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Abstrakt

Bakalarska praca sa zaoberd ischemickym poSkodenim centralneho nervového
systému (CNS), ktoré je jednou z najéastejSich pri¢in umrtia a invalidity na svete, a jeho
moznym lie¢enim prostrednictvom indukcie neurogenezy. Sklada sa z troch zakladnych ¢asti.
Prva Cast’ je zamerana na popis hlavnych neurogénnych oblasti CNS, teda subventrikularnej
zény a gyru dentatu (GD) hipokampu, ato ako na bunkovej Grovni, tak i na molekularnej
arovni. Druha ¢ast’ je venovana predovsetkym typom ischemického poSkodenia, fokalnej
a globalnej mozgovej ischémii. Samostatnd kapitola v tejto casti prace popisuje zmeny
v neurogenéze a gliogenéze po ischemickom poSkodeni mozgu, a teda zmenu v indukcii
radidlnych gliovych buniek, proliferacii a migrécii neurdlnych progenitorovych buniek
a neuroblastov. V tejto kapitole je tieZ popisana aktivacia astrocytov, mikroglii a NG2
gliovych buniek (nazyvanych tieZz polydendrocyty) po ischemickom poSkodeni CNS.
Poslednd, tretia Cast’ prace, je zamerana na signalne drahy, ktoré vyznamne ovplyviiuja
neurogenézu: Shh (z anglického Sonic hedgehog homolog), Notch aWnt (z anglického
Wingless/Integrated) signdlna draha. Najvicsia pozornost’ je venovana Wnt signalnej dréahe,
ktora je dolezitou stcastou molekularnych mechanizmov prebiehajlcich vo vnatri nervovych

buniek.

Kruacové slova: neurogenéza, gliogenéza, hipokampus, gyrus dentatus, subventrikularna

z0na, ischemické poskodenie, Wnt/B-katenin signalna draha



Abstract

This bachelor thesis is focused on ischemic injury of the central nervous system
(CNS), one of the most frequent causes of death and disability in the world, and its possible
treatment via the induction of neurogenesis. It consists of three different parts. In the first part,
main neurogenic regions of the CNS, the subventricular zone and gyrus dentatus (GD) of the
hippocampus, are described at the cellular, as well as molecular level. The second part is
mainly dedicated to ischemic injury, to the global and focal brain ischemia. A particular
chapter of this part describes changes in neurogenesis and gliogenesis after ischemic injury of
the brain, changes in the induction of radial glial cells, proliferation and migration of neural
progenitor cells and neuroblasts. In this chapter, we also describe the activation of astrocytes,
microglia and NG2 glia (also known as polydendrocytes) after ischemic injury of the CNS.
The last, third part of the bachelor thesis, is focused on signaling pathways, which
significantly influence neurogenesis: Shh (Sonic hedgehog homolog), Notch and Wnt
(Wingles/Integrated) signaling pathways. Special attention is devoted to the Wnt signaling

pathway, which is an essential part of molecular mechanisms in nerve cells.

Keywords: neurogenesis, gliogenesis, hippocampus, gyrus dentatus, subventricular zone,

ischemic injury, Wnt/B-catenin signaling pathway
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Uvod

Ochabnutie, znecitlivenie tvare, ruk, alebo i noh, ¢asto na jednej strane tela, problémy
s rozpravanim, znizena schopnost’ porozumiet’ re¢i iného ¢loveka pri komunikacii, zavraty a
bezvedomie. Tieto, ale i mnohé d’alsie poruchy, su priznakom poSkodenia mozgu, nazyvaného
mozgova ischémia. Prave toto poSkodenie mozgu je jednou z najcastejSich pri¢in tmrtia Tudi
na celom svete. Roéne ma na svedomi viac ako pitnast milionov Gmrtit. Hoci riziko
ischemického poSkodenia stupa s vekom, jeho percentuélne zastlpenie sa zvySuje i u mladych
Pudi. Napriek tomu, Ze Zijeme v dobe technického a medicinskeho pokroku, ani dnes eSte
stale neexistuje G¢inna terapia, ktora by mala za nasledok obnovenie poskodeného nervového

tkaniva.

Ako je to mozné? Pravdepodobne je to dané tym, Ze vel'mi dlhu dobu l'udia zastavali
nazor, Ze centralny nervovy systém (CNS) nema ziadnu schopnost’ regeneracie. Prelomovymi
v tomto smere boli dve prace. Prva bola publikované v roku 1965. Autori Altman a Das v nej
objavili bunkovl proliferaciu v mozgu potkana. Druhd praca priSla aZ o tridsat'tri rokov
neskor, ato v roku 1998. Autorom je Peter S. Errikson a vo svojej praci poukazuje na to, Ze
tvorba novych neurénov je moznd iv l'udskom mozgu. Tieto objavy ovplyvnili do velkej
miery sucasnost, kedy laboratoria po celom svete zameriavaju svoj vyskum na neurdlne
kmeniové bunky a hladanie novych terapeutickych pristupov s hlavnym cielom obnovit

funkciu nervového tkaniva.

Hlavnym ciel'om tejto bakaldrskej prace bolo zhrnut’ doposial’ nadobudnuté poznatky
0 neurogenéze a gliogenéze v CNS. V prvej Casti prace sme sa zamerali na dve oblasti CNS,
gyrus dentatus (GD) hipokampu a subventrikularnu z6nu (SVZ). Ide o oblasti, v ktorych
v dospelosti prebieha proces neurogenézy. Okrem toho bolo dokéazané, Ze po ischemickom
poskodeni mozgu sa prave v tychto dvoch oblastiach zvy3uje tvorba novych neurénov. Dalsia
Cast’ je venovana roznym typom ischemického poskodenia mozgu. Zamerali sme sa v nej
najma na reakcie vybranych bunkovych typov CNS na ischemické poSkodenie. Posledna ¢ast’
popisuje dodlezité signalne drahy, prostrednictvom ktorych je mozné regulovat’ neurogenézu.
Doéraz kladieme predovietkym na molekularny mechanizmus Wnt signalnej drahy a procesy,
ktorymi pravdepodobne ovplyviiuje priecbeh neurogenézy, najmé proliferéciu a diferenciaciu

buniek po ischemickom poSkodeni mozgu.

Prevzaté z: ‘http://mozkova-mrtvice.zdrave.cz/kdyz-se-rekne-mozkova-mrtvice/
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1 Neurogenéza a gliogenéza v dospelom centrdlnom nervovom systéme

Neurogenéza, tvorba novych neuréonov, prebieha v mozgu dospelého ¢loveka najméa
v dvoch neurogénnych oblastiach. Konkrétne v GD hipokampu a v SVZ postrannych komor
predného mozgu (Obr. 1).

LV/ISVZ

Obr. 1: Neurogenéza v mozgu dospelého cicavca. Pomocou $ipok schematicky naznaeny tisek prechadzajuci
cez mozog dospelej mysi; zobrazenie postrannej komory a dve zakladné neurogénne oblasti: subventrikularna
zéna (SVZ), ktora lezi pozdiz postrannej komory (LV; bledosiva farba) a subgranulérna zéna (SGZ) hipokampu.
SVZ obsahuje rozsiahlu siet’ polysialovej adhéznej molekuly (PSA-NCAM) neurdnu, ktord okrajovo savisi
S migraciou neurénov smerujicich do ¢uchového laloku (Cierna linia v postrannej komore) (Doetsch et al.,
2003).

1.1 Hipokampus

Hipokampus je sucastou velkého mozgu. Nachadza sa v strednej ¢asti spankového
laloku. Je stcastou limbického systému. Informacie z limbického systému a mozgovej kory
d’alej smeruje do predného talamu, hypotalamu a d’alsich ¢asti mozgu. Medzi hlavné funkcie
hipokampu patri ucast’ na tvorbe podmienenych reflexov. Okrem toho ma aj schopnost

posttetanickej potencidcie, co je dej ddlezity pre tvorbu pamétovej stopy.
1.1.1 Oblasti hipokampu

StruktGru hipokampu modZeme rozdelit na nickolko zikladnych oblasti: cornu
Ammonis (CA), ktory sa d’alej deli na utvary CA 1-4, subiculum a GD. K hipokampu sa radi
eSte entorindlna kora, parasubiculum a presubiculum. V oblasti GD, dochadza v dospelosti
k neurogenéze (Altman & Das, 1965). Hlavnou funkciou neurogenézy je neustéla tvorba
novych buniek, ktoré st nasledne zaradené do uz fungujuceho CNS (Toni et al., 2008). Vdaka
tomuto procesu dochadza pravdepodobne Kk priebeznému nahradzovaniu odumretych
neurdnov a zvyseniu plasticity dospelého mozgu (van Praag et al., 2002).
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1.1.2 Gyrus dentatus

Nové neurdny vznikaju v dospelom GD v subgranularnej zéne (SGZ), ato nielen
u ¢loveka, ale aj u vSetkych cicavcov (Altman & Das, 1965). Viac ako 250 000 novych
neurénov sa vytvori v GD potkana kazdy mesiac (Cameron & McKay, 2001). Subgranulérna
zbna je lokalizovana medzi vrstvou granularnych buniek (GCL) a hilom hipokampu (Palmer
et al., 2000).

