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Abstrakt

Fokalni  ischemické  poskozeni  mozku  zvySuje  neurogenezi/gliogenezi
v subventrikularni zoéné¢ (SVZ) postrannich komor a také vede k tvorbé glidlni jizvy
Vv blizkosti ischemické 1éze. Na tvorbé glidlni jizvy se podileji zejména reaktivni astrocyty
exprimujici glialni fibrilarni acidicky protein (GFAP), ktery je exprimovan i v dospélych
multipotentnich neuralnich kmenovych buiikdch (NSCs). Z tohoto divodu jsme pouzili
GFAP/EGFP transgenni mysi, ve kterych je zeleny fluorescenéni protein (EGFP) exprimovan
pod kontrolou lidského promotoru GFAP, jak v astrocytech, tak v NSCs coz nam umoznilo
jejich okamzitou vizualizaci a sledovani vlivu ischemického poskozeni na jejich diferenciacni
a prolifera¢ni potencial in vitro. Fokalni ischemické poskozeni bylo navozeno okluzi stfedni
mozkové artérie (MCAO) a po tfech dnech byla provedena imunohistochemicka analyza
mozku. Navic byla provedena izolace bun¢k ze SVZ a z oblasti glidlni jizvy, nasledovana
jejich kultivaci v proliferativnich podminkach ve formé neurosfér, a jejich naslednou
diferenciaci po dobu 7-10 dnid. Diferenciacni potencial téchto bunék byl studovan
imunocytochemickymi analyzami a metodou ter¢ikového zamku byl sledovan vliv na jejich
membranové vlastnosti.

Na zéklad¢ zvySené proliferace a zméné exprese specifickych neurdlnich/glidlnich
markerti, jsme potvrdili Ze, po mozkové ischemii je zvySena mira neurogeneze v SVZ
postrannich mozkovych komor a gliogeneze v glidlni jizvé vznikajici v mozkové kiife. Dale
jsme ukazali, ze je v neurosférach vyznamné zvySena proliferace NSCs a progenitorovych
bun¢k (PCs) izolovanych ze SVZ ischemickych zvifat. Primérna velikost téchto neurosfér
Z mysi po “sham” operaci (kontrola) byla 176,8 um, zatimco z ischemickych zviiat dosahly
signifikantné vétsi velikosti (222,1 pm). Navic poéet EGFP pozitivnich (EGFP") neurosfér
byl také signifikantng vétsi; 17,9 % EGFP" neurosfér bylo nalezeno u kontroly, zatimco
po MCAO jich bylo napocitano 32,5 %. To znamena zvyseni poctu proliferujicich NSCs
po ischemii. N druhou stranu z oblasti glidlni jizvy jsme ziskali jen velmi maly pocet
neurosfér, zadna znich neexprimovala EGFP, ale exprimovaly NG2 proteoglykan.
Tonaznacuje, Ze reaktivni astrocyty pritomné v glidlni jizv€, nemaji vlastnosti neurdlnich
gliovych bungk, ackoliv exprimuji specifické markery jako je vimentin, RC2 nebo nestin.
Dale jsme po disociaci neurosfér a vyseti bun¢k na poly-L-lysinem potazena skla, studovali
membranové vlastnosti diferencovanych bun¢k pomoci imunocytochemie a metody

teréikového zamku v konfiguraci ,,whole-cell“. Buné¢na kultura ze SVZ po ischemii
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obsahovala vys$§i pocet NSCs/astrocyti (64.2 %) a nizsi pocet neuradlnich prekurzort
(20,9 %), ve srovnani s kulturou ze SVZ kontrolnich mysi (42.7 % NSCs/astrocytu
a40.9 % neuralnich prekurzorl). Navic v odpovédi na ischemii byla v NSCs/astrocytech
signifikantné zvysena proudovd hustota dovnitf usmérnénych K* kanala z 0.4 pA/pF
u kontroly, na 2 pA/pF, zatimco v PCs a neuralnich prekurzorech byla signifikantné snizena
proudova hustota rychle se aktivujicich/inaktivujicich vn& usmémeénych K (Ka) kanald.
V kontrole byla Ka primérna proudova hustota v PCs 26.2 pA/pF, zatimco v kultufe
zischemické SVZ byla 3.8 pA/pF. Podobné neuralni prekurzory mély v kontrole Ka
proudovou hustotu 88.1 pA/pF, a po ischemii pouze 9.4 pA/pF. Ve shrnuti lze tedy fici,
ze ischemické poskozeni ovliviiuje proliferac¢ni potencial NSCs/PCs, a zaroven ma vliv i na

diferenciac¢ni potencial bunék ze SVZ, jmenovité na jejich membranové vlastnosti.



Abstract

Focal ischemia induces enhancement of  neurogenesis/gliogenesis
in the subventricular zone (SVZ) of the lateral ventricle and it also leads to glial scar
formation in the vicinity of the ischemic lesion. The gliotic scar is mainly formed by reactive
astrocytes that express glial fibrilarly acidic protein (GFAP), nevertheless this protein is also
expressed in adult multipotent neural stem cells (NSCs). Therefore, we have used the strain
of transgenic mice (GFAP/EGFP mice), in which the enhanced green fluorescent protein
(EGFP) is expressed under human GFAP promoter in astrocytes as well as in NSCs,
thus allowing us an immediate vizualization of these cells, and to estimate the effect
of ischemic injury on their fate during proliferation and differentiation in vitro. Focal
ischemia was induced by the occlusion of the middle cerebral artery (MCAQ) and 3 days post
injury, an immunohistochemical analysis was carried out. Furthermore, the cell isolation
from SVZ and the region of gliotic scar was performed, followed by their cultivation under
proliferative conditions (as neurospheres) and their differentiation for 7-10 days.
The differentiation potential of these cells was studied using immunocytochemical analyses
and patch clamp technique was employed to estimate their membrane properties.

Based on increased proliferation and changes in the expression of specific
neuronal/glial markers we have confirmed that a marked enhancement in SVZ neurogenesis
and an increase in gliogenesis in the region of cortical lession occur in response to MCAO.
Furthermore, we have showed that in neurospheres, the proliferation of NSCs and progenitor
cells (PCs) isolated from SVZ of ischemic animals is markedly increased. The average
diameter of neurosphers obtained from sham-operated (control) mice was 176.8 um,
while in those obtained from SVZ of ischemic mice was significantly higher (222,1 pm).
Moreover, the number of EGFP-positive (EGFP") neurospheres also significantly increased;
17.9% of EGFP" neurospheres were found in controls, while 32.5 % neurospheres was EGFP
positive in those obtained after MCAO. This suggests an increase in the number
of proliferative NSCs in response to ischemia. On the other hand, the number
of neurospheres that were obtained from the region of gliotic scar was very low, none of
the neurospheres expressed EGFP and they expressed NG2 proteoglycan. This suggests
that reactive astrocytes in gliotic scar do not have the properties of NSCs, despite the fact
that they express their specific markers, such as vimentin, RC2 or nestin. Furthermore,

after neurosphere dissociation and cell platting onto poly-lysine coated coverslips we have
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studied the membrane properties of differentiated cells using immunocytochemistry
and the patch-clamp method in the whole-cell configuration. The cell culture obtained
from SVZ after ischemia contained higher number of NSCs/ astrocytes (64.2 %) and lower
number of neural precursors (20.9 %), when compared to that obtained from SVZ of control
mice (42.7 % NSCs/astrocytes and 40.9 % neural precursors). Additionally, in response to
ischemia the current densities of inwardly rectifying K* channels were significantly increased
in NSCs/astrocytes, from 0.4 pA/pF in controls to 2 pA/pF, while in PCs and the neural
precursors the current densities of fast activating/inactivating outwardly rectifying K"
(Ka) channels were significantly lowered. In controls the average Ka current density of PCs
was 26.2 pA/pF , while in the culture obtained from ischemic SVZ the Ka current density was
3.8 pA/pF. Similarly , neural precursors of controls had the Ka current density of 88.1 pA/pF
and after ischemia only 9.4 pA/pF. In summary, the ischemic injury affects proliferative
potential of NSCs/PCs, however it affects also the differentiation potential of cells isolated

from SVZ, namely their membrane properties.
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1. Uvod

Kazdy rok je mnoho lidi postizeno mozkovou mrtvici, neurodegenerativnimi
chorobami ¢i traumatickym poskozenim mozku, které vedou k umrti ¢i minimalné
k doZivotnim nasledkim. V soucasné dobé neexistuje zadnd efektivni terapie, ktera by
dokazala obnovit funkénost poskozené mozkové tkané. Proto se regenerativni medicina
a vyzkum neurdlnich kmenovych bunék nyni zamétuje na hledani novych piistupt, které by
obnovily funkci neurdlni tkdn€ a umoznily pacientiim vratit se do normalniho Zivota.

Neuralni kmenové/progenitorové buniky reprezentuji slibny ndstroj pro regenerativni

medicinu. Pfirozené se vyskytuji 1 v dospélém mozku a jsou schopny produkovat vSechny
bunécné typy nervového systému tj. neurony, astrocyty a oligodendrocyty. Vyzkum se proto
zaméfuje na zkoumani vlastnosti neuralnich kmenovych bunék, jako je proliferace,
diferenciace a jejich potencial davat vznik funkénim bufikam v in vitro a vin vivo
podminkéch, po jejich transplantaci do nervové tkang.
Neurogeneze Vv dospélém mozku probiha ve dvou oblastech: v subventrikularni zéné
postrannich komor a v gyru dentatu hipokampu. Po neuralnim poskozeni mozku je mira
neurogeneze V téchto oblastech pfechodné zvySena. Proto je dalSim pfistupem snaha
0 pozitivni ovlivnéni endogennich repara¢nich mechanismii mozku, pouzitim raznych
molekul regulujicich neurogenezi. Mezi tyto molekuly patii morfogeny, rustové faktory,
cytokiny a rizné komponenty signalizanich drah. Je proto dilezité sledovat ovlivnéni
proliferace a diferenciace témito molekulami.

Mezi nepostradatelnou soucast vyzkumu reparaéniho potencialu, patii studovani
membranovych vlastnosti neuralnich kmenovych bunék a bun¢k z nich odvozenych. Zkouma

se funkéni exprese membranovych receptort, iontovych kanali a jejich funk¢ni vlastnosti.
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2. Literarni uvod

2.1. Historie

Do nedavné doby byl pfijiman nazor, Ze v dospélém mozku nemohou vznikat nové
neurony ani gliové buiiky. Piredpokladalo se, ze pokud byly v pribéhu neurodegenerativni
choroby nebo po poskozeni uz jednou ztraceny, nemize jiz dojit k jejich nahrazeni novymi
bunkami a k regeneraci mozkové tkané. Tuto domnénku potvrzovala histologicka
a anatomicka studie z pocatku 20. stoleti, kterd ukazala, ze se struktura mozkové tkané
od narozeni neméni (Cajal 1913). Avsak v sedmdesatych letech 20. stoleti jiz bylo zjisténo,
ze i v dospélém mozku mohou vznikat nové builky. Prvni diikaz objevil Altman v roce 1960,
poté co objevil v mozku dospélého potkana neuroblasty (Altman 1962). Na zakladé tohoto
objevu se vyzkum v nasledujicich letech zaméril na studii repara¢niho potencialu centralniho
nervového systému (CNS).

Teprve v roce 1981 byla prokazana tvorba novych neuronti 1 v dospélém jedinci, poté
co V hipokampu kanarka byla pozorovana vétsi mira neurogeneze v obdobi pafeni, kdy se uci
nové pisn¢ (Nottebohm 1981). Od té doby mnoho studii potvrdilo existenci kontinualni
neurogeneze v urcitych oblastech dospélého mozku u mnoha zivoc¢isnych druhti. Prvni dikaz
0 existenci neurogeneze i v lidském mozku byl proveden Erikssonem v roce 1998. Pouzil
bromdeoxyuridin (BrdU) na oznaéeni proliferujich bunék v mozku pacientu, tésné po jejich
smrti (Eriksson, Perfilieva et al. 1998). V nasledujicich letech bylo ukazano, ze traumatické
nebo ischemické poskozeni dospélého mozku stimuluje neurogenezi. Pfedmétem soucasného
vyzkumu je objasnéni mechanismi, které se podili na neurogenezi a gliogenezi a jejich

nasledném vyuziti v 1é¢bé poskozeného CNS.

2.2. Neurogeneze v dospélém mozku

Po ukonceni embryondlniho vyvoje pokracuje neurogeneze ve dvou hlavnich
oblastech mozku, a to i v dospélosti: v subgranularni zoné¢ (SGZ; subgranular zone) gyru
dentatu hipokampu a v subventrikularni zoné (SVZ; subventricular zone) postranich komor
ptedniho mozku. Buiky pfitomné v téchto neurogennich oblastech vykazuji vlastnosti
neuralnich kmenovych bunék (NSCs; neural stem cells), a to jak v podminkach in vitro, tak,

in vivo. NSCs se projevuji tim, Ze maji schopnost dlouhotrvajici sebeobnovy a jsou
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multipotentni tj. mohou diferencovat v rizné bunééné linie: neurony, astroCyty
a oligodendrocyty. D¢li se symetricky a asymetricky. Pfi symetrickém déleni vznikaji dvé
rovnocenné dcefiné bunky splvodnimi vlastnostmi kmenovych bunék, zatimco
pri asymetrickém, si pouze jedna uchovava svoje kmenové vlastnosti a z druhé vznika
prechodné se délici progenitor (TAPs; transit-amplifying progenitors).

Podle morfologickych 1 imunocytochemickych charakteristik jsou dospélé NSCs
definovany jako astrocyty. Naptiklad exprimuji GFAP (glial fibrillary acidic protein), coz je
protein specificky pro astrocyty. Navic podle studie pod elektronovym mikroskopem maji
stejné svazky intermedidlnich filament, vybézky vmezetujici se mezi okolni buiiky a tvofi
"gap junctions” (Seri, Garcia-Verdugo et al. 2001). Nicmén¢ bylo ukazano, ze se od zralych
astrocyt, které nevykazuji neurogenni vlastnosti odliSuji. Pastrana v roce 2009
ukazal, Ze zatimco aktivni NSCs exprimuji receptor pro epidermalni ristovy faktor
(EGFR; epidermal growth factor receptor), tak ostatni astrocyty v SVZ nikoliv (Pastrana,
Cheng et al. 2009).

Soucasné studie ukazuji, Zze i z oblasti, které nejsou primarné neurogenni jako je
mozecek a micha, mohou byt izolovany buiiky s kmenovym potencidlem. Tyto buiiky jsou
schopny tvofit v in vitro podminkach mnohobunééné neurosféry a diferencovat do neurontl,
astrocytl a oligodendrocytd (Jiao and Chen 2008). Avsak pouze v SVZ a SGZ probiha

neurogeneze kontinualné i v dospélosti.

2.2.1. Architektura a charakterizace bunék v subgranularni zoné

V této neurogenni oblasti se neurdlni progenitory nachazeji v subgranuldrni zoné,
coz je tenka vrstva bun€k lokalizovana mezi vrstvou granularnich bunék (GCL; granule cell
layer), tvofené pfedevs§im neurony a hilus dentatus. Axony granularnich bunék zasahuji
do CA3 oblasti, kde tvoti synapse s pyramidalnimi neurony (obr. 1) (Kaneko and Sawamoto
2009).
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Obr. 1 — Neurogeneze v hipokampu dospélého potkana (Kaneko and Sawamoto 2009)

(A) Axon kazdé granularni bunky (rizoveé) zasahuje do CA3 oblasti, kde tvoii synapse
s pyramidalnimi bunkami (tyrkysové). (B) NSCs (modie) v SGZ proliferuji a tvoii ptechodné
progenitory, z kterych vznikaji nezralé¢ granularni bunky (Cervené). Tyto buniky migruji do GCL,
kde diferencuji do zralych granularnich bunék (rGzové). (C) Imunohistochemie ukazujici
PSA-NCAM" nezralé granularni buiiky s kratkymi vybézky, umisténé na rozhrani mezi SGZ a GCL
(PSA-NCAM - zeleng, Hoechst — modfte, méfitko je 10um). DG — gyrus dentatus, GCL — vrstva
granularnich bun€k (granule cell layer), SGZ — subgranularni zéna, ML — molekularni vrstva
(molecular layer).

V SGZ mtizeme rozlisit dvé odlisné populace NSCs, které se lisi svou morfologii a to:
radialni astrocyty a horizontalni astrocyty. Obé& populace exprimuji Sox2 (sex determining
region Y-box 2), Mushashi 1 (Suh, Consiglio et al. 2007) a vimentin (Seri, Garcia-Verdugo et
al. 2004).

Radialni astrocyty maji velké télo pyramidalniho tvaru a hlavni radialni
vybézek, ktery prochazi skrz GCL do molekularni vrstvy (ML; molecular layer). Jejich
vybézky Casto konc¢i ve stén¢ krevnich cév. Byly identifikovany jako populace NSCs v SGZ
gyru dentatu hipokampu (Seri, Garcia-Verdugo et al. 2001). Exprimuji nestin a markery
radialnich glii tj. BLBP (brain lipid binding protein) a GFAP (Anthony, Mason et al. 2005;
Suh, Consiglio et al. 2007). Nekolik studii ukazalo, ze 1 Sox2 pozitivni horizontalni astrocyty,
které postradaji radialni vybézek, vykazuji vlastnosti NSCs. Suh a spoluautoii v roce 2007

prokazali, ze tyto astrocyty v gyru dentatu symetricky proliferuji a tak tvofi zasobu
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neproliferujicich bunék, jez se mohou pozdé&ji za&it délit. Horizontalni Sox2™ NSCs, které
proliferuji in vivo produkuji pii asymetrickém déleni zejména neurony a malou ¢ast astrocytd.
Zatimco béhem proliferace v in vitro podminkach jsou schopny davat vznik neuronum,
astrocytim i oligodendrocytim (Suh, Consiglio et al. 2007).

Neurogeneze probihd pies TAPs bunky, jsou to dcefiné bunky NSCs oznaCovany
jako D-bunky (Seri, Garcia-Verdugo et al. 2001). D-buiky exprimuji PSA-NCAM
(poly-sialyted neural cell adhesion molecule) a tvofi té€sné shluky, které jsou zaclenény mezi
vybézky NSCs. Bé¢hem dozravani migruji na kratkou vzdalenost do GCL, kde terminalné
diferencuji v nové granularni neurony. Tyto neurony vysilaji dendrity do molekularni vrstvy
a axony do CA3 oblasti (Seri, Garcia-Verdugo et al. 2004).

Granuladrni neurony kontinudlné zanikaji, z tohoto divodu je jejich konstantni pocet
udrzovan proliferaci neurdlnich progenitort v SGZ. Vzniklé neurony maji také ziejmé vliv
na schopnost ucit se a na pamét’. Bylo ukazano, Ze nové vzniklé neurony v hipokampu mysi
jsou preferenéné zaclenovany do neuralnich siti, které podporuji prostorovou pamét (Kee,
Teixeira et al. 2007) a ze zastaveni neurogeneze v hipokampu vede k negativnimu ovlivnéni

prostorové paméti (Imayoshi, Sakamoto et al. 2008).

