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Anotace

NG2 glie predstavuji spolu s astrocyty, oligodendrocyty a mikrogliemi jeden z typt gliovych
bunék centralni nervové soustavy. Tyto buiky jsou znamé svou schopnosti diferencovat a
vykazuji zvySenou proliferaci pii reakci na akutni ischemické poranéni. Cilem této prace bylo
analyzovat diferencia¢ni potencial NG2 glii a funkci kanonické Wnt signalni drahy v gliogenezi
a neurogenezi, a to jak za fyziologickych podminek, tak v prubéhu ischemického poskozeni
tkan¢ a jeji nasledné regenerace. Experimenty byly provadény in vitro na buiikach izolovanych
z transgennich mysich kment s tamoxifenem indukovanou rekombinaci, ktera zpusobila
expresi Cerveného fluorescencéniho proteinu specificky v NG2 gliich. Pracovali jsme
s kontrolnim mysim kmenem (Cspg4-CreER"2-Rosa26-tdTomato) a kmenem s inhibovanou
Wnt signalni drahou (Cspg4-CreERT?-Rosa26-tdTomato-Tcf7I27). Jako model lokalni
mozkové ischemie byla pouzita okluze sttedni mozkové tepny (MCAO, middle cerebral artery
occlusion). Tti anebo sedm dni po MCAO byla provedena izolace NG2 bun¢k z mozkové kiry
mysi. Pro méfeni elektrofyziologickych vlastnosti bun€k a urceni jejich typu byla pouzita
metoda ter¢ikového zamku (patch clamp). Vysledky experiment naznacuji, ze NG2 glie se
v reakci na mozkovou ischemii po 7 dnech od operace zacnou diferencovat v neuronalni
prekurzory. Inhibice Wnt signalni drahy vede za fyziologickych podminek k diferenciaci
V astrocyty a po mozkové ischemii vede k celkovému snizeni diferenciace NG2 glii.
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Annotation

NG2 glia together with oligodendrocytes, astrocytes and microglia represent glial cells of the
central nervous system. These cells are known for their differentiation potential and increased
proliferation rate in response to acute ischemic injury. The aim of this thesis was to analyse the
differentiation potential of NG2 glia and the role of the canonical Wnt signalling pathway in
physiological conditions and in regeneration after ischemic injury. Experiments were
performed in vitro on cortical cells isolated from transgenic mouse strains with tamoxifen-
induced recombination that triggered the expression of red fluorescent protein specifically in
NG2 glia. Two different mouse strains were used — the control mouse strain (Cspg4-CreER™2-
Rosa26-tdTomato) and the mouse strain with inhibited Wnt signalling pathway (Cspg4-
CreER2-Rosa26-tdTomato-Tcf7127). To induce ischemia, the middle cerebral artery occlusion
(MCAOQO) model was used. Cells were isolated from the cortex three or seven days after MCAO.
Changes in the differentiation potential and electrophysiological properties of NG2 glia were
measured using the patch clamp technique. The results indicate that NG2 glia differentiate to
neuron-like cells after ischemia. The inhibition of the Wnt signalling pathway under
physiological conditions leads to differentiation to astrocytes, and after ischemic injury it
lowers the overall differentiation of NG2 glia.
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1 SEZNAM ZKRATEK

AldhlL1 - Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member L1

AMPA — a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid, a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolpropionova kyselina

APC — adenomatous polyposis coli

ATP — adenosintrifosfat

Axin — axis inhibition protein 1

BBB — blood-brain barrier, hematoencefalicka bariéra

[3-cat — betakatenin

B-Trcp — Beta-transducin repeats-containing proteins

CaMKII — calmodulin-dependent protein kinase 1, kalmodulin dependentni kinaza I1
CDCA42 — cell division control protein 42

CK1 - casein kinase 1, kasein kinaza 1

Cm — membréanova kapacitance

CNS — centralni nervovy systém

CO: — oxid uhlicity

Com — buiika s komplexnim proudovym charakterem

CSPG4 — chondroitin sulfate proteoglycan 4, chondroitin sulfat proteoglykan 4
CT — bunky izolované z mysi s nemanipulovanou Wnt signalni drahou