1.1.3 Populéacie astrocytov v subgranularnej zone gyru dentatu

V subgranularnej zone GD moézeme najst dve zakladné populacie astrocytov, ato
radialne a horizontalne astrocyty. Horizontalne astrocyty st spravidla pretiahnuté, zatial’ ¢o
radialne astrocyty maju okruhle, polygonalne alebo triangularne telo. Oba typy astrocytov
obsahuji svetld cytoplazmu, hustt siet’ intermediarnych filamentov, nepravidelné kontary
bunky umiestnené medzi susednymi bunkami, chromatin v granuliach, malé endoplazmaticke
retikulum, Golgiho aparat a mitochondrie tmavsie neZ neurony. Kontakt s inymi astrocytmi je
u oboch typov rovnako sprostredkovany pomocou medzerovitych spojeni ,,gap junctions*
(Peters et al., 1991). Tak, ako po morfologickej stranke mozeme najst spolo¢né iodlisné
znaky u tychto dvoch populacii astrocytov, je to ipo stranke imunocytochemickej (Obr. 2).
Radialne i horizontélne astrocyty exprimuja glialny fibrilarny acidicky protein (GFAP), ktory
je povazovany za marker ,dospelych“ astrocytov (Bignami & Dahl, 1973). Dal$imi
spoloénymi markermi st napriklad vimentin, ktory predstavuje marker neuralnych
kmenovych buniek a ,,nezrelych” astrocytov (Sancho-Tello et al., 1995), transkripény faktor
Mashl (z anglického mammalian achate schute homolog 1) (Johnson et al., 1990), RNA
véazbovy protein Msil (z anglického Musashi 1), taktieZ typicky pre astrocyty (Sakakibara et
al., 1996), a 3-fosfoglyceratdehydrogenaza (3-PGDH) (Yamasaki et al., 2001). Existuju ale
i markery, ktorymi mdzeme tieto dve populacie astrocytov od seba odlisit’. Napriklad nestin,
marker neuroepitelidlnych kmenovych buniek, sa nachadza iba v radialnych astrocytoch
(Lendahl et al., 1990), zatial' ¢o S100B, vapnikovy vézbovy protein, sa nachadza iba
v horizontalnych astrocytoch (Cocchia, 1981). V niektorych horizontalnych astrocytoch je tiez
exprimovana glutamin syntetdza, enzym, ktory meni glutamat na glutamin (Fages et al.,
1988).
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NeuN

Obr. 2: Imunohistochemickd charakteristika subgranularnej zony. A: kombinované imunoznadenie proti
glialnemu fibrilarnemu acidickému proteinu (GFAP, zelend) avimentinu (Cervena). B: oznafena 3-
fosfoglyceratdehydrogendza (3-PGDH; ¢&ervend) a GFAP (zelend), spolo¢né oznadenie astrocytov. C:
kombinované imunoznacenie horizontalnych astrocytov pomocou S100B (zelend) a vimentinu (Cervend)
v suranulérnej zéne (SGZ) a hile. D: imunoznadenie astrocytov SGZ pomocou glutamat syntetazy (GS; ¢ervend).
E: imunoznadenie GFAP (zelend) anestin (Cervend). Horizontalne astrocyty (hA; znacené hrotmi $ipok) st
nestin negativne, zatial ¢o radiadlne astrocyty (rA; znacené celymi Sipkami) st oznafené pomocou GFAP
anestinu. F: imunoznaCenie subgranularnej zony pomocou f-tubulinu IlI. triedy (Tujl; zelend) a GAD65
(Cervena). Polyklonalna protilatka proti B-tubulinu I1l. triedy zna¢i D bunky. G: Prox1(z anglického Prospero
homeobox 1) (modrd) a PSA-NCAM (Eervend). H: imunoznacenie v gyru dentatu pomocou NeuroD (modrd)
a PSA-NCAM (Cervend). |: imunoznadenie v SGZ pomocou TUC-4 (&ervend). J: imunoznadenie rA ahA

pomocou NeunN (Eervend). Skala merania: Sum (snimky A-D) a 10um (snimky F-J) (Seri et al., 2004).
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Obr. 3: Organizéacia a bunkové typy v dospelej subgranularnej zéne. Schéma zobrazuje gyrus dentatus (GD;
oranzova) v mozgu dospelej mySi a typy buniek v subgranularnej zone (SGZ). SGZ astrocyty (B; modra,
GFAP+) s in vivo primarnymi prekurzormi, vd’aka nim vznikaji prechodné prekurzory (D; ZIt4, GFAP-, PSA-
NCAM+), ktoré generuju nové granularne neurdny (G; ¢ervend; GFAP-, PSA-NCAM+) (Doetsch et al., 2003).

Radialne astrocyty sU povaZzované za primarne progenitory. Delia sa pocas vzniku D-
buniek (Obr. 3), ktorych typickym markerom je DCX (z anglického doublecortin)
a polysialova adhézna molekula neurénu (PSA-NCAM) (Obr. 3). D-bunky maju odlidni
Struktaru ako vysSie popisané astrocyty. Ich plazmatickd membrana je hladka, cytoplazmu
maju tmavu, s velkym poctom polyribozomov (maju ich viac ako astrocyty, ale menej ako
granularne neurdny) i mitochondrie maju v porovnani s astrocytmi svetlejSie a menSie (Seri et
al., 2001). Pomocou elektronovej a konfokalnej mikroskopie v kombinéacii s PSA-NCAM
imunocytochémiou boli charakterizované tri zakladné subtypy D-buniek: D1, D2 a D3-bunky
(Obr. 4). Predpoklada sa, Ze tieto tri z&kladné subtypy predstavuju tri odlisné fazy
v dozrievani novych neurénov. D1-bunky su vo vrstve granularnych buniek usporiadané do
zhlukov. Jeden zhluk tvoria dve aZ Styri bunky. Tie sedia v centre, ktoré je tvorené vybezkami
astrocytov. Vdaka tomu dochadza k diferenciacii D-buniek na zrelé granularne neurény.
Jedna D1-bunka sa rozdeli na dve dcérske D2-bunky. AvSak z tychto dvoch D2-buniek
vacsinou len jedna pokracuje vo svojom Vyvoji, a to tak, Ze postupne predlZuje svoje vybezky
dovtedy, kym jeden z vybeZkov nedorastie aZ k priecnemu zosilneniu GCL (Seri et al., 2004).

Okrem vSeobecného popisu tvorby novych neuralnych buniek v GD hipokampu
pomocou D-buniek existuji este d’alsie $tidie, ktoré popisuji dve skupiny Sox2* buniek, tzv.
radialne a neradialne. Predpoklad sa, Ze ide o kmetiové bunky. Transkripény faktor Sox2 (z
anglického (sex determining region Y)-box 2) je vspominanych pracach pouZivany ako

marker kmenovych buniek. Z delenia jednej radidlnej bunky moZze vzniknut jedna neradidlna
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bunka a jeden DCX" prekurzor. Nasledne z neradialnych buniek vznikaji astrocyty, zatial ¢o
z DCX" prekurzorov neurdny. DOlezité viak je, Ze neradidlne Sox2* kmefiové bunky maju
potencidl zmenit’ sa na bunky radidlne, co poukazuje na rovnovahu medzi tymito dvomi typmi
kmenovych buniek a moZzno ina ich dblezitd ulohu v homeostatickej kontrole dospelej

neurogenézy (Suh et al., 2007).

Astrocyty, ktoré oddel'uju D-bunky od hilu, sa nachadzaju v tesnom kontakte s
cievami (Palmer et al., 2000). To mbéze byt vyhodné pre regulaciu migrécie, pripadne jej
zastavenie z GCL alebo pre oddelenie astrocytov od faktorov pritomnych v hile (Seri et al.,
2004).

Obr. 4: Model organizécie subgranuldrnej zoény v koronalnej rovine. A: korondlny rez mozgu,
imunoznadenie, proti glidlnemu fibrilirrnemu acidickému proteinu (GFAP, zelend) a PSA-NCAM (Cervena).
Zhluk D1-buniek (Sipka) v SGZ a D2-buniek (hroty Sipok). B: schéma zobrazujlica organizaciu SGZ. Astrocyty
(rA) stangencidlnymi vybeZzkami na bdze SGZ. Na schéme je vyznacené jadro (Cierna) a cytoplazma (modrd)
astrocytu. Na schéme vyznacené jadro (zelend) a cytoplazma (Eervena) D-bunky. Tieto bunky vytvaraji zhluky,

ktoré su umiestnené v centre tvorenom vybezkami astrocytov. D1-bunky v iom dozrievaju na D2 a D3-bunky;,

ktoré sa usadia v GCL pozdiz starsich granularnych neurénov (Seri et al., 2004).
1.2 Subventrikularna zona

Na lateralnej strane postrannych komor mozgu je umiestnena SVZ. Je to zarodo¢na
vrstva, ktord vznika pocas embryonalneho vyvoja a po Case sa vplyvom zmien dostava do

stavu, v ktorom udrZuje svoje neurogénne vlastnosti az do dospelosti.
1.2.1 Architektdra a kompozicia buniek v dospelej subventrikularnej zéne

Architektdra a kompozicia buniek v dospelej SVZ je dobre charakterizovand na
ultraStrukturalnej drovni (Obr. 5). V SVZ potkana a mysi sa nachadzaju 4 zakladné typy
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buniek: neuroblasty (A-bunky), astrocyty (B-bunky), prechodne sa deliace bunky, tzv. ,transit
amplifying cells* (C-bunky) a ependymalne bunky (E-bunky) (Doetsch et al., 1997).