2.2.2. Architektura a charakterizace bunék v subventrikularni zoné

SVZ je hlavnim zdrojem dospélé neurogeneze. Tvoii ji tenkd vrstva bunék
lokalizovand v lateralni stén€ postrannich komor piedniho mozku, sméfujici ke striatu
(obr. 2). Medialni strana postrada SVZ az na roh v anteriorni oblasti. U hlodavctu zistava
SVZ v kontaktu s komorou a tudiz s mozkomisnim mokem pouze ve stiedni a posteriorni
Casti. Anteriorni ¢ast se po narozeni uzavira a tvori rostralni migrac¢ni proud (RMS; rostral
migratory stream). V RMS migruji neuroblasty do c¢ichového laloku (OB; olfactory
bulb), kde diferencuji do interneuront (Peretto, Giachino et al. 2005).

V SVZ potkana a mysi se nachazi 4 bunééné typy: NSCs oznacované jako B-burky,
piechodné se délici progenitory (TAPs buiiky) oznaCované jako C-buiky, migrujici noveé

vzniklé neurony (A-bunky, neuroblasty) a ependymové bunky (E-bunky, obr. 2 A-B).
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Obr. 2 — Neurogeneze v dospélé SVZ (Kaneko and Sawamoto 2009)

(A) SVZ je lokalizovana v postranni komotfe pfedniho mozku. Nachazi se v ni 4 typy
bun¢k: Ependymové bunky (fialove), NSCs neboli B-bunky (modie), C-buriky (zelen¢) a neuroblasty
(A-buiiky, Cervené). Ruzoveé jsou znazornény cévy, Skterymi jsou NSCs v kontaktu. (B) NSCs
pii asymetrickém déleni produkuji C-bunky, které proliferuji a tvoti A-buiiky. (C) Nové generované
A-bunky v fetézcich migruji rostralnim migraénim proudem (RMS) smérem k c¢ichovému laloku
(OB). Modfe zbarvené NSCs je pii této migraci obaluji a tvori glialni tunel. (D) Imunohistochemické
barveni RMS; uvnitf jsou DCX pozitivni A-bunky migrujicich v fetézcich, obklopené¢ GFAP
pozitivnimi NSCs (méfitko je 50um). (E) V OB A-buiky radidlné migruji a diferencuji
do granularnich a periglomerularnich bunék v GCL nebo GL. SVZ — subventrikularni zona,
RMS — rostralni migra¢ni proud, GCL — vrstva granularnich bunék, MCL — vrstva mitralnich bungk,
GL — glomerulérni vrstva.

B-buiriky jsou NSCs, které miizeme v SVZ rozdé€lit na dva podtypy: B1 a B2-bunky.
Oba podtypy se nachazeji za tenkou vrstvou ependymovych bunck, ktera je oddéluje
od komory. Exprimuji markery astrocyti jako je nestin, GFAP, BLBP a GLAST

(glutamate-aspartate transporter) (Pastrana, Cheng et al. 2009; Platel, Gordon et al. 2009)
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anavic povrchovy Lewistv antigen X (LeX; téz znam jako CD15), ktery je markerem
embryonalnich i dospélych NSCs (Capela and Temple 2006).

Podtypy se lisi lokalizaci a proliferacni aktivitou. Bl-buniky tvofi hranici mezi
migrujicimi neuroblasty a ependymovymi bunkami, zatimco B2-buiiky je oddéluji od striata
(obr. 2 A). Bl-buniky jsou propojeny pies apikalni vybézek, ktery nese nékolik
nepohyblivych cilii s komorou a dlouhym bazalnim vybézkem s krevni cévou, coz jim ziejmée
umoziuje reagovat na signaly v extracelularni matrix nebo na signdly Sifené krvi. Tento
podtyp pomalu proliferuje a kontinualné tvoti TAPs buiky. V ptfitomnosti epidermalniho
rastového faktoru (EGF; epidermal growth factor) tvofi in vitro neurosféry, které davaji vznik
neuroniim, astrocytim a oligodendrocytim (Haskell and LaMantia 2005). Naproti tomu
B2-bunky neproliferuji (Mirzadeh, Merkle et al. 2008) a nejsou schopny tvofit neurosféry
a to ani v pritomnosti mnoha rozli¢nych faktord (Pastrana, Cheng et al. 2009).

C-burnky tj. TAPs bunky vznikaji pii asymetrickém déleni B-bun¢k. Jsou to nejvice
proliferujici bunky v SVZ (Adachi, Mirzadeh et al. 2007). Tvofi malé shluky na bazi RMS
a béhem néekolika dni diferencuji do neuroblastli, od kterych mohou byt imunocytochemicky
rozezndny pomoci dvojitého barveni: C-buiiky jsou DIx2"/PSA-NCAM™ a neuroblasty
DIX2"/PSA-NCAM" (Doetsch, Petreanu et al. 2002). Vin vivo podminkach odpovidaji
na EGF zvySenou proliferaci a snizenou tvorbou neuroblastli. V ptitomnosti EGF in vitro jsou
schopny tvofit neurosféry, které po diferenciaci davaji vznik vSem tfem bunénym typim
(Doetsch, Petreanu et al. 2002; Haskell and LaMantia 2005).

Bl-bukky a C-buniky se nachdzi v tésné blizkosti krevnich cév, coz je dulezité
pro jejich proliferacni aktivitu. Tavazoie ukazal, ze po zastaveni proliferace bun¢k aplikaci
Ara-C (cytarabin), se jako prvni zacaly d¢lit B-buriky, které se nachazely u cév a diky tomu,
byly nové vzniklé C-bunky v kontaktu s cévnim fecistém (Tavazoie, Van der Veken et al.
2008). Kontakt s cévami je zprostfedkovan pres a6fl integrin a je dulezity pro vSechny
proliferujici bunky v SVZ. Pokud je tato adheze naruSena a buniky se od krevnich cév uvolni,
dojde ke snizeni jejich prolifera¢ni aktivity (Shen, Wang et al. 2008).

A-buriky maji bipolarni morfologii a byly identifikovany jako neuroblasty. Exprimuji
PSA-NCAM, DCX (doublecortin), DIx2 (transkripcni faktor Distal less 2), BIII tubulin
(Pastrana, Cheng et al. 2009) a jsou také nestin pozitivni (Platel, Gordon et al. 2009). Zacaly
se objevovat dikazy, ze také proliferuji (Platel, Gordon et al. 2009) a Ze tato proliferace muze
byt regulovana (lkeda, Hirota et al. 2010). A-bunky migruji v fetézcich skrz RMS do OB
(obr. 2 C). Zde se neuroblasty odpoji a radialné migruji do vrstvy granularnich bunék (GCL)
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a gromerularnich bunék (GL; gromelural layer). V téchto dvou oblastech nasledné diferencu;ji
do dvou typu ¢ichovych interneuront: granularni a periglomerularni interneurony. Populace
neuroblastl neni uniformni a uz pred opusSténim SVZ je urceno, v jaky typ cichového
interneuronu budou diferencovat (obr. 2 D) (Merkle, Mirzadeh et al. 2007).

Nov¢ vznikajici neurony v OB nejspi§ nahrazuji zaniklé neurony, jsou zodpovédné
za plasticitu Cichového laloku a prispivaji k lepSimu rozeznavani odorantli. Moreno
s kolektivem prokazal, Ze pokud je my$ vystavena prostiedi, které je obohaceno odoranty,
tak se zvySuje pocet interneurond, které prezivaji a preferenéné se zaclenuji do siti
ptispivajicich k rozeznavani dalsich pacht (Moreno, Linster et al. 2009).

SVZ je oddélena od komory vrstvou ependymovych bun¢k (E-bunky), které jsou
mitoticky neaktivni. Jsou GFAP negativni a S100f a vimentin pozitivni. V¢tSina
ependymovych bunék ma mnoho cilii (E1-buiiky), zatimco pouze 5% ma jen dvé cilie a jsou
mnohem objemngjsi (E2-buniky). Zatimco El-buniky pfispivaji k cirkulaci mozkomi$niho
moku v komote, tak funkce E2-bunék neni zatim znama. Koncentra¢ni gradient proteini
vytvoreny ependymovymi bunikami V mozkomisnim moku, ziejmé urcuje smér migrace
neuroblastt do OB (Sawamoto, Wichterle et al. 2006). Ve sténé komory jsou ependymové
buniky rGzicové uspotfadany. Jadro tohoto uspotadani tvoii apikalni vybézky B1-bunck,
nesouci nékolik nepohyblivych cilii (Mirzadeh, Merkle et al. 2008). Toto usporadani
je ziejmé dilezité pro komunikaci B- a E-bunék. Bylo ukazano, ze faktory uvolnéné
ependymovymi buiikami reguluji pocet NSCs (Kazanis and Ffrench-Constant 2011) a jsou
proto dilezité pro formaci a funkci SVZ. E1-buniky nesouci mnoho cilii exprimuji CD133
stejn¢ jako B-butiky, proto se predpokladalo, ze tyto buiiky mohou byt NSCs v GO fazi
(Coskun, Wu et al. 2008). Jina studie ukazala, ze v in vitro podminkach ependymové bunky
proliferuji a tvoii struktury podobné sféram, nicméné tyto sféry po disociaci nedavaly vznik
sekundarnim neurosféram. V diferenciacnich podminkach preferencné tvotily GFAP pozitivni
bunky a nikdy neurony (Doetsch, Petreanu et al. 2002). Nicméné soucasné studie
ukazuji, ze za jistych podminek napt. po ischemii, mohou proliferovat a diferencovat
v odlisné bunécné typy stejné jako NSCs. V SVZ probiha i gliogeneze, pii které vznikaji jak
astrocyty, tak i oligodendrocyty.
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2.3. Gliogeneze v dospélém mozku

Gliové bunky plni v CNS nezastupitelnou ulohu béhem fyziologickych
i patologickych stavi. Jejich dilezitost je ziejma i z faktu, Ze na jeden neuron piipada deset
gliovych bunék. Maji nejen strukturalni, ale 1 rizné specializované funkce. Jako je vyZivovaci
funkce, zajisténi homeostazy predevsim K a glutamatu, a dokonce se aktivné uéastni pfenosu
signall v nervové tkani. Existuji ¢tyfi hlavni typy gliovych bunék: Astrocyty, NG2-glie,

oligodendrocyty a mikroglie.

2.3.1. Astrocyty

Astrocyty piedstavuji nejpocetnéjsi typ gliovych bunék, pro které je specificka exprese
GFAP. U savct se vyskytuji tfi zakladni typy. Radialni astrocyty se nachazeji v bilé hmoté¢.
Své vybézky vysilaji k axolemé Ranvierovych zatfezii, vybézky obsahuji Cetné bunécné
organely a podileji se na udrzovani funkéniho stavu membrany axonu (Sims, Gilmore et al.
1991). Nejvice se zna¢i GFAP. V bilé hmoté se také nachazeji fibrilarni astrocyty.
Po imunohistochemickém barveni na GFAP maji hvézdicovitou morfologii s vybézky,
které maji nepravidelny tvar i tloustku, misty jsou "uzlikaté”. Protoplazmatické astrocyty jSou
poslednim typem a nachazi v Sedé hmoté. Jejich morfologie je kefickovita s ¢etnymi kratkymi
vybézky.

Astrocyty tvoii trojrozmérnou sit' bunck, které jsou propojeny pomoci vodivych
spojeni “gap junction”. Jejich funkci je zajisténi stalého extracelularniho prostiedi, zejména
prostorové pufrovani K*, Na*, CI, Ca2*, H", HCO3 ionti a vychytavani glutamatu. Slouzi
jako energeticka zdsobdrna pro neurony, protoZe pouze astrocyty obsahuji glykogen. Jejich
vybézky se podileji na vzniku a udrZzeni hematoencefalické bariéry. Astrocyty

za fyziologickych podminek témét neproliferuji.

2.3.2. Oligodendrocyty

Jsou stfedni velikosti s malym poctem kratkych vybézklt. Rotaci vybézkt kolem
axont neuronli vznikd myelinova pochva, kterd umoznuje rychlejsi vedeni impulsit axonem.
Oligodendrocyt mtize vytvaiet myelin az pro 35 axoni. Kromé toho pifi zvySené neuralni
¢innosti se mohou podilet 1 na zajisténi metabolismu neuront. Oligodendrocyty v dospélém
organismu kontinualné vznikaji dvéma zpusoby: ze subpopulace C-bun¢k v SVZ (viz nize)
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a z NG2-glii, které tvoii priblizné 5% populace gliovych bunék. Zajimavé je, ze z NG2-glii
mohou vznikat i protoplazmatické astrocyty a ziejmé i neurony (viz kapitola 2.3.3.).

Pii asymetrickém dé€leni B-bunék v SVZ vznikaji dvé odlisné subpopulace ptechodnych
progenitort (C-buriky; obr. 3). Lisi se expresi transkripcnich faktora, které uréuji zda budou
diferencovat v neurony nebo v oligodendrocyty. Subpopulace exprimujici proneuralni faktor
Pax6 (Paired box 6), dava vznik A-buikdm a posléze Cichovym interneuronim. C-bunky
exprimujici Olig2 (oligodendrocyte lineage transkription factor 2) jsou piechodné
progenitorové buriky (oIPCs; oligodendrocytic intermediate progenitor cells), které migruji
do corpus callosum, striata a mozkové kury, kde terminalné diferencuji v oligodendrocyty
tvofici 1 netvofici myelinovy obal. Pii své migraci nejsou obklopeny astrocyty a jsou
asociovany s axony (Menn, Garcia-Verdugo et al. 2006). Exprimuji NG2-proteoglykan stejné
jako OPCs (oligodendrocyte precursor cells). Na rozdil od oIPCs, které aktivné proliferuji
pouze v SVZ, se OPCs, nazyvané také NG2-glie, nachazi v celém mozku v Sedé i v bilé

hmoté. V hipokampu zfejmé zadné oligodendrocyty nevznikaji.

Oligodendrocyt

Krevni cévy

———

o
¢’ C-buriky @ A-bunky \C\/7
(olPC) (neuroblasty) e

B-buriky
(Astrocytalni NSCs)

E-bunky
m' | (Ependymové buriky)

Obr. 3 — Schéma typi progenitora v SVZ (Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009)

B-bunky jsou neurdlni kmenové bunky, které pii asymetrickém déleni (vyznaceno Sipkami modré
barvy) davaji vznik dvéma odliSnym populacim ptechodnych progenitorovych bunék, které diferencu;ji
bud’ v oligodendrocyty nebo v neuroblasty. Cervené Sipky nazna¢uji predpokladané symetrické délent,
avSak kolikrat se C-bunky déli dosud neni znamo. MA — okraj (mantle), SVZ — subventrikularni zona,
VZ — ventrikularni zéna, olPCs — oligodendrocytické ptechodné progenitory (oligodendrocytic
intermediate progenitor cells), nIPCs — neuralni prechodné progenitory (neurogenic intermediate
progenitor cells).
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2.3.3. NG2 gliové bunky

NG2-glie byvaji tézZ oznacovany jako OPCs a nebo polydendrocyty, diky jejich
morfologii s ¢etnymi vybézky. Nicméné tento typ gliovych bunék je identifikovan pomoci
exprese NG2 proteoglykanu, ktery je soucasti jejich plasmatické membrany. NG2 protein byl
pivodné definovan protiladtkou proti bunkam, které byly typickym pfechodem mezi neuralni
a gliovou buiikkou, proto obdrzel svlij nazev: neuron-glidlni antigen 2 chondroitin sulfat
proteoglykan. NG2-glie jsou heterogenni populaci. Doposud byly popsany dvé populace
s odlisnymi elektrofyziologickymi vlastnostmi. Subpopulace v Sedé hmoté¢ po depolarizaci
tvori hroty, podobné nezralym akénim potencialim (Chittajallu, Aguirre et al. 2004). Zatimco
druha subpopulace nachazejici se v bilé hmoté, ma napéfové zavislé Na® a K’ kanaly
a po depolarizaci tvori akéni potencialy (Karadottir, Hamilton et al. 2008; Ge, Zhou et al.
2009). Tento typ se ucastni synaptického vedeni vzruchu a je schopen snimat synaptické
impulzy neuronu. Synapse neuroni jsou zgliovych bunék asociovany vylucné
SNG2-gliemi, které jsou mezi sebou propojeny a tvofi unikdtni glidlni sit.
Je pravdépodobné, ze NG2-glie uvoliiuji modula¢ni latky plsobici na synapse, jako je
neurotrofni faktor BDNF (Brain derived neurotrophic factor) (Tanaka, Tozuka et al. 2009).
NG2-glie maji schopnost sebeobnovy, kontinualné¢ proliferuji i dospélém mozku a jsou
studiem z4jmu z hlediska tvorby novych oligodendrocytti, astrocytli a mozna i neurond.

NG2-glie tvofi oligodendrocyty Vv Sedé i1 vbilé hmoté. Dale tvofi subpopulaci
protoplasmatickych astrocytii v Sedé hmoté predniho mozku a v mise (obr. 4). Avsak je
prekvapivé, ze za fyziologickych podminek zadné astrocyty exprimujici GFAP nevznikaji
z NG2-glii, coz naznacuje, Ze i astrocyty jsou heterogenni populaci (Zhu, Bergles et al. 2008).
Zda dojde k diferenciaci v oligodendrocyty nebo v protoplasmatické astrocyty uréuje
transkripni faktor oligodendrocyti Olig2. Pokud je Olig2 zadrZzovan v jadfe, dojde
k diferenciaci bunky v oligodendrocyt, zatimco pifesun zjadra do cytoplazmy vede
k diferenciaci v astrocyt (Zhao, Raha-Chowdhury et al. 2009). Nishiyama aktualné
ukazala, ze diferenciace NG2-glie je zavisla i na stadium vyvoje a véku organismu.
V embryondlnim mozku mysSi produkuji vSechny tfi typy: protoplazmické astrocyty,
oligodendrocyty i NG2-glie. Zatimco v postnatalnim stadiu produkuji pouze NG2-glie
a oligodendrocyty. Dva dny od narozeni se NG2-glie déli nejdiiv symetricky a po 2-3 dnech
vétsina diferencuje v oligodendrocyty. U dospélé mysi NG2-glie vzniklé symetrickym

délenim jen ziidka diferencuji v oligodendrocyty (Zhu, Hill et al. 2011).
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Je stale predmétem studii, zda jsou NG2-glie multipotentni a vznikaji z nich i neurony.
Pro jejich multipotentni charakteristiky jsou minimalné¢ dvé studie. Kondo v roce 2000
izoloval NG2-glie z optického nervu dospélého potkana a ukazal, ze specifické extracelularni
signaly jsou schopny indukovat multipotenci u téchto bun¢k, které potom davaji vznik nejen
oligodendrocytim a astrocytiim, ale i neurontim. V druhé bylo prokdzano, Ze Vv postnatalnim
hipokampu dokazou NG2-glie produkovat funkéni, elektricky vzrusivé neurony (Belachew,
Chittajallu et al. 2003). Naopak Zhu potencialni schopnost diferencovat v neurony zavrhuje

(Zhu, Bergles et al. 2008).