CTRL — buiiky izolované z neoperovanych mysi

D3 — bunky izolované z mysi 3 dny po MCAO

D7 — bunky izolované z mysi 7 dni po MCAO

DAAML1 — dishevelled-associated activator of morphogenesis 1

DAG — diacylglycerol

DAPI - 4,6-diamidin-2-fenylindol



DCX — doublecortin

DISCL1 — disrupted in schizophrenia

Dkk1 — Dickkopf-related protein 1

DMEM/F-12 - Dulbecco's modified Eagle medium/nutrient mixture F-12,
DNA — deoxyribonukleova kyselina

Dsh — dishevelled

EGFP — enhanced green fluorescent protein, vylepsena forma zeleného fluorescenéniho
proteinu

EGTA - ehylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N, N, N, N'- tetraacetic acid
EMX1 — empty spiracles homeobox 1

FBS — fetal bovine serum, fetalni bovinni sérum

FCS — fetal calf serum, fetalni teleci sérum

Fz — Frizzled

GABA — Gamma-aminobutyric acid, kyselina y-aminomaselna

GFAP — glial fibrillary acidic protein, glialni fibrilarni acidicky protein
GSK-3p — glycogen synthase kinase 3

GTP — guanosintrifosfat

HEPES - 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid

IgG — imunoglobulin G

IP3 — inositoltrifosfat

IR — input resistance, vstupni odpor

JNK — ¢c-Jun N-terminal kinase

Ka — draselné kanaly A typu

Kca — vapnikem aktivované draselné kanaly/proudy

Kbr — ven usmérnéné draselné kanaly/proudy

Kir — dovnitf usmérnéné draselné kanaly/proudy
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LEF1 — lymphoid enhancer-binding factor 1

LRP — low-density lipoprotein receptor-related protein

LTP — long term potentiation, dlouhodoba potenciace

MAP2 — microtubule-associated protein 2, protein asociovany s mikrotubuly
MCAO — middle cerebral artery occlusion, okluze stfedni mozkové artérie
MCT1 — monocarboxylate transporter 1, monokarboxylatovy transportér 1
MMP — matrix metalloproteinase, matrix metaloproteinaza

N — pocet mefenych subjekta

NeuN — neuronal specific nuclear protein

NFAT — nuclear factor of activated T-cells

NG2 — nerve/glial antigen 2

NLK — nemo-like kinase

NMDA — N-methyl-D-aspartate

NMDG-CL — N-methyl-D-glucamine chloride

NPB — neuralni progenitorové bunky

Olig2 — oligodendrocyte transcription factor 2

OPC - oligodendrocyte precursor cell, prekurzorova buika pro oligodendrocyty
Out — burika s ven usmeérnénym proudovym charakterem

Pas — burika s pasivnim proudovym charakterem

Pax6 — paired box protein 6

PB — phosphate buffer, fosfatovy pufr

PBS — phosphate buffered saline

PCP — plannar cell polarity pathway

PDGFoR — a receptor of platelet-derived growth factor, a receptor ristového faktoru
odvozeného od krevnich desti¢ek
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PDGFBR — p receptor of platelet-derived growth factor, B receptor ristového faktoru
odvozeného od krevnich desticek

PKC — proteinkinaza C

PNS — periferni nervovy systém

PPL — poly-L-lysin

PSA — penicilin-streptomycin-amphotericin B roztok

ROCK - rho-associated protein kinase

ROR?2 — receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2

ROS - reactive oxygen species, reaktivni kyslikové radikaly
Ryk — receptor-like tyrosine kinase

S.E.M. —standard error of the mean, standardni chyba priméru
SFRP3 — secreted frizzled-related protein 3

