznamn¢ urychluje vedeni impulst (Dylevsky, 2000).

Synapse

Stejn€ jako u lidi, tak i u potaknii pfevazuji synapse chemické. Synapse je
tvofena presynaptickou ¢asti, synpatickou stérbinou a postsynaptickou ¢asti. Jeji funkci

je prenos signalu mezi neurony.

Pokud dojde ak¢ni potencidl k presynatpické casti, dojde k depolarizaci jeji
membrany. Touto depolarizaci se oteviraji kalciové kanaly a vapnik z extraceluldrniho
prostoru proudi dovnitf presynaptické ¢asti. Vapnik je pak schopen uvolnit mediatory,
které se vazi na receptory postsynaptické membrany a doCasné oteviraji kanaly na jeji
strané. To vede ke zmén¢ mebranového potencidlu a vzniké synapticky potencial. Toto
se d&je na nékolika tisici mistech povrchu neuronu a zalezi, jestli dojde k depolarizaci
(excitaci) nebo hyperpolarizaci (inhibici) daného neuronu. Excitaci nejcastéji
zprostfedkovava glutamat a acetlycholin a inhibici kyselina gama-aminomadaselna

(GABA) a glycin (Dylevsky, 2000).

Klidovy membranovy potencial

Je dan jak poc¢tem kladnych a zapornych nébojt, tak i rozloZenim iontd na obou
stranach bunéfné membrany (Bartinkova, 2006). Hlavni roli hraje koncentrace
intracelularniho drasliku a extracelularniho sodiku a naopak. Koncentracni gradient

drasliku usnadiiuje jeho pohyb z bunky skrze draselné kandly a proti tomu piisobi jeho



elektricky gradient. Takto je dosazeno rovnovahy a dochazi jen k malym vyménam
kationtd a aniontl. Tento stav pomdhd udrZovat sodno-draselnd ATPéza, kterd Cerpa

ionty drasliku zpét do buniky a udrzuje nizkou koncentraci sodiku uvnitt bunky.

Pocet iontli opovédnych za membranovy potencial je jen zlomkem iontd, které
jsou pfitomny v okoli buiiky. VSechny tyto kationty a anionty jsou v rovnovaze
s vyjimkou oblasti ptimo podél membrany. Tok sodiku dovniti buniky se nerovna
odtoku drasliku z buiiky, jelikoz draselné kandly jsou vice propustné pro draslik nez
sodik. A proto je klidovy membranovy potencidl z vnitini strany buiikky zdporny. U
neuronu -70mV (Bartiikova, 2006). Levitan a Kaczmarek (2002) tvrdi, Ze kolisa od -
40mV do -90mV.

Akéni potencial

Pokud je axon dostatecné¢ podrazdén a dojde k Stifeni impulsu, nastava
chrakteristicka série potencialovych zmén znama jako akéni potencial (obr. 1). Nejprve
dochazi k depolarizaci a potencial se snizuje na -55mV. Postupné se negativita zvySuje
az dojde k transpolarizaci a potencial vzroste az na +35mV. To zplsobi tok sodiku
dovnitf axonu. Dalsi fazi je repolarizace , kdy se méni propustnost pro draslik (jde ven
z bunky). Zména potencidlu probihd déle, prevySi vychozi Uroven a nastava
hyperpolarizace. Pfi pribéhu vzruchu nervem je pozorovana minimalni spotieba

energie. (Bartiiikova, 2006).

Akeni potencial pracuje na principu vSe nebo nic. To znamend, ze jakykoliv
stimul, ktery je dostate¢né silny, aby vyprodukoval akéni potencal, produkuje dale
stejné velké potencidly, bez ohledu na silu stimulu. Jiank feceno, jakmile jednou stimul
ptekroc¢i préh drazdivosti, rozsah odpovédi jiz neodpovida rozsahu stimulu (Levitan a

Kaczmarek, 2002).

Excitace a Sifeni signalu

Prah drazdivost nervovych bunék je nizky. Podnéty mohou byt elektrické,
chemické 1 mechanické. Vznikaji dva typy vzruchii: lokalni, nepropagujici se

potencidly nazyvané dle lokalizace, synaptické generatory nebo elektrotonické



potencidly a propagujici se vzruchy — akéni potencidly (chcete-li nervové impulsy).

Toto jsou jediné reakce neurontl a jsou hlavni komunikaci v nervovém systému.

worvr

Impuls se bézné §ifi podle axonu k jeho konci. Nervy nejsou telefonni draty,
které pfevadi impulsy pasivné, ackoliv je Sifeni nervovych impulst rychlé, je mnohem
pomalejsi nez elektrické sit€¢. Nervova tkan je ve skuteCnosti relativné slaby pasivni
vodi€ a je tfeba potencidl mnoha voltd, aby se vytvofil zlomek signalu na druhém konci
metr dlouhého axonu. Sifeni impulsu je aktivni spontanni proces a impuls se pohybuje
po axonu konstantni amplitudou a rychlosti. Elektrické jevy v neuronech jsou rychlé a

méii se v milisekundéch, a zmény potencidlu jsou malé, méii se v milivoltech.
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Obr. 1 - Pribéh akcéniho potencialu

1. Stimul vyvola otevieni sodnych kanali. Pokud je otevieni dostate¢né k snizeni vnitiniho potencialu z -70mV na -55mV,
proces pokracuje.

2. Dosahnutim akéniho prahu dochazi k vétSimu otevieni sodnych kanali (nékdy nazyvanych napétové). Tok sodiku
dovniti zvySuje potencial na 30-35mV. Do této doby se proces nazyva depolarizace.

3. Na vrcholu kiivky, pfi transpolarizaci se sodné kanaly zaviraji a draselné oteviraji. Draselné kanaly se oteviraji
pomaleji. Dochézi k dosazeni neutrality a vzniku akéniho potencialu.

4. S nadale otevienymi draselnymi kanaly dochazi k repolarizaci az na klidovy potencial.

5. Repolarizace obvykle pfesahne klidovy potencial na hodnoto okolo -90mV, toto se nazyva hyperpolarizace. Je velmi

dilezita pro pienos informace/signélu, vlastné chrani neuron pied jinymi, souc¢asné posilanymi stimuly nebo zvysi prah drazdivosti
pro jiny novy stimul. Castené také hyperpolarizace chréni jiz vznikly akéni potenciél pied jinym v opaéném sméru. Jinymi slovy
hyperpolarizace zajist'uje prichod signalu jednim smérem.

6. Po hyperpolarizaci, sodno-draselna pumpa ustaluje klidovy membranovy potencial na hodnotu -70mV (Nave, 2001).



Uloha glukézy v NS

Glukdza je obecné znama jako zékladni sloucenina poskytujici energii procestim
v lidském mozku. V kazdé tkani méa své specifické transportni bilkoviny. Vznika

rozpadem glykogenu v procesu zvaném glykolyza.

V tomto procesu vznika také tzv. ,activated carrier molecule” ATP a to bez
ovlivnéni molekularnim kyslikem (viz. nize). Dé&je se tak v bunéném cytosolu.
Glykolyza se pravdépodobné vyvinula diive bez byli organismy schopné fotosyntézy a

produkovat kyslik do atmosféry (Alberts a kol., 2008).

Pti glykolyze se glukéza rozpada na dvé molekuly pyruvatu. Je k tomu potieba
10 oddé¢lenych reakci, katalyzovanych 10 rGznymi enzymy. Pyruvat je poté (pii
aerobnim metabolismu) transportovan do mitochondrie. Zde je pak velmi rychle
konvertovan komplexem 3 enzymi (komplex pyruvat-dehydrogendza) na CO,, NADH
a acetyl CoA, které se pak ucastni tzv. cyklu kys.citronové (Krebsiiv cyklus), pti kterém
se uvoliiuje nejen ATP (Alberts a kol., 2008). Je tfeba si uvédomit, Ze glykolyza a
Krebstv cyklus jsou v buiice oddélené procesy (probihaji v jinych ¢astech buiky)

navzajem se ovliviiujici.

Jak Krebsiiv cyklus, tak glykolyza startuji dalsi biosyntetické reakce tim, ze
produkuji slouceniny (oxalacetat, a-ketoglutarat) obsahujici zivotné dulezity uhlik.
Nékteré ztéchto sloucenin jsou transportovany zpét z mitochondrie do bunécéného
cytosolu, kde slouzi k anabolickym reakcim. Napft. jako prekurzory syntézy mnoha
mastnych kyselin jako serin, alanin, pyrimidin, kys. glutamatova (Alberts a kol., 2008).
Jelikoz z kys.glutamatové vznikd glutamat, ktery je nejvice vyuzivany nervovou
soustavou obratloveli jako excitaéni neurotransmiter, je ziejmé, Ze pokud dojde

k porucham v Krebsové cyklu nebo glykolyze, mé to velky dopad na cely organismus.

V nervovych buiikédch je vznik pyruvatu podminén aktivaci tzv. malate-aspartate
shuttle (MAS). Tento transport je hlavni drahou pro redukované latky vzniklé pii
glykolyze, které se potiebuji dostat do vnitini membrany mitochondrie. Je dulezity,
protoZe napt. NADH skrze tuto membranu neprojde. Klicovou soucésti malat-aspartat

vvvvvv

AGC vznika jen v neuronech. Nedostatek tohoto nosice v astrocytech vede k rozdéleni



metabolickych procest, kdy glykolyza probihd v astrocytech a oxidace laktatu v
neuronech (Ouyang a kol. 2007).

3.1.2 Gliové burniky

Nervova soustava neni tvofena jen neurony. Jsou tu i jiné, neméné dilezité
bunky; gliové. Tvofi zakladni strukturni skelet nervové tkang, ve kterém jsou ulozeny
neurony. Na zdklad¢ stavby a funkce se d€li na astrocyty, oligodendrocyty a mikroglie.
(Dylevsky, 2000) Maji vSak dalsi dilezité funkce, které zminuji nize. Nejvyznaméjsi

z gliovych bunék jsou astrocyty, kterym vénuji podrobnéjsi charakteristiku.

Astrocyt

Astrocyty se nachazi jak v bilé, tak 1 v Sedé hmoté¢ miSni. Jiz podle nézvu si
muzeme tyto buiiky ptedstavit jako hvézdy, které v dnesni dobé opravdu zaii a zabyva
se jimi mnoho autorti (Duchen, 2004; Koehler a kol., 2006; Kovacs a kol., 2009;
Manella a kol., 1997).

Astrocyt (obr. 2) tvofi spolu s neuronem a kapildrou tzv. neurovaskularni
jednotku. Proces tohoto spojeni se nazyva ,.coupling”. Astrocyty se tedy nachazi
v blizkosti nervovych synapsi. Komunikuji mezi sebou skrze tzv. gap junctions.
Poskytuji transportni latky pro zachyceni riznych neurotransmitert, glutamat

nevyjimaje. Svou funkci tedy chrani tyto Zivotné dilezité spoje.