Oligodendrocyty v
Sedé a a bilé hmoté

A Protoplasmatické
NG2-gliové bufiky astrocyty v Sedé
-
SVZ neurélni *=t=> | Fibrilarni astrocyty v
kmenova burika - - bilé hmoté&
J
Radialni gliova l ALl
bufika —_— Neurony

.
>

Obr. 4 — Hypoteticky vztah piibuznosti riznych linii CNS (Nishiyama, Komitova et al. 2009)

Schematické znazornéni pivodu diferencovanych bunek v centralnim nervovém systému. Z NG2-glii
diferencuji oligodendrocyty a protoplasmatické astrocyty. Sila Sipek zndzornuje relativni piispévek
progenitorové populace. Teckovana mozny vznik neuronti z NG2-glii.

2.3.4. Mikroglie

Jsou to malé protadhlé buniky s nepravidelnymi vybéZky monocytomakrofdgového
puvodu. Vznikaji z kmenovych bun¢k v kostni dieni a posléze migruji krevnim feciStém
do mozku pied uzavienim hematoencefalické bariéry. Ugastni se imunitnich d&jti v nervové
soustavé a vylucuji mnoZzstvi cytokini podporujici zanétlivé procesy. Proliferuji a migruji

do poskozenych mist, kde fagocytuji poskozenou tkan.
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2.4. Mozkova ischemie

Ischemie je definovana jako nedostatecné zasobeni tkani ¢i organi kyslikem
a gluk6zou. Cévni mozkové ptihoda (CMP), je v 80% ptipadii zpiisobena mozkovou ischemii.
Kazdy rok na toto onemocnéni umird mnoho lidi. Po ischemické chorobé srde¢ni a zhoubnych
nadorech se fadi na tieti misto jako nejéastéjsi pii¢ina Gmrti v Ceské republice. Ro¢né se
u ptiblizné 30 000 obyvatel vyskytne CMP a asi 40% z nich na ni do jednoho roku umira.
V roce 2005 zemielo na CMP 5 885 pacient (Demograficky informacni portal 2007). Jeji
vyskyt neustale roste, ackoliv byl v poslednich 10-20 letech ve vyspélych statech zaznamenan
Podle priibéhu mozkové ischemie ji mizeme rozliit na fokalni a globalni.

Cast&jsi fokdlni ischemie je zpusobena redukovaném nebo zastaveném priitoku krve
mozkovou artérii nebo jejim protrzenim a naslednym krvacenim do parenchymu mozku.
MiuZe byt zplisobena trombdzou, tukovou embolii, aterosklerdzou, traumatickym poskozenim
nebo vniknuti ciziho télesa ¢i vzduchu do cévy. Po lokdlnim zastaveni ptitoku krve, ktera
zasobuje tkan kyslikem a glukézou, dochazi ke vzniku nekrotického jadra, kde odumiraji
vSechny bunééné typy mozkové tkané (obr. 5). V okoli nekrotického jadra se nachazi
ischemickd hrani¢ni zona tzv. penumbra, kterd je ¢astecné prokrvovana okolnimi cévami. Zde
mohou buiikky po urcitou dobu piezivat. Osud penumbry zavisi na mnoha faktorech
jakoje: cévni oblast, mira redukce priutoku krve a reperfize. Bud’ penumbra zistane
strukturalné nedotcena, nebo se spoji s nekrotickym jadrem a vSechny burniky v ni zahynou.
Nejcastéji je zachovan pouze okraj penumbry. Pro experimentalni pokusy se pouziva model
sanglickym nazvem ,middle cerebral artery occlusion® MCAO neboli okluze stfedni
mozkové artérie. Nejcastéji se k uzavieni stfedni mozkové artérie pouZiva filament, ktery se
do ni zavede. DalSimi moZnostmi jak provést MCAO jsou napf.: injikovani krevni sraZeniny
tzv. tromboembolicky model (Kudo, Aoyama et al. 1982) nebo pouzitim endotelinu, ktery
zuzuje cévy (Sharkey and Butcher 1995). MCAO vede k poskozeni striata a piilehlé mozkové
kary v oblasti temene (Arvidsson, Collin et al. 2002).
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Obr. 5 — Fokalni ischemie
MCAO (Mitsios, Gaffney et al. 2006)
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Globalni ischemie je zplsobena pirechodnym selhdnim krevniho obéhu. K takovému
selhani dochazi pii arytmiich, Sokovych stavech, hypotenzi ¢i po trazech. Po zéstavé srdecni
¢innosti prestava mozkem proudit krev a béhem deseti sekund dochazi ke ztrat¢ védomi.
Prub¢h je velmi rychly, po nékolika minutach zacinaji postupné umirat mozkové bunky a asi
po deseti minutach nastdva smrt. Zalezi na délce trvani ischemie, stavu cév, véku postizeného
a télesné teploté, jak velké bude poskozeni mozku po obnoveni cévniho ob&hu. Od fokalni
ischemie se odliSuje absenci penumbry. V laboratornich podminkach se globélni ischemie
provadi dvéma zplsoby. V prvnim pifipadé se zastavi pritok krve obéma karotidami
a soucasné se snizi krevni tlak prostfednictvim latky trimetafanu (Smith, Bendek et al. 1984).
V druhém piipadé se uzaviou vSechny cévy zasobujici mozek. Nejprve se trvale uzaviou
vertebralni cévy a po 24 hodinach se na urcitou dobu uzaviou i karotidy. Mozkové buiky
zac¢inaji odumirat aZ po nckolika dnech po ischemii, tato tzv. zpozdéna bunécénd smrt
je typicka pro globalni ischemii. K postizeni neuroni dochazi zejména v hipokampu, striatu
a v kortexu (Kirino and Sano 1984).

2.4.1. Patofyziologie fokalni ischemie

Po fokalni ischemii je ohrozeno pteziti vSech typta bun€k. Zastaveni ptitoku krve do
mozku spousti kaskadu bunécnych a molekularnich d&ji, které jsou rizné propojeny
a prekryvaji se v ¢ase. Po nékolika minutich od ischemie vznika v disledku vycerpani
energie glutamatova excitotoxicita (viz obr. 6), jez je doprovazena sniZzenim pH v bunkach

a vznikem volnych radikalt. Tato akutni fidze trva maximalné nékolik hodin, neZ bunky
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odumiou a vznikne nekroticka 1éze. Avsak procesy v akutni fazi ve vysledku vedou k spusténi
rozsahlé apoptozy a zanéctlivych procesi. Diky témto mechanismim se nekrotickd 1éze

zvétSuje jeste nékolik dni po ischemii a dochéazi k dal§imu sekundarnimu poskozeni.

Destrukce

Sekundarni poskozeni

Energetické vy&erpani
9 el Zanét Apoptésa

Glutamatova excitotoxicita

‘.\Minuty = Hgfjiny 1 Dny/."__. = Tydny
2 A Eqdqgenni ochrana N " s Reparaéni procesy
2 N\, tkané -"
-
-~ /-
9 \- ‘/‘ :
o S ¢ — —

Obr. 6 — Schematicky pribéh patofyziologie po mozkové fokalni ischemii (Endres,
Engelhardt et al. 2008)

Na schématu je znazornén casovy pribéh destruktivnich a protektivnich procest. Akutni faze probiha
v fadech minut po zacatku ischemie a zahrnuje vyCerpani energie vedouci ke glutamatové
excitotoxicité a dalsi déje spoustéjici apoptické a zanétlivé procesy, které Casto zplsobi jesté veétsi
Skody nez samotnd akutni faze. Toto sekundarni poskozovani tkan¢ ptetrvava i né€kolik dnd. Jiz
n€kolik hodin po ischemii jsou spustény také repara¢ni mechanismy mozku.

Akutni faze za¢ind vyCerpanim energie, diky nedostatecnému zasobeni tkané glukozou
a kyslikem tj. ischemii. Energie je potfeba k udrZeni iontovych gradientd na membrané.
Po rozvraceni membranového potencidlu dochazi k depolarizaci neuronti a gliovych bunék.
Tato depolarizace zplsobi uvolnéni glutamatu do extracelarniho prostoru. Vychytavani
glutamatu pomoci astrocyti je vSak pozastaveno, nebot’ je také zavislé na pfisunu energie.
Zvysend koncentrace glutamatu v extracelularnim prostoru zplsobi excitotoxicitu pies
dlouhodobou aktivaci receptorti, kterd ve vysledku vede kuvolnéni K iontd zbunék
a ke zvysené koncentraci Ca®* iontii v cytoplazmé buiiky. K zvysené koncentraci Ca2" iontt
V cytoplazmé prispiva i snizené pH v cytoplazmé bunék, které vznika akumulaci laktatu
a uvolnénych fosfitovych skupin z pfemény ATP. Buiika zvysi aktivitu Na*/H" transportéru
na plasmatické membrang, ktery Serpa piebyteéné H™ ionty ven z buriky a naopak Na® ionty
do cytoplazmy. Zvyseni intracelularni koncentrace Na* iontd aktivuje Na*/Ca®* antiporter.

Ca’* ionty jsou univerzalnim druhym poslem a extrémni zvySeni koncentrace v cytoplazms,
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které nastava pravé po ischemii, vede k aktivaci mnoha cytoplazmatickych a jadernych
destruktivnich procest. Dochazi k aktivaci proteolytickych enzymt a spusténi riiznych kaskad
vedouci mimo jiné k apoptoze. Odpovédi buiiky na vysokou koncentraci Ca?* jontil
v cytoplazmé je vychytavani Ca®* jontd do mitochondrii, coZ je doprovézeno zvySenou
tvorbou volnych radikal. Volné radikéaly poskozuji vnitini mitochondridlni membranu, az se
stane porézni. Spolu s cytochromem C, ktery aktivuje apopticky proces, unikaji i volné
radikaly do cytoplazmy, za¢nou poskozovat DNA a ostatni struktury. Navic i volné kyslikové
radidly slouzi jako dualezitd signalni molekula aktivujici zanétlivé procesy a apoptozu,

zpusobujici sekundarni poskozeni tkané (obr. 7).

Vyc&erpéani energie

Depolarizace

K

+
Na ZvétSovani objemu w

Uvolnéni glutamatu buriky
Ca2+

Zni¢eni mitochondrii
Aktivace enzymu

Apoptésa
Volné radlkély

Znigeni membrény_) \ Zni¢eni DNA

Zanétlivé mediatory

Aktivace mikroglif Vyplaveni leukocytt

Obr. 7 — Souhrn patofyziologickych déji po fokalni mozkové ischemii (Dirnagl, ladecola
etal. 1999)

Nedostatek energie vede ke zvySenému mnozstvi glutamatu v extracelularnim prostoru. Diky aktivaci
specifickych glutamatovych receptorti se zvysi intracelularni koncentrace Na* a Ca?*, K* ionty jsou
naopak uvoliiovany do extracelularniho prostoru. Ca®* ionty aktivuji mnoho $t&picich enzymi. Volné
radikaly poskozuji membranu, DNA a mitochondrie coz aktivuje apoptozu. Zanétlivé mediatory
aktivuji mikroglie, ty vylucuji cytokiny, které vedou k invazi leukocytti z krevniho feciste.
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Dalsim negativnim procesem probihajici v mozku po ischemii je vznik edému. Tok
Na® a Cl iontd do buriky je vétsi nez tok K' iontli z buiiky, proto je v cytoplazmé vyssi
osmolarita a ionty vstupujici do buiiky jsou pasivné doprovazené vodou. VEtsi objem bunék
zpusobuje edém obklopujici nekrotické jadro a znesnadnuje pozdéjsi reperfuzi, zvysuje tlak
uvnitf lebky a stlacuje cévy.

I pres nevratné poskozeni mozku, zptisobené témito destruktivnimi procesy, jsou uz po
n¢kolika dnech spustény reparacni mechanismy mozku. Tyto mechanismy jsou zajisténé

zejména zvySenim proliferace bunck a jejich diferenciaci v rizné bunécné typy.

2.5. Zmény v neurogenezi a gliogenezi po ischemickém
poskozeni mozku

Dospély mozek savet uz po n€kolika hodinach po ischemickém poranéni zahajuje
regeneracni mechanismy. Regenerace se uskutecniuje jak na bunécné trovni, tak i na trovni
molekularni, kdy se uvolfuji rizné faktory a latky, které podporuji buniky. Zmény na bunécné
urovni zahrnuji zejména: zvysSenou proliferaci progenitord, zménu jejich diferenciacniho
potencialu, zménu velikosti a tvaru gliovych bungk.

Prvotni reakci mozkové tkané€ na ischemické poranéni je reaktivni gliéza. Vytvoirenim
glidlni jizvy se poSkozend tkan oddéli od zdravé, zlepSi se soudrznost tkané a snizi se
zanétliva reakce. Negativnim disledkem je vytvofeni bariéry pro migrujici neuroblasty,
prorustani axonti a difizi signalnich molekul (Mabuchi, Kitagawa et al. 2000). Reaktivni
glioza je spusténa prozanétlivymi cytokiny, které jsou uvolnény z mikroglii, makrofagi
a astrocytd. Je provazena zvySenou proliferaci astrocytd, NG2-glii a mikroglii (Amankulor,
Hambardzumyan et al. 2009). Astrocyty a NG2-glie vykazuji odlisné progenitorové vlastnosti
v mozku za fyziologickych podminek a po poranéni. V experimentalnich podminkach se
ukazuje, ze po poranéni maji oba typy parenchymalnich gliovych bunék potencial
multipotentnich progenitorovych bun¢k. To naznacuje, Ze z nich mohou po poranéni vznikat
nové bunky i mimo neurogenni oblasti. Ischemie pozitivné ovliviiuje i endogenni neurogenezi

Vv SVZ a SGZ vedouci ke zvysené produkci neurond.
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2.5.1. Zmény v SGZ hipokampu

Po fokalni mozkové ischemii indukované MCAO je mira neurogeneze v SGZ zvysena
v obou hemisférach. Neurdlni progenitory tj. radialni astrocyty dosahuji nejvyssi miry
proliferace po 7 dnech od ischemie, kdy je jejich proliferace asi Sestkrat vyssi nez v mozku za
fyziologickych podminek a na plvodni hodnotu proliferace se vraci jiz po 28 dnech
(Takasawa, Kitagawa et al. 2002). Nové vzniklé bunky maji rozlicny osud. VétSina bunek
zahyne té€sné¢ po vzniku. Pfiblizné¢ 10 — 20% z nové¢é vzniklych bunék diferencuje v GCL
a Vv hilu do GFAP pozitivnich astrocytt (Komitova, Perfilieva et al. 2002). Po prvnim tydnu
reperfiize se objevuji nové bunky exprimujici DCX, coz je marker nezralych neuronti neboli
D-bun¢k. Migruji do GCL a do hilu a asi po 3-4 tydnech zacinaji exprimovat markery zralych

neuront jako NeuN (neuronal nuclei) a kalbindin (Komitova, Perfilieva et al. 2002).

2.5.2. Zmény v SVZ postrannich komor

Po provedeni MCAO, coz je experimentdlni model fokalni ischémie, dochazi
ke zvyseni proliferace a neurogeneze v SVZ obou komor. Predpokladalo se, ze toto zvyseni
pretrvava jen kratkou dobu. Thored ve své praci z roku 2006 vsak ukazal, ze zvySena mira
proliferace pretrvava minimalné po ¢tyii mésice od ischemie (Thored, Arvidsson et al. 2006).

Zacinaji se zkoumat molekularni latky, které ovliviuji zvySeni proliferace v SVZ
po ischemii. Doposud se stimula¢ni vliv na neurogenezi objevil u Notchl signalizace (\Wang,
Mao et al. 2009) a u velkého poctu ristovych faktord, mezi které patii mimo jiné EGF
(Teramoto, Qiu et al. 2003) a VEGF (vascular endothelial growth factor) (Sun, Jin et al.
2003). Také dalsi signaliza¢ni drahy maji vliv na zvyseni proliferace napi.: kostni morfogenni
protein (Chou, Kuo et al. 2006) a Sonic hedgehog (Sims, Lee et al. 2009). V SVZ dochazi
po fokalni ischemii ke zménam v proliferaci NSCs, neuroblasti a ependymovych bunék. Takeé

je pozménéna migrace bunek.

2.5.2.1. Zména proliferace neuralnich kmenovych bunék (B-buriky)

Po ischemii se méni dva cytokinetické parametry: pocet proliferujicich bunék a délka
trvani bunééného cyklu. Za fyziologickych podminek se v SVZ dospélého potkana aktivné
deli 15-21 % bunék. Primérna délka bunécného cyklu je 18-21 hodin, ktera zlstava

konstantni po celou délku zivota (Zhang, Zhang et al. 2006). Po ischemii dochazi ke zkraceni
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G1l-faze bunécného cyklu a procentudlné se zvysi zastoupeni proliferujicich bunék v SVZ.
Dva dny po reperfuzi se zkrati bunéény cyklus na pouhych 11 hodin, avsak toto zkraceni trva
jen velmi kratce, nebot’ uz po Ctyfech dnech se cyklus zase prodlouzi na ptivodni hodnotu.
Zvyseni poméru aktivné proliferujicich bun¢k na 24 % je dosazeno po 2 dnech od ischemie a
maxima 31 % proliferujicich bun¢k dosahuje po 7 dnech. Po 14 dnech se vraci na lehce

zvysenou hodnotu 24 %, ktera zistava po urcitou dobu konstantni (Zhang, Zhang et al. 2006).

25.2.2. Zména proliferace a migrace neuroblasti

Neuroblasty neboli A-butiky v neposkozeném mozku migruji do OB ve formé fetézct
Vv RMS. Po fokalni ischemii v§ak mnoho A-bunék zméni smér migrace a zaCne migrovat
smérem k poskozené oblasti. V fetézcich tak migruji do striata a do poSkozené mozkové kiiry.
Béhem migrace do mozkové klry musi neuroblasty pfekonat az 4 mm dlouhou vzdélenost,
ze SVZ do striata a pies corpus callosum mozkové kury (Jin, Sun et al. 2003).

Mnohem ¢astéji buiky migruji do striata. A-bunky jsou smérem K poSkozené oblasti
navadény v fetézcich a to na zédklad¢ signalii zahrnujici chemokiny a metaloprotedzy. Signaly
jsou vysilany poskozenymi nervovymi bunikami a endotelovymi bunkami pii angiogenezi
tj. rast a vyvoj novych cév stimulovany ischemii. Mezi faktory podilejici se na smérovani
migrace A-bun¢k do poskozené oblasti, patii faktor la sekretovany stromalnimi bunikami
(SDF-1a; stroma cell-derived factor-1 a). Ve vy$§im mnozstvi je produkovan poskozenymi
neurony ve striatu. Faktor aktivuje chemokinovy receptor CXC4 (CXC chemokine receptor
4), ktery se vyskytuje v A-bunkach SVZ (Thored, Arvidsson et al. 2006). Cévni endotelové
bunky vylucuji silny chemokin Angiopoientin 1 (Angl), ktery také udava smér migrace
A-bunék (Ohab, Fleming et al. 2006). Po dosazeni poskozeného mista se shluknou a nasledné
rozptyli, vytvofi ¢etné vybézky a za¢nou diferencovat do zralych neuront (obr. 8) (Zhang,
Zhang et al. 2004).