% A-bunky: migrujuce neuroblasty, migruji ako homotypicka retaz (Doetsch et al.,
2003)

X/
°e

B-bunky: astrocyty, oddel'uju retazce A-buniek od ependymalnej vrstvy a zaroven st

povazované za neuralne kmenové bunky (Mirzadeh et al., 2008)

X/
°

C-bunky: velmi rychlo sa delia a vytvaraju zhluky spojené s ret'azcami A-buniek
(Doetcsh et al., 2003)

X/
°

E-bunky: ependymalne bunky. RozliSujeme E1 a E2-bunky. E1 su multicilidlne
ependymalne bunky, zatial ¢o E2-bunky obsahuju iba 2 cilie. Vo vSeobecnosti
ependymalne bunky vystielajd povrch komodr, avSak existuji rozdiely v ich
priestorovej distribucii. E2-bunky predstavuju menej neZz 5% z celkového poctu
buniek pokryvajucich povrch komér (Mirzadeh et al., 2008)

.-l‘ N\
B [ e n
A
Astrocyt 5GZ Prechodne sa Neuroblast \

deliaca bunka
GFAP Dix2+ DIx2+ \

A
PSA- NCAM+ \
N

Obr. 5: Organizécia atypy buniek v dospelej subventrikularnej zone. Schéma mozgu mysi zobrazuje
subventrikularnu zénu (SVZ; oranzovd), ktora susedi spostrannou komorou (LV) a bunkové typy SVZ.
Multicilidlne ependymalne bunky (E; Sedd) hrani¢iace s postrannou komorou. Siet’ neuroblastov (A; &ervend)
migrujdcich cez glialne tunely vytvorené v SVZ z astrocytov (B; modrd). Prechodne sa deliace bunky, tzv.
Ltransit amplifying cells* (C; zelend). Obcas vy¢nievaju astrocyty SVZ a vytvarajl tak kontakt medzi postrannou
komorou a ependymalnymi bunkami. Tieto astrocyty SVZ maju len jedno cilium. Astrocyty SVZ (GFAP+) su
V tejto oblasti kmeniovymi bunkami (GFAP-, DIx2+, PSA'NCAM+). Pomocou C-buniek generuju neuroblasty
(GFAP-, DIx2+, PSA-NCAM-) (Doetsch et al., 2003).
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1.2.2 Usporiadanie buniek v dospelej subventrikularnej zéne

Astrocyty SVZ (B-bunky) su povaZzované za neuralne kmenové bunky (Doetsch et al.,
1999), ktoré exprimuju GFAP. Morfologicky st nerozoznatel'né od astrocytov nachadzajlcich
sa v inych oblastiach, ktoré sa nezucastiiuji procesu neurogenézy. Tieto bunky sa rozmnozuju
pomaly, nepretrZite (Kaneko & Sawamoto, 2009) a na svojom povrchu exprimujd receptor pre
epidermalny rastovy faktot (EGF) (Pastrana et al., 2009).

Kmenové B-bunky nasledne generuja C-bunky, ktoré rychlo proliferuji (Kaneko &
Sawamoto, 2009). Nedavne vyskumy ukazali, Ze regulatorom proliferacie a diferenciacie
tychto buniek je signal Wnt/B-katenin (Adachi et al., 2007). Beta-katenin signalizacia
podporuje proliferdciu C-buniek, atak zvacSuje i mnozstvo buniek, ¢o nakoniec vedie
k zvySeniu novo generovanych neurdénov v ¢uchovom laloku (OB; olfactory bulb) (Kaneko &
Sawamoto, 2009). C-bunky totiz napomahaji vzniku A-buniek, neuroblastov, ktoré potom
migruju do OB.

Neuroblasty putuji do OB prostrednictvom rostralneho migraéného pradu (RMS)
(Wichterle et al., 1997). Siet neuroblastov je obalend astrocytarnymi vybezkami, ktoré
vytvéraju tzv. glialny tunel (Lois et al., 1996). Tieto astrocyty st tiez schopné spravat’ sa ako
neuralne kmenové bunky (Gritti et al., 2002), ale ich rola v migracii neuroblastov je zatial
neznama. A-bunky sa v RMS pohybujd v smere toku cerebrospinalnej tekutiny. Napoméaha im
k tomu koncentra¢ny gradient Slit-proteinov, ktoré st produkované choroidalnym plexom. Ich
hlavnou Ulohou je navedenie A-buniek do OB (Sawamoto et al., 2006). Napriek tomu, Ze sa
RMS zaéina vyvijat’ uz pred narodenim, ret'azec neuroblastov a glidlne tunely sa objavuju az
v dospelom RMS anie sU pozorované v embryonalnej faze alebo v skorom postnatalnom
veku (Kaneko & Sawamoto, 2009). V OB sa retazce A-buniek odpoja a migruju do jednej
z dvoch vrstiev, a to bud’ do vrstvy granularnych buniek (GCL), alebo glomerularnych (GL)
(Obr. 6). Podrla vrstvy, do ktorej migrovali, sa nésledne diferencuju na jeden z dvoch typov
¢uchovych interneurénov. Neuroblasty, ktoré migruji do GCL, sa premiefaji na granularne
interneurdny, zatial ¢o bunky putujice do GL sa diferencuji na periglomerularne
interneurdny. Granulérne bunky sa neskdr delia na hlboké a povrchové bunky, pricom oba
typy tychto buniek produkuju kalretinin. Na rozdiel od nich periglomerularne bunky vytvaraju
tri populécie buniek, ato bunky, ktoré exprimuju Kkalretinin, ale ikalbindin atyrozin
hydroxylazu. DoélezZité je, Ze uz predtym, neZ neuroblasty opustia SVZ, je urené, na aky typ

¢uchového interneurénu sa budd diferencovat’ (Merkle et al., 2007).
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Obr. 6: Neurogenéza v dospelej subventrikularnej zéne (SVZ). A: SVZ je lokalizovana v postrannej komore

predného mozgu. Nachadzaju sa v nej 4 typy buniek: ependymdlne bunky, alebo E-bunky (fialovd), neurélne

kmetiové bunky, alebo B-bunky (modrd), prechodne sa deliace bunky, alebo C-bunky (zelend) a neuroblasty,

alebo A-bunky (Gervena). RuZzovou farbou st znézornené cievy, s ktorymi s B-bunky v kontakte. B: B-bunky

pri asymetrickom deleni produkuji C-bunky, ktoré proliferuji a tvoria A-bunky. C: Novo generované A-bunky

Vv retazcoch migrujd rostralnym migraénym pradom (RMS) smerom k ¢uchovému laloku (OB). Modro sfarbené

B-bunky sa pri tomto procese obaluju a tvoria glialny tunel. D: Imunohistochemické farbenie RMS; vo vnatri sd

DCX pozitivne A-bunky migrujlce v retazcoch, obklopené GFAP pozitivnymi B-bunkami (mierka je 50 pm). E:

V ¢uchovom laloku A-bunky radialne migrujd a diferencuju sa do granulérnych a periglomerularnych buniek vo

vrstve granularnych buniek (GCL) alebo glomerularnej vrstve (GL) (Kaneko & Sawamoto, 2009).
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1.2.3 Pdvod tvorby novych neuralnych buniek

Zdrojom radialnych glii, ktoré s povaZované za primarne neurdlne progenitory, je
ventrikularna zéna (VZ), ktora sa objavuje uz pocas embryonalneho vyvoja (Peretto et al.,
2005). Radialna glia dokaze exprimovat’ nestin, ¢o je znak spolo¢ny s neuroepitelidlnymi
bunkami. Okrem toho su radidlne glie majoritne sa deliacimi bunkami v skorej kortikalnej
ventrikularnej zone cicavcov (Doetsch et al., 2003). V priebehu embryonalneho vyvoja
produkuju rézne typy buniek (Obr. 7). Produkcia daného typu bunky zavisi prave od oblasti
VZ, z ktorej pochadzaju (Merkle et al., 2007). U SVZ rozliSujeme 2 zakladné oblasti: oblast’
lateralneho gangliového vycnelku aembryonélnej formy koéry (Young et al., 2007).
V postnatalnej diferenciacii radidlnych buniek na B-bunky si astrocyty SVZ ponechavajd

schopnost’ produkcie roznych subpopulacii buniek (Merkle et al, 2007).