Spojeni astrocytu s konkrétni cévkou se nazyva end-feet. Astrocyt ,hlida“
formovéani kapilar beéhem jejich vzniku ovlivnénim exprese specifickych endotelovych
proteint. Stabilizuje hematoencefalickou bariéru. Tedy vSe, co chce projit do mozku,

musi projit pies astrocyt.

Astrocyty maji také schopnost pfevadét signal do arteriol v pia mater, aby byl

zajistén odpovidajici tlak toku krve do parenchym vyzivujicich arteriol.

Dalsi funkei téchto gliovych buné€k je vysoké propustnost pro draslik. Tim jsou
schopné regulovat jeho hladinu, coz je dulezité pro excitabilitu nervové tkdn€. Na zaver

lze tici, ze astrocyty hraji nezastupitelnou roli v regulaci nervovych i cévnich funkcich.



Obr. 2 - Astrocyt

Izolovany astrocyt zobrazeny konfokalnim mikroskopem, Cervena barva znazoriuje tzv. GFAP (Glial fibrillary acidic
protein), zelena barva znazoriuje tzv. FAK (Focal adhesion kinase) a modra barva znazorfiuje astrocytarni jadro (Ivey, MacLean,

2009).

Vapnik a astrocyt

Pokud elektricky podrazdime vzorek mozkové tkane, vzrista hladina vapniku
v astrocytu. Zacina se S$ifit tzv. kalciova vlna, kterd pokracuje k end-feet. Nasleduje
pokles vapniku v hladké svaloviné cév a dochazi k dilataci arteriol (Alberts, 2008).
Vzrist hladiny véapniku v astrocytu je zCasti ovlivnén aktivaci metabotropnich
glutamatovych receptorti (mGluR), coz jsou receptory, které vazi glutamat nebo jiné
aminokyseliny spojené s excitaci nervové tkan€. Z dalSich sloucenin a prvki se
v komunikaci mezi astrocytdrnim end-feet a cévni hladkou svalovinou uplatiuji

prostaglandiny, adenosin, EET, kyselina arachidinova a draslik.

Oligodendrocyt

Ma maly okrouhly tvar a maly pocet kratkych vybézki (obr. 3). Hlavni funkce

je vytvaret myleinové pochvy mechanismem spirdlovitého obtadceni vybézkli okolo



axonil. Myelinové pochvy jsou tvofeny nékolika vrstvami bunéné membrany

oligodendrocytu (Dylevsky, 2000).

7 S rmyelin

|.'__'§, =

oligodendrocyte

Obr. 3 - Oligodendrocyt

Kazdy oligodendrocyt mize zasobovat myelinem nékolik axonii a naopak jeden axon muZze byt zasoben vice

oligodendrocyty. Produkovany myelin se obtaci kolem axonu v tenkych vrstvach (Webster, 2004).

Mikroglie

Mikroglie (obr. 4) maji malé bunécné télo (do 10um) s nekolika
cytoplazmatickymi vybézky. Tyto buikky jsou mezodermového pluvodu a jejich
prekurzory vcestuji do CNS v casném embryondlnim stddiu. Maji fagocytarni

schopnosti a zajist'uji imunitni reakce v CNS (Dylevsky, 2000).
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Obr. 4 - Mikroglie

Mikroglialni cytokiny (viz. na obr. vlevo nahofe) mohou piimo ovliviiovat terminalni boutony primarnich aferentnich
drah a zadnich roht mi$nich. Navazani ATP na purinergni receptory P2RX4 spousti reakci mikroglie pfi poruseni nervu. Mikroglie

uvoliuje BDNF (Brain-derived neurotrophic factor), coz ovlivni opa¢ny tok GABA (Scholz, Woolf, 2007).

3.1.3 Hippocampus

Tuto strukuturu CNS v této praci zkoumame a proto se na ni podivame blize

anatomicky i fyziologicky.

Z anatomického hlediska je hippocampus (obr. 5) soucasti lobus limbicus spolu
s gyry cinguli, parahippocampalis a dentatus. Je ulozen v Archikortexu hluboko na

medialni ploSe temporalniho laloku.

V hippocampu pievazuji velké pyramidové neurony, mezi nimiz jsou rozptyleny
interneurony. Pyramidové a granuldrni neurony jsou excita¢ni, interneurony jsou

pfevazné inhibi¢ni (Dylevsky, 2000).

V hippokampové formaci dochazi k vyznamné konvergenci multimodalnich a
integrovanych signalii. Neocortex (asocia¢ni oblast) a hippocampus jsou tedy silné

reciprocné spojeny a to viceneuronove.
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Tato formace je dalezitou soucasti limbického systému. Je sidlem emocnich a
pamétovych mechanismi. Poskozeni této formace vede k poruSe kratkodobé paméti

(Dylevsky, 2000).

Hippocampus ovliviiuje jak dlouhodobou tak kratkodobou pamét. Porucha
kratkodobé paméti je zplisobena elektrochemicky, oproti poruse dlouhodobé paméti,
ktera je zpisobena strukturalné (Qi-Gang, 2011). Je to struktura, kterd je nachylna k

poskozeni starnutim a stresem (Ward, 2003).

Je také Castym centrem epileptickych zachvatl. Neni jasné, zda-li je epilepsie
zplisobena abnormalitami v hippokampové formaci nebo naopak je hippocampus ni¢en

opakovanymi nasledky zachvatd (Qi-Gang, 2011).

Pfi experimentech (nejcastéji na potkanech), kdy byly zdmérmné vyvoladvany
epileptické zachvaty, bylo poskozeni hippocampu casté. Mize to byt disledek toho, ze
je hippocampus jednou z elektricky nejaktivnéjsich ¢asti mozku. Muze to také souviset
s tim, Ze se v této oblasti (jako jedné z mala) tvoii nové neurony v pribéhu naseho

zivota (Kovécs a kol., 2009).

Pfteifer (2007) piSe o hippocampu jako o brané z kratkodobé do dlouhodobé
paméti. Porucha hippocampu je vzdy spojena s poruchou vytvareni pamétovych stop.
Déle uvadi, ze je zde také umisténa centrdlni projekce Cichovych vjemul se silnym
emociondlnim néabojem (struktura uncus gyri hippocampi), kdy pii patologickém
drazdéni této struktury dochazi k nepfijemnym c¢ichovym vjemim (pach zvratkd,
palenych vlasi). Tyto pseudohalucinace mohou byt predzvésti (aurou) epileptického

zachvatu a nezfidka 1 prvnim pfiznakem nadorového bujeni v této oblasti (Panov a kol.,

2009).
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Hippocampus

Obr. 5 - Hippocampus

Lidsky hippocampus je situovan do medialniho temporalniho laloku. V tomto bo¢nim pohledu je frontalni lalok vlevo,

okcipitalni vpravo a lalok spankovy a parietalni jsou z velké ¢asti odstranény kvuli odhaleni hippocampu (Souza, 2010).

Hippocampus u potkant

Kdyz uvazime velikost mozku potkana, tvoii hippocampus pomérné velkou
cast. Vzhledem ptipomind ohnuty roh a diive se mu fikalo Ammontv roh (lat. Cornu
Ammonis). Odtud pak nazvy jednotlivych poli CA1-3. Obé¢ ¢asti hippocampu vedou
od septalnich jader dorzaln€ a kaudalné pfes mezimozek, potom ventralné a rostralné

pod temporalnim lalokem (obr. 6).
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Obr. 6 - Hippocampus potkana a frontalni rezy

Nakres mozku potkana ukazuje trojrozmérnou organizaci hippocampu a pfilehlych struktur. Tii oddily levého
hippocampu jsou zobrazeny dole vpravo. V pfiblizném anterposteriornim postaveni vici bregmé. Vysvétlivky - CA1, CA2, CA3:
pole cornu ammonis, DG: gyrus dentatus, EC: entorinalni kortex, f: fornis, s: septalni pole, S: subikulum, t: temporalni lalok

(Cheung, 2005).

Jak uz bylo popséano vyse, hippokampova formace zahrnuje entorinalni kortex
(EC), gyrus dentatus (DG) a vlastni hippocampus, ktery se déli na 3 pole
CA1,CA2,CA3, dale pak subikularni complex, ktery se sklada ze subikula, presubikula,

a parasubikula.

Gyrus dentatus je tvofen 3 vrstvami bunék; molekularni vrstvou (tvotfena
dendrity granuldrnich bunék, koSickovité a polymorfni builky, axondlni vétve),
granularni vrstvu, kterd je tvofena hlavné kominkovitymi sloupci granuldrnich bun¢k a

polymorfni vrstvu bunék (hlavné mechovité bunky).
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Vnitini zapojeni hippokampové formace

Nasledujici popis vnitiniho zapojeni hippocampu (obr. 7) je pfevzat od Rouse
(2008). Entorinalni kortex, ktery ma silné spojeni do i z vétSiny oblasti neokortexu s
vyjimkou primarnich senzorickych oblasti, je hlavnim kortikalnim vstupem i vystupem
hippokampové formace (CAl a subikulum jsou take piimo spojeny s nékterymi
oblastmi kortexu). Povrchova vrstva EC je spojena s ostatnimi poli hippokampvé
formace skrze tzv. “perforovanou cestu”. 2.vrstva EC je primarn¢ spojena s DG a CA3,
3.vrstva EC s CA1l a subikulem. Navic granularni buitky DG jsou spojeny s CA3 tzv.
mechovitymi vldkny. CA3 obsahuje rozsitené kolaterdly, které jako takové tvoii
projekéni pyramidové bunky. Pyramidové buiiky CA3 jsou spojeny s CAl tzv.

Schafferovymi kolaterdlami a pyramidové b. CA1 jsou spojeny se subikulem.

Hluboké vrstvy 4-6 EC pfijimaji vystupni signdly z hippocampu cestou skrze
subikulum a CAl. Také granuldrni b. DG jsou spojeny s kontralaterdlnim DG a
pyramidové b. CA3 a snad n¢které z CA1 jsou spojeny s kontraleteralnimi CA3, CA2 i
CAl jako asociacni nebo komisuralni vldkna. VSechna spojeni jsou excitacni,

medidtorem je glutamat.
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Obr. 7 - Vnitini zapojeni hippokampové formace

Vysvétlivky - DG = gyrus dentatus; SUB = subikulum (O "Mara, 2006).
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Na pficném fezu hippocampem je vidét pfimé laminarni uspofadani jeho vrstev.
Kazdé pole obsahuje tenkou rovinu projekénich b., granuldrnich b. v DG a
pyramidovych b. v polich CA1-CA3. Anatomické rozlozeni téchto vrstev a jejich
vzéjemné tzv. trisynaptické propojeni je znazornéno na obr. 8. VSechny projekcni
bunky jsou piesné sefazeny a jejich apikéalni dendrity zasahuji az do hippokampalni
fisury (hranice mezi DG a CAl), bazalni dendrity a axony zasahuji do vnéjsiho povrchu

hippocampu.