30



Obr. 8 — Zména migrace A-bunék v SVZ po ischemickém poskozeni (Zhang, Zhang et al. 2008)

(A) Zobrazeni bunééné struktury SVZ, obsahuje A-, B- a C-buiiky. (B) Koronarni fez mozkem. (C)
zobrazuje SVZ pravé postranni komory v neposkozeném mozku a (D) v ischemickém mozku. Zluté
jsou znazornény B-bunky a ¢ervené A-bunky. Stejné tak ptislusné (C¢) a (D¢), kde jsou neuroblasty
znaceny fluorescenéné na DCX. CC — corpus callosum, LV — postranni komora (lateral ventricle)

A-buiiky jsou pfi migraci v tésném spojeni s cévami, coz jim zajiStuje vhodné
mikroprosttedi, které jim umoznuje diferencovat do zralych neurond (Arvidsson, Collin et al.
2002). Krom¢ smérovani bun¢k do poskozené oblasti, se angiogeneze pozitivné podili i na
zvySeni neurogeneze po ischemii. Endotelové buiiky vylucuji faktory podporujici tvorbu
neuront.. Po ischemii se zvysi exprese FGF2 (fibrilar growth factor 2) a EGF, BDNF a VEGF
(Hayashi, Noshita et al. 2003). BDNF a VEGF inhibuji diferenciaci NSCs a tim podporuji
symetrické déleni, aby se zvétsila zasoba téchto bunék.

Je stale otazkou, z jakého diivodu zméni A-buiiky smér migrace. V soucasné dobé se
predpoklada, ze ischemie mulize porusit fyzickou bariéru tvofenou B2-bunkami. Ty lezi
na rozhrani striata a migrujicich A-bunék a po poruseni mohou buiiky vymigrovat do striata
(Zhang, Zhang et al. 2005). Dal$i moznosti je zvySeni exprese Slit molekul v SVZ, které
pusobi jako repelent na A-bunky (Sawamoto, Wichterle et al. 2006). Navic bylo prokazano,
ze se po ischemii zvysi exprese metaloprotedzy 9, kterd narusuje strukturu extracelularni
hmoty a umoznuje migraci. Po inhibovani této proteazy se vyrazné snizi schopnost migrace
A-bun¢k (Lee, Kim et al. 2006).

Bohuzel jen velmi malé mnoZstvi noveé vzniklych neuronii ve striatu preziva, vétSina
zanikne a pouze 0,2 % z celkového mnozstvi novych neurond vzniklé béhem Sesti tydni
po reperfizy prezije a nahradi zaniklé neurony (Arvidsson, Collin et al. 2002). Nové vzniklé
bunky exprimuji NeuN a tvofi synaptické spoje s okolnimi neurony (Yamashita, Ninomiya et
al. 2006). Za nizkou schopnost pieziti nové vzniklych neuroni muize pravdépodobné

neptiznivé okolni prostfedi, ve kterém jsou po ischemii $kodlivé latky a je omezen piisun
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vyzivovych latek. Dulezité jsou téz signaly pro preziti od jinych bun¢k neuralni sité, které
jsou taktéz nedostacujici (Arvidsson, Collin et al. 2002).

Ischemie ovliviiuje i miru proliferace A-bun¢k. Soucasna studie ukazala, ze migrujici
neuroblasty exprimuji cyklin dependentni inhibitor p27kipl, ktery indukuje vystup
a zvySeni Cetnosti zahdjeni bunécéného cyklu. Tim se zvysi proliferace neuroblasti v SVZ
(Zhang, Wang et al. 2008). Proliferace neuroblasti je ziejmé kontrolovina mnoha
mechanismy, které reguluji vznik novych neuronti za fyziologickych i patologickym

podminek.

25.2.3. Indukce proliferace ependymovych bunék

E-bunky lemujici stény postrannich komor pfedniho mozku jsou za fyziologickych
podminek mitoticky neaktivni. Soucasné studie ukazuji, ze za jistych podminek by mohli
nabyt vlastnosti NSCs. V klidu exprimuji mnoho faktort, které exprimuji B-bunky jako je
Nestin (Johansson, Momma et al. 1999), Sox geny (Ferri, Cavallaro et al. 2004), Mushashi-1
a 2 (Sakakibara, Nakamura et al. 2002), Prominin-1 (Weigmann, Corbeil et al. 1997)
a Notchl (Johansson, Momma et al. 1999).

Kontinualni kanonicka Notch signaliza¢ni draha udrzuje tyto buniky v klidovém stavu.
Nicméné po ischemii je tato draha inhibovéana. E-buiiky se posléze uvolni ze stény komory
a migruji do SVZ, kde proliferuji a diferencuji v astrocyty a neuroblasty (Carlen, Meletis et al.
2009). Navic se svou morfologii zaénou podobat B-bunkam a dokonce spusti expresi dalsich
markerd B-bunék GLAST (glutamate-aspartate transporter) a BLBP (Zhang, Zhang et al.
2007). Dalsi studie ukazala, Ze po vytvoreni nekrotické 1éze a nasledné infuzi
transformujiciho rastového faktoru a (Gleason, Fallon et al. 2008), zacaly E-bunky
v ependymové vrstvé proliferovat symetricky 1 asymetricky. Progenitor vznikly
z asymetrického déleni nasledné migroval do SVZ, kde se dal mitoticky délil a produkoval
nové neurony. Pfestoze jsou ependymové buiiky schopny tvofit gliové bunky i neurony,
nedaji se povazovat za plnohodnotné NSCs, protoze maji po ischemii omezenou schopnost

sebeobnovy a jejich pocet postupné klesa.
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2.5.3. Aktivace astrocyti

Astrocyty jsou zakladni slozkou reaktivni glidzy a podileji se na tvorbé glialni jizvy.
Po ischemickém poskozeni zvétSi svij objem a ve vétsi mife exprimuji GFAP (Pforte,
Henrich-Noack et al. 2005). Tyto reaktivni astrocyty aktivné proliferuji, coz mize znamenat
jisty stupen dediferenciace zpét k ranéjSim liniim.  Tato teorie je potvrzena zjisténim,
ze reaktivni astrocyty za¢nou znovu exprimovat nestin, vimentin a BLBP, coz jsou markery
B-bun¢k (Burns, Murphy et al. 2009). A také maji schopnost tvofit neurosféry in vitro.
Dlouho bylo diskutovano, zda reaktivni astrocyty vznikaji z pIn¢ diferencovanych astrocyti
¢i z endogenni zasoby glialnich progenitorii. Nyni je jiz zndmo, Ze se klidové astrocyty
z mozkové kury zacnou po ischemii délit a produkovat reaktivni astrocyty (Buffo, Rite et al.

2008). To poukazuje na novy zdroj progenitorovych bunék v mozkové kife po poranéni.

2.5.4. Reakce NG2 gliovych bunék

Oligodendrocyty jsou velice nachylné na oxidativni stres. Pfitomnost NG2-glii neboli
prekurzorti oligodendrocyti naznacuje moznost obnovy poctu oligodendrocytli po poskozeni.
V ischemickém mozku méni NG2-glie svou morfologii. Maji zvétSeny objem a zbytnélé
vybézky. NG2-glie se po ischemii akumuluji na rozhrani poskozené a neposkozené tkané
tj. v penumbfe, zatimco v nekrotické 1ézi naopak jejich pocet klesa. Nartst poctu NG2-glii
vV penumbie je nejvys$i mezi 3. a 7. dnem po ischemii (Ohta, Iwai et al. 2003). NG2-glie
reaguji na demyelinizaci tkan¢, zacnou se dé¢lit a produkovat nové oligodendrocyty. Tato
schopnost mtize byt dilezita pro remyelinizaci poskozené tkané ischemii. Dale bylo ukazano,
ze po dvou tydnech dochazi k téméf kompletni obnové myelinové denzity v ischemické
penumbie (Tanaka, Nogawa et al. 2003). Kromé penumbry se NG2-glie aktivné déli
a produkuji astrocyty a oligodenrocyty i v glialni jizvé v mozkové kuie. NG2-glie spolecné

s astrocyty tedy mohou pfispét k regeneraci mozkové tkané.

2.5.5. Aktivace mikroglii

Mikroglie tvofi vétSinu noveé vzniklych bun€k po mozkové ischemii. Vyskytuji
se v poskozenych i v neposkozenych oblastech mozku (Pforte, Henrich-Noack et al. 2005).
Prudka mikroglialni reakce na poskozeni tkan¢ je doprovazena aktivaci mikroglii. Aktivované

mikroglie stdhnou vybézky a zaujmou améboidni tvar téla a migruji k poskozené oblasti,
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kde fagocytuji mrtvou tkan. Fagocytoza zprostiedkovana mikrogliemi vSak mize prispét
k sekundarnimu poskozeni tkané€. Jen nékteré mikroglie jsou aktivovany, ostatni dale

pretrvavaji v klidovém stavu a jsou ptipraveny pro piipadnou aktivaci.

2.6. ldentifikace a funkéni charakterizace bunék

Rada markerti pouzivanych pro identifikaci jednotlivych typti progenitorovych bunék
jsou exprimovany nékolika typy bunék (tab. 1; 2). Proto je jejich jednoznacna identifikace
komplikovana. Nicméné i pokud se jednoznacna identifikace povede, tak stale nic nevime
0 jejich funkénich vlastnostech. Proto je nezbytné zjistit 1 jejich elektrofyziologické vlastnosti

(kap. 2.6.2.).

2.6.1. Specifické markery progenitorovych, neuralnich a glialnich bunék

GFAP (glialni fibrilarni acidicky protein) je diky své specifité¢ a hojnému mnozstvi
nejpouzivanéj§im markerem astrocytl. Jednd se o protein intermedidlnich filament typu III.
Tvoii homodimery nebo heterodimery s dal§imi proteiny typu III nebo s neurofilamenty. Je
exprimovan zejména v astrocytech, ale také v mens$i mife v perifernim nervovém systému
ve Schwannovych bunkach (Jessen and Mirsky 1985). Existuje velké mnozstvi izoforem,
které vznikaji alternativnim sestiihem mRNA. Exprese jednotlivych izoforem je vazana
na ur¢ité druhy bunék (Hol, Roelofs et al. 2003). Jeho pfitomnost zajistuje astrocytim
mechanickou odolnost, udrzuje jejich tvar a tim funkénost hematoencefalick¢ bariéry.
Mnozstvi GFAP v bunce je regulovano mnoha procesy napi. zménou hladin hormont
a cytokinii. Ke zvysené expresi tohoto proteinu dochazi pii aktivaci astrocytiit béhem reaktivni
astrogliozi. Béhem vyvoje je v nezralych gliovych bunkach, stejné tak jako v gliomech
s GFAP kolokalizovan vimentin, ale ve zralych astrocytech se jiz nenachazi (Reeves, Helman
et al. 1989). To mize indukovat, ze dimery slozené z vimentinu a GFAP, maji jinou funkci
nez GFAP nebo vimentin jednotlivé.

Vimentin je marker NSCs (Seri, Garcia-Verdugo et al. 2004). Je to protein
intermedidlnich filament typu III. V dospélém jedinci se vyskytuje spiSe jako kopolymer

Sjinymi proteiny intermediarnich filament hlavné III. a IV. typu. Je charakteristicky pro
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leukocyty, endothelidlni bunky cév a nékteré epithelidlnich bunky a pro bunky
mesenchymalniho piivodu jako jsou fibroblasty.

RC2 (radial glial cell marker 2) je protein asociovany s intermedialnimi filamenty.
Tento protein je specificky exprimovan v radialnich gliich, které béhem embryonalniho
vyvoje CNS pomadhaji migraci neuronti. Radidlni glie se béhem vyvoje nachazeji
ve ventrikularni zoné a kratce po narozeni diferencuji do parenchymalnich astrocytt
a ependymovych bunék. Jen mald cast je odsunuta za vrstvu ependymovych bunck
a zachovava si pivodni vlastnosti véetné exprese tohoto proteinu: NSCs/B-bunky (Hartfuss,
Galli et al. 2001).

BLBP (Brain lipid binding protein) je maly cytoplazmaticky protein vazajici dlouhé
fetézce mastnych kyselin a dalSich hydrofobnich ligandi. Béhem embryonalniho vyvoje CNS
je exprimovan v radidlnich galii a je nezbytny pro migraci nezralych neuronti. Pouziva se jako
marker radiadlnich glii v embryonalni CNS (Hartfuss, Galli et al. 2001) ¢i neuralnich
progenitortt v dospélé CNS (Anthony, Mason et al. 2005; Platel, Gordon et al. 2009).

Nestin se pouziva zejména jako marker proliferujicich a migrujicich bunék. Jedna se
0 protein intermedidlnich filament typu IV. Tvofi homodimery a také heterodimery
S vimentinem. Je exprimovan mnoha bunéénymi typy V prub&hu vyvoje, ale jen
po prechodnou dobu. V dospélém organismu se exprimuje jen na nékolika mistech,
zahrnujicich SVZ a SGZ. Exprimuji ho reaktivni astrocyty, NSCs, TAPs buiky a neuroblasty,
u kterych se ucastni ristu axont (Mignone, Kukekov et al. 2004).

DCX (doublecortin) patii mezi proteiny asociované s mikrotubuly. Je exprimovan
vtelech a ve vedoucich vybézcich nezralych neuroni, mizeme ho nalézt i v axonech
diferencujicich neuronti (Platel, Gordon et al. 2009). Jeho exprese pfetrvava po dobu asi
14 dnd, dokud neuron terminalné€ nedozraje. DCX je nezbytny pro neuralni migraci, udrzuje
jejich bipolarni tvar a zvySuje rychlost migrace. Existuji minimalné tfi sestfihové izoformy
tohoto genu.

MAP2 (microtubule assiciated protein 2) je také protein asociovany s mikrotubuly.
Jedna se o velky protein s hmotnosti kolem 250 kDa. Jeho funkci je stabilizace mikrotubult
branénim jejich depolymerizaci. MAP2 je specifickym markerem plné diferencovanych
neuront. Vyskytuje se v jejich dendritech, které pomaha stabilizovat. Doposud byly popsany
tii isoformy (Dehmelt and Halpain 2005).

NG2 je zkratka neuron-glidlniho antigenu 2 chondroitin sulfatu proteoglykanu.

Se svoji hmotnosti 252 kDa patii mezi nejvetsi proteiny tohoto typu. Je lokalizovan na
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bunééné membran¢ NG2-glii v celé CNS. Kromé NG2-glii se také miize vyskytovat na

povrchu chondroblasti, proliferujicich endotelovych bun¢k kapilar (Belachew, Chittajallu et

al. 2003). NG2 proteoglykan je schopen vazat kolagen v extracelularni hmoté a tim

stabilizovat bunku.

Nasledujici tabulka shrnuje

progenitorovych, neurdlnich a glialnich bunck.

Tab. 1 — Nejpouzivanéjsi bunééné markery

Marker B-bunky

GFAP +
Vimentin
RC2
BLBP
Nestin
DCX
MAP2
NG2

+
+
+
+

Astrocyty C-bunky

+
+/-
+/-
+/-
+/-

Tab. 2 — Ostatni pouZivané markery

Marker B-bunky

GAT4
GLAST
BLBP
LeX
Mash1l
CD133
Sox2
EGFR
DIx2
CRMP4
PSAN-CAM
Kalbindin
NeuN
NSE

NG2
Olig2
PDGF a

+ + + + + + + +

Astrocyty  C-bunky

+

+/- +
+
+

+/- +
? +
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A-bunky

A-bunky

expresi

Neurony

Neurony

E-bunky

E-bunky

nejpouzivanéjSich markert

NG2-glie

NG2-glie

+/-



2.6.2. Elektrofyziologické vlastnosti bunék

Cytoplazmatickd membrana tvoifi tenky buné¢ny obal z dvojité vrstvy fosfolipidi
a v ni ukotvenych bilkovin. Jeji zakladni funkci je zprosttedkovani informaci mezi bunikou
a okolim a zajisténi selektivniho presunu latek, ktery je zajistén jeji semipermeabilitou tj. je
propustna jen pro nékteré molekuly ¢i ionty. Velmi malé molekuly a nepolarni latky volné
prostupuji membranou napi.: Oz, COz, NO a alkohol. Naopak nabit¢ molekuly a ionty
neprochazi membrdnou samy, ale jejich pienos je usnadnén proteinovymi prenaseci, které
zajistuji selektivni transport. Nejvyznamnéjsi skupinou pirenasecii jsou iontové kanaly, které
v zavislosti na zméné¢ vné&jSich podminek specificky transportuji ionty dovniti nebo vné
buiiky. Druh a pocet iontovych kandli v dané bunice urcuje, jakym zpisobem bude buiika
reagovat na signdly zvenc¢i a jaké ma aktivni membranové vlastnosti. Mezi pasivni
membranové vlastnosti patii zejména membranovy potencial, kapacita membrany a vstupni

odpor membrany.

Membranovy potencial (V)

Je elektricky potencidl vnitini strany bunéné membrany vztazeny k vnéjSimu povrchu
bunky, ktery je pokladan za misto snulovym potencidlem. Vznika diky selektivni
propustnosti membrany pro ionty, zejména pro Na®, K', CI. V disledku této vlastnosti
membrany je koncentrace jednotlivych iontd vné a uvniti buiiky rozdilnd a vznikéd tak
potencialovy rozdil. A¢koliv je uvnitt buiiky mirnd prevaha kladnych iontt K, pro které je
membrana volné propustnd, je uvniti builky zdporny potencial. Rozhodujici jsou zaporné
naboje pochazejici z nabitych skupin bunéénych proteind, které diky své velikosti nemohou
pronikat pies plazmatickou membranu. Jednotkou vysledného membranového potencialu jsou
milivolty (mV). Klidovy membranovy potencial se obvykle pohybuje v rozmezi -50 az -90

mV v zavislosti na bunécném typu.

Kapacita membrany (Cy,)

Bunécna membrana se chova jako kondenzator. Béhem aplikace elektrického pulzu je
schopna vazat urCity naboj, ktery bud’ vybiji nebo nabiji. Kapacita membrany je pfimo
umérna velikosti povrchu bunky. Jednotkou této veli€iny jsou farady (F), buiky maji kapacitu
membrany v fadech pikofaradi (pF).
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Odpor membrany (IR)

Vstupni odpor charakterizuje membranu z hlediska permeability pro ionty. Membrana je
pro elektricky nabité ¢astice neprostupna, pohybem iont vznika elektricky odpor membrany,
ktery musi byt ionty pii prichodu pies membranu piekonan. Odpor membrany je pfimo
umérny mnozstvi, stavu a seskupeni proteinovych kanall a ostatnich pfenasecti v membrané.
Jeho jednotkou jsou ohmy. VSeobecné u neurond dosahuje vysoké hodnoty (250-1500 MQ)
a u gliovych buné¢k je pomérné nizky (30-100 MQ).