Neuroepitelilna Radiilna glia Astrocyt \D

kmetiovia bunka SVZ a SGZ

Obr. 7: Model rodovej linie kmefovych buniek od embryogenézy po dospelost’. Kmenové bunky sa
pravdepodobne skladaju z neuroepitelidlnych kmetiovych buniek, radialnych glii a astrocytov. Z radiélnej glie
(modrd) nevznikd iba neurdn (Cervena), ale sliZi tiez ako podpora pre migréciu. Z astrocytov (modrd)
v subvemtrikularnej zéne (SVZ) a subgranularnej zéne (SGZ) vznikaja prostrednictvom progenitorovych buniek

(zelend) neurdny (Gervena) (Doetsch et al., 2003).
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2 Ischemické poSkodenie centralneho nervového systému

Ischemické poSkodenie mozgu je definované ako neurologicky deficit, ktory
zapri¢ifiuje poruchu cievneho zasobovania mozgového tkaniva. Len v Spojenych Statoch
americkych trpi ro¢ne viac ako 700 000 pacientov prave tymto ochorenim. Uvédza sa, Ze je
tretou najcastejSou pri¢inou smrti v zdpadnom svete, ato hned’ za srdcovymi ochoreniami

a rakovinou (Kissela et al., 2001).
2.1 Typy mozgovej ischémie

RozliSujeme dva typy mozgovej ischémie, a to ischémiu globalnu a fokalnu.
2.1.1 Fokalna ischémia

Fokélna ischémia je spdsobena redukciou alebo zastavenim prietoku krvi mozgovou
artériou. Niekedy byva spdsobena i pretrhnutim mozgovej tepny a naslednym krvacanim do

parenchymu mozgu.

V zvislosti od formy ischemického poranenia vo vSeobecnosti rozliSujeme dva typy
modelov fokalnej mozgovej ischémie, ato trvali a prechodni ischémiu. Vo vSeobecnosti,
fokédlna ischémia ma za nasledok vytvorenie tzv. ischemického jadra, z ktorého sa
degenerativne zmeny Siria dalej aje obklopené oblastou menej posSkodeného tkaniva,

nazyvanou penumbra (Hunter et al, 1995).

NajcastejSie pouzivanym modelom fokalnej ischémie je oklGzia strednej mozgovej
artérie. Prevadza sa pomocou filamentu, ktory sa zavedie do strednej mozgovej artérie, o
spbsobi jej uzavretie. Tento model, vyuZivany pri experimentoch, sa nazyva MCAO (z
anglického middle cerebral artery occlusion). Po uskuto¢neni fokalnej ischémie pomocou
modelu MCAO dochédza k infarktu striatu a pril'ahlej kory temena (Arvidsson et al., 2002).

Existuju vSak i d’alsie postupy, ako sa dd@ MCAO realizovat’:

% Tromboembolicky model: ide o injekciou spdsobené vytvorenie krvnej zrazeniny
(Kudo et al., 1982)

% Model endotelinom indukovanej MCAOQ: vyuziva schopnost’ endotelinu-1 zuzovat’
cievy (Sharkey & Butcher, 1995)

11



Indukcia neurogenézy a gliogenézy po ischemickom poskodeni CNS-uloha Wnt signalnej drahy

R/

% Model fotochemicky indukovanej trombdzy: zakladom tohto modelu su latky, ktoré
pri kontakte so svetlom spdsobujii smrt’ buniek. Medzi tieto latky patri napriklad
bengalska ¢erven (Watson et al., 1985).

2.1.2 Globéalna ischémia

Globéalna ischémia je spdsobend zastavenim srdcovej ¢innosti. K zlyhaniu srdcovej
¢innosti méze dojst’ pri srdcovych arytmidch, hypotenzii, Sokovych stavoch alebo po trazoch
(Smith et al., 1984). Po globalnej ischémii nastdva odumieranie neurénov najmé v troch
zékladnych oblastiach, ktorymi st hipokampus (oblast CAla CA4), striatum a neokortex
(Kirino & Sano, 1984).

V laboratérnych podmienkach je mozné mozgovh ischémiu realizovat dvomi
sposobmi. Prva moznost’ je zastavit’ prietok krvi obomi karotidami a nésledne zniZit' tlak
latkami, ako s pentolamin alebo trimetafan (Smith et al., 1984). Druha moznost’ je zastavit’
prietok krvi v Styroch cievach, ktoré zasobuju mozog. Najprv sa trvalo uzatvoria vertebralne
cievy a po dvadsiatich Styroch hodinach sa na uré¢iti dobu uzavru i karotidy. Niekol’ko dni po
ischémii nastava tzv. oneskorena bunkova smrt, ktora sa vyznacuje odumieranim neurénov
(Kirino & Sano, 1984).

12
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3 Zmeny Vv neurogenéze a v gliogenéze po ischemickom poskodeni mozgu

Niekol'ko hodin po ischemickom poskodeni su v mozgu dospelého cicavca spustené
regeneracné procesy. Ide nie len o zmenu velkosti atvaru gliovych buniek a zvy3enu
proliferaciu neurélnych kmenovych bunick (B-buniek), ale i0zmenu diferencia¢ného

potencialu.

3.1 Zmeny v subgranularnej zéne hipokampu po ischemickom poSkodeni centralneho

nervového systému

Po indukcii MCAO nastane v SGZ hipokampu zvySenie neurogenézy, kde radialne
astrocyty dosahuju najvyssi stupen proliferacie 7 dni po ischemickom poraneni CNS. Spit’, na
svoju pdvodnu hodnotu proliferacie, sa vracaju az po dobe 28 dni (Takasawa et al., 2002).
Vicsina novych buniek, ktoré vznikli po ischemickom poskodeni, zanika hned po vzniku.
Len priblizne 10 aZ 20% z tychto novych buniek prejde v GCL a hile procesom diferenciécie
a stanu sa z nich GFAP pozitivne astrocyty (Komitova et al., 2002).

3.2 Zmeny v subventrikularnej zone postrannych komor po ischemickom poskodeni

centralneho nervového systému

Rovnako ako v hipokampe, tak iv postrannych komordch SVZ je hlavnou zmenou,
ktor4 nastane po indukcii fokalnej ischémie, zvySena proliferdcia a neurogenéza. Zvysena
miera proliferacie buniek pretrvava eSte 4 mesiace po ischemickom poraneni CNS (Thored et
al., 2006).

3.2.1 Proliferacia neuralnych progenitorovych buniek

Po ischemickom poSkodeni mozgu u cicavcov dochadza k zvy3enej proliferécii
gliovych buniek a tieZz k produkcii novych neurénov. Percento proliferujicich buniek a doba
trvania bunkového cyklu st dvomi rozhodujicimi parametrami v cytokinéze neokortikalnej
neurogenézy (Nowakowski et al., 1989). Dizka bunkového cyklu aktivne sa deliacich buniek
SVZ u dospeleho potkana je 18-21 hodin. Tento ¢as zostava relativne konstantny pocas celého
Zivota organizmu (Smith & Luskin, 1998). Mozgové ischémia meni dobu trvania bunkového
cyklu a podiel proliferujucich buniek SVZ, ktoré¢ sa podielaji na indukcii neurogenézy po
ischemickom poskodeni CNS (Zhang et al., 2006). Analyzy rastovej frakcie a faz bunkového
cyklu aktivne proliferujucich buniek SVZ st vykonavané oznac¢enim S-fazy pomocou latky 5-

bromo-2"-deoxyuridin (BrdU) (Nowakowaski et al., 1989). In vivo Stadie odhalili, Ze
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mozgova ischémia znacne zvySuje mnozstvo buniek deliacich sa v SVZ (Obr. 8) a spésobuje
skratenie G1-fazy bunkového cyklu. Zaciatok delenia nastava po dvoch dioch (24% aktivne
proliferujlcich buniek) a maximum je dosiahnuté po uplynuti siedmich dni (31% aktivne
proliferujicich buniek) po ischemickom poskodeni. Strnast dni po mozgovej ischémii sa
urcita Cast’ deliacich sa buniek, ktoré sa rozmnozuji, vrati opat’ na uroven zaznamenanu dva
dni pred poskodenim (24%), tento stav zostava urcitii dobu konstantny (Zhang et al., 2006).
Pocas kortikdlnej neurogenézy je ¢as trvania bunkového cyklu spajany s vyvojom
progenitorovych buniek atieZ s predizenim G1-fazy bunkového cyklu neuroepitelialnych
buniek, spustajiicich neuronalnu diferenciaciu (Huttner & Kosodo, 2005).

Obr. 8: Mobilizacia endogénnych neuralnych kmeriovych buniek v 'udskom mozgu po mozgovej ischémii.
a.) Neuralne kmenové bunky (B-bunky) v subventrikularnej zone dospelého ¢loveka. b.) Proliferacia B-buniek,
ktor4 po ischemickom poSkodeni narastd aumoziuje ¢&iastoént ndhradu buniek v miestach poSkodenia. c.)
Mobilizécia B-buniek za pomoci rastovych a neurotrofnych faktorov, ktoré podporuju proliferaciu, migraciu,
diferenciéciu a prezitie buniek po ischemickom poraneni (Burns et al., 2009).