V DG, jak uz bylo feceno vyse se nachdzi 3 vrstvy bunc¢k. Ta molekularni je
blize hippokampalni fisufe, polymorfni, zndméjsi pod ndzvem hilus, ktera je na druhé
stran& granularni vrstvy, je nejblize poli CA3. Uzka bezbunéena vrstva (v polich CAl-
C3) hluboko v pyramidové vrstvé je nezyvéana Stratum oriens, kde je umistén bazalni
dendriticky strom a alveus. V poli CA3 (ne v CA1,2) je tenkd vrtsva Stratum lucidum,
kterd obsahuje mechova projekéni vldkna z DG. Tésné pod pyramidovou vrstvou bun¢k
v CAl, CA2 a té€sn¢ pod Stratum lucidum v CA3 je Stratum radiatum, kde nachazime
CA3 zvratné kolaterdly a Schafferovy kolateradly. Nejpovrchovéjsi (tzn. nejblize
hippokampalni fisufe) vrstva je Stratum lacunosum-moleculare, kam vedou vldkna

“perforované cesty” z EC a kde jsou i ukoncena.

Kromé projekénich bun¢k , jsou v kazdé vrstvé a poli take heterogenni
interneurony, z nichZ je vétSina inhibi¢nich, medidtorem je GABA. Tvofi spiSe lokalni

okruh, ale nékteré zasahuji 1 do ostatnich poli.
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Obr. 8 - Pricny rez hippocampem

Toto schéma ukazuje rozlozeni hlavnich bunéénych vrstev DG, CA3 a CAl. Dale pak rozloZeni vnitinich vystupt téchto
bunek znamych jako trisynapticky okruh: 1 — z EC do DG (1. synapse), 2 - z DG do CA3 (2. synapse) a 3 - z CA3 do CAIl (3.
synapse). Projekce z CA1 zpét do EC je zobrazena v levé Casti obrazku. Toto schéma je zjednodusené. EC — entorinalni kortex

(Best, 1990).

3.1.4 Mitochondrie

Mitochondrie je srdcem builkky. Odpovidd za jeji Zivot i smrt. Kolem 98%
veskerého kysliku, ktery pfijmeme z okoli spotfebovava mitochondrie. Bez ni by ndm
nebyl ni¢im uZiteny. Bez energie, kterou vytvafi by nebyla existence vysSich
organismii moznd. Tuto energii vyzaduji témef vSechny bunééné procesy — napf.
svalova kontrakce (pfi¢né pruhované, hladké i srdecni). Dale je tato energie dulezita
k udrzeni iontového gradientu napfi¢ bunikami, coz je dilezité pro jejich excitabilitu,

pro sekreci hormont a neurotransmiterd.

A tak je logické, Ze pokud je mitochondrie nefunkéni, vede to k dysfunkci tkéni,
k onemocnénim, ke smrti. Mutace mitochondrialni DNA (mtDNA) mize vést
k onemocnénim typu Parkinsonovy ch., Alzheimerovy ch., onemocnénim motoneuronu
(Lou-Gehrigova nemoc/amyotrofni lateralni skler6za). Dale se uvazuje o roli u

diabetes mellitus a multi-systémovych onemocnénich. A tak vSechny defekty
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zpisobené v mitochondrii se mohou projevovat starnutim bunck (tedy celého

organismu).

Struktura mitochondrie

Mitochondrie (obr. 9) je bunécnd organela, ve které se odehravaji zivotné
dilezité procesy. Od bunécného cytosolu je oddélena mitochondridlni membranou.
Uvnitt mitochondrie se nachdzi vnitini membrana, tzv. matrix, kterd je oddélena od
vnéj$i membrany. Mezi témito dvéma membranami je intermembranovy prostor, kde
jsou uloZeny dilezité proteiny ucastnici se bunécnych pochodd, mitochondridlni
energetiky 1 bunécné smrti, za vSechny jsou to cytochrom C a kreatinkinaza. Né&které
védecké skupiny se pokusily rozpracovat 3D model struktury mitochondridlnich krist a
ukdzat bioenergetické vlastnosti v zavislost na jejich ménicim se tvaru (Abramov,
2007; Frank a kol., 2002; Manzini a Schild, 2003; Ward, 2003). Vnitini a vn¢&jsi
membrana mitochondrie jsou casto spojené a tvofi tzv. ,,gap junctions®. Vnitini
membrana je malo propustnd a tvofi hranici mezi cytosolem a matrix. Vnéj$i membrana
neni zatim dostate¢né prozkoumana, ale mé se za to, ze je propustna pro malé molekuly

a urcité druhy iontll. Pravdpodobné& mé regulaéni funkci (Duchen, 2004).

Dulezitym objevem bylo, Ze se vnitini membrany mitochondrie lisi tkan od
tkan¢. Nekde je tvofena riznymi zahyby, jinde zase siti kandlkd. Z hlediska funkce to

miZze napovidat, pro€ je n¢ktera tkan odolnéjsi vici toxickym procesiim nez jina.

Dokonce i1 uvniti jediné buiky jsou dikazy mitochondridlni rozmanitosti.
V buiikach srde¢ni a mozna 1 pficn€ pruhované svaloviny se objevuji tzv. interfibrilarni
a subsarkolemdrni mitochondrie. Maji odliSné enzymatické vlastnosti a také jnak

reaguji na nedostatek kysliku (Lesnefsky, Hoppel, 2003).

Tato organela ma vlastni genetickou informaci, kterd se dédi po matei'ské linii.
Dalo by se tici, ze vS§echny mitochondrie, co mame jsou od praptvodni prvni ,,matky*.
Mitochondridlni DNA koduje proteiny pro zakladni mitochonridlni funkci — dychéni.

Vsech 13 kddovanych proteinti se ucastni dychaciho fetézce.

Mitochondrie spottebovava 98% kysliku, ktery pfijmeme z okoli. Vzhledem k mnoZzstvi

oxidoredukénich procesit vni probihajicich je velmi néachylnd k poskozeni.
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Mitochondrie je hlavni producent, ale i hlavni cil volnych radikald (viz. niZe), cozZ jsou

velmi nestabilni a reaktivni molekuly (Duchen, 2004).

e
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Obr. 9 — Mitochondrie

Na obrazku jsou patrné jednotlivé ¢asti mitochondrie jako jsou kristy (cristea), vnej§i membrana (otuer membrane),
vnitini membrana (inner membrane), prostor matrix (matrix space), intermembranovy prostor (inter-membrane space) a cytosol

(Illingworth, 2001).

Chemiosmoticky princip

Je znam také pod nazvy chemiosmoticka teorie nebo Mitchellova teorie a je
zakladem fungovani dychaciho fetézce, resp. tvorby ATP. Byla formulovana zac¢atkem
60. let P. Mitchellem. Vychazi z pfedpokladu, Zze energie, ziskana oxidaci kofaktorti v
dychacim fetézci, je nejdfive vyuzita k aktivnimu transportu vodikovych ionti (H")
pfes vnitini membranu mitochondrie do mezimembranového prostoru. Matrix
mitochondrie se tak o ionty H' ochuzuje a navic vi¢i cytosolu ziskava zaporny
potencidl. Vznika tak specificka forma energie, zvana proton-motivni sila, ktera “tlaci”
ionty H" zpét do matrix. Zpétny (exergonicky, pasivni) transport H' je umoznén

membranovym enzymem FoF-ATPéasou, kterd uvolnénou energii vyuzivd k vyse
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zminéné syntéze ATP (Kodicek, 2010). Potencidl mezi vnitini a vnéjs§i membranou, tzv.

transmembranovy potencial dosahuje hodnot 150-180mV.

Kli¢ové enzymatické rekace v mitochondrii jsou cyklus kyseliny trikarboxylové
(Krebstv cyklus, cyklus TCA) a dychaci fetézec. Cinnosti enzymi v TCA se z acetyl
CoA mimojiné reakce uvoliuje CO, a dochazi k redukci NAD" na NADH a FAD*" na
FADH,. Z téchto latek jsou pouZity elektrony do dychaciho fetézce, ktery sestava ze
série enzymatickych reakci spojenych do 4 komplext.. Je zajimavé, Ze proteiny
IL.komplexu jsou vSechny kodovany v bunéném jadfe, zatimco proteiny ostatnich
komplexti jsou kédovany jak v bunééném jadre, tak v mitochondrii. Béhem dychaciho
fetézce (obr. 10) se z metabolitli pochéazejicich z Krebsova cyklu stdva CO, a voda.
Béhem dychani se z komplexi LIII a IV wuvoliuji protony vodiku do
mezimembranového prostoru. Vytvoii se tak elektrochemicky protonovy gradient,
ktery je jakousi formou zasobni energie, ktera poté skrze FoF; ATPazu pousti protony
vodiku zpét do matrix. Tento process katalyzuje energii, kterd slouzi k syntéze ATP z

ADP (Duchen, 2004, Alberts a kol. 2008).
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Obr. 10 - Schéma funkce mitochondrie

Cést A ukazuje funkéni procesy v mitochondrii, Gast B detailngji pribéh dychaciho fetézce (Rous, 2008).
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Mitochondrie a reaktivni slouc¢eniny

V laické vetejnosti jsou zndmy jako volné radikély. V anglictiné jsou nazyvany
»Reactive Oxygen Species” (ROS), resp. ,Reactive Nitric Species (RNS). Pro

zjednodusSeni budu pozivat zkratku ROS pro obé rodiny reaktivnich sloucenin.

Tyto slouceniny jsou velmi nestabilni diky neparovym valen¢nim elektronlim a
v organismu se snazi dosahnout neutrality reakci s ostatnimi molekulami v jejich okoli i
za cenu poskozeni bunky. Vznikaji bézné pii metabolickych procesech, kterych se
ucastni kyslik nebo dusik. Hlavné pii bunééném dychani v mitochondrii. Poskozuji
jednotlivé komplexy (hlavné komplex I.) a ovliviiuji starnuti buiikky (Devasagayam,

2004).

ROS zpisobuji peroxidaci lipidi a poskozuji bunééné membriany i DNA.
Mitochondrie je tedy nejen hlavnim zdrojem volnych radikalt, ale i hlavnim cilem
poskozeni. JelikoZ mitochondridlni DNA nema dostatené mnoZzstvi histonil k obrané
jako jaderné DNA, je radikaln€ poskozovana. Existuji buniky, jejichz mitochondrie
nejsou nachylné k poSkozeni ROS a to makrofdgy, mikroglie v CNS a neutrofily
(Duchen, 2004). Sama mitochondrie méa zadsobu enzymu k obrané pted ROS a to hlavné
glutathion, druh superoxidu dismutazy a katalazu, kterd je schopna zbavit mitochondrii

potencidlné skodlivého peroxidu.