Tam — tamoxifen

TAK1 — Transforming growth factor f§ activated kinase

TCF — T cell-specific transcription factor

tdTOMATO - ¢erveny fluorescenéni protein

TNFo — tumour necrosis factor o

Vwm — klidovy membranovy potencial

WHO — World Health Organization, Svétova zdravotnicka organizace

Wnt — Wingless/Int
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2 UvoD

Cévni mozkova piihoda patii mezi nejvyznamnéj$i onemocnéni v rozvinutych zemich.
Kazdoro&né postihne v Ceské republice néco malo pies &tyficet tisic lidi, z toho piibliznd
dvanact tisic lidi této nemoci podlehne a dalSich dvanact tisic lidi si nese dozivotni nasledky
(CMP, 2015).

Mnoho védeckych studii se dnes soustfedi na mechanismy pribéhu a 1é¢by mozkové
ischemie na molekularni a bunécné urovni. Prevazna vétsina téchto praci se ale zabyva buitkami
neuronalniho typu. V posledni dobé se zacala intenzivnéji zkoumat i role gliovych bunék pfi
mozkove ischemii, jelikoZ tyto buiiky maji v centralni nervové soustaveé (CNS) velmi dilezitou
ulohu, at’ uz za fyziologickych ¢i patofyziologickych podminek.

Cilem této prace bylo analyzovat diferencia¢ni potencial Nerve/glial antigen 2 (NG2) glii
a funkci kanonické Wingless/Int (Wnt) signalni drahy v gliogenezi a neurogenezi, a to jak za
fyziologickych podminek, tak v pribehu ischemického poskozeni tkdné a jeji nasledné
regenerace.

NG2 glie predstavuji jeden ze Ctyi zdkladnich typt gliovych bunék CNS. Nachazeji se
Vv Sedé¢ 1 bilé mozkové hmot¢ a maji charakteristickou rozvétvenou morfologii. Tyto buriky jsou
znamé svou diferenciacni aktivitou, kdy slouzi jako prekurzory pro oligodendrocyty, astrocyty
nebo neurony. Také vykazuji zvySenou proliferaci pii reakci na akutni ischemické poranéni
CNS nebo pti demyelinizaci.

Wnt signalni draha je vyznamnou drahou v mezibunétné komunikaci, ktera ovliviiuje
mnoho procesu zejména béhem embryonalniho vyvoje. Svou tlohu ma ale také i v dospélém
mozku, a to zejména v proliferaci neurondlnich prekurzorl, tvorbé neurogennich oblasti a
programované bunééné smrti (apoptdze). Bylo prokazano, ze NG2 glie jsou touto drahou
ovlivnény také, ale vliv této signalni drahy na jejich diferenciaci, at uz za fyziologickych
podminek nebo po ischemickém poskozeni mozkové tkané, neni piesné znam.

2.1 Gliové bunky

Gliové burnky jsou neexcitovatelné buiky nervové soustavy. Poprvé byly objeveny
Vv devatenactém stoleti skupinou neurobiologli zahrnujici Rudolfa Virchowa, Santiaga Ramona
y Cajala a Pia del Rio-Hortegu. V té dob¢ byly gliové buitky povazovany za jakési ,,lepidlo*
mezi nervy. Podle tohoto oznaceni dostaly také sviij nazev (z anglického vyrazu glue pro lepidlo
— glial cells) (Jékel et Dimou, 2017).

Dnes uzZ je znamo, Ze gliové buiky hraji mnoho dtlezitych roli. Napiiklad podporuji a
vyZivuji neurony, pomahaji udrzet stabilni prostiedi a zaji§t'uji imunitni ochranu. Gliové buiky
muzeme rozdélit na gliové bunikky CNS a periferni nervové soustavy (PNS). V PNS jsou
hlavnim bunéénym typem Schwannovy buiiky. Gliové butiky CNS poté miizeme rozdélit podle
pavodu na mikroglie, které jsou mezodermalniho piivodu a maji funkci v imunitni obrané, a
dale na makroglie, které jsou ektodermalniho pivodu a mezi néz patii astrocyty,
oligodendrocyty a NG2 glie (Nichols, 2013).
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2.1.1 Astrocyty

Astrocyty jsou nejpocetnéjSim typem gliovych bun¢k v CNS a svym poctem vyrazné pievysuji
i pocet neurontl. Na rozdil od neurond jsou astrocyty elektricky nevzrusivé.