3.2.2 Proliferacia a migracia neuroblastov

Neuroblasty, A-bunky, migruji v nepoSkodenej SVZ mozgu za pomoci RMS. Po
ischemickom poSkodeni sa vSak smer migracie neuroblastov zmeni, ato tak, Ze sa za¢n
pohybovat’ na miesto, ktoré bolo poSkodené mozgovou ischémiou, tj. neuroblasty za¢nu
migrovat’ Kk striatu a k poskodenej mozgovej kore (Jin et al., 2003). Striatum je pre A-bunky
CastejSim cielom migracie. Na toto miesto su navaddzané vd’aka signdlom, ktoré vysielaju

nervové bunky v poSkodenej oblasti (Thored et al., 2006). Ako uvadza vo svojej préaci Thored
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a spoluautori, medzi faktory, ktoré navadzaju neuroblasty po ischemickom poskodeni, patri
napriklad faktor lo. Tento faktor je vylu¢ovany stromalnymi bunkami (SDF-1a). Vyskumy
ukazali, ze faktor 1a aktivuje chemokinovy receptor CXC4 (Thored et al., 2006). TaktieZ bolo
zistené, Ze faktor SDF-1a produkuju poskodené neurdony a chemokinovy receptor CXC4
najdeme v neuroblastoch SVZ. Avsak z celkového mnoZstva novo vzniknutych neurénov,
ktoré vzniknu v priebehu $iestich tyzdiiov po mozgovej ischémii, prezije iba 0,2% (Arvidsson
et al., 2002).

3.2.3 Indukcia radialnych gliovych buniek

Okrem zvysenia proliferacie progenitorovych buniek, indukuje ischemické poskodenie
i delenie ependymalnych buniek. Ependymalne bunky exprimujd mnoho markerov typickych
pre radialne gliové bunky vratane cdc2 kinazy, ktord fosforyluje vimentin, astrocytarny
glutaméatovy transportér (GLAST) (Shibata et al., 1997) a protein viaZuci lipid (BLBP). Pocas
embryonalneho vyvoja funguju radidlne gliové bunky ako neuralne kmenové bunky. Existuje
viacero $tadii zaoberajucich sa vztahom ependymalnych buniek a radidlnych gliovych
buniek. Niektoré naznacuji, Ze ependymalne bunky st neurdlnymi kmeniovymi bunkami,
d’alsie vSak poukazujii na to, ze ependymalne bunky hrani¢iace s ventrikularnou stenou
nemaju charakteristiku neuralnych kmetovych buniek (Johansson et al., 1999). Je ale mozne,
ze ischemické poskodenie indukuje transforméciu ependymdlnych kmeniovych buniek na

radialne kmenové bunky (Zhang et al., 2008).
3.3 Astrocyty a ich aktivacia po ischemickom poskodeni centralneho nervového systému

Astrocyty su najvacsie a najpocetnejsie bunky zo skupiny neurogliovych buniek, ktoré
sa podiel’ajil na homeostaze mozgu. Po morfologickej stranke sa vyznacuji pocetnymi dlhymi
vybeZzkami, z ktorych niektoré maju eSte rozsirené zakoncenia. V sivej hmote CNS sa
vyskytuju plazmatické astrocyty. Maju objemnu cytoplazmu a pomerne Siroké, vetviace sa
vybeZky, ktoré si vSak kratSie nez u fibrilarnych astrocytov. Od fibrilarnych astrocytov sa
odliduja aj mensim poctom intermediarnych filamentov. Fibrilarne astrocyty sa nachadzaju
najma v bielej hmote CNS. Maju dlhé vybezky s velkym mnozstvom gliovych filamentov.
Astrocyty st spojené pomocou ,,gap junction“ a vd’aka tymto medzerovym spojeniam tvoria
trojrozmernd siet’ buniek, ktorou sa moézu signalne molekuly $irit na pomerne velké
vzdialenosti.  Za  fyziologickych  podmienok  astrocyty  zaistuju  homeostazu
ibnov/neurotransmiterov i pH. Vdaka obsahu glykogénu sluzia ako energeticky zasobovaé

neurénov. Ich vybeZky sa tiez podiel'aju na udrzani hematoencefalickej bariéry.
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Po ischemickom poskodeni CNS sa za¢nu astrocyty z mozgovej kory delit’ a vytvarat
tzv. reaktivne astrocyty (Buffo et al., 2008). Tieto astrocyty su zakladom reaktivnej glidzy. Ide
0 astrocyty, ktoré maju niclen zvdcsené telo avybeZky, ale taktieZz ivo zvySenej miere
exprimuju progenitorové markery ako nestin, vimentin, BLBP a GFAP (Pforte et al., 2005).

Podiel’aju sa na tvorbe glidlnej jazvy, ktora uzatvara miesto poranenia (Rudge & Silver, 1990).
3.4 Mikroglie a ich aktivacia po ischemickom poSkodeni centralneho nervového systému

Mikroglie st bunky mezodermalneho pdvodu. VWyskytuju sa v sivej aj bielej hmote
CNS. Morfologicky ide o malé pretiahnuté bunky s nepravidelnymi vybezkami. Ich jadra su
ovalne, tmavé a uloZené rovnobezne s osou bunky. Tieto bunky vznikajd z kmefiovych buniek
v kostnej dreni a nasledne migruji do mozgu krvnym rie¢iskom skor, nez sa uzavrie
hematoencefalickd bariéra. Mikroglie patria do monocytomakrofagového systému. Ak nastane

poskodenie CNS, prejavi sa ich schopnost’ fagocytovat’.

Po ischemickom poskodeni CNS sa uvol'ni v mieste poranenia vel’ké mnozstvo ATP
z astrocytov, oligodendrocytov a endotelidlnych buniek. Prave ATP je zodpovedné za tzv.
aktivovanie mikroglii (Davalos et al., 2005). Nasledne sa vysoko aktivované mikroglie
priamo presuvaju k poSkodenym imitvym bunkam, ktoré vdaka schopnosti fagocytozy
pohltia (Petersen & Dailey, 2004).

3.5 Polydendrocyty aich reakcia na ischemické poSkodenie centralneho nervového

systému

Polydendrocyty st zname i ako NG2 gliové bunky alebo prekurzory oligodendrocytov.
Ich ndzov je odvodeny od proteoglykanu NG2, ktory exprimuju aje sucastou ich
cytoplazmatickej membrany (Chittajalu et al., 2004). Cely nazov tohto proteinu je NG2
chondroitin sulfat proteoglykén, prvykrat bol charakterizovany na konci 20. storodia
(Stallcup, 1981). Struktirne je tvoreny zvelkej extracelularnej domény a krétkej
cytoplazmatickej Casti (Nishiyama et al., 1991). Polydendrocyty sa podielaju na tvorbe
oligodendrocytov v bielej iv3Sedej hmote (Obr. 9). Okrem toho tvoria subpopulaciu
protoplazmatickych astrocytov, ato v Sedej hmote predného mozgu a v mieche (Zhu et al.,
2008). Otom, ¢i doOjde kdiferenciacii polydendrocytov na oligodendrocyty alebo
protoplazmatické astrocyty, rozhoduje Olig2, transkripény faktor oligodendrocytov. Ak ddjde

k zadrZaniu Olig2 vo vnutri jadra, nastane diferenciacia bunky na oligodendrocyt. Naopak,
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presun z jadra do cytoplazmy spdsobi diferenciaciu polydendrocytu na astrocyt (Zhao et al.,
2009).

Po ischemickom poraneni CNS sa zvySuje proliferacia NG2 gliovych buniek
v ischemickej penumbre, no v ischemickom jadre ich pocet klesa. Najvyssi narast NG2
gliovych buniek nastava medzi 3. a 7. diiom po ischemickom poraneni. Velky pokles poctu
buniek v jadre nastava najma ddsledkom odumierania oligodendrocytov, ktoré su citlivé na
nedostatok kyslika (Ohta et al., 2003).

Oligodendrocyty
¥ Sedej a hiele
hmote CNS

Protoplazmatické
astrocyty v Sedej
hmote CNS

Neur“l'l.n'e Fibrilirne
kmefiové bunly ' astrocyty v bielej
SVZ hmote CNS

Radidlna gliova
bunka

Obr. 9: Hypoteticky vzt’ah pribuznosti réznych linii buniek v centrdlnom nervovom systéme. Schéma
znazoriiujuca povod gliovych buniek . Polydendrocyty sa diferencuju na oligodendrocyty a protoplazmatické
astrocyty. Hribka Sipiek naznaduje relativny prispevok progenitorovej populacie buniek. Sipka tvorena z bodiek
poukazuje na mozny vznik neuronov z polydendrocytov (Nishiyama et al., 2009).
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4 Signélne drahy regulujace neurogenézu po ischemickom poSkodeni centralneho
nervového systému

Medzi zékladné drahy regulujice neurogenézu po mozgovej ischémii patri Notch,
Sonic hedgehog homolog a Wnt/B-katenin signalna draha. Aktivacia tychto signdlnych drah
vedie k zvySeniu proliferécie a diferenciacie endogénnych progenitorovych buniek in vivo.