Mitochondrie a oxidativni stres

Dle Lia a Amese (2005) mitochondrialni membranovy potencial (A¥.,),
kontrolni dychaci mechanismy a spotieba bunééného kysliku klesa s vékem a roste
produkce volnych radikal. To miize zahrnovat i oxidativni poskozeni DNA, RNA,
proteinovych a lipidovych membran v mitochondrii. Mutace mitochondridlnich genii
zpusobuji zmény slozek elektronového transportniho (dychaciho) fetezce, coz vede
k neucinnému elektronovému transportu a zvySovani produkce superoxidu. Poruchy
mitochondridlniho genomu zplsobuji onemocnéni CNS zndmé pod ndzvem

mitochondridlni encefalopatie (Duchen, 2004).
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Zde bych rad upozornil na pomérné nedavné (70. Iéta minulého stoleti) objeveni
tzv. uncoupling proteins (UCP). Zatim jich bylo objeveno 5 a mé se za to, ze maji
schopnost ovliviiovat metabolismus mitochondrie. Echtay a kol. (2002) objevili, Ze riist
hladiny superoxidu vede k aktivaci UCP2, na rozdil od nadregulace exprese UCP2,
ktera pravdépodobné také provazi oxidativni stres. Tato pozorovani ukazuji, Ze vzrust
superoxidu, v prvotni fdzi moznd produkovanym samotnou mitochondrii (a taky
pozorovani superoxidu v matrix vnitini membrany mitochondrie) aktivuje UCP, vzrista
mitochondridlni membranova prostupnost a sniZzuje se potencidl a tim se snizi vznik

superoxidu.

Mattiason a kol. (2003) zmituji, ze UCP2 mutze hrat roli v ochrané¢ mozkové
tkan¢. U mys$i, pifi expresi proteinu, byl rozsah infarktu redukovén a byl upraven puls.
To vede k domnénce, Ze UCP2 miZe pisobit mirnou depolarizaci mitochondridlni
membrany, ktera mize limitovat hromadéni vapniku, snizovat genezi volnych radikalt

a tim chranit bunku.

Déle Lao (2005) uvadi, ze i mitochondridlni membranova propustnost klesa
s vékem a to mize vést k deformaci membranovych proteini a zplsobit dysfunkci
mitochondrie. Prokdzana ztrata kardiolipinu béhem starnuti, coz je fosfolipid, ktery se
primarné vyskytuje ve vnitini mitochondridlni membrané muize byt také zplsoben
oxidativnim poskozenim a redukci biosyntézi. Ztrata kardiolipinu, spolu s oxidaci
kritickych tiolovych skupin v kli€ovych proteinech, nepfiznivé ovliviiuje transport
substrati a aktivitu cytochrom c¢ oxidézy, které¢ jsou nezbytné pro spravnou funkci
mitochondrie. VSechny tyto zmény mohou vést k pfimému ovliviiovani schopnosti

mitochondrie udrzet membranovy potencial.

Vapnik a mitochondrie

Jestlize je zakladni funkci mitochondrie, resp. jejtho mitochondridlniho
potencialu tidit syntézu ATP, pak nemén¢ dulezitou funkci je zadrzovani vapniku.
Tento proces je silné propojen s mnoha onemocnénimi. Hromadéni vépniku

v mitochondrii, potazmo v butice ma jak fyziologické, tak patologické odezvy.
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Mitochondridlni ~ vychytdvani  vapniku je  primarné fizeno jejim
elektrochemickym  potencidlem  (gradientem) vytvofenym  mitochondridlnim
membranovym potencidlem a relativn€ nizkou hladinou intramitochondrialniho
vapniku [Ca2{]m. Kdekoliv se v bunice zacne zvySovat hladina vapniku, tam se
objevuje mitochondrie, aby ho po svém elektrochem.gradientu ,,od¢erpala® do své
matrix. Prestup vapniku do mitochondrie zavisi na jejim membranovém potencidlu a
také na mnozstvi vapniku, ktery uz je v mitochondrii obsazen (Duchen, 2004). Zatim
neni jasné ¢im se vapnik do mitochondrie dostava. Neni jisté, zda-li je to kandlem nebo

néjakym prenaSecem (Gunter a kol., 2000).

Mitochondrie a neurodegenerativni onemocnéni

Tato onemocnéni jsou velmi zavaznd a v medicin€ je jim vénovana velka
pozornost. Dle Duchena (2004) sem patii Alzheimerova, Parkinsonova, Huntigtonova,
Wilsonova choroba, ALS (amyotrofni lateralni skler6za), RS (roztrousend sklerdza),

Friedrichova ataxie a vS§echny poruchy CNS zptisobené hypoxii.

Hlavni patofyziologicky mechanismus u téchto onemocnéni zstava nejasny, ale
mitochondridlni poruchy jsou vnich vrizném stupni pfitomny. Pfi¢iny neuralni
dysfunkce a bunécné smrti jsou rizné a mohou provézet v rizné mife vySe uvedena
onemocnéni. Poskozeni produkce ATP naru$i bunénou homeostazu, tedy iontovou
bilanci intracelularniho Na, K, Cl a Ca, coz narusuje elektrické signaly, resp. pfenos

informace v CNS. A nakonec sniZeni produkce ATP vede k buné¢né smrti.

Jinou formou poSkozeni mitochondrie miiZze byt uvoliiovani pro-apoptotickych
faktorti, zvlast¢ cytochromu c, kdy startuje kaskdda procestt az k apoptdze. Také
toxicita glutamatu zpUsobujici neuralni smrt je dobfe zndma, nejvice kdyz
doprovazi anoxii. Nejvétsi zahadou zGstava, pro¢ se v neurodogenerativnich
onemocnénich vyskytuji poskozeni jen u nékterych neuront a jejich ¢asti (Duchen,

2004).
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Parkinsonova choroba

Dle Kumara a Clarka (1994) dochazi k redukci dopaminu v putamenu a
substantii nigra o 10%, noradrenalinu a 5-hydroxytryptaminu (serotonin) o 40%
v putamenu a GAD (glutamic acid decarboxylase) v substantii nigra a cereberdlnim

kortexu. Enzym GAD je zodpovédny za syntézu GABA.

V minulosti byly podany vyznamné dikazy, které vedou k abnormalitim na
mitochondridlnim komplexu I, v neuronech substantia nigra a striatu (Duchen, 2004).
Nedostatecnost komplexu I popisovali také u pacientl se sporadickou formou tohoto
onemocnéni (Parker a kol., 1989, Schapira a kol. 1989, Mizuno a kol. 1989). Dokonce
bylo zmifiovano na poli epidemiologickém, ze u nékterych pacientl mize onemocnéni

souviset s vystavenim insekticidu rotenon, coz je blokator komplexu I.

Pii pokusech na potkanech, kdy jim byla poddna nizkd déavka rotenonu,
pozorovali jist¢ syndromy spojené s Parkinsonovou chorobou. Hlavné degenraci
nigrostridlnich neuront a pfitomnost synukleinovych proteint, které onemocnéni

provazeji (Sherer a kol. 2002).

Amyotrofni lateralni skleroza

Je to onemocnéni jak centralniho, tak i periferniho motoneuronu. Je to té¢zké a
degenerace motoneuronu a o mechanismu, ktery si selektivné vybird pouze tuto
populaci bun¢k. Potichu se rozsifuje nazor, ze s primarnim mechanismem poskozeni

souvisi pfetizeni vapnikem a poSkozeni mitochondrie.

Zatimco predavkovani glutamatem je spojeno se zahlcenim bunky vapnikem
skrze NMDA receptory, tak dalsi ze skupiny ionotropnich glutamatovych receptort —
AMPA a kainatové recetory maji vysokou propustnost pro intraceluldrni vapnik. Jak se
ukazuje, tyto receptory maji nedostatek metabotropnich receptori GluR2, které blokuji
propustnost pro vapnik. AMPA a kainatové receptory jsou velmi rozsifeny
v motoneuronech a jejich aktivace zplisobuje mitochondrialni depolarizaci a bunécnou
smrt v kulturdch motoneuronti (Carriedo a kol., 1996, 2000). Navic, jsou zde tfi toxiny,

tzv. ,mussel* toxiny (kys. domoové, B-L-ODAP, BMAA), které zptsobuji podobné
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symptomy motoneruonim u primat a lidi a vSechny pisobi na AMPA a kainatové
receptory. Pii spusténi téchto receptori se objevuje vzrist hladiny ROS

v motoneuronech, v interneuronech, které jsou pobliz, nikoliv (Duchen, 2004).

Tak, jak se 1i§i rizné populace neuronit v poctu a typech glutamétoveyh
receptort pritomnych na jejich povrchu, tak se lisi i obsah intraceluldrniho vapniku pti
aktivaci téchto receptort. Efekt daného mnozstvi intracelularniho vapniku zavisi na sile
neuralniho naraznikového systému a zdé se, ze je velmi slaby v populaci motoneuronti
pii postizeni ALS (Palecek a kol., 1999). To mlize naznacovat, ze slaby naraznikovy
(pufrovaci) systém mtize hrat roli pfi zranitelnosti populace motoneurond u ALS. Toto
podporuje vyzkum Van Den Bosche (2002) a Dekkerse (2004), kteti pozorovali, ze
motoneurony a nasledné poskozeni perifernich nervii mize byt chranéno zvysSenou
expresi parvalbuminu (pufr pro vapnik). Nicméné je tfeba fici, Ze toto bylo aplikovano
na motoneurony u zdravych a tak stim nemuzeme pocitat pfi progresi onemocnéni

(Duchen, 2004).

Epilepsie

U tohoto onemocnéni dochazi k paroxysmalnim vybojim cerebralnich neuroni.
Velké skupiny neuroni jsou béhem zachvatu opakované synchronné aktivovany.

Dochézi k naruSeni inhibi¢nich synapsi mezi neurony (Kumar, Clark, 1994).

V praci Martina a Poza (2003) autofi popisuji status epilepticus (SE) dle
Lowensteina (1999) a Kapura (1999) jako zachvat trvajici 30min nebo jako opakovani
kratSich zachvatl v rozsahu 30minut, pfi kterych pacient neni schopen nabyt plné
védomi. SE predstavuje vazny stav, ktery muize zpuasobit dlouhotrvajici poskozeni

mozku (Treiman, 1993) zanechat pamétovy a kognitivni deficit.

Také u epilepsie, resp. béhem epileptického zachvatu, dochdzi ke zvySenému
oxidativnimu stresu v mitochondriich. Produkci ROS u epilepsie dokézali mimo jiné ve
své studii Folbergrové, Otdhal a Druga (2011). Ti zkoumali mlad’ata potkana kmene
Wistar. Béhem 60minutovych zachvatli zaznamenali vzrist superoxidu ve vSech
studovanych regionech mozku, konkrétné¢ CA1, CA3, DG, kortex a talamus. Na rozdil
od naSeho experimentu, pouzivali barvivo hydroethidium a pokusy byly provadény na

zivych potkanech.
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Dle Schuchmanna (1999) vzristd béhem SE hladina intraceluldrniho vépniku a
tim dochazi k depolarizaci mitochondridlni membrany a soucasné k hromadéni vapniku
v mitochondrii. To vede k naruseni oxidativni fosforylace a vzriistu produkce volnych

radikalu.