Oznaceni pro astrocyty pochazi z latinskych slov astra — hvézda a cyte — buiika. Astrocyty
jsou ale morfologicky a funkéné velmi riznorodou skupinou a jen nékteré z nich maji onen
typicky hvézdicovity tvar (Sovrea et Bosca, 2013).

Historicky se astrocyty rozdéluji do dvou hlavnich skupin. Protoplazmatické astrocyty
muizeme najit v Sedé hmot¢ mozkové. Tyto bunky maji mnoho kratkych (okolo 50 um), husté
vétvenych vybézkl orientovanych do vSech smérti. Pomoci téchto vybézku je zprosttedkovan
kontakt sneurony a synapsemi. Vybézky protoplazmatickych astrocyti také pronikaji
k mozkovym cévam a pokryvaji téméi celou vaskularni soustavu CNS (obrazek 1) (Vasile et
al., 2017).

Druhym typem astrocyttl jsou vlaknité astrocyty, které maji vybézky delsi (okolo 300 pum)
a méné rozvetvené nez protoplazmatické astrocyty. Vyskytuji se pfevazné v bilé hmot¢ (Tabata,
2015).

Astrocyt_e
Capillary endfeet

Obrazek 1 — Interakce astrocytu s neurony, synapsi a krevni cévou (pfevzato z Demetrius et al., 2014).

Astrocyty jsou typické expresi intermedidlnich filament v cytoplazmé, které tvofti glidlni
fibrilarni acidicky protein (GFAP — glial fibrillary acidic protein) a vimentin (Panickar et
Norenberg, 2005). Glialni fibrilarni acidicky protein se pouziva jako specificky marker pro
identifikaci astrocytl. Zaroven je to také jeden z nejvice syntetizovanych proteini v mozku.
Tento protein je ale typicky pfevazné pro vlaknité astrocyty. Proto se pro identifikaci veskerych
astrocytti v CNS pouziva protein kodovany Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member L1
(Aldh1L1) genem, ktery exprimuji vSechny astrocyty a zaroven je pro né specificky (Cahoy et
al., 2008).

Astrocyty zaujimaji v mozku mnoho riznorodych funkci. Tou nejzndmé;si je jejich funkce
ve vyzivovani a ochrané neuroni. Vybézky astrocytll souvisle obaluji cévy v CNS, z kterych
cerpaji ziviny, odvadi pry¢ metabolity, fidi lokalni priitok krve a zajistuji ochrannou bariéru
mezi krevnim fecistém a prostfedim mozku (hematoencefalicka bariéra, BBB — blood-brain-
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barrier). Astrocyty z krve prijimaji glukozu, kterou nasledné ukladaji ve formé glykogenu. Pfi
zvySené synaptické aktivité¢ neuront pak astrocyty syntetizuji laktat, ktery transportuji do
neuront (Magistretti, 2009).

Astrocyty se dale vyznamné podileji na udrzovani stalého vnitfniho prostiedi
(homeostazy) v CNS. Mezi jejich nejdilezitéjsi ulohu patfi vychytdvani excitacni
aminokyseliny glutamatu ze synaptické §térbiny, ¢imz brani excitoxicité. Glutamat je poté
Vv astrocytech pfeménény na glutamin a transportovan zpét do neurontl, kde se glutamin mtze
pfeménit zpatky na glutamat nebo na y-aminomaselnou kyselinu (y-aminobutyric acid, GABA)
(Shoushoe et al., 2014).