2.6.2.1. Metoda tercikového zamku (patch clamp)

Aktivni 1 pasivni membranové vlastnosti jsou meéftitelné metodou tercikového
zamku, cCastéji oznaCovaného jako metoda patch clamp. Bunky je mozné se dotknout
sklenénou mikroelektrodu o priméru ptiblizné 1 pm, ktera je pfipojena k citlivému méticimu
zafizeni, kam jsou vedeny zmény elektrického proudu prochdzeji membranou po aplikaci
elektrickych impulsii riizné intenzity. Mikroelektroda je naplnéna roztokem, ktery imituje
intracelularni tekutinu, nebo muze navic obsahovat ligandy schopné interakce s iontovymi
kandly a dalsi latky ovliviujici funkci membrany. Takto 1ze zkoumat vlastnosti celé bunééné
membrany nebo i jednotlivych iontovych kanalti podle pouzité variace techniky patch clamp.
Pii variaci ,, cell-attached ““ neboli piisati K buiice je za pouziti mirného podtlaku vtazena ¢ast
membrany do usti mikroelektrody (viz obr. 9). Pii této konfiguraci mize byt snimana aktivita
jednotlivych kanali Vv pfirozeném membranovém potencialu. Pii snimani z celé bunky
, Whole-cell“ je pouzitim dalsiho podtlaku ter¢ik protrhnut a membréana se ptilepi na vnitini
povrch mikroelektrody. Pokud je po protrhnuti aplikovan mikroelektrodou stejny potencial
jako je membranovy potencial buiiky a v roztoku je nizka koncentrace Ca®, tak dochazi
ke snimani souhrnného proudu z ¢innosti vSech kanali v bunééné membrané. Pii snimani
pouze z terciku tj. konfigurace ,,inside-out”, pii které je intracelularni strana membrany
obracena do roztoku a ,,outside-out”, kdy je do roztoku obracena extracelularni strana, je kus
membrany odtrhnut a méti se pak proudy prochdzejici pouze timto malym kouskem

membrany.

38



Podtlak
Ter&ik
Burika mikroelektrody

"Whole-cell" konfigurace
f Podtlak Snimani z celé buriky
——
& OdtrZzeni membrany
"Cell-attached" konfigurace
Prisati k burice

"Inside-out" konfigurace
Vnitfek membrany ven

Obr. 9 — Konfigurace ter¢ikového zamku (Berg et al. 2002)

Vyobrazeni riznych variaci napojeni mikroelektrody na bunéénou membranu pii pouziti metody patch
clamp.

Buiiky mizeme méfit jak vin vitro podminkach na bunééné kultufe, tak i in situ
na mozkovych fezech. Stanoveni membranovych vlastnosti touto metodou, umoznuje krome
zjistovani vlastnosti jednotlivych iontovych kanalti a pfenasSecti i charakterizaci funkénich
vlastnosti méfenych bunék. Navic po porovnani ziskanych membranovych vlastnosti s jiz
znamymi typickymi hodnotami membranovych vlastnosti jednotlivych typi bunék
napf. V nervovém systému, muzeme urcit, zda se jedna o astrocyt, oligodendrocyt, mikroglii
¢i neuron. V piipadé¢ vzniku novych bunék a jejich diferenciace z kmenovych bunék, mizeme
metodou ter¢ikové zadmku charakterizovat pribéh této diferenciace a buiky piesné

identifikovat.

2.6.2.2. Membranové vlastnosti bunék nervového systému

Rozli¢né membranové vlastnosti vykazuji buiiky nervového systému in situ: dospélé
neuralni kmenové bunky, TAPs — bunky, neuroblasty, neurony, astrocyty, oligodendrocyty
a NG2-glie. Pti pouziti metody ter¢ikového zamku miZeme na jejich membranach rozeznat
Ctyfi typy proudi, jejichz vyskyt v riznych bunéénych typech je shrnut v tabulce ¢. 3. Mezi
tyto proudy patii: Ka - rychle se aktivujici a inaktivujici vné usmérnéné napétoveé zavislé
K*proudy; Kpr - zpozdéné vné usmérnéné napétové zavislé K’ proudy; Kr - dovnitf

usmérnéné napétove zavislé K* proudy a Na* proudy.
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Neuralni kmenové buiiky (NSCs; B-burnky)

Jejich membranové vlastnosti odpovidaji schopnosti symetricky 1 asymetricky
proliferovat a produkovat C-buiiky. Vykazuji ¢asové a napétfové nezavislé K* proudy
a zpozdéné vné usmérnéné napétové zavislé K* proudy (Kpr) s malou proudovou hustotou.
Maji velky membranovy potencidl udrzovany na hodnoté -80 az -90 mV a nizky membranovy

odpor piiblizné 30 MQ (Jelitai, Anderova et al. 2007).

Piechodné se délici progenitory (T APs buiiky; C-buriky)

Vznikaji pfi asymetrickém déleni z NSCs. Jsou to nejproliferujici bunky v SVZ.
Krom¢ dovnitt smérovanych Kjr proudi a Kpr proudii, maji navic i rychle se aktivujici
Ka proudy. Jejich membranovy potencial se pohybuje kolem -70 az -80 mV a odpor kolem
250 MQ (Jelitai, Anderova et al. 2007).

Neuroblasty (A-buiiky)

Jsou produkovany C-bunkami a nasledné v fetézcich migruji do OB. Maji zpozdéné
vné usmérnéné napétové zavislé K' kandly (Kpr), ale nemaji Kir. Velka ¢ast ma navic
Na® kanaly, ale nejsou schopné tvofit akéni potencidly (Wang, Krueger et al. 2003). Maji
nizky membranovy potencial o hodnoté kolem -50mV a velice vysoky membranovy odpor

priblizné 4 GQ.

Neurony

Maji velmi charakteristické membranové vlastnosti, nebot jsou to buiky
specializované pro prenos signald (obr. 10). V membrané maji velké mnozstvi napétove
zavislych Na® kanalt, které hraji vyznamnou roli pii vzniku akéniho potencialu.
Po depolarizaci membrany neuronu dojde k jejich otevieni a Na* ionty vteGou do buiky,
cozvede kdalsi depolarizaci membrany, pii které membranovy potencial dosahuje
azkladnych hodnot. Diky samovolné deaktivaci Na® kandlu se vzruch mize §ifit pouze
jednim smérem. Repolarizace neuronu je zajisténa pfitomnosti napétove zavislych K* kanala
tj. Ka a Kpg, které umozni rychly unik K iontii z buiiky, coz zptsobi navraceni k ptivodnimu
klidovému membranovému potencialu. Membrana neuronit ma odpor kolem 300 MQ a jeji

potencial se pohybuje kolem -60 mV (Bean 2007).

40



Astrocyty

Pufruji koncentraci K* Vv okoli neurond, proto je pro né& charakteristickd vysoka
propustnost membrany pro K' ionty. Astrocyty vykazuji pasivni vodivost pro K ionty
po aplikaci depolariza¢nich a hyperpolariza¢nich pulsi a maji Kjg proudy. V nervovém
systému miZeme najit i prekurzory astrocytll, které maji napétové zavislé K* kanaly
(Kir, Kpr a Ka) (obr. 10). Casto u nich miZeme nalézt i napétové zavislé Na® kanaly
(Chvatal, Anderova et al. 1999). Membranovy odpor astrocyti se pohybuje v rozmezi

20-100 MQ a membranovy potencial mezi -30 a -100 mV.

NG2-glie (OPCs)

NG—glie jsou pfechodem mezi neurdlni a gliovou bunkou. Od toho se odviji i jejich
membranové vlastnosti. Po depolarizacnich pulsech se aktivuji jejich napétové zavislé
Ka a Kpr kanaly. Naopak hyperpolariza¢ni impulsy oteviraji Kjr proudy. U né&kterych
NG2-glii byly nalezeny i Na* kanaly (obr. 10). Jejich membranovy odpor je v primérnych
hodnotach mezi 200 az 500 MQ a membranovy potencial — 70 mV (Lin and Bergles 2002).

Tab. 3 — Membranové vlastnosti bunék nervového systému

NSCs C-buriky A-buriky Neurony Astrocyty NG2-glie Oligodend.

Vi [mV] -85 75 -50 -60 -30-100 -70 -60
IR[MQ] 30 250 4000  300-500  20-100  200-500  200-350
Ka - + + + - + =
Kpr + + + + - + -

Kir = + = = + + >
Na* - - +/- + +/- +/- -

V - klidovy membranovy potencial; IR — membranovy odpor; Ka - rychle se aktivujici a inaktivujici
vné usmémeéné napétové zavislé K' proudy; Kpr - zpozdéné vné usmérnéné napétové zavislé
K" proudy; K g - dovniti usmémény napétové zavisly K* proudy. +/- znadi, Ze se tyto proudy nachazeji
jen u nékterych bunék.
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Oligodendrocyty

Jejich hlavni funkci je izolovat svymi vybézky axony neuronti od okolniho prostiedi
a urychlovat tim Sifeni akéniho potencidlu. Jejich membrdna je vysoce propustnd pro
K"ionty. Timto zpisobem navraceji membranovy potencial do pivodnich hodnot.
Z K" proudfi jsou pro né& charakteristické pasivné klesajici K* proudy po depolarizaénich
I hyperpolariza¢nich pulsech (obr. 10). Jejich membranovy odpor je 200-350 MQ
a membranovy potencial dosahuje hodnoty -60 mV. Prekurzory oligodendrocytii maji stejné
jako prekurzory astrocytd napétové zavislé K* kanaly, ale nikdy nemaji Na™ proudy (Chvatal,
Anderova et al. 1999).

Neuron Astrocyt

NG2 - glie

40mV

-70mV

T |2oo PA
-160mV

1O0mMms

Obr. 10 — Proudy zaznamenané metodou ter¢ikového zamku in situ riiznych typa bunék

Vychozim napéti bylo — 70mV, a dale byl zaznamenavan proud po 10 mV krocich. Vlevo nahote
neuron, vpravo nahofte astrocyt, vlevo dole NG2-glie, vpravo dole oligodendrocyt.
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3. Cile diplomové prace

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat diferencia¢ni potencidl neuralnich
kmenovych bun¢k (NSCs) a progenitorovych bunék (PCs), izolovanych ze dvou oblasti
mozku dosp€lé mysi 3 dny po fokalni ischemii indukované MCAQO. Prvni oblasti byla
subventrikuldrni zéna postrannich mozkovych komor, kde v dospélém mozku probihd
neurogeneze nejintenzivnéji. Druhou oblasti pak mozkova kara na piechodu ischemii
poskozené tkan¢€ a neposkozené tkané€, kde probiha mohutna glidza. K dosazeni tohoto cile

byly vytyceny Ctyii postupné kroky.

e Provést imunohistochemickou analyzu mozku po ischemickém poskozeni indukované

MCAO

e Charakterizovat neurosféry, tj. proliferujici NSCs/PCs izolované ze SVZ a oblasti

glialni jizvy
e Objasnit diferencia¢ni potencial NSC/PCs v in vitro podminkach

e Charakterizovat membranové vlastnosti in vitro diferencovanych bun¢k
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4. Metody

4.1. Pivod bunék - GFAP/EGFP transgenni mysi

Pro experimenty byly pouzity transgenni GFAP/EGFP mysi (Nolte, Matyash et al.
2001), ve kterych je zeleny fluorescenéni protein (EGFP; enhanced green fluorescent protein)
exprimovan pod lidskym promotorem, glidlniho fibrilarniho acidického proteinu (GFAP; glial
fibrillary acidic protein). Takto je mozné vizualizovat Zivé astrocyty V tkanovych fezech
a okamzité detekovat, kde probiha astrogliéza (obr. 11). Na pokusy byly pouzity dospéli
samci i samice ve véku 60 — 90 dni. Zvifata pochazela zinterniho chovu Ustavu
experimentalni mediciny AV CR a byla chovana v plastovych akvariich se standardni dietou.

Byla chovana pii teploté 20-22 °C se svételnym rezimem LD 12:12.

Obr. 11 — Astrocyty v mozkové kuie

Astrocyty jsou znaceny pomoci zeleného
fruorescencniho proteinu (EGFP), ktery je
umistén za pomotorem proteinu GFAP.
Modie DAPI, zelen¢ EGFP.

Transgenni myS byla pfipravena tak, ze fragment DNA nesouci GFAP promotorovou
sekvenci (Brenner, Kisseberth et al. 1994) odvozeny z pCAT/GFAP plasmidu, byl za¢lenén
do klonovaciho mista na pEGFP-1 (Clontech, Heidelberg, Némecko). Zda je exprese takto
pripraveného transgenu funkc¢ni bylo testovano v bunkach pochazejici z gliomu (linie U343
MG). Oocyty s transgenem byly injikovany do mys$i pomoci mikroinjekce (technologie
Eurogentec, Seraing, Belgie). Prvni mysi linie byla zkiiZena s netransgennimi mySmi. Jejich
heterozygotni potomstvo jiz vykazovalo mohutnou expresi EGFP v astrocytech v celé

mozkové tkani.
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4.2. MCAO — model fokalni mozkové ischemie

MCAO (MCAO; middle cerebral artery occlusion) byla provedena v hluboké
anestézii, kterd byla po dobu zdkroku udrzovana kontinualnim pifisunem 2% isofluoranu
(Abbott, Queenborough, Velka Britanie). Mys byla upevnéna na vyhtivaci desticku (36,5 °C).
Na pravé strané krku byl po dezinfekci proveden cca. 15 mm dlouhy rostrokaudalni fez a byla
vypreparovana spole¢na karotida (arteria carotis communis) a bifurkace vnitini a vné&jsi
karotidy (a. carotis interna; a. carotis externa). Rostraln¢ byla permanentné podvazana vng;jsi
karotida hedvabnou niti (USP 7/0, Chirmax, Praha, Ceska republika), kaudilng byla
zasvorkovana spole¢na karotida a dorzalné vnitini karotida (viz obr. 12). Nasledné byl
ve vngjsi karotidé prostiihnut otvor, do kterého byl zasunut filament - silonové vlakno o Sifce
150pum (USP 7/0, Chirmax), konec byl oble rozsiten polakovanim na 220-250 um. Po celé
délce byl filament potazen poly-L-lysinem (5 mg/ml, Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Potom byla odstranéna svorka z vnitini karotidy a filament byl skrz spole¢nou karotidu
zasunut do vnitfni karotidy, 10 mm hluboko od bifurkace. Pfi této hloubce zasunuti je
blokovan prutok krve do stifedni mozkové tepny (middle cerebral artery), coz vede k fokalni
ischemii pravé casti mozku. Filament byl zafixovan niti, svorka ze spole¢né karotidy
odstranéna, fez zasit. Druhy a tfeti den po operaci byl mysSim dvakrat denné intraperitonealn¢
aplikovan 1 ml Ringerova roztoku (B. Braun, Mesulgen, Némecko) ktery obsahoval
viml: 1,5 mg ampicilinu (Biotika, Praha, Ceskd republika) a 09 mg glukozy
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Pro kontrolu, zda ndmi zjisténa data byla vysledkem MCAO a ne pouze dusledkem
samotného chirurgického zakroku, byla provedena “sham” operace. Operace byla provedena
stejnym postupem jako u MCAO. Avsak filament nebyl zasunut do vnitini karotidy, ale pouze
byla prerusena vnéjsi karotida. Mysi byly ti1 dny po zakroku usmrceny, dekapitovany a jejich

mozek dale analyzovan.
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Obr. 12 — Provedeni MCAO

Modrou ¢arou je vyznaceno misto
trvalého podvazani cévy. Zlutou
Carou oblasti, kde byla umisténa
svorka az do zasunuti a zafixovani
filamentu (na obrazku znazornén
vySrafovanim cévy) ve vnitini
karotide.

Okluze viaknem

Stredni
mozkova tepna

Vnitini
karotida
= Docasna
svorka
\(néj?; B - Trvalé
arotiaa o e e
podvazani

Spole¢na
karotida

4.3. Priprava mozkovych Fezii pro imunohistochemické barveni

Tii dny po MCAO byla provedena transkardialni perfuze v hluboké anestézii
1% pentobarbitalem (intraperitonealné 15 pl/g, Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Vv infuznim roztoku (Fresenius Kabi, Verona, Italie). Prava sifi byla prostfihnuta a injek¢éni
stiikackou se pres srdec¢ni hrot protlacilo cévnim fecistém mysi 10 ml fosfatového pufru PBS
(phosphate buffer saline: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 1,76 mM KH,POy,
pH 7,4) a pak 20 ml 4% paraformaldehydu (v 0.2 M fosfatového pufru - PB, pH 7.4,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Po perfizi byla my§ dekapitovana a mozek
vypreparovan.

Vypreparovany a jiz c¢astecné fixovany mozek paraformaldehydem se naiezal
na vibratomu (Microm HM 650V, Thermo Fisher Scientific, Waldorf, Némecko) v PBS. Rezy
silné 1,2 mm se dale fixovaly 2 hodiny v4 % paraformaldehydu. Poté byly syceny
30% sacharozou po dobu 3 dni. Na mikrotonovém kryostatu HYRAX C50 (Zeiss,
Oberkochen, Germany), jehoz komora byla chlazena na -24°C a vzorek na -18°C, byly
nafezany 35 pum Siroké fezy, které byly okamzité¢ preneseny na podlozni sklicko a nasledné

pouzity pro imunohistochemické analyzy.
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4.4, 1Izolace a kultivace progenitorovych bunék

Tfi dny po MCAO byla provedena transkardidlni perfize GFAP/EGFP mysi
20 ml vychlazené¢ho roztoku NMDG (110 mM N-metyl-D-glutamin, 24,5 mM NaHCOs,
25mM KCI, 1,25 mM NaHPO4, 20 mM glukosa, 0,5 mM CaCl,, 7 mM MgCl,).
Na vibratomu byl mozek nafezan na 800 um silné fezy v NMDG, z kterych byly v chladu
(6°C) izolovany dvé oblasti mozkové tkané (viz obr. 13): postranni komory, kde se nachazi
subventrikularni zéna (SVZ) a oblast kiiry na rozhrani posSkozené tkané. I1zolovana tkan byla
mechanicky homogenizovéana pouzitim ziletky a nasledné se nechal 3 minuty pisobit trypsin
(Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, USA), jehoz ucinek byl zablokovan ptidanim fetalniho
hovéziho séra (Gibco = invitrogen Carlsbad, CA, USA). Zbyl¢ kousky tkané byly zachyceny
pti filtraci pres sitko se 70 um péry (BD Biosciences, Bedford, USA) do proliferacniho
média. Zakladem tohoto média bylo Neurobasal-A medium (Gibco = invitrogen Carlsbad,
CA, USA), doplnéné B27 suplementem (2%, Gibco), 2 mM glutaminem (Sigma - Aldrich,
St. Louis, MO, USA) a smési antibiotik penicilinu (10 000 U/ml) a streptomycinu
(10 000 mg/ml, Gibco), byl piidan fibroblastovy rustovy faktor (bFGF, R&D Systems,
Minneapolis, USA) v koncentraci 20 ng/ml a pro podporu d¢leni epidermalni rustovy faktor
(EGF, R&D Systems) v koncentraci 40 ng/ml. Neurosféry byly péstovany a mnozeny
pii37°C a 5% CO; v inkubatoru. Po 11 dnech byly neurosféry bud’ fixovany 10 minut
4% paraformaldehydem a nasledné byla provedena imunocytochemicka analyza, a nebo byly

dale kultivovany za Gicelem diferenciace viz nize.

Obr. 13 - Oblasti izolace (Paxinos and
Watson 1997)

Bunky byly izolovany ze dvou oblasti:

1. obé komory; 2. oblast kiiry na rozhrani poskozeni.