3.2 FLUORESCENCNI IMAGING

Nize se budu zabyvat srovndnim akutnich fezi a bunécnych kultur a také
popisem latek, které se pouzivaji k detekci bunééného metabolismu. Dale pak
porovndnim rlOznych pfistupti k barveni mitochondrii v fezech hippocampu.

V neposledni fad¢ uvadim také stru¢nou historii fluorescenéniho imagingu.

3.2.1 Historie barveni

Fluorescen¢ni imaging se postupné rozvijel v 80. a 90. letech minulého stoleti.
Tzv. FILM (Fluorescence-lifetime imaging microscopy) byl pouzit nejprve k detekci
fotosenzitivnich naddorovych bunc¢k. Metodu vyvijeli hlavné Bugiel a Konig v r.89, jak
uvadi Becker (2003) a poté napt. Brismar a Ulthake (1997) v r.97, kteti jiz zkoumaly
neurony barvivem Rhodamine (viz 3.3). V soucasné dob¢ je fluorescenéni imaging
metodou volby. Jednim z nejvétSich odbornikli na barveni je pan Kovécs (2005, 2009,

2011) z Berlinské univerzity z jehoz prace cerpame.

m¢ftila jejich spotieba kysliku apod. To vSak neukazuje dobtfe na funkci mitochondrii
v jednotlivych buiikdch v rliznych castech tkané (napf. v mozku) a neni tak mozné

zjistit jejich chovani pfi patofyzilogickém pusobeni nebo jinych fyzilogickych reakcich.

A praveé rozvoj fluorescenéniho imagingu toto umoziuje. Pomoci této metody je
mozné sledovat jednotlivé bunky pii jejich fyziologickych i1 patofyziologickych
pochodech a také umoznuje sledovat mitochondrie v riznych typech bun¢k jedné tkané.
Napt. perivaskularni a parenchymové astrocyty, pericyty, bunky hladké svaloviny cév.
Ty mohou byt selektivné zobrazeny uzitim spravného barviva a jsou pfistupné
elektrofyziologickému zaznamu. Akutni fezy nabizi unikdtni moZnost studovat

neurovaskularni jednotku a BBB ex vivo.
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3.2.2 AkKkutni Fez vs. bunééné kultury

Dle Jandové, Paslera a Antonia (2006) se BBB da tézko studovat na akutnich
fezech, vzhledem k tomu, Ze preparace naruSuje cévy a eliminuje jejich funkci jako

bariéry.

Na druhou stranu dle Bendfelda (2007) znovu uzaviené cévy v iezu vedou
k vytvoteni malych okrskii intersticidlni tekutiny. NeporuSenost bazalni vrstvy epitelu
cév a pritomnost pevnych spojeni, stejn¢ jako transportnich proteini endotelidlnich
bun¢k byla uz diive zaznamenana u myssich fezii (Qi-Gang, 2011). Pokud se pracuje
dostatecn¢ rychle a béhem pfipravy fezi je mozkova tkan dostatecné ochlazovana

ACSEF a zaroven dobte okyslicovana, je mozné zachovat jejich aktivitu (vitalitu).

Manzini a Schild (2003) jsou také schopni ukazat funkci BBB pomoci
fluorescencniho iamgingu. V jejich studii se zabyvaji eliminaci calceinu a rthod-2 z cév,
kdy jediny MitoSox se neeliminuje. Absence kalceinové a rhodaminové fluorescence
v endotelidlnich buiikach, pericytech a v bunikdch hladké svaloviny mize byt spojena
s faktem, ze estery kalciovych barviv a hlavné kalceinu jsou substraty transportnich

proteint latek, které podavaji do ezl (Gordon a kol., 2008).

Pomala diftze téchto barviv skrze bazalni vrstvu muiZe byt naruSena aktivitou
téchto proteini na povrchu bazilni vrstvy BBB vedouci nakonec k intralumindlni
akumulaci nebarvitelnych AM-esterti. Banerjee a Bhat (2007) poukazuji na skute¢nost,
ze nemiizeme tvrdit, Ze to, co se déje v tenkych fezech, se déje i v zivém organismu.
Nicméné podminky experimentu jsou bliZe situaci in vivo nez pokud by se provadéli na

bunéénych kulturach (Hiiser a Blatter, 1999).

Gordon, Choi, Macvicar (2008) a dalsi popisuji aplikace barviv ptimo do cévy.
To ukazuje pfitomnost a zachovanou funkcnost pericyt a bun¢k hladké svaloviny.
Soucasné jsou schopni vyvolat pouze vasokonstrikci, ale ne vazodilataci. Vysvétlenim
muze byt maximalni dilatace cév v fezu, protoze chybi krevni pritok a smykové napéti.
Aplikaci barviva intralumindlné zvySuji smykové napéti, které vede k vasokonstrikci.
Také mnozstvi kysliku béhem experimentu vede spiSe k vasokonstrikci neZ vasodilataci

(Lesnefsky a Hoppel, 2003).
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V naSem experimentu neaplikujeme barviva pfimo do cév viezu. Cely fez
umistujeme do roztoku MitoSoxu. Podobnou metodu volil Kovacs (2011), ktery vSak
nezkoumal jednotlivé akutni fezy, ale kultury az 3tydny staré. Zkoumal ptedevSim

oblast CA3, které jsme také vénovali vétsi pozornost.

3.2.3 Fluorescen¢ni barviva

V zésad¢ se v literatufe a praxi uzivaji barviva k detekci véapniku, oxidu

dusnatého, superoxidu a zmén mitochondrialniho membranového potencialu (A ,).

Pomoci téchto barviv je pak mozné sledovat mitochondrialni metabolismus.

DAF-FM diacetat je dilezité¢ ¢inidlo k urc¢eni mnozstvi NO ( pii jeho nizké
koncentraci) vzivé buiice. Uvnitf bunék se na funkéni acetdtovou skupinu vazi
nespecifické esterazy a DAF-FM skoro nefluorescentuje dokud nereaguje s NO za
vzniku benzotriazolu. Absorbce je 495nm a emise je 515nm. Je snadno detekovatelny
(Invitrogen, 2012). Toto barvivo pouzil ve své praci napt. Qi-Gang a kol. (2011), kdy
detekoval NO v kulturdch neuronti hippocampu u 6-7 dennich potkanii. Ve své praci
dokazal, Ze syntaza NO v hippokampélnich neuronech ,,napomaha“ k depresivnim

staviim tim, ze tlumi glukortikoidealni receptory.

DAA sulfat je barvivo vhodné k detekci NO. Po rekaci s NO zaii cervené. Toto
barvivo je vuzivano k detekci zmén hladiny NO v krysi sitnici po urazu optického
nervu. Nicméné predchozi vyzkumy ukazaly, Ze nelze dobie pouZzit v buiice vzhledem
k jeho omezené schopnosti priiniku membranou a nizké rozpustnosti ve vodném
prostedi v koncentraci, kterd je vhodna k pokusim (Invitrogen, 2012). Toto vyvraci
Xiaochun (2001), ktery barvil kultury hippokampalnich neuronti po aplikaci penicilinu
G. Tvrdi, Ze tato latka maze spolehlivé ukazovat produkci NO na zéklad¢ dvou fakth:
donor NO zvysuje fluorescenci DAA a hemoglobin snizuje fluorescenci DAA. Po
aplikaci penicilinu doSlo ke zvySeni intracelularniho glutamatu a produkci

intracelularniho oxidu dusnatého.

Rhod-2 acetoxymetyl je kalciovy indikator, ktery ukazuje vrast hladiny vapniku
v buiice tim, Ze se na n&j navaze. Ma Siroké pouziti (Invitrogen, 2012). Rhodamine 123

je zelen¢ zafici barvivo, které pronikd bunéfnou membrdnou a nema cytotoxické
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efekty. Je pouzivino k zdznamu mitochondridlniho membranového potencidlu
(Invitrogen, 2012). Téchto dvou barviv pouzil napt. Kovacs (2005) ve své studii o vlivu
epilepsie na funkci mitochondrie skrze nadmérnou produkci vapniku. Podobné jako
v naSem experimentu barvil fezy hippocampu, ale opét to provadel na kulturach a ne

akutnich fezech. Zkoumanou oblast preferoval CA3 s velkymi pyramidovymi buiikami.

MitoSOX vyuzili ve svém vyzkumu napi. Abramov s Duchenem (2007) , kdy
opct na kulturach bunck hippocampu zkoumali produkci ROS pii omezeni piisunu
glukozy. Potykali se s problémem rychlé redistribuce MitoSOXu zpét do cytosolu a tak
museli méfit velmi rychle po aktivaci buiiky. Ve svém vyzkumu pfisli na 3 zfetelné
mechanismy vzriistu ROS pfispivajici k poskozeni neurontl, z nich se kazdy objevuje

v jiném stadiu ischémie. Dale pak pomoci MitoSOXu barvil Ouyang (2007) a dalsi.

MitoSOX

MitoSOX je fluorescencni barvivo zaméfené specificky na mitochondrie
v zivych bunikach. Je schopno zobrazit plisobeni mitochondridlniho superoxidu tak, ze
je jim oxidovano a pii tomto d¢€ji Cervené zafi. Jeho vyhodou je, ze mtize byt oxidovano
pouze superoxidem a zddnou jinou rekativni slouceninou kysliku nebo dusiku. Jeho
absorbce je 510nm a emise 580nm. Velmi rychle a piesné€ se zamétuje na mitochondrie,

protoze jimi snadno pronika a Ize vyuzit v Zivych buiikach (Invitrogen, 2012).

K oxidaci speroxidem dochazi velmi rychle a stupeil fluorescence je vysoky
dokud se vysledny produkt nenavaze na nukleové kyseliny. MitoSOX miiZe byt pouzit i
k odliSeni d&ji probihajicich v izolované mitochondrii a d&ji probihajicich pfimo in
vivo. Miize také poslouzit jako cenny nastroj ve vyzkumu faktorti ovlivitujicich

oxidativni stres u riznych patologii (Brismar a Ulfhake, 1997).