4.1 Notch signélna draha

Notch receptory su transmembranové proteiny aktivované pomocou Delta a Jagged
ligandov (Gaiano et al., 2000). K exprimovaniu Notch receptorov dochadza v neurénoch,
zatial’ ¢o Notch ligandy (Jagged) sU exprimované v astrocytoch. Prave lokalizacia expresie
receptora a ligandu v inych bunkach, naznacuje vzajomni spolupracu tychto buniek (\Wang et
al., 2009). Po naviazani ligandu na receptor ddjde k uvolneniu Notch intracelularnej domény
(NICD) (zZhang et al., 2008). Aby sa NICD aktivovala, musi byt rozstiepena pomocou
presenilinu-1 a vy-sekretdzy, enzymového komplexu, a translokovana do jadra (Obr. 10).
V jadre sa NICD komplex spaja s C promotorom viazucim faktor 1 (CBF1) a aktivuje
transkripciu faktorov patriacich do génovej rodiny Hes (Gaiano et al., 2000).

Bunka
vysielajica signal

Notch
receptor

Delta a Jagged ligandy

v-seKretiza

Bunka, ktora
prijima signal

Cytoplazma

Hes gény

Obr. 10: Notch signélna draha. Po naviazani ligandov z rodiny Delta a Jagged (z bunky vysielajucej signal)
na Notch receptor (v bunke prijimajdcej signal) je intracelularna Notch doména (NICD) rozstiepena pomocou y-
sekretdzy, enzymového komplexu. Nésledne je NICD translokovana do jadra aspojend sC promdétorom
viazucim faktor 1 (CBF1) a aktivuje d’alSie gény patriace do rodiny Hes génov (Zhang et al., 2008).
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Notch signalna draha pocas vyvoja zaist'uje tvorbu neurdlnych progenitorovych buniek
a podporuje tvorbu astrocytov cez regulaciu bunkového cyklu a interakciu s ciliarnym
neurotrofickym faktorom (Nagao et al., 2007). In vitro Studie odhalili, Ze mozgova ischémia
zvysuje expresiu Notch a Hesl v neurdlnych progenitorovych bunkach SVZ a podporuje
translokéaciu NICD do jadra (Zhang et al., 2008). Je mozné, Ze prave Notch signal zvysuje
expanziu populacie neuralnych progenitorovych buniek po ischemickom poskodeni (Gaiano
et al., 2000). Podstatné vsak je, Ze Notch signalna draha spolu so Sonic hedgehog signalnou
drahou reguluje neuralne kmenové bunky (Androutsellis-Theotokis et al., 2006).

4.2 Sonic hedgehog homolog signalna draha

Sonic hedgehog homolog (Shh) signélna dréha je spolu s epidermélnym rastovym
faktorom (EGF) ddlezitym regulatorom proliferacie neurdlnych kmenovych buniek (Palma et

al., 2005).

Kanonicka Shh signalna draha vyZaduje pre svoju aktivaciu vazbu na receptor, ktorym
je Ptchl (z anglického Patchedl). Inaktivaciou Shh drahy je potlaceny receptor Ptchl
a zaroven ikoreceptor Smo (z anglického Smoothened) (Obr. 11). Naopak, v aktivovanom
stave koreceptor Smo zniZzuje produkciu cyklického adenozin monofosfatu (CAMP)
prostrednictvom inhibi¢ného G proteinu (Goai) (Ogden et al., 2008),tym je inhibovana
i proteinkindza A (PKA), ¢o sposobi, ze sa zastavi fosforylacia transkripéného faktoru Glil
(Huangfu & Anderson, 2006). Glil je transkripény faktor, ktory sa pouziva ako marker
efektorovych buniek Shh signélnej drahy. V dospelom mozgu je jeho produkcia potvrdena
u buniek typu B a C. U B-buniek ma za ulohu udrziavat’ ich neurogénny potencial, zatial’ ¢o u
C-buniek je zodpovedny za zvySenu proliferaciu (Palma et al., 2005). Inaktivacia Shh signalu
zniZi tvorbu neuralnych kmenovych buniek typu B a naopak zvysi proliferéciu buniek typu C
v SVZ (Balordi & Fishell, 2007).

EGF receptor patri do rodiny ERbB tyrozin kinazovych receptorov (ERbB 1-4). Po
naviazani ligandu receptor dimerizuje a jeho intracelularna tyrozin kinazova doména aktivuje
fosforylaciu samotného receptoru, ale iinych intracelularnych proteinov, ktorych uloha je
signalizécia alebo vezikularny transport (Sorkin & Goh, 2008). EGF sa nach&dza v SVZ iba
u buniek typu B a C. Naviazanie EGF na receptor spdsobuje zvy3Senu tvorbu C-buniek v SVZ.
K tomuto procesu vSak dochddza iba v ¢ase pritomnosti EGF pocas prvého tyzdia po
ischemickom poSkodeni. Ak tento stav pretrva, dochadza k inhibicii premeny C-buniek na A-
bunky (Ninomiya et al., 2006).
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1?::.;“\'01'“5' Shh Aktivovany stay

Obr. 11: Shh signdlna dréha. Pokial'’ je Shh (z anglického Sonic hedgehog homolog) signalna dréha
inaktivovand, Ptcl (z anglického Patched 1) potla¢i aktivaciu Smo (z anglického Smoothened), a tym i celu
transdukénl kaskadu. Ak je Shh aktivovand, tak po naviazani Ptcl sa aktivuje Smo a tento komplex reguluje

aktivitu Glil (z anglického glioma-associated oncogene homolog 1) v jadre (Zhang et al., 2008).

Shh signélna dréha sprostredkovava i tvorbu erytropoetinu (EPO) (Wang et al., 2007).
EPO reguluje neurogenézu u mysi ako v nepoSkodenej, tak iv ischemicky poSkodenej SVZ,
ato prostrednictvom EPO receptoru (Shingo et al., 2001). Samotny EPO je produkovany
astrocytmi, zatial' co EPO receptor, na ktory pdsobi, sa nachadza na neuronoch (Liu et al.,
2006). EPO vyrazne zvySuje aktivaciu neurogenézy po ischemickom poskodeni (Wang et al.,
2004). Blokovanie Shh signalnej drahy prostrednictvom cyklopaminu, ktory je Specifickym
inhibitorom Smo, potlaga i zvySenie neurogenézy pomocou EPO (Wang et al., 2007). Uloha
EPO je vSak eSte vyznamnejSia. Uplatiiuje sa totiz pri ochrane CNS pred reaktivnymi
zluCeninami kysliku a vol'nymi radikalmi. Tento dej sa uskuto¢nuje za pomoci metalothionaz
(MTs), ktoré aktivuje EPO v mozgu po ischemickom poskodeni. MTs chrania neurény pred
poSkodenim, po trvalej MCAO. Prave ochranou neurdnov prispievaju MTs k zmen3eniu
objemu ischemickej penumbry v mozgovej kore (Wakida et al., 2007).

Prvykrat sa Shh signédlna draha objavuje v organizme uz pocas ranej embryogenézy.
Konkrétne pri ventralizicii nervovej trubice atvorbe CNS (Ericson et al., 1997). Pocas
neskorej embryogenézy ma ind Ulohu. P6sobi na bunky v SVZ a SGZ. V nich udrZuje tzv.
Ltiché” kmenové bunky v stave, v ktorom mozu produkovat’ iné bunky a zaroven samé seba
(Ahn & Joyner, 2005).
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5 Uloha Wnt signalnej drahy v neurogenéze

Nedavne vyskumy preukézali, Ze Wnt proteiny su hlavné fyziologické regulatory mnohych
aspektov kmetiovych buniek. Ako bolo uz vtexte spomenuté i neurogenéza v dospelom
mozgu je regulovand okrem inych iza pomoci Wnt (z anglického Wingless/Integrated)
signalnej drahy. Wnt signalnu drdhu mézeme kategorizovat do dvoch typov, ato na
kanonicku a nekanonickd dréhu. V dospelej neurogenéze méa vel’ky vyznam najma kanonicka,

teda Wnt/B-katenin signalna dréha.
5.1 Nekanonicka Wnt signalna draha

Nekanonickd Wnt signalna draha méa dve z&kladné vnutrobunkové kaskady, Wnt/PCP
(planar cell polarity) a Wnt/Ca?* signalnu dréhu.