Pro zahajeni diferenciace byly neurosféry trypsinizovany a pfeneseny
do diferenciaéniho média v hustots 120 x 10%ml bungk. Medium obsahovalo
Neurobasal-A medium, 2% B27 suplement, smés antibiotik (10 000 U/ml), 2 nM glutamax

(L-Alanyl glutamin) a zvySenou koncentraci tj. 40 ng/ml bFGF. Na kryci skla rozmisténa
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v 24 jamkové desti¢ce bylo napipetovano 0,5 ml této suspenze. Povrchy téchto krycich skel
byly potazeny poly-L-lysinem (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, USA). Médium bylo dale
ménéno kazdé 2-3 dny a bunky byly po 7-10 dnech diferenciace elekrofyziologicky
analyzovany na pifitomnost K™ a Na" kanalti a po fixaci analyzovany na expresi glidlnich

a neuralnich markera.

4.5. Elekrofyziologie

Piitomnost K™ a Na® kanald byla testovana technikou patch clamp v konfiguraci
,whole cell*“ (Hamill, Marty et al. 1981), pfi které se zjist'uji proudy protékajici membranou
celé bunky. Pro méfeni se pouzili elektrody z borosilikatovych kapilar s filamentem (0.86 1D,
Sutter Instruments Company, Novato, CA, USA) s vyslednym odporem 8-14 MQ, které byly
zhotoveny na Brown-Flamingové tahaci (P-97, Sutter Instruments Company). Elektrody byly
plnény roztokem obsahujicim: 130 mM KCI, 0,5 mM CaCl,, 2 mM MgCl;,
5 mM EGTA (ethylen glykol tetraacetylova kyselina), 10 mM HEPES
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazilethanylsulfonova kyselina). Pouzitim KOH bylo upraveno
pH na hodnotu 7,2. Pro naslednou imunocytochemickou identifikaci zmétenych bunék, byla
do tohoto roztoku ptidana Lucifer Yellow (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, USA), ktera
pronikne do bun¢k béhem méfeni. Skla s bunikami, které byly 7-10 dnd diferencovany byly
umistény do komuirky upevnéné na fluorescenénim mikroskopu (Axioskop 2 FS plus, Zeiss).
Komiirka byla promyvéna roztokem o pokojové teploté (21°C), sycenym smési plyntt 95% O
a 5% CO,, ktery nahrazoval cerebrospinalni tekutinu: 122 mM NaCl, 3 mM KCI,
28 mM NaHCOs3, 1,25 mM Na;HPO,, 10 mM glukoza, 1,5 mM CaCl,, 1,3 mM MgCl,, Buiky
1 méfici elektroda byly sledovany pomoci digitalni kamery (Axiocam HRc, Zeiss). Proudové
signaly byly zesileny zesilova¢em EPC-10 (HEKA Elektronic, Lambrecht/Pfalz, Germany),
a filtrovany na 3 kHz. Analyza a ukladani dat byly provadény pomoci softwaru
Patchmaster/Fitmaster (HEKA Elektronik).

Klidovy membranovy potencial (Vi) se métil po piepnuti zesilovace do proudového
zamku a jeho hodnota je uvadéna v mV. Membranova kapacita (Cn) byla vypocitdna
automaticky béhem meéfeni programem Patchmaster a je uvadéna v pF. Odpor (IR) byl
automaticky kompenzovan pouzitym softwarem. Vstupni odpor (IR) byl stanoven z proudu

vyvolaného 10 mV impulsem 40 ms po zacatku depolariza¢niho impulsu, ktery depolarizoval
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bunéénou membranu z — 70 mV, na kterém byly bunky udrzovany po celou dobu méfeni,
na -60 mV. Proudové charakteristiky byly méteny pii napétovém zamku.

Pro analyzu typt proudi byly pouzity tfi typy protokolti. Ty vychazely z napéti
-70, -50 a -110 mV. Poté byly proudové odpovédi bunky méteny po napétovych pulsech,
které se kazdych 50 ms zvySovaly o 10 mV napétovych krocich od -160 mV do +40 mV.
Pro analyzu napétoveé zavislych proudi se odecitaly pasivni proudy. Pasivni proudy jsou
casové a napétoveé nezavislé. Jejich hodnota byla ziskdna zméfenim proudové amplitudy
prvniho napétového kroku z -70 na -60 mV, a jejich pfislusny nasobek byl poté odecten
od proudové amplitudy analyzovaného napétového kroku. Velikosti proudd jsou uvadény
VvV pA.

Prvnim typem napétové zavislych proudl jsou zpozdené ven usmérnéné napétove
zavislé K™ proudy (Kpr), pro aktivaci pouze tohoto proudu, byly buiiky drzeny na vychozim
napéti -70 mV, od n€hoz pulzy pokracovaly od -50 do +40 mV (obr. 14 A). Dalsim jsou
rychle se aktivujici a inaktivujici ven usmérnéné napétové zavislé K proudy (Ka). V tomto
pripadé byl nejprve aplikovan hyperpolarizacni pulz -110 mV a pak nasledovalo proméfeni od
-70 do +40 mV (obr. 14 B). Poslednim typem jsou dovniti* usmérnéné napétové zavislé K
proudy (Kigr), které byly ziskany aplikaci napétovych pulzi od -160 do -70 mV. Pulzy
zaCinaly na vychozim napéti -70 mV (obr. 14 C).

(A) (B) (C)
+40 mV +40 mV

-50 mV

-70 mvV -70mV

=110 mV

-160 mV

Obr. 14 — Schéma aplikace elektrickych pulzi

Pro méfeni byly pouzity tii typy protokolt. (A) Protokol pro méfeni Kpr nejprve buiiku depolarizoval
na -50 mV (Cervena ¢ara) a nasledné byly aplikovany pulzy az do +40 mV. Ostatni dva protokoly
vychazely z -70 mV (Cervena ¢ara). (B) Pro méfeni K proudt byla burika nejprve hyperpolarizovana
na -110 mV a nasledné z -70 mV proméfena az do +40 mV. (C) Posledni protokol buiiku nejprve
hyperpolarizoval az na -160 mV, coz umoznilo sniméani Kr proudu.
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Proudové hustoty byly vypocitany pomoci podilu maximalni amplitudy ptislusného
proudu membranovou kapacitanci. Vysledné hodnoty jsou vyjadfovany v pA/pF. Vysledné
Kor @ Kir proudy byly vypocitany odectenim pasivnich prouddi od maximélni amplitudy
proudu ziskané pii + 40/-160 mV, ve 40 ms po zacatku pulsu, zatimco amplituda K proudu

byla ziskana odectenim proudu (B) od proudu (A) (viz obr. 14).

4.6. Imunohisto/cytochemie

Rezy byly imunohistochemicky barveny pfimo na sklech, aby se co nejvice omezila
manipulace s nimi a mozny rozpad poskozené tkané. Nejprve byly promyty 15 minut v PBS
anasledné¢ byly 2 hodiny blokovany nespecifické vazby a permeabilizoviny membrany
Vv blokovacim roztoku, ktery obsahuje 5% Chemiblocker, 2% aktivované kozi sérum (Goat
serum, Millipore, Billerica, MA, USA), 1% BSA (Gibco = invitrogen Carlsbad, CA, USA)
a0,5% Triton (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, USA) v PBS. Poté byly fezy inkubovany
S primarni protilatkou natedénou v blokovacim roztoku ptes noc v chladu (6°C). Po promyti
3x 10 min v PBS se na 2 hodiny pfidala sekundarni protilatka v blokovacim roztoku bez séra
a nasledovalo odmyti prebytec¢né sekundarni protilatky 2x 15 min v PBS. Na montovani fezi
bylo pouzito montovaci medium Vecta Shield s DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA). DAPI slouzilo k vizualizaci jader. Pro analyzu obarvenych fezi byl pouzit konfokalni
mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Germany).

Bunky kultivované na sklech potazenych poly-L-lysinem a neurosféry byly 15 minut
fixovany v 4% paraformaldehydu, nasledovalo blokovani nespecifickych vazeb, ptfidani
primarni a sekundérni protilatky (viz vyse popsano pro fezy). Po odmyti sekundarni protilatky
bylo ke skliim a neurosféram piidano na 5 minut DAPI (0,001 mg/ml) v PBS a na montovani
bylo pouzito montovaci médium Aqua Poly/Mount (Polysciences, Inc., Washington, PA,
USA).
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Tab. 4 - Primarni a sekundarni protilatky pouZité pro

imunocytochemii

Primarni protilaitka Redéni

GFAP —Cy3 1:800
Nestin 1:800
Vimentin 1:1000
RC2 1:100
DCX 1:500
MAP2 1:800
NG2 1:400
CD11b 1:200

Isotyp
mysi [gG
mysi IgG
mysi IgG
mysi IgM
krali¢i IgG
mouse 1gG
kralici IgG

mouse 1gG

Vyrobce

Sigma-Aldrich (C-9205)
Chemicon (MAB353)
Abcam (8978)

Millipore

Abcam (ab 18723-100)
Millipore (MAB3418)
Chemicon (AB5320)
Chemicon (CBL1512)

imunohistochemii

Sekundarni protil.

GAM 594
GAM 594
GAM 594
GAR 594
GAM 594
GAR 660
GAM 594

a

GAR 594/660: kozi anti-krali¢i 1gG (goat anti-rabbit IgG) konjugovany s Alexa Fluor 594 nebo 660;
GAM 594/660: kozi anti-mySi IgG (goat anti-mouse IgG) konjgovany s Alexa Fluor 594 nebo 660;
DAG 594/660: osli anti-kozi IgG (donkey anti-goat IgG) konjugovany s Alexa Fluor 594 nebo 660 (vSechny
od Invitrogenu, Carlshbad, CA, USA) 1gM Cy3: kozi anti-mysi IgM (goat anti-mouse IgM) konjugovany s Cy3
(Millipore, Billerica, MA, USA). GFAP: glial fibrillary acidic protein; RC2: radial glial cell marker 2;
DCX: doublecortin; MAP-2: microtubule associated protein 2; NG2: neuron-glial antigen 2.

4.7. Statistické analyzy

Vysledky jsou prezentovany jako aritmetické priméry hodnot se standardni chybou

pruméru (S.E.M.). Analyza signifikance rozdili mezi skupinami byla provedena pomoci

aplikace GraphPad InStat 3 (Trial verze).

Hodnoty sp < 0,05 byly povaZzovany

za signifikantni a v tabulkach a grafech jsou oznaceny (*). Jako velmi signifikantni ozna¢eny

hodnoty sp < 0,01 oznaceny (**) a hodnota p < 0,001 ukazovala na extrémni signifikanci

rozdilu dvou skupin (***).
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5. Vysledky

5.1. Imunohistochemicka analyza zmén po MCAQO

Zmény po fokalnim ischemickém poskozeni mozku (vyvolané MCAQO) u dospélé
mysi, byly analyzovany imunohistochemicky, s pouzitim specifickych markera astrocytu.
Glialni fibrilarni acidicky protein (GFAP) je exprimovan jak v astrocytech, tak i v NSCs. Dale
Vimentin a RC2, protilatky proti radidlnim gliim, které nejsou na rozdil od GFAP
exprimovany ve zralych astrocytech, ale pouze v NSCs (B-buiky v SVZ) a v reaktivnich
astrocytech. Pro sledovani neuralnich prekurzori a neuronti bylo pouzito barveni na DCX
a MAP2. Protilatka proti NG2 proteoglykanu byla pouzita jako marker NG2-glii. Mikroglie
byly vizualizovany pouzitim markeru CD11b. Pro sledovani zmén V proliferaci bunék byly
pouzity dva markery: nestin a Ki67.

MCAO byla provedena u dospélé GFAP/EGFP transgenni mysi. V mozkové tkani této
mysi exprimuji pfedevSim astrocyty a nékteré NG2-glie zeleny fluorescencni protein EGFP,
diky kterému jsou snadno detekovatelné pomoci fluorescence. My$§ byla po tiech dnech
usmrcena a mozkové fezy byly imunohistochemicky barveny. Konfokalnim mikroskopem
byly sniméany a sledovany dvé mozkové oblasti: 1) subventrikuldrni zéna a 2) oblast reaktivni

glidzy tj. kira na rozhrani poSkozené a neposkozené tkané.

5.1.1. Zména neurogeneze v subvetrikularni zoné

Subvetrikularni  zoéna je nejveétSim zdrojem neurogeneze v dospélém mozku.
Po MCAO dochazi v této oblasti k mnoha zménam, které zahrnuji zvysSenou proliferaci,
diferenciaci a migraci piitomnych bunék. Tii dny po MCAO jsou tyto zmény znané.
Vzhledem ktomu, Ze ischemické poskozeni postihuje 1 postranni komoru
ipsilateralni hemisféry, byla sledovana SVZ komory v kontralateralni hemisféte, a to ve dvou
oblastech: roh komory, kde zac¢inA RMS a SVZ na lateralni stran¢ postranni komory
(vizobr. 15 A). Imunohistochemickd analyza ukazala, Ze ve srovnani s neposkozenou
mozkovou tkani (“sham”- operace), u MCAO dochazi ke zvySeni exprese GFAP, nestinu
aDCX v SVZ (obr. 15 B, 16). Dale je zvySena exprese markeru radialnich glii: vimentinu
a RC2 (obr. 17). Naopak exprese NG2 proteoglykanu zistava nezménéna (obr. 18).
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Na zakladé této analyzy lze fici, ze po MCAO dochazi k neurogenezi v SVZ
ve zvySené mife. Je zde vice exprimovan GFAP protein v astrocytech i v B-buiikach
a zvySend exprese Vimentinu a RC2 naznacuje vice B-buné€k, vzniklych po symetrickém
déleni. ZvysSena exprese nestinu ukazuje, Zze vice bunék proliferuje ¢i migruje. Po MCAO
vznika i vice DCX pozitivnich neuroblasti (A-bunék), které migruji smérem k RMS. Naopak
NG2-gliové butiky v kontralateralni SVZ na MCAO nereaguji.

ISCHEMIE KONTROLA

Obr. 15 — Zména exprese GFAP v SVZ tfi dny po MCAO

(A) Koronarni fez mozkem, na kterém jsou Cervené znazornény oblasti, kde byla provedena
imunohistochemicka analyza (vlevo). Vpravo je pii mensSim zvétSenim ukazana postranni komora
sbarvenim na GFAP a DAPL (B) Zvysena exprese GFAP v rohu postranni komory (vlevo) a
Vv laterarni SVZ (vpravo). Nahote jsou EGFP — pozitivni bunky, uprostied GFAP a dole je prekryv
barveni. Zluta barva zna¢i buiiky EGFP i GFAP pozitivni.
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Obr. 16 — ZvySeni exprese nestinu a DCX v SVZ t¥i dny po MCAO
Imunohistochemicka analyza rohu postranni komory (vlevo) a lateralni strany komory (vpravo),

ukazujici zvyseni exprese nestinu (nahote) a DCX (dole)
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Obr. 17 — ZvySeni exprese markeri radialnich glii tfi dny po MCAO
Po MCAQO je zvysena exprese vimentinu (vlevo) i RC2 (vpravo) v rohu postranni komory (horni fada)
i Vv lateralni SVZ (dolni fada).
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Obr. 18 — Exprese NG2 proteoglykanu v SVZ zistava beze zmény
Exprese NG2 proteoglykanu je srovnatelna jak v rohu postranni komory (vlevo), tak u jeji lateralni
strany (vpravo).
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5.1.2. Zména gliogeneze v mozkové kui‘e

Dalsi oblast, ktera byla imunohistologicky analyzovana je mozkova kiira na rozhrani
ischemické 1éze a neposkozené tkané (viz obr. 19 A). V této oblasti probiha reaktivni glioza,
kterd se podili na vzniku glidlni jizvy. Tfi dny po MCAO imunohistochemicka analyza
ukazala, ze exprese GFAP je na rozhrani 1éze vyrazné zvysena (obr. 19 B) a zacal se zde
exprimovat vimentin, RC2 a nestin, které se v neposkozené kufe neexprimuji (obr. 19 C,
20 - nahore). To dokumentuje, ze se na reaktivni glidoze vyrazné podili astrocyty, které
po aktivaci zacnou exprimovat markery radidlnich glii a proliferovat, coz je doprovazeno

expresi nestinu.
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Obr. 19 — ZvySena exprese GFAP a vimentinu v oblasti reaktivni gliozy po MCAO
(A) Koronarni fez mozkem, na kterém je Cervené zndzornéna oblast, kde byla provedena
imunohistochemicka analyza (vlevo). Vpravo je snimek mozkové kiry, na kterém je vidét vznik
glidlni jizvy v oblasti ischemického poskozeni, barveno na GFAP a DAPIL. (B) Detail zvysené exprese
GFAP. (C) Po MCAO je v mozkové ktife exprimovan de novo vimentin.
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Obr. 20 — Imunohistochemické zmény v mozkové kiife na rozhrani léze po MCAO

Na rozhrani ischemické léze se zacne exprimovat RC2 (vlevo nahofe) a nestin (vpravo nahote).
Snizena intenzita MAP2 barveni ukazuje na odumfelé neurony v ischemické 1ézi (vlevo dole).
NG2-glie vyznamné zménily morfologii, tj. maji zvétSeny objem bunééného téla a zkracené vybézky.
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Na vzniku reaktivni gliézy se dale podileji NG2-glie, které zméni svoji morfologii
(obr. 20 — vpravo dole), coz je charakteristické pro jejich aktivaci, po které se déli a
diferencuji v oligodendrocyty a protoplazmatické astrocyty a tak prispivaji k tvorbé glialni
jizvy (Belachew, Chittajallu et al. 2003). Barveni na specificky marker neuront MAP2
ukazuje, Ze se v ischemické 1ézi zadné neurony jiz nenachazi (obr. 20 — vlevo dole), spolu
s oligodendrocyty jsou totiz velmi citlivé kischemickému stresu a nepfezivaji. Mrtvé
a poskozené buiiky fagocytuji CD11b pozitivni mikroglie (obr. 21), které se aktivuji a migruji

do mista poskozeni.

KONTROLA ISCHEMIE

Obr. 21 - Aktivace a migrace
mikroglii

Mikroglie specificky znacené CDI11b
migruji v kortexu smérem k poskozené
oblasti a méni se zklidové mikroglie
na aktivovanou.

5.1.3. ZvySeni proliferace 3 dny po MCAO

Proliferace bun¢k byla sledovana pomoci protilatky proti jadernému proteinu Ki67.
Jeho exprese probiha zejména v pozdni Gl fazi, S, G2 a M fazi, zatimco v GO fazi
Ki67 exprese neprobihd. Imunohistochemie ukazala, ze po MCAO se v mozkové kiife
na rozhrani poskozené a neposkozené oblasti objevuji proliferujici buniky (obr. 22 A).
Soucasné v SVZ je zvySen pocet proliferujicich bunck, které¢ se nevyskytuji pouze v tésné

blizkosti komory, jak je tomu u kontroly (obr. 22 C).
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Obr. 22 — ZvySena proliferace v kortexu a v SVZ 3 dny po MCAO

(A) Zvysena proliferace bunék na rozhrani ischemické a neposkozené oblasti v kortexu po MCAO
(vpravo) a kontrola ze stejné oblasti, kde proliferace neprobiha (vlevo). Cervené jsou obarveny jadra
sexpresi Ki67. (B) Piehledny snimek kontralateralni komory po MCAO, na kterém jsou vidét
proliferujici buriky, znacené ¢ervené markerem Ki67. (C) Detailngjsi pohled na roh postranni komory
(vlevo) a lateralni stranu postranni komory (vpravo). Je zde patrné zvySeni poctu Ki67 pozitivnich
proliferujicich bun¢k. DAPI (modie) barvi vSechna jadra bun¢k.
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V kortexu vznika po MCAO glialni jizva, v které marker proliferujicich bunék
Ki67 barvi proliferujici reaktivni astrocyty a NG2-glie, jez Vv neposkozené kiie témét
neproliferuji. V SVZ je pozitivné ovlivnéna piedevs§im proliferace B-bun¢k, C-bunék,
A-bunék a ependymovych bunek (Zhang, Wang et al. 2008; Zhang, Zhang et al. 2006; Carlen,
Meletis et al. 2009).