Problematika barveni MitoSOXem

Dle protokolu dané¢ho vyrobcem se k obarveni mitochondriii poziva roztok 5

mM MitoSOXu se 13ml dimethylsulfoxidu (viz. MitoSOX). Pro sprdvné zobrazeni

mitochondrie je nutné, aby méla urcity membranovy potencial (A ), jak ve své praci
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uvadi Duchen (2004). Poukazuje na problematiku A, kdy jeho pokles podporuje
redistribuci barviv do cytosolu nebo i jadra v zavislosti na mitochondrialni depolarizaci.
Po 10 s stale nemusime pozorovat Zadné zmény signalu v burice a pokud je repolarizace
rychld, barvivo jde zpét do mitochondrie. Podobny vyzkum provadeli také Hiiser a
Blatter (1999), ktetfi zkoumali mitochondrie bunék srde¢ni svaloviny. Pokud vSak
depolarizace mitochondrie pokracuje, dochazi ke snizeni hladiny mitochondrialniho

barviva v cytosolu, protoZe to se jiz objevuje v roztoku, ve kterém je fez umistén a to se

projevi ztratou signalu zcelé bunky. Podobné¢ vzrust AW, zplsobi rust
mitochondridlniho signalu a pokles signalu v cytosolu dané builky, ale beze zmény
v celkovém signdlu z buitkky dokud se nevyrovna cytosol s roztokem a az potom vroste
aktivita celé bunky (Duchen, 2004). Pokud je ve vyzkumu uzito vice barviv, hrozi
prekryvani jejich fluorescence, jak popisuje Kovacs (2011), coz v nasem piipadé

nehrozi, jelikoz pouzivame jen MitoSOX.

3.2.4 Méfeni AY¥,,

Diive se na izolovanych mitochondriich méfil potencial aktivitou lipofilnich
kationtd, hlavné tetraphenyl phosponium, které byly aplikovany do mitochondrie
v substratu, pak generovanim potencidlu klesla koncentrace téchto iontil
v extramitochondridlnim prostoru a toto bylo méfeno elektrodou umisténou na

mitochondrialni membrané.

Podobn¢ funguje technologie fluorescence, kde se pouzivaji fluorescenéni
lipofilni ionty, které jsou soucasti napt. Rhodaminu 123. Je vSak dulezité znat zplsob
aplikace, specifikace a mnozstvi, abychom buiiku nezranili (Duchen, 2004). DalSim
problémem je zobrazeni signalu. Je nutné mit velmi tenky fez, jinak se signdl moc
rozptyli a neni vidét (Fink a kol., 1998). Duchen (2004) popisuje barveni na kulturdch,
kdy se musi ponofit do barviva v malém mnozstvi 10-30nm a nechat je dosdhnout

rovnovahy asi 30minut.

Postup je efektivni pii pouziti 2 druhli experimentt: u 1. sleduje, jak se méni
potencidl pii odpovédi buiiky na né&jaky podnét nebo v patofyziologickém stavu. U 2.
srovnava celou populaci bungk, které jiz byly vystaveny rliznym staviim. V podobnych

experimentech samoziejmé dochazi k nedorozuméni a chybdm. Tém se blize vénovali
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photomultiplier tubes, které méfili primérny signal napfic buitkou. V piipadé€, Ze se
barvivo jednoduse ptfesunulo z mitochondrie do cytosolu diky mitochondridlni
depolarizaci, signal se vibec nezmeénil. Poté nékteré skupiny védch pfisli s jinou
strategii, coZ mnohé zmatlo. Dévali barviva jako TMRM, TMRE a Rhodamine 1,2,3 do
buné¢k v relativné vysoké koncentraci (1-20ul) po dobu 10-15minut. Jakmile se barvivo
nahromadi v mitochondrii v ur¢ité koncentraci vykazuje signal - fenomén zvany
autoquenching. Pfesunem barviva do cytosolu, pifi depolarizaci mitochondrie,

fluorescence vzrusta.

Meéteni bunécéné signalizace jako celku ndm dava informaci o pramérnych
zménach mitochondridlni membranového potencidlu (Ay,,). Tohoto poznatku vyuzil
Duchen (2004), aby nemusel pouZivat zobrazeni o vysokém rozliSeni, kdy métil zmény

mitochondridlniho potencialu bunék v roztoku.

3.2.5 Problematika 4-aminopyridinu

4-aminoypridin (4-AP) je organicka slouc¢enina CsH4N-NH, Je uzivana hlavné
jako vyzkumny prostfedek. Je to blokator draselnych kanall. Podanim této latky

v roztoku plsobime akutnimu fezu epilepticky zachvat (SE).

Tuto latku pouzili ve své praci napf. Martin a Pozo (2003), kdy ji aplikovali
dospélim potkanim za Ziva do oblasti CA3. Registracni elektrody umistily do oblasti
CALl. Pouzili 5pul roztoku 0,9%NaCl se 100mM 4-AP. My pouzivame 250mM 4-AP
v perfuzi s ACSF vpoméru 1:1000 (napt. 100ml ACSF, 100ul 4-AP). U 19 z20
potkand se jim podaftilo zptisobit SE trvajici méné nez S0minut. Po aplikaci VPA (kys.
valproova) v mnozstvi 400-600 mg/kg doslo do 100s ke zruseni SE. Tento stav udrzeli

max. 4hodiny.

Dle Schuchmanna (1999) je pokles energie spojen s poklesem hot¢iku, nikoliv
podanim 4-aminopyridinu v entorindlnim kortexu. Ke sledovani zmén bunécného
metabolismu vyuzil autofluorescencich vlastnosti NAD(P)H u dvou modelové
zpusobenych SE. V prvnim modelu pouzil k vyvolani SE 4-aminopyridin, u druhého
snizoval hladinu hof¢iku. Stejné jako v naSem experimentu zkoumal akutni fezy a

pouzival 250mM roztok 4-aminopyridinu. U prvniho modelu kratce poklesla
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autofluorescence NAD(P)H a nésledoval dlouhotrvajici vzrist. U druhého modelu

nedoslo k poklesu, ale nasledny déletrvajici vzrist signalu pomalu klesal.
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4 METODIKA

41 ZAKLADNI POUZITY METODICKY PRINCIP

Zakladem prace bylo pomoci fluorescenéniho imagingu pozorovat produkci
superoxidu v mitochondrii pfi podani 4-aminopyridinu do akutniho fezu a sledovani
mitochondridlniho membranového potencidlu. Totozny experiment neni v soucasné

literatufe znam. Na podobnosti s jinymi epxerimenty upozoriiuji nize.

4.2 EXPERIMENTALNI SKUPINA

Vyzkum probihal na akutnich fezech mozkové tkané laboratorniho potkana;
augbregniho kmene LE Wistar. Potkani byli drzeni v kontrolovaném prostiedi (teplota
22 + 1°C, vlhkost 50-60%, se zapnutymi svétly mezi 6 a 18hod). Potkani méli volny
ptistup k jidlu a piti. Vzhledem k tomu, Ze jsou to socialni tvorové, neni dobré, aby byli
pfed experimentem dlouho sami a vystaveni nadmérnému hluku (z divodu nadmérného

vylu€ovani stresovych hormonti, volnych radikali).

Experiment byl schvalen ochranci zvifat a vykonnou radou Institutu fyziologie
Akademie véd Ceské republiky. Zachézeni se zvifaty béhem experimentu je v souladu

se stanovami 86/609/EEC Evropské spolecenské rady.

4.3 MERICI TECHNIKY A METODY SBERU DAT

Experiment se sklddal z mnoha postupnych krok, které se pokusim nize popsat.
Pokud dil¢i ptipravy selhaly v jediném bodég, bylo téméf nemozné experiment UspéSné

provest.

Priprava umélého tkanového moku (ACSF)

Pied zacatkem experimentu je nutné vyrobit ACSF dle pfesného navodu. Je
nezbytné dodrzet mnozstvi jednotlivych latek na desetinu gramu pfesné. K vytvofeni

umelého tkanového moku je nejrpve potieba vytvofit 2 rozdilné roztoky, které se az
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pozdé€ji smichaji. Prvni roztok obsahuje NaCl (75,38g), Na,H,PO4 * H,0 (1,72g),
CeH1206 (18,01g), MgSO4 (2,17g), KCI (2,24g), CaCl, * H,0 (2,35g), druhy roztok
obsahuje NaHCO; (17,64g). K pfipravé pouzivame piesné vahy a roztok michdme
pomoci magnetické stielky. Roztoky jsou vyrobeny v objemu 11 kazdy. Poté jsou
umistény do chladové komory (5°C). Pro vytvotfeni ACSF je tfeba 100ml roztoku 1,

100ml roztoku 2 a 800ml redestilované vody.

Pfiprava sustaining chamber, nastroju

Pred samotnou dekapitaci potkana je nutnd piiprava dalSich pomticek. Nejprve
je nutné pfipravit tzv. sustaining chamber (ustalovaci komora), kde budou jednotlivé
fezy ponofeny. Tato komora obsahuje také ACSF, ktery je neustdle okysliCovan a je
nutné na kulaty vrchol této komory umistit fotograficky papir, na ktery se fezy ukladaji.
Cela sustaining chamber je pfikryta microfilmem k udrzeni stélosti prostfedi. Nedilnou
soucasti jsou nastroje jako skalpel, nlizky, raspatorium apod., které byly pted pouzitim

ocistény ethanolem.

Pfiprava fezu a jeho uchovani

Pro tuto studii je nutné pouzivat vitalni fezy mozkové tkané. Potkan je uspan
pomoci éteru a poté dekapitovan. Velmi rychle je nutné vyjmout mozek z lebky, poté
ho dat do podchlazeného (-0,5°C) ACSF, ktery je dostatecné oxidovan pomoci kysliku
z plynové bomby a umistén v nélevce v krabici s ledem. Je dobré, aby mozek na tomto
misté chvili setrval. Poté je mozek potkana vyjmut z ndlevky, umistén na zmrazenou
Petriho misku s filtraCnim papirem a pomoci ostré ziletky rozfiznut na dv¢ ptilky, tak Ze
je nejdiive odstranén frontalni lalok, poté oddéleny obé hemisféry od sebe, odstranény
parietalni laloky a parietalnimi ¢astmi dold pfilepeny vedle sebe do komory umisténé
ve vibratomu. Béhem téchto ukonli je nutné c¢asti mozku pravidelné¢ ochlazovat
tkalovym mokem pomoci pipety. Ve vibratomu jsou ob& hemisféry fezany na platky
400um tenké. Rezy obsahuji jak somatosenzoricky kortex, tak i hippocampus. Jsou
okamzité presunuty do sustaining chamber, kde jsou nejméné 2hodiny ponotfeny do
okyslicovaného umélého tkanového moku. Poté jsou piipraveny k piesunu do tzv.

recording chamber umisténé piimo pod mikroskopem. Tato ponornd komora ma
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vyhodu v tom, Ze je zde fez cely ponofeny a lépe osvititelny a vice se tim piiblizuje
realnému prostredi v mozku. Nevyhodou je horsi okysliceni, které je zprosttedkovano
peristaltickou pumpou a také mozny pohyb fezu uvnitf, ktery mulze ovliviiovat

elektrické signaly.