Astrocyty také kontroluji a ovliviiuji pH extracelularni tekutiny CNS. Tyto bunky maji
aktivni karbonickou anhydrazu (carbonic anhydrase), ktera katalyzuje pfeménu
hydrogenuhli¢itanového aniontu na oxid uhli¢ity a vodu a jeji zp&tnou reakci (Kimelberg et al.,
1982). Na udrzovani stalého pH se také dale podileji i pro astrocyty specifické Na*/H*, CI
/HCO3 a Na*/HCOs" transportéry (Kaila et Ransom, 1998; Kimelberg et Nedergaard, 2010).

Dalsi funkci astrocytd je pufrovani K* iontl z extracelularniho prostoru pii depolarizaci
neurontl. Astrocyty vychytavaji pomoci dovnitt usmérnénych draslikovych kanala
(K* inwardly rectifying, Kir) nadbyte¢ny draslik z extracelularniho prostoru, a poté ho pomoci
vodivych spoju (gap junctions) transportuji do okolnich astrocyti, u kterych je
Vv extracelularnim prostoru nizsi koncentrace K* iontt (Bellot-Saez et al., 2017).

Astrocyty také pomahaji odstranovat kyslikové radikaly, které v CNS vznikaji diky vysoké
metabolické aktivité. Tyto builkky obsahuji velké mnozstvi glutathion peroxidazy a jinych
antioxidacnich enzymii, které se mimo jiné podileji také na regeneraci mozkové tkané po jejim
poskozeni (Aschner, 2000).

2.1.2 Oligodendrocyty

Oligodendrocyty jsou dalSim typem makroglii v CNS. Tyto buiiky maji drobné télo a pomérné
maly pocet vybézku (proto oligodendrocyty). Jejich hlavni funkci je tvorba myelinu kolem
axonu v CNS — oligodendrocyty vysilaji vybézky, které obali axony v nékolika vrstvach. Jeden
oligodendrocyt miize svymi vybézky myelinizovat velké mnozstvi axonu (Bradl et Lassman,
2010).

Mpyelinizace je klicovy proces pro rychlé vedeni nervového vzruchu. Myelin vytvaii na
axonech tzv. myelinové pochvy, které jsou oddélené¢ nemyelinizovanymi Segmenty
nazyvanymi Ranvierovy zafezy. Ak¢ni potencidl je veden tzv. skokem mezi jednotlivymi
Ranvierovymi zafezy a rychlost vedeni vzruchu je tak az stonasobné zvySena (Snaidero et
Simons, 2014).

Axony jsou Vv kontaktu s extracelularnimi zdroji energie pouze v Ranvierovych zatrezech.
Oligodendrocyty je proto metabolicky podporuji a skrze monokarboxylatové transportéry 1
(monocarboxylate transporter 1, MCT1) do axonu transportuji laktat, aby byly pokryté jejich
vysoké energetické naroky. Bylo zjisténo, ze dysfunkce téchto transportéri muze vést k
neurodegeneraci (Lee et al., 2012).
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2.1.3 Mikroglie

Mikroglie jsou zndmé predevSim svou funkeci V imunitni obrané¢ CNS. Tyto bunky maji
mezodermalni piivod a vyvinuly se z améboidnich mezenchymalnich bungk, které osidlily
mozek béhem embryonalniho vyvoje (Cuadros et Navascués, 1998).

V zavislosti na morfologickych vlastnostech a aktivité rozliSujeme nékolik typi mikroglii
—mladé améboidni mikroglie se Sirokymi pseudopodiemi, klidové mikroglie s dlouhymi bohat¢
vétvenymi vybézky, aktivované mikroglie s kratkymi vybézky a pleomorfni reaktivni mikroglie
funk¢né shodné s makrofagy (Davis et al., 1994).

Po aktivaci mikroglii infekei nebo poranénim tyto bunky proliferuji, migruji mozkovym
parenchymem a fagocytuji poSkozenou tkéan. Mikroglie také produkuji mnoho raznych
cytokinti a chemokinti a maji tak regula¢ni funkci (Wake et Fields, 2011).