5.2. Charakterizace neurosfér

V prolifera¢nim médiu byly kultivovany buiiky izolované 3 dny po provedeni MCAO.
Izolace byla provedena ze stejnych oblasti, jako byla provadéna imunohistologicka
analyza: ze SVZ a zmozkové kiury na prechodu poskozené a neposkozené oblasti,
kde probiha reaktivni glioza. Pro kontrolu byly izolovany buiiky z mys$i po “sham” operaci
také z mozkové kiry a SVZ. Neurosféry byly imunocytochemicky obarveny protilatkami

proti GFAP, DCX, NG2 a nestinu.

5.2.1. Imunocytochemicka analyza neurosfér ziskanych zbunék
izolovanych ze SVZ

Bunky izolované ze SVZ mysi po MCAO a po “sham” operaci, byly kultivovany
Vv proliferacnim médiu. Po 11 dnech byly neurosféry z fixovany a imunocytochemicky
analyzovany. Ukézalo se, ze imunocytochemické barveni neurosfér narostlych z mysi
po “sham” a MCAQO operaci, je srovnatelné. V EGFP pozitivnich neurosférach byl
exprimovan GFAP a NG2 proteoglykan, jejichZ exprese se nepiekryvala (obr. 23 A). Taktéz
DCX pozitivni buriky se nachazely na povrchu neurosfér (obr. 23 B — horni Fada) a soucasné
byl ve vSech neurosférach exprimovan nestin (obr. 23 B — dolni iada).

Tyto data ukazuji, ze GFAP/EGFP bunky jsou schopny tvofit neurosféry, které jsou
GFAP, NG2, DCX a nestin pozitivni. EGFP pozitivni buniky se nachdzeji spis uvnitt bunécné
masy. Astrocyty barvené na GFAP, NG2-glie a nestin pozitivni bufiky jsou rovnomérné
distribuovany v celé¢ neurosféfe. Naopak marker neuroblasti DCX, se nachazel predevsim
na povrchu neurosféry. To naznacuje, ze aktivné proliferujici bunky se nachazi uvnitf

neurosféry a nové vzniklé jiz ¢astecné diferencované bunky se dostavaji na povrch.
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Obr. 23 — Imunocytochemicka charakterizace neurosfér kultivovanych ze SVZ

(A) Dvojité barveni neurosféry na GFAP (Cervené) a NG2 (modie). Prekryvny obrazek ukazuje, Ze se
barveni nepiekryva. (B) DCX pozitivni buriky se nachazi na povrchu neurosféry (horni fada). Nestin je
distribuovan v celé neurosféte (dolni fada).

5.2.2. Imunocytochemie neurosfér z bunék izolovanych z oblasti reaktivni
gliozy

Z této oblasti jak po “sham” operaci, tak i po MCAO narostlo malé mnozstvi neurosfér.
Proliferace bun€k v neurosfére byla pomalejsi, proto byly z fixovany az po 22 dnech kultivace
v proliferacnim médiu. Ukazalo se, Ze zadna neurosféra po MCAO ani z kontroly nebyla
EGFP pozitivni (obr. 24 A). Vzhledem k malému mnozstvi neurosfér, bylo provedeno pouze
imunocytochemické barveni na NG2 proteoglykan, které potvrdilo domnénku, ze bude
ve vSech neurosférach exprimovan (obr. 24 B). Dale se s témito neurosférami v experimentu

JiZ nepokracovalo.
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V porovnani se SVZ se v mozkové¢ kiiie neposkozené mysi i v oblasti reaktivni glidzy
po MCAO nachazi mensi mnozstvi bunék, které jsou schopny proliferovat v neurosféry
Vv in vitro podminkach. Pouze NG2-glie z této oblasti jsou schopny tvorby neurosfér téi dny
po MCAO.
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Obr. 24 — Neurosféry z bunék izolovanych z kortexu a z oblasti reaktivni gliézy
(A) Neurosféry barvené na DAPI (modie) nebyly EGFP pozitivni v kontrole (horni fada) ani po
MCAQO (spodni fada). (B) VSechny neurosféry z této oblasti byly NG2 pozitivni (modie).
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5.2.3. Zména procentuilniho zastoupeni EGFP pozitivnich neurosfér po
MCAO

Dale bylo zjistovano, zda MCAO ovliviluje schopnost EGFP pozitivnich bunék
v SVZ tvotit neurosféry v in vitro podminkach. Neurosféry narostlé z bunék izolovanych
Z kontrolnich my$ich a z mySich po MCAO, byly po 11 dnech z fixovany a jadra bun¢k byly
vizualizovany pouzitim DAPI. Neurosféry byly pro kvantifikaci rozdéleny do tii skupin
(obr.25) a manualné spocitany. Prvni skupinou byly EGFP negativni neurosféry, dalsi

skupinou byly ¢astecné EGFP pozitivni neurosféry a posledni skupinu tvofily neurosféry,

které byly z vice jak 80% pozitivni.

Obr. 25 — Skupiny neurosfér

(A) EGFP negativni neurosféry.

(B) Caste¢né EGFP pozitivni neurosféry.
(C) Neurosféry z80 — 100% EGFP
pozitivni. Modie DAPI, zelené¢ EGFP.

Z celkového poctu 184 neurosfér zkontrolnich mysi bylo 82,1% neurosfér
EGFP negativni, 16,4% tvofily neurosféry castecné EGFP pozitivni a pouze 1,5% neurosféry
zcela pozitivni (viz graf 1.). Po MCAO doslo k procentudlnimu zvySeni poctu
EGFP pozitivnich neurosfér a to zejména skupiny, kterd je z80 — 100% pozitivni.
Po MCAOQ analyza 280 neurosfér ukazala nasledujici pomér: 67,5% tvotily EGFP negativni
neurosféry, 11,9 % castené EGFP pozitivni neurosféry a 20,6% neurosfér bylo zcela
EGFP pozitivnich.

Z analyzy procentudlniho zastoupeni jednotlivych skupin vyplyva, ze po MCAO vice
EGFP pozitivnich bun¢k SVZ proliferuje a tvoii neuroféry in vitro, a zaroven v prubéhu této

proliferace méné ztraceji EGFP pozitivitu tzn. déle si udrzuji vlastnosti NSCs.
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Graf 1. - Procentualni zastoupeni EGFP pozitivnich
neurosfér po in vitro kultivaci
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5.2.4. Zména velikosti neurosfér po MCAO

Pro zjisténi vlivu MCAO na velikost neurosfér byly pouzity neurosféry z predchoziho
experimentu tj. buiiky izolované ze SVZ proliferovaly po dobu 11 dni v médiu a nasledné
byly zfixovany a obarveny na DAPI. Pfi malém zvétSeni (10x) byly neurosféry nasnimany
konfokalnim mikroskopem (Zeiss) a jejich primér byl zméfen pouzitim nastroje "LSM Image

Browser Tools” (Zeiss, Oberkochen, Germany).

Graf 2. - Velikost neurosfér [pm]
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Ukazalo se, ze neurosféry po MCAO narostly do signifikantné (p = 0.0033) vétsi
velikosti nez u kontroly (viz graf 2.). Primérna velikost kontrolnich neurosfér byla

176,8 £ 11.8 um (n=67), zatimco neurosféry po MCAO narostly do primérné velikosti
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222,1+ 11.5 um (n=97). Velikost neurosfér je ovlivnéna zejména rychlosti proliferace.
Vzhledem k tomu, Ze neurosféry byly po MCAO vétsi, da se predpokladat, ze ve srovnani

S kontrolnimi neurosférami rychleji proliferovaly.

5.3. Imunocytochemicka analyza diferencovanych bunék v
kulture

Neurosféry pochazejici z bun¢k SVZ byly disociovany a pieneseny do proliferacniho
média na skla potazend poly-L-lysinem. Po jednom tydnu byly diferencované bunky
zfixovany a imunocytochemicky analyzovany. Soucasné pouziti dvou protilatek GFAP/NG2
ukazalo, ze EGFP pozitivni buniky nemusi byt vzdy GFAP pozitivni (viz. obr. 26), ale mohou
byt naopak i NG2 pozitivni. Zadné pozorovatelné zmény oproti kontrolnim buitkdim nebyly
zaznamendny. Také pfi pouziti markerd neuronid a jejich prekurzorti: DCX a MAP2 nebyl
viditelny zadny rozdil v porovnani s kontrolni kulturou (obr. 27). Z toho vyplyva,
ze neurosféry z mysi po MCAO a z kontrolnich mysi diferencuji v buiiky stejnych typa
a se srovnatelnou morfologii. Jednoznac¢ny rozdil byl vSak zaznamenam v morfologii EGFP
pozitivnich bunék a bun&k pozitivnich na DCX a MAP2 (obr. 27). Zatimco EGFP" butiky
jsou ploché a velké, tak DCX" a MAP2" buiiky vykazuji neuralni morfologii tj. mala kulata
téla s jednim nebo nékolika dlouhymi vybezky.
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Obr. 26 — Imunocytochemicka charakterizace kultury diferencovanych bunék

Dvojité barveni na GFAP/NG2 dokumentuje tfi typy EGFP* bunék. Prvnim jsou GFAP*/EGFP* burky
(bila Sipka). Oranzova Sipka ukazuje na GFAP/EGFP” buiiky, a NG2"/EGFP" buiiky jsou oznaceny
zlutou Sipkou.
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Obr. 27 — Srovnatelna diferenciace bunék po MCAO

Nové vzniklé neurony pozitivni na DCX (vlevo) a zralej$i neurony znacené protilatkou
proti MAP2 (vpravo) se ve srovnani s kontrolou nelisi svou morfologii. EGFP pozitivni bunky jsou
ve srovnani s DCX" a MAP2" butikami mnohem vétsi a jsou ploché.
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5.4. Vliv ischemie na membranové vlastnosti diferencovanych
bunék

Pomoci metody terc¢ikového zdmku (“patch clamp”), kdy byly proudy snimény z celé
bunky (,,whole-cell“ konfigurace) byl sledovan vliv fokalni ischemie na membranové
vlastnosti bunék, izolovanych ze SVZ. Sledovanim pasivnich (Vy, IR, Cn) a aktivnich
(proudové hustoty napétoveé zavislych proudi) membranovych vlastnosti 1ze urcit, jak se
buniky vyvijeji. Bunky izolované¢ ze SVZ byly méfeny v rozmezi 7 — 10 dni od indukce
diferenciace in vitro. Z kazdé oblasti snimané digitalni kamerou byly namétfeny proudy
ze 4 — 10 bunék. Vysledky mohou byt ovlivnény skutecnosti, ze nékteré bunky (zejména

Buiiky byly rozdéleny do tii skupin podle proudovych charakteristik. Jako pasivni typ
bunék byly oznacovany builky, které vykazovaly symetrické Casové a napétové nezavislé
proudy. Komplexni typ bunck se vyznacoval pfitomnosti vné¢ i dovnitf usmérnénych
draselnych proudd. Bunky s vné usmérnénymi draselnymi proudy a s dovniti usmérnénymi
Na* proudy byly oznacovany jako neuralni. Po ischemii se zménilo pomérové zastoupeni
jednotlivych typt bun€k ve srovnani s kontrolou (graf 3.). Zvysilo se zastoupeni pasivnich
typi bunck z 42,7% na 64,2% a snizilo se zastoupeni neurdlnich typt bunck
2 40,9% na 20,9%. Naproti tomu procentudlni pomér komplexnich bunék ziistava nezménén

(16,4% versus 14,9%).

Graf 3. - Procentualni zastoupeni jednotlivych
elektrofyziologickych typu bunék

B Pasivnityp bunék Komplexnityp bunék  m Neurdlnityp bunék
14,9 %
16,4 %
n=49 n=67
Kontrola Ischemie
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5.4.1. Ovlivnéni membranovych vlastnosti pasivniho typu bunék
po ischemii

Bunky pasivniho typu maji obvykle velké ploché bunécné télo (20 — 30 um) s mnoha
kratkymi vybézky, které jsou siln¢ adherované k poly-L-lysinem potazenym sklickim.
Imunocytochemické barveni prokazalo v pasivnich bunkach ptitomnost GFAP (obr. 28 A)

a ukazalo se, ze GFAP/EGFP buiiky vykazuji pfedevsim pasivni proudy.

Obr. 28 — Charakterizace pasivniho typu bunék

(A) Morfologicka a imunocytochemicka charakterizace pasivnich bunék. Vlevo je snimek z digitalni
kamery v pribéhu méfeni metodou terc¢ikového zamku. Uprostfed buika po oznaceni pomoci
fluorescen¢ni barvy Lucifer Yellow. Napravo stejna bunka po imunocytochemickém barveni
protilatkou proti GFAP (Servené), zeleny kanal je fluorescenéni barva z méfeni (GFP). Zluta barva
znadi prekryv GFAP/GFP. (B) Typické pasivni proudy GFAP* bunék. Tyto buiky vykazuji velmi
nizké amplitudy Kir (vlevo) a Kpr (vpravo) proudd. Rizova barva demonstruje napétové zavislé
K" proudy po odeéteni pasivnich proud.

Ve srovndni s ostatnimi bunéénymi typy nachazeji se v kultufe, maji nejvétsi
membranovou kapacitu, ktera v kontrolnich bunkach dosahovala hodnoty C,,=21,5+ 3,3 pF
a nejvice hyperpolarizovany klidovy membranovy potencial (Vi = -785+ 2,3 mV).

Na druhou stranu maji nejniz$i membranovy odpor (IR = 87,5 + 7,3 MQ; viz tab. 5.).
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Tab. 5. — Elektrofyziologické vlastnosti pasivnich bunék po ischemii

Kontrola Ischemie

Vin[mV] -78,5 -75,2 1,9
IR [MQ] 87,5 7,3 85,0 7,0
CmpF] 21,5 3,3 20,1 2,7
K/Crn [PA/PF] 0.4 0,3 20 0.4
Kor/Cm [PA/PF] 15,0 2,5 10,8 1,7
Ka/Crm [PA/PF] -
Na'/C, [pA/pF] -
N 21 43
pramér S.E.M. [#] pramér S.E.M. [#]

Jejich proudové hustoty napétoveé zavislych dovniti usmérnénych proudid Kir byly

téméf nulové (Kjr/Cm = 0,4 = 0,3 pA/pF), také proudové hustoty vné usmérnénych K* proudi

dosahovaly nizkych hodnot (Kpr/Cy =

15,0 £ 2,5 pA/pF; obr. 28 B). Ischemie neovlivnila

pasivni membranové vlastnosti tohoto bunééného typu (graf 7.; 8.; 9.), pouze Kir proudové

hustoty dosahovaly signifikantné vyssich hodnot (K\gr/Cm=
Tyto vysledky dokumentuji,

2+ 0,4 pAlpF; viz graf 4.).

ze v kultufe diferencovanych bunék pochazejicich

ze SVZ mysi po MCAO, se nachazi vice pasivnich GFAP a GFAP/EGFP pozitivnich bunék,

tj. astrocytti a NSCs (graf 3.). Dale tyto bunky vykazuji vyssi Kig proudy.
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5.4.2. Ovlivnéni membranovych vlastnosti komplexniho typu bunék
po ischemii

Mensi buriky (10 - 20 um v praméru) s jednim nebo s nékolika vybézky vykazovaly

komplexni typ proudd. Imunocytochemické barveni provedené po méfeni téchto bunck

odhalilo, ze tyto bunky byly NG2 a MAP2 pozitivni (obr. 29 A).

Obr. 29 — Charakterizace komplexniho typu bunék

(A) Morfologicka a imunocytochemickd charakterizace komplexnich bungk. Vlevo je snimek
z digitalni kamery v pribéhu mefeni. Uprostfed buiika po oznaceni pomoci fluorescencni barvy.
Napravo stejna buiitka po imunocytochemickém barveni protilatkou proti NG2 (horni fada) a MAP2
(dolni tada), zeleny kanal je fluorescenéni barva pochazejici z méteni (GFP). (B) Typické proudy
komplexnich typt bunék. Vlevo K r, uprostied Kpg a vpravo amplituda K, Rizova barva demonstruje
napé&tové zavislé K* proudy po odeéteni pasivnich proudd.

70



Bunky komplexniho typu mély ve srovnani s pasivnimi bunkami V kultufe
depolarizovanéj$i hodnoty membranového potencialu (Vi = - 68,4 £ 8,3 mV), nizsi
membranovou kapacitu (C, = 17,0 + 3,6 pF ) a vé&si membranovy odpor
(IR = 369,1 £ 118,7 MQ; tab. 6.). Pasivni membranové vlastnosti komplexnich bunék
naméfenych Vv kultuie izolované z kontrolnich zvifat se vyznamné nelisily od komplexnich

bunék z MCAO mysi (graf 7.; 8.; 9.).

Tab. 6. — Elektrofyziologické vlastnosti komplexnich bunék po ischemii

‘ ‘ Kontrola ‘ Ischemie
Vi [MV] -68,4 8,3 -69,4 5,9
IR [MQ] 369,1 118,7 198,6 32,2
Cin[PF] 17,0 3,6 11,0 11
Kir/Cm [PA/PF] 4,5 2,6 4,8 1,4
Kor/Crn [PA/DF] 53,9 14,7 48,2 7,9
Ka/Cm [pA/pF] 49,2 116 38" 2,0
Na'/C., [pA/pF]
n 8 10

prameér S.E.M. [#] prameér S.E.M. [#]

Komplexni buiiky maji viechny tii typy napétové zavislych K* proudt (obr. 29 B).
Proudové hustoty K\r/Cr v kontrolnich bunikach komplexniho typu byly vys$si nez v piipadé
pasivnich bun¢k (Kr/Cn = 4,5 £ 2,6 pA/pF). To samé plati i pro Kpr proudy
(Kor/Cm = 53,9 + 14,7 pA/pF). Navic tyto bunky vykazovaly i rychle se aktivujici
a inaktivujici vné usmérnéné napétové zavislé K proudy (Ka/Cm = 26,2 + 11,6 pA/pF).
U komplexnich bunék vV kultufe zbun€k izolovanych po ischemii byla signifikantné
(p = 0,0494) snizena proudova hustota Ka/Cr = 3,8 + 2,0 pA/pF (graf 5.).