Obarveni fezu

Pokud sledujeme produkci superoxidu v mitochondrii je nutné pouzit barvivo
MitoSOX. K barveni vSak sta¢i SmM roztok. K ziskani je nutné rozpustit 50pug tohoto
barviva ve 13ul dimetylsulfooxidu (DMSO). Pokud by byl roztok koncentrovanéjsi,
hrozi cytotoxicka rekace, kterd& by mohla poni¢it mitochondrii a muize dojit
k redistribuci fluorescence do jadra a cytosolu (Xiaochun a kol., 2001). Akutni fez musi
byt umistén do inkubétoru, kde je udrzovana primérna teplota 36°C a tento inkubator
musi byt umistén tak, aby nebyl vystaven svétlu (vyuZzivd se alobal). Inkubator je
naplnén 3ml ACSF a 3pul Mitosoxu. I toto prostfedi je okyslicovano. Do n¢j je pak

umistén na 10minut fez. Poté je pfipraven k méfeni.

Zjisténi Zivotnosti Fezu, zpisob méreni

Po vSech pfesunech fezu je nutno zjistit, zda-li je pouzitelny k méfeni. Aby byl
pouzitelny k méfeni, musi byt schopen odpovédi na stimul. Ke zjisténi této odpovédi je
potieba 2 elektrod, z nichZ jedna je stimula¢ni a je umisténa do oblasti gyrus dentatus
v hippocampu a druhé-registracni elektroda je umisténa do oblasti CA1 nebo CA3
hippocampu, Kovacs (2011), umist'uje tuto elektrodu do oblasti CA3. Toto umisténi je
provadéno manudlné za pomoci ptidavnych posuvnych zatizeni. Jako elektrody jsou
pouzivany tenké sklenéné elektrody nalozené v acetonu. Po vyjmuti z acetonového
prostiedi je elektroda umisténa do tzv. tahdku, kde je za pfislusného tahu a zaru
zmen$ena na prumér 0,6mm a je naplnéna 0,9% roztokem ACSF a pfipojeno pomoci
pochlorovaného dratku k méficimu setu. AZ poté je mozno s elektrodou dale pracovat a

umistit ji na vySe zminéna mista v hippocampu.

Nasleduje samotna stimulace fezu, kdy je pomoci elektrofyziol. setu (zesilovac¢

MultiClamp 700B) a programi Spike 2 a Matlab sledovdna odezva fezu na optické a
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elektrické signaly. Pokud fez vykazuje neurdlni aktivitu, je mozné piejit k aplikaci 4-

aminopyridinu a dal§imu méfeni.

Fluorescence je zaznamenavana konfokalnim mikroskopem vybavenym
EMCCD (Electron-multiplying charge-coupled device) kamerou a PIFOC fast-piezo z-
scannerem. Fluorescence je ziskdvdna podvodnim objektivem, intenzita laseru pod
objektivem je mensi nezZ 10uW pro vlnovou délku 491nm a vyssi jak S0uW pro

vlnovou délku 561nm.

4.4 SBER DAT

Data byla ukladana v programu Matlab jako soubory s pfiponou .tif. Po kazdém
méteni byl vytvoren graf ukazujici miru fluorescence v daném fezu pii daném meéteni.

Dale byl pomoci programu Spike sledovan zdznam elektrické aktivity fezu.

4.5 ANALYZA DAT

Analyza dat probihala pomoci programti Matlab a Spike 2. Dale pak prevodem
téchto dat do programu Excel pro vétsi piehlednost grafii (viz. niZe). Pro nedostate¢ny
pocet dat jsme nemohli pouzit porovnani miry fluorescence a neurdlni aktivity pomoci
T-testu nebo neparametrickym zplisobem dle Mann-Whitneyho testu pokud by bylo

rozlozeni dle Gaussovy kiivky.
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5 VYSLEDKY

V experimentu bylo hodnoceno 23 makroskopicky intaktnich fezii ze 7 potkant
na nichZ prob&hlo 56méfeni. Stafi potkand se pohybovalo od 20 do 29 dnii, z nichz 4
byli stafi pfesné¢ 20dni. Z 23 tezl bylo 10 vitalnich s neporusenymi drahami (43%).
Z 56 méteni probchlo 12 se 4AP (21%), 28 el. stimulovdno (50%). Optické signaly

byly méfeny u vSech.

Jako nejvhodnéj$i nastaveni k méfeni optickych a elektrofyziologickych signala
se jevil binning 4, gain .4150, expozi¢ni doba 300ms, pocet obrazkii 70 po 2 nebo 3s
intervalech. Pfi binningu 1 byl soubor k otevieni v Matlabu pftili§ velky. Primérna
inkubac¢ni doba byla 11minut pfi primérné teploté 36°C. NejcastéjSim regionem zajmu

(ROI) byl CA3 (89%), zbytek CAL.

Vysledky jsou popsany formou grafii intenzity fluorescence z vybranych
barveni a jednim elektrofyziologickym zdznamem programu Spike 2. NiZe uvedené
grafy zobrazuji miru fluorescence pii méfeni optickych a elektrickych signali bez a s
podanim 4-aminopyridinu a také bez a svyvolanym SE. Kazdy graf doprovazi

komentar.

37



Graf 1 — Zobrazeni intenzity fluorescence bez elektrické stimulace Fezu

Rez bez elektrické stimulace
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pocet obrazku

- stafi potkana: 21dni

- perfuze 1000ml ACSF, 2ul Mitosox
- ¢as v sustaining chamber: 4hod

- teplota/doba inkubace 36°C/12min
- binning: 4, gain: .4150

- doba expozice: 300ms

- pocet obrazki/interval: 70/2s

- bez stimulace

-ROI: CA3

Toto je ukédzka fezu, u kterého byly méfeny jen optické signdly, bez elektrické
stimulace, bez podani 4-AP. Lze pozorovat pomém¢ strmou kiivku bez zjevného

narustu fluorescence.
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Graf 2 — Zobrazeni intenzity fluorescence pri elektrické stimulaci rezu

Rez pii elektrické stimulaci
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pocet obrazku

- stafi potkana: 20dni

- perfuze 1000ml ACSF, 2ul Mitosox
- ¢as v sustaining chamber: 120min

- teplota/doba inkubace 36°C/13min
- binning: 4, gain: .4150

- doba expozice: 300ms

- pocet obrazki/interval: 50/0,5s

- stimulace od 15.obrazku

-ROI: CA3

U tohoto fezu lze pozorovat nejprve jev zvany photobleaching a po stimualci
prudky vzrist intenzity fluorescence s pozvolnym poklesem. Lze dobife pozorovat

narust fluorescence, coz dokazuje, ze byl fez vitalni a produkce superoxidu se zvysila.
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Graf 3 - Zobrazeni intenzity fluorescence pri podani 4-AP u Fezu s porusenymi

drahami

Rez pii podani 4AP - s porusenymi drahami
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pocet obrazki

- stafi potkana: 20dni

- perfuze 200ml ACSF, 200ul 4AP, 2ulMitSox
- ¢as v sustaining chamber: 6hod

- teplota/doba inkubace 36°C/1 1min

- binning: 4, gain: .4150

- doba expozice: 300ms

- pocet obrazkii/interval: 70/10s

-ROI: CA3

V tomto piipadé¢ byl volen delSi ¢as, aby mohl byt pozorovan zachvat. Je
viditelny znaény pokles fluorescence bez znamek zichvatu. Rez se sice obarvil, ale
pravdépodobné byly poskozeny nékteré drdhy a tak nebyla stimulace ani SE

zaznamenan.
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Graf 4 - Zobrazeni intenzity fluorescence pri podani 4-AP vitalnimu vezu bez

epilepticke aktivity

Rez pfi podani 4AP bez SE
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pocet obrazku

- stafi potkana: 20dni

- perfuze 200ml ACSF, 200ul 4AP, 2pulMitSox
- ¢as v sustaining chamber: 3hod

- teplota/doba inkubace 36°C/16min

- binning: 4, gain: .4150

- doba expozice: 300ms

- pocet obrazkil/interval: 70/10s

-ROI: CA3

Oproti grafu 2 lze pozorovat pozvolngjsi pokles fluorescence, nizsi

photobleaching. Rez byl vitalni bez znamek SE.
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Graf 5 - Zobrazeni intenzity fluorescence pri podani 4-AP u vitdlniho rezu

s epileptickou aktivitou

Rez pfi podani 4AP se SE
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pocet obrazku

- stafi potkana: 20dni

- perfuze 200ml ACSF, 200ul 4AP, 2pulMitSox
- ¢as v sustaining chamber: Shod 40min

- teplota/doba inkubace 36°C/16min

- binning: 4, gain: .4150

- doba expozice: 300ms

- pocet obrazki/interval: 70/10s

-ROI: CA3

U tohoto fezu, po prvnich dvou netspésnych pokusech zaznamenat SE | se to
podafilo pfi tfetim pokusu (viz. obr. 11). Je také patrny niZsi photobleaching a

pozvolnéjsi pokles fluorescence.
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Obr. 11 — Elektrofyziologicky zdaznam SE

V case 9928s, kdy byl fez v recording chamber 46min byly zaznamenany
znamky SE v oblasti CA3. Na obrazku lze pozorovat nejprve tonickou a poté klonickou

fazi.
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Graf 6 - Srovnadni intenzity fluorescence za riiznych podminek

Srovnani intenzity fluorescence
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U srovnani 5 riznych podminek se jevil jako nejstabilnéjsi fez, u kterého byly
méteny pouze optické a elektrické signaly. Ackoliv se zdalo, Ze pokles fluorescence byl
vyraznéjsi u vitalnich fezl s neporuSenymi drahami oproti tomu s poruSenymi drahami,
opak byl pravdou. Rez sporusenim drah vykazoval neustaly pokles bez znamek
jakéhokoliv vzristu fluorescence oproti feziim vitdlnim s neporuSenymi drahami, kde

byla pozorovéana po ¢ase pomérné vyrovnana hladina intenzity.
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6 DISKUSE

V této studii byly pouzity fezy z hippocampu potkana. Je to velmi Castd a
vhodna metoda k pozorovani procesi na bunécné urovni (Kovacs, 2009, 2011;
Schuchmann, 1999). Jak jiz bylo uvedeno vyse (viz. 3.2 Fluorescen¢ni imaging)
experimenty byly provedeny na tzv. acute slices a k barveni byl vyuzit MitoSox. Jako
recording chamber byl pouzit typ submerged, coz znamend, ze fez byl cely ponofen
v ACSF. Tedy blize in vivo podminkdm. Na druhou stranu zde hrozi riziko urcitého
Sumu (tedy zkresleni elektrofyziologického zdznamu) pro pohyb fezu diky proudéni
ACSF do recording chamber. Oproti podminkdm v Zivém organismu se 1iSi rychlost
proudéni iontl z extracelularniho prostoru (Croning, Haddad, 1998) a také potieba
kysliku, coz miize ovliviiovat funkci mitochondrie a reakci bun¢k na stimulaci (Tudner

a kol., 2007).