5.1.1 Wnt/PCP signalna draha

V pripade Wnt/PCP signalnej drahy je Wnt protein viazany s Fzd (z anglickeho
Frizzled) receptorom na bunkovom povrchu a spdsobuje aktivaciu malych GTPaz Rho/Rac
alebo kindzy JNK (z anglického Jun N-terminal kinase). Tato aktivicia reguluje génovui
expresiu a naslednu organizaciu cytoskeletu, ktora je kl'a¢ovou morfogenetickou udalostou

pocas vyvoja (Axelrod et al., 1998).
5.1.2 Wnt/Ca?* signalna draha

Aktivacia Wnt/Ca®* signalnej drahy nastava tieZ po naviazani ligandu z rodiny Wnt na
Fzd receptor. Aviak po tomto kroku nasleduje stimuldcia G proteinu a aktivacia fosfolipazy C
(PLC), ¢im sa zvyduje intracelularna koncentracia Ca®* i6nov azniZuje sa mnoZstvo
cyklického guanozin monofosfatu (cGMP). ZvySenim koncentracie vapnikovych ionov
v cytoplazme sa aktivuje proteinkinaza C (PKC) akalmodulin dependentnd kinaza |l
(CaMKII). PKC a CaMKII maja schopnost stimulovat rdzne transkripéné faktory, ako
napriklad NF-AT (z anglického nuclear factor of activated T-cells) (Kuhl et al., 2000).

5.1.3 Neurogenéza v dospelom hipokampe a nekanonicka Wnt signalna draha

Je mozZné, Ze neurogenéza, ktord prebieha v dospelom hipokampe, je regulovana
i prostrednictvom nekanonickej Wnt signalnej dréhy. Konkrétne ide o regulaciu sprévnej
polarizicie a migracie novych neurénov v dospelom mozgu. NavySe v kultivovanych

hipokampélnych neurénoch dokaze Whnt-5a ligand aktivovat’ nekanonicki Wnt signalnu
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kaskadu, ktord hra vyznamna udlohu v Struktire a funkcii synapsii. Wnt5-a indukuje
recyklaciu funkéného GABAAa receptoru (z anglického y-aminobutyric acid type A)
nachadzajuceho sa na hipokampalnych neurénoch, a to prostrednictvom aktivacie CaMKII, ¢o
umoziiuje naslednd moduléciu inhibicie synapsii (Varela-Nallar & Inestrosa, 2013).

5.2 Kanonickd Wnt signalna draha

Kanonickd Whnt signalna drédha vyuZiva k prenosu signalnu p-katenin, preto byva ¢asto

oznacovana i ako Wnt/B-katenin signlna dréha.
5.2.1 Funkcia a reguldcia f-kateninu

Beta-katenin ma v bunke mnoho rozmanitych funkcii. Podiel’a sa napriklad na tvorbe
adherentnych spojov medzi bunkami, zakotvuje aktinové vldkna v cytoskelete, aktivuje
rodinu transkripénych faktorov TCF (z anglického T-cell factor)/LEF (z anglického lymphoid
enhancer factor) a zucastiiuje sa na zosilneni a separacii centrozomov. Vo vel’kom mnoZstve
sa B-katenin nachadza v cytoplazmatickej membrane, avSak najdeme ho iv cytoplazme
a v jadre, kde je prisne regulovany (Valenta et al., 2012).

V cytoplazme je [-katenin regulovany prostrednictvom fosforylacie deStrukénym
komplexom, ktory je zloZeny z kinaz GSK3a (glycogen synthase kinase 3a) alebo GSK3p (z
anglického glycogen synthase kinase 3p), a dvomi, tzv. ,,scaffold” proteinmi AXIN a APC (z
anglického adenomatous polyposis coli). Fosforylacia p-kateninu kinazou GSK3p je signalom
pre jeho ubiquitinaciu a nasledni degradaciu proteazOmom v cytoplazme. Pri aktivovanej
kanonickej Wnt signélnej drahe je kindza GSK3p inhibovana, a B-katenin nie je degradovany
(Liu et al., 2002)

5.2.2 Molekularny mechanizmus kanonickej Wnt signélnej drahy

Pri absencii Wnt signalu sa vytvara v cytoplazme tzv. destrukény komplex (Obr. 12).
Sklad4 sa z proteinu AXIN, APC, kinazy GSK3p a kazein kindzy 1 (CK1). Jeho Ulohou je
fosforylacia B-kateninu, ktory sa nachadza volne v cytoplazme (lkeda et al., 1998).
Fosforylovany B-katenin vytvara vézbu s proteinom B-TrCP (z anglického pg-transducing
repeat-containing protein), ktory je jednym z komponentov E3 ubiquitin ligazového
komplexu. Ten katalyzuje ubiquitinaciu -kateninu. Po tomto kroku je B-katenin v cytoplazme
degradovany proteazomom (Liu et al., 2002). Pocas absencie PB-kateninu sa v jadre tvori
komplex Groucho/TLE (z anglického transducin-like enhancer 1), ktory potlaca transkripéné
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faktory TCF/LEF, ¢o ma za nasledok inhibiciu expresie cielovych Wnt génov (Zhang et al.,
2011).

Za pritomnosti Wnt proteinov nastava aktivacia Wnt signalnej drahy, a to naviazanim
ligandu na Fzd receptor (Obr. 12). Po naviazani Wnt ligandu na receptor Fzd a koreceptor
LRP (z anglického lipoprotein receptor-related protein) nastavaju dve vyznamné interakcie:

1.) Receptor Fzd interaguje s proteinom Dvl (z anglického Dishevelled protein) (Wong et
al., 2003).

2.) Na koreceptor LRP sa naviaze AXIN (Tamai et al., 2004).

Vdazba Axinu a Dvl je délezita, pretoze vd’aka nej nedochadza k vytvoreniu destrukéného
komplexu ak degradacii p-kateninu proteazémom. Nastdva teda hromadenie B-kateninu
v cytoplazme, ¢o umoZni jeho translokaciu do jadra. Av jadre p-katenin spolu
s transkripénymi faktormi TCF/LEF pdsobi ako aktivator transkripcie cielovych génov Wnt
signalnej drdhy (Tamai et al., 2004).
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Obr. 12: Kanonickd Wnt signalna dréha. A: Podas absencie Wnt proteinu nastiva tvorba degrada¢ného
komplexu pozostavajliceho z proteinu Axinu, APC (z anglického adenomatous polyposis coli), serin/treonin
kindzy GSK3p (z anglického glycogen synthase kinase 3f), a kazein kindzy 1 (CK1; z anglického casein kinase
1), ktory udrZzuje nizku hladinu f-kateninu. GSK3p fosforyluje molekulu B-kateninu. Nasledne B-TrCP (z
anglického p-Transducing repeat-containing protein) degraduje B-katenin, a jeho degradacia je dokoncena za
pomoci proteazému. Nedostatok f-Kateninu v jadre spdsobi prostrednictvom vzniknutého Gr komplexu (z
anglického Groucho complex), potlacenie transkripénych faktorov TCF (z anglického T-cell factor)/LEF (z

anglického lymphoid enhancer factor) a tym i inhibiciu cielovych génov Wnt signalizacie. B: Ak je Wnt protein
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pritomny, wvytvori vazbu sFzd (z anglického Frizzled) receptorom, ktory je tvoreny siedmimi
transmembranovymi doménami a tiez i s koreceptorom LRP (z anglického lipoprotein receptor-related protein).
Fzd receptor interaguje s cytoplazmatickym proteinom Dvl (z anglického Dishevelled protein). Aktivovany Dvl
protein vedie k inhibicii GSK3p. Inhibicia GSK3f ma za nasledok nahromadenie stabilizovaného B-kateninu
v cytoplazme a jeho néslednu translokéciu do jadra. V jadre interaguje p-katenin s TCF/LEF, ¢im sa formuje
transkripény komplex veduaci k aktivacii cielovych génov Wnt signalizacie, ktoré sa zGcastitujii na bunkovej

proliferécii alebo bunkovej smrti (Zhang et al., 2011).

Wnt signalna draha moZze byt inhibovana prostrednictvom sekre¢ného proteinu Dkk (z
anglického Dickkopf) ato po jeho naviazani na koreceptor LRP5/6. Daliim vyznamnym
inhibitorom tejto drahy je protein ICAT (z anglického Inhibitor of p-catenin and TCF4), ktory
zabranuje tvorebe komplexu p-katenin a TCF4 v jadre (Tago et al., 2004).

5.2.3 Neurogenéza v dospelom hipokampe a kanonicka Wnt signalna draha

Je zndme, Ze nové neurony sa tvoria neustale z neuralnych kmetniovych buniek, napriek
tomu ale molekuladrny mechanizmus regulacie dospelej neurogenézy stéle nie je jasny. Mnoho
rozliénych $tudii odhalilo, Ze do neurogenézy v GD dospelého hipokampu je zapojend Wnt
signalna dréaha.