Tyto buiiky hraji ditlezitou roli béhem vyvoje, kdy jsou zodpovédné za programovanou
bunécnou smrt neuront. Je totiz dilezité odstranit nékteré bunky, aby mohlo dojit k vytvotfeni
téch spravnych neuronalnich spojeni (Marin-Teva et al., 2011). Navic také vytvaieji rizné
neurotrofické faktory, které mohou podporovat rust nebo diferenciaci neuront (Ferrini et De
Koninck, 2013).

Mikroglie mohou byt také v kontaktu se synapsemi a hraji dalezitou roli v procesu
eliminace nékterych nepotiebnych synapsi u mladého organismu — tzv. synaptickém
proiezavani, které umoznuje v mladém véku velkou mozkovou plasticitu (Paolliceli et al.,
2011).

2.1.4 NG2 glie

NG2 glie jsou nové objevenym typem gliovych bunék CNS, které se nachazeji v Sedé i bilé
mozkové hmoté€ a tvoii dohromady 5-10 % buné€k mozku. Jsou typické expresi specifického
NG2 antigenu — chondroitin sulfat proteoglykanu 4 (CSPG4) a slouzi jako prekurzory pro jiné
bunééné typy CNS (Nishiyama et al., 2009).

Prvni zminka o NG2 gliich pochazi z roku 1981 (Stallcup), kdy byly na my$im modelu
identifikovany bunky, které postradaly specificky marker jak pro astrocyty, tak pro
oligodendrocyty. Na zéklad¢ jejich riznorodé morfologie jsou NG2 glie nékdy nazyvany
polydendrocyty a na zakladé jejich schopnosti diferencovat se v oligodendrocyty pak OPC
(oligodendrocyte precursor cells).

NG2 glie maji odliSnou morfologii v bilé a Sedé hmoté mozkové. V bilé hmoté¢ maji
podlouhla téla a dendrity soubézné s axony a v Sed¢ hmoté€ maji mnoho dlouhych dendritt
rozpinajicich se do vSech stran (obrazek 2) (Dimou et Gallo, 2015).

Tyto buiiky také méni svou morfologii pti poSkozeni mozkové tkané. Nejprve se jejich télo
zvetsi a vybeézky zbytni, a poté, po pfiblizné sedmi dnech, jsou jejich vyb&zky velmi kratké a
bunky vytvofi tzv. gliovou jizvu. Pivodni morfologie se jim obnovuje az necelé dva mésice po
poskozeni (Levine, 1994).
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Obrazek 2 — Odlisna morfologie NG2 glii v $edé hmoté (a) a v bilé hmot¢ (b). Délka méfitka je 10 um (pievzato
z Eugenin-von Bernardi et Dimou, 2016).

Béhem embryonalniho vyvoje mozku se NG2 glie objevuji v nékolika vlnach. Prvni NG2
glie slouzici jako prekurzory pro oligodendrocyty se objevuji v mozkové kife mySi Sestnacty
embryonalni den. Tyto bunky pochazi z medialni gangliové eminence ventralni oblasti mozku.
Prvni populacni vina béhem embryogeneze poté vymizi. Druha vina NG2 glii vznika v lateralni
a kaudalni gangliové eminenci. Poté, po osmnactém embryonalnim dni ptichézi tfeti vina NG2
bun€k vznikajici v samotném kortexu z EMX1 (empty spiracles homeobox 1, protein, ktery
slouzi jako dulezity transkripcni faktor pii vyvoji mozku, fidi pozici, diferenciaci a proliferaci
bunék) pozitivnich bunék (Kessaris et al., 2006).

V postnatalnim stavu NG2 glie vznikaji pfevazné v subventrikularni zoné (Menn et al.,
2006).

Pro identifikaci NG2 glii mizeme pouzit NG2 proteoglykan, ktery ma mnoho rtznych
funkci. Hraje roli v buné¢né proliferaci, migraci, reorganizaci cytoskeletu a komunikaci S
neurony (Yadavilli et al., 2016). Tento protein se ale vyskytuje i v kardiomyocytech, hladké
svaloviné cév a v pericytech (Ozerdem et al., 2001).