Pfed experimentem byly stanoveny dv¢é hypotézy: 1. pii podani 4-
aminopyridinu se zvysi produkce mitochondridlniho superoxidu, 2. pokud budou bunky
v fezu neurdln€ neaktivni, bude koncentrace intramitochondrialniho superoxidu niz$i

nez pii neurdlni aktivité.

U prvni hypotézy nebyl ve vysledku znatelny rozdil mezi intenzitou
fluorescence pfi a bez podani 4-AP. Predpokladali jsme jiny sklon kiivky intenzity
fluorescence. S vyjimkou jednoho fezu nedoSlo k zaznamenani epileptické aktivity.
Dlvodem mutze byt kratka doba detekce, kdy jsme fez s podanym 4-AP detekovali
primémé 12minut. Nasnad¢ je porovnani tzv. ,,Jow Mg modelu®, ktery pouzival napf.
Kovacs (2005) nebo Isaev (2012) s modelem 4-AP, ktery jsme pouZivali my nebo
Schuchmann (1999). Tradovany mechanismus vyvolani a udrzeni epileptické aktivity
v ,Jow Mg“ modelu je: facilitace NMDA receptorti a pokles povrchového napéti
v blizkosti napétovych kanalid. Dale je pak pochopitelné spojen se zvySenim
intramitochondridlniho vépniku a mitochondrialni depolarizaci (Kovéacs, 2005) oproti

4-AP modelu, ktery je spojen spiSe s blokaci draselnych kanali.

Kovacs ve své praci (2005) pouzil k vyvolani epileptickych zachvati ,,Jlow Mg*
model. To znamena4, Ze fez vystavil plisobeni ACSF s nizkym obsahem hot¢iku. Pokud
pouzil normalni ACSF, Zadnou aktivitu nevyvolal, ale pokud pouZzil ACSF s nizkou

hladinou Mg, tak aktivitu vyvolal.

45



Schuchmann (1999) srovnaval 4-AP model s ,,Jow Mg*“ modelem. Pozadavky
na energii se pii epileptickych zachvatech zvysuji a roste spotieba ATP a tak u obou
modeli pozoroval zmény NAD(P)H autofluorescence. Zmény energie zplsobené
zachvatem byly u 4-AP modelu vzdy stejné. To naznacuje, Ze neurony mohou
kompenzovat zvySené potfeby energie béhem zéachvatu. Naproti tomu u ,low Mg
modelu pozoroval vyssi vzrist NAD(P)H autofluroescence a pak jeji postupny pokles u
prvnich zachvati. U pozd&Sich uz vzrist téméf nepozoroval. Toto zjisténi
koresponduje s hypotézou, ze v pozd¢jsi dobé dochdzi u tohoto modelu
k energetickému vypadku. Pokles energie je spojen se snizenou aktivitou sodno-
draselné ATPéazy s néaslednym poklesem koncentrace ATP. Z toho tedy mulzeme
usuzovat, ze ,,low Mg“ model je vice“agresivnéjsi“, u 4-AP dokazi neurony do jisté
miry dlouho kompenzovat zmény energie a proto je nutné vystavit fez delSimu

plsobeni 4-AP, coz jsme v naSem experimentu dostatecné nevyuzili.

Martin a Pozo (2003) vyvolali zachvat u 19 z 20 potkanti, nicméné pouzivali
100mM 4AP v roztoku 5ul 0,9% NaCl a lisili se zptisobem aplikace. Také se mliizeme
domnivat, Ze pfi zatiZzeni buniky nedochazi k dostatecné zméné produkce superoxidu,
coz ale vyvraci Kovacs (2011). U vétSiny fezi byl také pozorovan velky
photobleaching, tedy rychlé vysviceni fluorescen¢nich molekul diky nutnému osvitu.
Vzhledem k tomu, Ze je Mitosox vysoce selektivni jen pro superoxid, byla vétsi
pravdépodobnost tohoto jevu. Na problematiku sprdvného obarveni mitochondrie
upozornuje Duchen (2004). Je nutné, aby méla urCity AW, protoze jeho pokles
podporuje redistribuci barviva do cytosolu nebo i jadra v zévislosti na mitochondridlni
depolarizaci. I bézné svétlo ma velky vliv. Diky nutné manipualci s fezem a naro¢nosti
umisténi do komory mikroskopu a néaro€nosti umisténi elektrod byl fez vystaven
delsimu osvitu a bylo 1 vétsi riziko usmrceni. Pokud jde o tenkost fezu, kterd je dtlezita
pro zobrazeni signalu, byla 400pum. Nelisili jsme se tedy od Finka a kol. (1998) nebo
Kovacse (2005, 2009, 2011).

Nedilnou soucésti experimentu byla registraéni elektroda, ktera snimala
elektrofyziologickou aktivitu fezu. Ne vzdy se ji podafilo dobfe vyrobit, takze ji

registrované signaly nemusely odpovidat redlnému déni v fezu.

Nicméné pti uspésném experimentu (viz. graf 5, obr. 9) jsme pifi opakované

davce 4-AP epileptickou aktivitu zaznamenali. Rez byl defacto vystaven 4-AP pres
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30minut a to ukazuje, Ze doba aplikace méla byt zvolena delSi. NaSe nastaveni
podminek experiemntu neumoznilo dostatecné potvrdit prvni hypotézu. Nicméné do
budoucna pii opakovani pokusu za jinych podminek je ptfedpoklad tuto hypotézu

potvrdit.

Druha hypotéza se vicemnéné potvrdila. Pfi elektrické stimulaci, kterd trvala
10s s frekvenci 20Hz b&hem méfeni optickych signalti doslo k znatelnému vzristu
intenzity fluorescence (viz. graf 2). K tomuto jevu dochazelo spise po del§i dobé od
umisténi fezu do recording chamber. Nicméné toto je dikaz toho, Ze pii zvySené
bunécné aktivité dochazi ke zvyseni produkce superoxidu. Naopak u fezu, ktery jsme
nestimulovali doslo k pomérné rychlému vysviceni bez znamek vzristu fluorescence,

resp. vzristu hladiny superoxidu (viz. graf 1).

U srovnani 5 riznych podminek, ve kterych se fezy nachézeli (viz. graf 6) se
signaly. Ackoliv se zdd4, ze pokles fluorescence je vyraznéjsi u vitalnich tezl
s neporusenymi drahami oproti tomu s porusenymi drahami, opak je pravdou. Rez
s poruSenim drah vykazuje neustaly pokles bez zndmek jakéhokoliv vzristu
fluorescence oproti fezlim vitdlnim s neporuSenymi drahami, kde pozorujeme po case
pomérné vyrovnanou hladinu intenzity. Tyto fezy byly také del§i ¢as méteny, tudiz je
udrzeli fez vitalni s neporuSenymi drahami. ZkuSenost ukazala, Ze ¢im déle byl fez
v sustaining chamber, tim 1épe se jevil ustaleny a pfi méfeni jsme dosahovali lepSich
vysledkl. Je nutné provést dalsi experimenty k lepSimu ovétfeni naSich hypotéz. Tuto

praci Ize povazovat za pilotni studii.
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7 ZAVER

Hlavnim cilem naseho experimentu bylo zjistit, zda-li dochazi béhem

epileptického zachvatu ke zvySeni produkce superoxidu v mitochondrii

Na§ experiment tuto hypotézu zcela nepotrvrdil, vzhledem k tomu, Ze aktivita
byla vyvolana pouze u 1 fezu. I pfesto se lze domnivat, Ze pifi del$im vyzkumu by se

mohla potvrdit.

NaSe druhd hypotéza se potvrdila. Pokud nebyl fez elektricky stimulovan,
nedochazelo ke zvySeni intensity fluorescence a naopak. To svéd¢i o tom, Ze pfi
elektrické stimulaci rostou metabolické pozadavky bunky, resp. mitochondrie, tudiz 1ze
pozorovat vyssi hladinu intensity fluorescence, resp. v nasem piipadé rast produkce

mitochondridlniho superoxidu.

Provedeny experiment byl sou¢asti dlouhodobého vyzkumu mechanismti vzniku

a prub&hu epileptického zachvatu na oddéleni Vyvojové epileptologie FGU AVCR.
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9 SEZNAM ZKRATEK

ACSF — artificial cerebrospinal fluid (umély tkanovy mok)

ADP — adenosindifosfat

AGC — aspartat-glutamatovy pirenasec

ATP - adenosintrifosfat, makroergni sloucenina

AMPA - 2-amino-3-(5-methyl-3-0x0-1,2- oxazol-4-yl)propanoova kyselina
B-L-ODAP - kyselina oxyldiaminopropionova

BMAA - beta-N-methylamino—alanin

CeH1206 - glukoza

Ca — vapnik

CIl — chlor

CaCl, — chlorid vapenaty

CO, — oxid uhli¢ity

CNS - centralni nervova soustava

DAA - 1,2-diaminoantrachinon sulfat

DAF-FM - 4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein

Ay, - mitochondridlni membranovy potencial

EET - epoxyeicosatrienoic, signalni molekula schopna ptlisobit vasorelaxaci
FAD - flavinadenindinukleotid, oxidovana forma

FADH, - redukovana forma flavinadenin dinukleotidu

FAK - fokalni adhesivni kinasa, hraje roli v pfilnavosti buiiky a v $ifeni bunécnych
procest

FCCP - carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone, iontovy pfenases, ktery
narusuje syntézu ATP

Fluo-4 - detektor intracelularniho kalcia

GABA - kyselina gama-aminomaselnd, inhibi¢ni neurotransmiter
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GAD - glutamic acid decarboxylase, enzym zodpoveédny za syntézu GABA
GFAP - gliovy fibrilarni protein tvofici intermedialni filamenta v astrocytu v CNS
H' - vodik

K — draslik

KCl — chlorid draselny

Mg — hoi¢ik

mGLUr — metabotropni glutamatovy receptor

MgSO, — siran hofec¢naty

Na — sodik

NaCl — chlorid sodny

NaHCOj; — hydrogen uhli¢itan sodny

Na,H,PO, * H,0 — hydrogen fosfore¢nan sodny

NAD - nikotinamid adenin dinukleotid, koenzym, aktivni forma vitaminu B3
NAD(H) - redukovana forma nikotinamid adenin dinukleotidu

NMDA - N-methyl-D-asparagova kyselina

NO — oxid dusnaty

NS —nervova soustava

Rhod-2 - detektor intracelularniho kalcia

ROS - reactive oxygen species, rodina reaktivnich molekul kysliku

SE - status epilepticus

TCA — kyselina citronova, meziprodukt citratového cyklu

TMRE - tetramethylrhodamin ester

TMRM - tetramethylrhodamin methyl ester

UCP - uncoupling protein

VPA — kyselina valproova
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