Vlivem ischemie nedochazi ke zméné procentualniho zastoupeni komplexnich bunék
(graf 3.) tj. NG2-glii a neuralnich prekurzort (T APs buiky). Jediné co se u tohoto typu bun¢k

meni, je proudova hustota Ka proudt, jejiz hodnota je signifikantné snizena.
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Graf 5. - Proudové hustoty komplexnich bunék
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5.4.3. Ovlivnéni membranovych vlastnosti neuralniho typu bunék po
ischemii

Bunky neurdlniho typu mély vétSinou mald kulatd téla s primérem 10-15 pum
a s jednim nebo dvéma vybézky. Tyto buiiky byly identifikovany jako NG2, DCX a MAP2
pozitivni (obr. 30 A).

Buniky neuralniho typu naméfené v kultufe izolované zkontrolnich mysi mély
membranovy potencial (Vi = -67,1 = 2,6 mV). Ze vSech typi bun¢k mély nejmensi
membranovou kapacitu (C, = 8,7 £ 0,7 pF) a zaroven nejvétsi membranovy odpor
(IR = 1725,6 + 158,6 MQ; viz tab. 7). Po ischemii byla signifikantné (p = 0,0056) zvysSena
membranova kapacita na C, = 15,1 £ 2,1 pF (graf 8.) a zaroven byl u téchto bunck
signifikantné (p < 0,0001) snizen membranovy odpor na IR = 747,6 + 133,2 MQ (graf 9.).

Buiiky neuralniho typu jiz nevykazovali zddné Kir proudy. Zaroven vsak mély krome
Kpra Ka proudii i Na* proudy (obr. 30 B), které v kontrolnich buiikach dosahovaly hodnoty
Na'/Cn = 4,1 £ 1,9 pA/pF. Ze viech ostatnich bun&nych typti mély nejvyssi Kpr proudy
(Kpr/Cn=91,8 £ 6,9 pA/pF) i Ka proudy (Ka /Cn= 81,8 £ 9,1 pA/pF; viz tab. 7). Vlivem
ischemie doslo v bunkach neuralniho typu k signifikantnimu (p < 0,0001) sniZeni proudové

hustoty Ka proudu na hodnotu Ka /Cn=9.,4 + 3,2 pA/pF (graf 6.).
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Obr. 30 — Charakterizace neuralniho typu bunék

(A) Morfologicka a imunocytochemicka charakterizace komplexnich bunék. Vlevo je snimek
z digitalni kamery v pribéhu méfeni. Uprostted buiika po oznaceni fluorescencni barvou. Napravo
stejna buitka po imunocytochemickém barveni na NG2 (horni fada), DCX (prostfedni fada) a MAP2
(dolni fada). (B) Typické proudy neuralnich typii bungk. Vlevo Kpg, uprostied Ka a vpravo Na'.
Rizova barva demonstruje napétové zavislé K™ proudy po odeéteni pasivnich proudi..
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Tab. 7. — Elektrofyziologické vlastnosti neuralnich bunék po ischemii

Kontrola Ischemie

Vo [MV] -67,1 2,6 -69,3 3,7

IR [MQ] 1725,6 158,5 747,6 133,2
Cum[F] 8,7 0,7 151 2,1
Kir/Cn [PA/pF] B - - -
Kor/Cm [PA/pF] 91,8 6,9 85,3 8,5
Ka/Cum [pA/DF] 88,1 9,1 9.4 3,2
Na'/Cy, [pPA/pF] 4,1 1,9 33 2,3

n 20 14

primér S.E.M. [£] pramér S.E.M. [#]

Ve shrnuti 1ze fici, ze MCAO, model fokalni ischemie ovliviiuje elektrofyziologické
vlastnosti neurdlnich bunék 1 jejich procentualni zastoupeni, které z hodnoty 40,9% klesly na
20,9%. Zarovei se zvysila jejich membranova kapacita tj. velikost bunééného téla. Extrémni
snizeni membranového odporu bylo doprovazeno taktéz extrémnim sniZenim proudovych

hustot Ka proudd, coz naznacuje jejich nizs§i maturaci.

Graf 6. - Proudové hustoty neuralnich bunék
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KDR KA Na

74



Graf 7. - Vm jednotlivych typ bunék [mV ]
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6. Diskuze

6.1. ZvySena neurogeneze a gliogeneze po fokalni ischemii

Fokalni ischemické poskozeni zptisobené MCAO indukuje proliferaci bun¢k a zménu
exprese proteini v SVZ postrannich komor i v oblasti reaktivni glidzy, kterd probiha
na rozhrani poskozené a neposkozené oblasti. Bylo ukazano, ze ischemie v jedné hemisfére
ovliviiuje i v kontralateralni SVZ proliferaci, diferenciaci a migraci (Tzeng and Wu 1999).
Toje ve shod¢ snasimi vysledky, které dokumentuji zvySenou miru neurogeneze v SVZ
postranni komory v kontralateralni hemisfére. ZvySeni neurogeneze se projevilo upregulaci
exprese GFAP, vimentinu, RC2, DCX a nestinu, jak bylo jiz dfive ukdzano v mnoha studiich
(Zhang, Zhang et al. 2004; Zhang, Zhang et al. 2005; Thored, Arvidsson et al. 2006; Zhang,
Zhang et al. 2008).

Ukazali jsme, Ze oblast mozkové kiry, na rozhrani poskozené a neposkozené oblasti,
se vyznaCovala  zejména  markantnim  zvySenim  exprese = GFAP  proteinu
(Pforte, Henrich-Noack et al. 2005), dokumentujici, Ze zde probiha rozsahla reaktivni glidza,
ktera je typicka pro rizna poranéni (Herrmann, Imura et al. 2008; Colangelo, Cirillo et al.
2011). Na rozdil od Nolte a spoluautorti (2001), ktefi 4 dny po poskozeni mozkové kiry
feznou ranou popsali kromé zvyseni exprese GFAP i zvySeni exprese EGFP (Nolte, Matyash
et al. 2001), jsme po MCAO nedetekovali vyznamnou upregulaci EGFP. Tento rozdil mize
byt zplsoben predevsim pouzitim jiného modelu poskozeni. Z naSich vysledkd je ziejmé,
ze reaktivni astrocyty po ischemii proliferuji (zvySena exprese Ki67 v mozkové kure),
ale i dediferenciuji; tj. exprimuji markery radialnich glii: vimentin, RC2 a nestin, jak jiz bylo
ukazano v predchazejici studii (Burns, Murphy et al. 2009). NG2 pozitivni buniky v této
oblasti zménily morfologii zvétSenim bunééného téla a zbytnénim vybezki, coz je typické pro
aktivované proliferujici NG2 glie (Ohta, Iwai et al. 2003; Pivonkova, Benesova et al. 2010).
Kromé¢ toho, také aktivované mikroglie pfispivaji k populaci proliferujicich bunék

detekovanych expresi Ki67 v této oblasti (Anderova, Vorisek et al. 2011).
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6.2. Schopnost neuralnich kmenovych/progenitorovych bunék tvorit
neurosféry

Neurosféry, ziskané z bunék izolovanych ze SVZ, exprimovaly tyto proteiny: nestin,
DCX NG2 a GFAP. Pfitomnost nestinu ve vSech neurosférach dokumentuje, ze obsahuji
bunky, které¢ aktivné proliferuji (Mignone, Kukekov et al. 2004). Marker migrujicich
neuroblastt DCX (Tanaka, Serneo et al. 2004), ktery se nachazel na povrchu neurosfér,
ukazuje na pritomnost bunék sméfujici k neurdlni linii. Exprese NG2 proteoglykanu neni
specifickd pouze pro NG2-glie jak bylo jiz ukazano (Belachew, Chittajallu et al. 2003).
Dromard s kolektivem autord v roce 2007 pozoroval, ze NG2 pozitivni bunky v neurosférach
davaji béhem diferenciace vznik bunkam, které soucasné exprimuji NG2 proteoglykan
a neuralni markery (Dromard, Bartolami et al. 2007). GFAP, marker NSCs, byl exprimovan
ve vSech neurosférach, nicméné jen malé procento neurosfér exprimovalo EGFP. Vlivem
ischemie doslo v neurosférach ziskanych ze SVZ jak ke zvySeni procentualniho zastoupeni
EGFP pozitivnich neurosfér, tak 1 k intenzivnéj$i expresi tohoto proteinu v jednotlivych
neurosférach (viz grafl.). Vzhledem ktomu, ze EGFP pozitivni buiky SVZ jsou
NSCs nebo astrocyty (Nolte, Matyash et al. 2001), lze se domnivat, ze po MCAO vétsi
procento EGFP pozitivnich NSCs/astrocytti tvofi in vitro neurosféry, v kterych si udrzuji
svoje proliferativni vlastnosti. Tuto domnénku potvrzuje i fakt, Ze soucasné doslo k velmi
NSCs v jednotlivych neurosférach.

Z oblasti mozkové kury, at’ jiz z oblasti reaktivni gliézy ¢i z neposkozené kiry, vznikl
in vitro jen maly poc¢et GFAP/EGFP negativnich neurosfér. Vzhledem k tomu, Ze ani z oblasti
reaktivni gliozy nenarostly zZadné EGFP pozitivni neurosféry, da se fici, ze reaktivni astrocyty
tii dny od MCAO nebyly schopny tvorby neurosfér, ackoliv u nich tato schopnost byla
prokazana (Burns, Murphy et al. 2009). Jedinym dal§im bunéénym typem v mozkové kufe,
ktery je schopen tvorby neurosfér jsou NG2-glie (Belachew, Chittajallu et al. 2003).
Pro ovéteni hypotézy, ze se jedna o neurosféry pavodem z NG2-glii, bylo provedeno
imunocytochemické barveni na NG2-proteoglykan, které ukazalo, Ze jsou skute¢né vSechny

neurosféry NG2 pozitivni.
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6.3. Diferencované buiiky jsou z imunocytochemického hlediska shodné

U obou kultur diferencovanych bunék, ziskanych ze SVZ neposkozeného
a ischemického mozku, bylo pozorovano Siroké spektrum markeri: GFAP, NG2, DCX
a MAP2. Z morfologického a imunocytochemického hlediska byly obé kultury
diferencovanych bunék srovnatelné. Pti sou¢asném pouziti dvou protilatek GFAP/NG2, byly
odhaleny riizné skupiny EGFP pozitivnich bunék (obr. 26). Prvni jsou GFAP*/EGFP" buiiky,
které predstavuji klasické NSCs ¢i astrocyty (Nolte, Matyash et al. 2001). Druhou skupinu
tvoii buiiky, které jsou GFAP/EGFP*. Tyto buiiky pravdépodobné maji ve své cytoplazmé
mRNA pro GFAP, nicmén¢ v dasledku nizké hladiny GFAP proteinu se nam nepodatfilo jej
detekovat. Dalsi skupinu tvofi NG2*/EGFP" buiiky. Pravdépodobné se jedna o NG2-glie,
nékteré také prepisuji GFAP do mRNA, jak jiz bylo ukazano dtive (Benesova, Hock et al.
2009). V kultufe je zaroven evidentni, ze mnoho bunék exprimujici GFAP neni EGFP
pozitivni. Nolte a spoluautofi ukazali, Ze je to zpisobeno nahodnou inkorporaci transgenu do

chromozonu (Nolte, Matyash et al. 2001).

6.4. Membranové vlastnosti in vitro diferencovanych bunék po
ischemii
Elektrofyziologicka analyza in vitro diferencovanych bunék izolovanych ze SVZ
postrannich komor, odhalila po 7-10 dnech diferenciace tii bunééné typy. Pasivni, komplexni
a neuralni bunéné typy, které se odlisuji jak morfologii, imunocytochemii, tak
i elektrofyziologickymi vlastnostmi. VSechny 3 typy byly detekovany v kontrolni kultuie

i v kultute bunék po ischemii.

6.4.1. EGFP/GFAP neuralni kmenové buiiky vykazuji zvySené Kr

Pasivni typ buné¢k vykazoval membranové vlastnosti charakteristické pro neurdlni
kmenové bunky, ale i pro astrocyty. Membranové charakteristiky NSCs a jejich podobnost
s astrocyty byly detailné popsany in situ (Liu, Bolteus et al. 2006) i in vitro (Jelitai, Anderova
et al. 2007). Soucasné imunocytochemicka analyza ukazala, ze exprimuji GFAP, tedy typicky
protein pro NSCs v SVZ mysi (lhrie and Alvarez-Buylla 2008) a pro astrocyty (Jessen and

Mirsky 1985). Bunky s pasivnimi membranovymi vlastnostmi jsou tedy zfejmé pravymi
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neuralnimi kmenovymi bunkami, které pretrvavaji v diferencované kultufe ¢ nové
generované astrocyty. Pasivni buiiky po MCAO byly morfologicky i imunocytochemicky
podobné buitkkam z kontrolni kultury, ale zvySilo se zastoupeni téchto bunék
v diferencovanych bunkach (viz graf 3.). Ve srovnani skontrolou se jejich
elektrofyziologické vlastnosti neliSily, az na signifikantné zvySenou proudovou hustotu
Kigr proudi (graf 4.). Bylo popsano, Ze kanal Kir4.l je exprimovan neuralnimi
progenitorovymi buiikami v dospélé SVZ a neni exprimovan v migrujicich neuroblastech
(Yasuda, Bartlett et al. 2008). Je mozné, ze zvysSeni poctu Kir4.1 kanald koreluje s potlaéenim
diferenciace NSCs u bun¢k po ischemii. Na druhé strané, exprese téchto kanali je typicka
pro zralé astrocyty, u kterych se podili na udrzovani negativniho membranového

potencialu a vychytavani K ionté (Olsen, Higashimori et al. 2006).

6.4.2. Pirechodné délici se progenitory vykazuji niz§i Ka proudy

Dalsi typ bunék se da svymi elektrofyziologickymi 1 imunocytochemickymi
vlastnostmi zatradit jako prechodny typ mezi pasivni a neuralni buiky. Tyto bunky byly
po imunocytochemickém barveni NG2 a MAP2 pozitivni. Buniky exprimujici jenom
NG2 proteoglykan a vykazujici komplexni proudy, mohou byt populaci neaktivnich
progenitorii v dospélém mozku. Buffo v roce 2008 ukazal, Ze takovéto buniky nejsou schopny
tvorby neurosfér in vitro a to ani po poskozeni (Buffo, Rite et al. 2008). Na druhou
stranu bunky, které souCasné¢ exprimuji NG2 a neuralni marker pouze v bunééném
téle a vykazuji komplexni proudy, mohou piedstavovat rané stadium bunky sméfujici
k neuralni linii, jakojsou piechodné¢ se dé&lici bunky (TAPs — buiky, C — bufiky)
(Prajerova, Honsa et al. 2010).

Po MCAO byla u komplexnich bun¢k signifikantné snizena proudova hustota Ka
(graf 5.). TAPs — bunky, které vykazuji komplexni proudy, se nékolikrat rozdéli pied tim nez
diferencuji v neuroblast nebo v oligodendrocyt. Vzhledem k tomu, ze se amplituda Ka proudt
zvySuje s pokracujici diferenciaci v neurony, da se ptedpokladat, Ze vlivem ischemie jsou
TAPs — bunky udrzované v proliferativnim stavu, vice V piehledném clanku (Yasuda and
Adams 2010).
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6.4.3. Membranové vlastnosti neruralniho bunééného typu jsou vyznamné ovlivnény

Neuralni bunécny typ se vyznacoval malym bunécnym télem s jednim nebo dvéma
vybézky a byl pozitivni na imunocytochemické barveni pro NG2 proteoglykan, DCX a MAP2
(obr. 30 A). Po méfeni metodou tercikového zdmku vykazovaly tyto buniky vné usmérnéné
K* proudy (Ka, Kpr) a Na* proudy s nizkou proudovou hustotou, bez schopnosti tvorby
akénich potencidla (Jelitai, Anderova et al. 2007; Goffredo, Conti et al. 2008; Leng, Jiang et
al.  2009). Bylo wukazano, ze bunky vykazuji neurdlni proudy a soucasné
exprimujici NG2 proteoglykan s neuralnimi markery, které se vcetné bunéénych tél
nachazi i ve vybé&zcich, pedstavuji populaci neuroblastii ¢i neuroni na zacatku diferenciace
(Jelitai, Anderova et al. 2007).

Buriky tohoto typu tj. neuroblasty (A-buiiky) a nezralé neurony byly nejvice ovlivnéné
ischemii. Jednak byl tento typ vyrazné potlacen (graf 3.) a zdroven byla signifikantné zvySena
kapacita (graf 8.) membrany tj. velikost bunééného téla a extrémné signifikantné sniZen
membranovy odpor IR (graf 9.) a proudova hustota Ka (graf 6.). Neuralni typ bunck
po MCAO je ve srovnani s neurony, které maji vysoké hodnoty IR, proudovych hustot
vné usmérnénych K* proudii a maji Na® proudy (Zhou and Hablitz 1996), v méng

maturovaném stadiu. Ischemie tedy zfejmé potlacuje diferenciaci v pIné funkéni neurony.
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(. Zavéry

e Ukazali jsme, ze fokalni ischemie in vivo, vede ke zvySeni proliferace a neurogeneze

V SVZ postranni komory.

e V oblasti mozkové kiiry dochazi k tvorbé glidlni jizvy, na které se podili astrocyty

a NG2 gliové bunky, v této oblasti dochazi také ke zvyseni proliferace.

o Ukazali jsme, ze v SVZ po ischemickém poskozeni je zvySen pocet NSCs/PCs

schopnych tvofit neurosféry; NSCs/PCs také vykazuji zvySenou prolifera¢ni aktivitu.

® Neurosféry, ziskané z oblasti reaktivni gliozy neobsahuji GFAP/EGFP pozitivni bunky,
coz znamena, ze reaktivni astrocyty v glidlni jizvé nemaji 3 dny po ischemii vlastnosti
NSCs.

e 7 morfologického a imunocytochemického hlediska jsou kultury diferencovanych bunek,

ktereé byly ziskany ze SVZ ischemickych a nepoSkozenych mysi, srovnatelné.

e Na zaklad¢ elektrofyziologickych vlastnosti diferencovanych bunék jsme identifikovali
3 bunécné typy, pasivni, komplexni a neurdlni typ. Po ischemickém poskozeni byl
Vv diferencované kultufe vétsi pocet bunck, které vykazovaly pasivni proudy, zatimco

pocet bunék s neuralnimi proudy byl vyznamné snizen.

e Ischemické poskozeni ovlivnilo predev§Sim aktivni ~membranové vlastnosti
diferencovanych bunék, tj. zvySeni proudovych hustot dovniti usmérnénych napétove
zavislych K* proud (Kir) u pasivnich bunék, a sniZzeni vné usmérnénych rychle se

aktivujicich/inaktivujicich K* proudti (Ka) u neuralnich a komplexnich bungk.

V zavéru muzeme shrnout, ze fokalni ischemie zvySuje schopnost NSCs/PCs
proliferovat a tvorit neurosféry. Ac¢koliv je z imunocytochemického hlediska jejich schopnost
diferenciace Vv neurony po ischemickém posSkozeni srovnatelna s NSCs/PCs, které byly
izolovany z neposkozené SVZ, snizené exprese Ka kanali naznaduji, Zze nové generované

buiiky neurdlniho typu jsou méné zralé.
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