Dalsi moznosti identifikace NG2 glii je pouziti a receptoru rustového faktoru odvozeného
od krevnich desticek (a receptor of platelet-derived growth factor, PDGFoR). Timto zptisobem
identifikace miizeme NG2 glie odlisit od pericyti, které exprimuji pouze B receptor ristového
faktoru odvozeného od krevnich destiCek (B receptor of platelet-derived growth factor,
PDGFpR) (Hart et al., 1989).

NG2 glie maji na svém povrchu mnoho riiznych iontovych kandli a receptorii pro
neurotransmitery, jejichz aktivace ovliviiuje aktivitu bunky.

Klidovy membranovy potencial (Vm) NG2 glii se 1isi v bilé a Sedé hmot& mozkové. V bilé
hmoté se pohybuje kolem -70 mV (Chittajallu et al., 2004), zatimco v §edé hmot¢ je mezi -70
a -90 mV (Gallo et al., 2008; Clarke et al., 2012). Membranovy potencial je ale ovlivnény
sodnymi a dovnitf usmérnénymi draslikovymi kanaly, neni tak vzdy stejny (Djukic et al., 2007;
Xie et al., 2007).

Membranova kapacitance (Cwm) Se pohybuje v rozmezi piiblizné od 20 do 40 pF. Vstupni
odpor NG2 glii se pohybuje v rozmezi ptiblizné od 190 do 870 MQ (Dimou et Gallo, 2015).

NG2 glie maji tzv. napétové ovladané sodné, draselné a vapanté kanaly, které zpisobuji
dynamicky charakter jejich elektrickych vlastnosti. Kvili témto kanaliim jsou schopné vytvaret
akeni potencial ve zrakové kure (Ge et al., 2009). V mozku v oblasti corpus callosum v rané
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fazi vyvoje se u nékterych NG2 glii také prokazala schopnost vytvaret akéni potencialy, ale
vysoka prahova hodnota (-22 mV) a nizka amplituda (mensi nez 0 mV) neodpovida definici
ak¢éniho potencialu (De Biase et al., 2010).

V membrané téchto bunék se také nachdzi mnoho raznych typti K* kanald, jako napiiklad
ven usmérnéné draselné kanaly (Kpr), Kir, draselné kanaly typu A (Ka) a vapnikem aktivované
draselné kanaly (Kca). Dale maji NG2 glie rizné druhy vapnikovych kanald, jako napf.
vapnikovy kanal L typu, ktery ovliviiuje migraci a diferenciaci smérem k oligodendrocytiim
(Zhang et al., 2014).

NG2 glie vytvareji synapse s neurony, které mohou byt jak excita¢ni, tak inhibi¢ni. Jako
neurotransmiter nejcastéji slouzi bud’ glutamat nebo GABA. NG2 glie také maji receptory pro
jiné neurotransmitery, jako napiiklad acetylcholin nebo puriny. Stimulace NG2 glii timto
zptisobem ma mnoho riznych disledkt. Reguluje jejich proliferaci, migraci, diferenciaci a
reakce pii poranéni mozkové tkané (Dimou et Gallo, 2015).

2.2 Diferencia¢ni potencial NG2 glii

NG2 glie jsou znamé predevSim svou diferenciacni aktivitou. Pfedstavuji az 75 % vSech
proliferujicich bunék v mozkové kute, hipokampu a corpus callosum (Dawson et al., 2003).

NG2 glie jsou schopné samy sebe obnovovat a dale je znama jejich diferencia¢ni aktivita
smérem k oligodendrocytiim, astrocytim a neurontm (obrazek 3).