« Protein Wnt-3

Pouzitie hybridiz&cie odhalilo, Ze protein Wnt-3 je exprimovany v tesnej blizkosti SGZ,
teda oblasti hipokampu, kde nastava proliferacia a diferencidcia progenitorovych buniek na
granulérne neurény. Wnt-3 je v dospelej SGZ exprimovany astrocytmi. Jeho Ulohou je
stimulacia aktivacie Wnt/B-katenin signéalnej dréhy v progenitoroch dospelého hipokampu.
Okrem toho indukuje Wnt-3 i diferenciaciu tychto progenitorovych buniek na neurény.
Regulacia neurogenézy v dospelom mozgu prostrednictvom Wnt signalnej drahy bola
preukdzana aj vin vivo Stadiach (Lie et al., 2005). Ako uvadza vo svojej praci Lie
a spoluautori, inhibicia drahy by mala za nésledok zniZenie proliferacie neuralnych
kmenovych buniek a celkovej neurogenézy, zatial Co jej aktivacia by naopak zvySovala
neurogenézu v SGZ.

% Génovy promotor NeuroD1

NeuroD1 je proneuralny transkripény faktor, so zékladnou Strukturou ,,helix-loop-
helix“. lde o esencialny transkripény faktor pre vyvoj CNS, konkrétne pre tvorbu

granulédrnych buniek v hipokampe a mozo¢ku. Kuwabara a spoluautori vo svojej préaci
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poukazuju na to, Ze potencidlny molekularny mechanizmus regulacie neurogenézy
v dospelom hipokampe, prostrednictvom Whnt signalnej drahy, je pravdepodobne spojeny
prave s transkriptnou aktivaciou faktoru NeuroDI1, na ktorom je zavisla aktivicia Wnt/B-
katenin signalnej drahy. Génovy promotor NeuroD1 pokryva DNA vézbové miesta pre Sox2
ale 1 TCF/LEF transkrip¢né faktory. Pocas vyvoja CNS protein Sox zabranuje neurogenéze
a neprirodzena expresia tohto proteinu ma za nasledok smrt’ proneuralnych buniek. Preto ak
aktivacia tohto génu vyvolad aktivaciu kanonickej Wnt signalnej drahy, nastane zaroven
i odstranenie Sox represie z jeho promotora (Kuwabara et al., 2009). Aktivacia tychto génov

teda nepriamo zahfna aktivaciu kanonickej Wnt signalnej drahy.
% Protein Prox1

Daliim cielovym génom, ktory mdze byt podstatny pre neurogénny uéinok Wnt/p-
katenin signalnej drahy je Prox1 (z anglického prospero-related homeobox 1 gene). Prox1 je
exprimovany v novo vzniknutych ivdospelych granularnych bunkach hipokampu.
V minulosti bolo dokazané, Ze Proxl je dblezity pre vyvoj SoSovky, lymfatickych ciev a
v diferenciacii interneurénov miechy. Nedavno vsak bolo preukadzané, Ze Proxl je dblezity
i pri vzniku hipokampalnych granularnych buniek. Konkrétne pre ich spravnu diferenciaciu
a prezitie novych buniek. Treba vSak zdoraznit, ze neslizZi k udrZiavaniu granularnych buniek

po ich Uplnom dozreti (Karalay et al., 2011).
% Promotorova oblast’ L1

L1s (z anglického long interspersed element-1) su retrotranspozény, bohato sa
vyskytujlce v gendme cicavcov, ktory tvoria az z 20%. Odhaduje sa, ze P'udsky genom je
zloZzeny priemerne z 80 aZz 100 retrotranspozonovych elementov, al10% znich je
klasifikovanych ako ,,vysoko aktivne®. Pre porovnanie, gendbm mysi pozostava z 3000 L1s
(Muotri et al., 2005). Muotri a spoluautori vo svojej praci d’alej uvadzaji, Zze promdtorova
oblast’ L1 retrotranspozonov, ktora je aktivovana poc¢as neurogenézy, obsahuje tieZz dvojité
vazbové miesto pre Sox2 a TCF/LEF. Preto je mozné, Ze aktivacia Wnt signalnej drahy moze
sposobit’ zvySenie expresie génov leziacich v blizkosti L1 lokusov, ktoré si dblezité pri

neurogenéze, ako napriklad DCX (Muotri et al., 2005).

Siroka rodina Wnt proteinov bola identifikovand urdéznych druhov Zivo&ichov

a ukdzalo sa, Ze uvacsiny hraju tieto proteiny vyznamnd Glohu pri bunkovej signalizacii
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(Axelrod et al., 1998). U cicavcov bolo zatial' identifikovanych priblizne 19 typov Wnt
ligandov a 10 typov Fzd receptorov (Varela-Nallar & Inestrosa, 2013).

Bolo tiez dokazané, ze expresia Fzd receptorov pocas postnatalneho vyvoja je odlisna.
K vysokej expresii dochadza v dospelosti ale i v ranom postnatalnom vyvoji. V kultivovanych
hipokampalnych neurénoch je distribicia Fzd receptorov vel'mi Specifickd, vzhl'adom na to,
Ze niektoré z nich s lokalizované v synaptickych regionoch ainé v mladych neurénoch
(Varela-Nallar et al., 2012).

Whnt ligandy m6zu regulovat’ rdzne stupne neurogenézy a su zakladom pre Specificky
uc¢inok kanonickej i nekanonickej Wnt signalnej drahy. Prikladom sa ligandy Wnt-5a a Wnt-
3a, ktoré maju odlisny G¢inok v neuralnych prekurzorovych bunkédch kultivovanych
z postnatéalnej SVZ (Pino et al., 2011).

Prave dvojita regulacia Wnt ligandov v tomto neurogénnom regiéne je zodpovedna za
$pecificku expresiu Wnt ligandov poéas tvorby a dozrievania interneurénov SVZ. Ci nastava
rovnaka regulacia i po¢as neurogenézy v SGZ zatial’ nie je zname. V hipokampe v3etky kroky
neurogenézy prebiehaju v GD, kde sa nachadzaji kmetiové bunky i nové neurdny v réznom
stupni svojho vyvoja a v tesnej blizkosti (Obr. 13). Z tohto dovodu i vSetky regula¢né faktory
neurogenézy by sa mali nachadzat’ v GD (Varela-Nallar & Inestrosa, 2013).

Astrocyt (B bunka) Zreli neurén

"Transit amplifving cell”
(C bunka) 3
Neuroblast

" (A bunka)

Fzd recepton Wat ligandy

M ano R ) &
”MEL L'} «M m e
Obr. 13: Regulacia neurogenézy v hipokampe pomocou Specifickych Wnt receptorov. Schematicka
ilustracia neurogenézy v subgranularnej zone. Kmenové a progenitorové bunky, nezrelé neurény a zrelé neurény
sl neustéle pritomné v gyre dentatu. V hipokampe mézu byt’ v tychto bunkéch indukované rozmanité signalne

kaskady, ktoré reguluji rozliéné $tadia neurogenézy interakciou so Specifickymi receptormi (Varela-Nallar &
Inestrosa, 2013).
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6 Zaver

Do roku 2030 sa mnoZzstvo jednotlivcov postihnutych mozgovou ischémiou po
Sestdesiatom piatom roku zivota pravdepodobne zdvojndsobi. NavySe sa predpoklada
zdvojnasobenie rizika ischémie v kazdej dekade zivota po dosiahnuti pit'desiateho piateho
roku (Burns et al., 2009). Prave preto nabera stale viac na vaznosti pokrok v prevencii

a lieeni tohto ochorenia.

Existuje moznost zniZenia rizika mozgovej ischémie ato znizenim rizikovych
faktorov, medzi ktoré patria: nedostatocne lieend alebo nelieCend arterialna hypertenzia,
diabetes mellitus, fibrilacia predsieni srdca, fajéenie, zla Zivotosprava, nadmerna konzumacia

alkoholu, nedostatok pohybu a nadmerny stres.

Stredom z&ujmu regenerativnej mediciny je objavenie uc¢innej terapie mozgovej
ischémie, ktora doposial’ neexistuje. Velkou nadejou su kmeniové bunky. Su to bunky
s vel'kou schopnostou proliferacie a diferenciacie. Nachddzaju sa v dospelom mozgu a su

schopné vytvarat’ bunkové typy zacinajic od astrocytov, cez polydendrocyty az po neurény.

Proces neurogenézy je regulovany mnohymi signdlnymi dradhami. V stéasnosti je v
tvorbe novych neur6nov Vv dospelom hipokampe zdoraznovana najmid dolezitost Wnt
signalnej drahy. Kanonicka Wnt/B-katenin signalna draha je vel'mi vyznamna predovsetkym
pre udrZiavanie a obnovu kmenovych buniek, ich proliferaciu a diferenciaciu. Wnt ligandy
patria v SGZ medzi signalne molekuly, ktoré dokazu regulovat vyvoj neurogenézy.
Dynamicka reguldcia neurogenézy prostrednictvom Wnt signalnej drdhy by mohla byt
podstatnd predovsetkym pre zlepSenie fyzickej i psychickej kondicie Tudi postihnutych
ischemickym poskodenim.

Prevzaté z: 2http://www.zdravie.sk/choroba/27284/cievna-mozgova-prihoda-mozgova-porazka
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