Premyelinating Myelinating
Oligodendrocyte Oligodendrocyte
*

NG2-glia

Obrazek 3 — Diferenciacni potencial NG2 glii. NG2 glie jsou buniky centralni nervové soustavy znamé svoji
diferenciacni aktivitou. Jsou schopné¢ samoobnovy a dale slouzi jako prekurzory pro oligodendrocyty béhem
vyvoje i v dospélém mozku, pro astrocyty pouze béhem vyvoje a nékteré studie ukazuji také jejich moznou
diferenciaci v neurony (pfevzato z Eugenin-von Bernhardi et Dimou, 2016).
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2.2.1 Diferenciace v oligodendrocyty

NG2 glie jsou uz od svého objevu spojovany s diferenciaci v oligodendrocyty. Prvni prace,
ktera toto prokazala, byla prace Raffa, Nobla a Millera (1983). Bylo zjisténo, ze pokud jsou
NG2 glie kultivovany ve fetalnim telecim séru (fetal calf serum, FCS), davaji vznik astrocytim
druhého typu. V neptitomnosti séra se ale buniky diferencovaly v oligodendrocyty.

Dalsim ditkazem pro to, ze NG2 glie mohou vytvaret oligodendrocyty, byl objev, Ze
PDGFoR receptory kolokalizuji s markery nezralych oligodendrocyti O4 a Gps (Ellison et
Vellis, 1994). Také bylo nasledné prokazano, Ze po izolaci PDGFoR pozitivnich bunék a jejich
in vitro kultivaci tyto bunky diferencuji pravé v oligodendrocyty (Hall et al., 1996).

NG2 glie také exprimuji Olig2 transkripéni faktor, ktery je nezbytny pro vyvoj
oligodendrocytového prekurzoru ve zraly oligodendrocyt (Ligon et al., 2006).

Schopnost NG2 glii vytvaret oligodendrocyty byla také prokazana in vivo tzv. fate-
mapping experimenty (sledujici osud jednotlivych bunék), kdy byly pouzity dvojité mutantni
mySi, které mély vloZzeny gen pro Cre rekombinazu pod kontrolou promotoru pro NG2
proteoglykan, a po plsobeni Cre rekombindzy u téchto mysi dochazelo k expresi vylepSené
formy zeleného fluorescenc¢niho proteinu (enhanced green fluorecent protein, EGFP). Tento
fluorescen¢ni protein pak byl piitomny jak v NG2 gliich, tak v bunkach s typickou
oligodendrocytovou morfologii, které byly zaroven pozitivni na oligodendrocytovy marker
APC (adenomatous polyposis coli) (Zhu et al., 2008).

Schopnost NG2 glii vytvaret oligodendrocyty se projevuje béhem embryonalniho vyvoje
I v dospélosti, ale je prokazané, Ze s vékem tato schopnost klesa (Lasiene et al., 2009;
Psachoulia et al., 2009).

NG2 glie vytvarteji oligodendrocyty také v reakci na demyelinizaci. Je mozné pozorovat
velky nartst poctu téchto bunék a zvysSeni jejich proliferace v misté poskozeni. Po dvou tydnech
se pocet NG2 glii snizi, coz znaci, ze se tyto bunky diferenciuji v oligodendrocyty a podileji se
tak na obnové myelinizace (Keirstead et al., 1998).

Na vzniku oligodendrocytt se ale nepodili jen NG2 glie. Oligodendrocyty mtizou vznikat
také z tzv. neuralnich progenitorovych bunék (NPB). Myelinové pochvy, které vytvaieji tyto
bunky, jsou silng€js$i neZ pochvy oligodendrocytit odvozenych od NG2 glii. Tyto buiiky se lisi
pfevazné v zastoupeni na riznych mistech CNS. Vznik oligodendrocyti z NPB pievazuje
v oblasti corpus callosum, v ostatnich oblastech vznikaji oligodendrocyty ptevazné z NG2 glii
(Xing et al., 2014).

2.2.2 Diferenciace v astrocyty

NG2 glie béhem vyvoje nemusi striktn€é diferencovat v oligodendrocyty. Tyto buniky mohou
vytvaiet také astrocyty. V experimentech provadénych in vitro pii kultivaci bunék v FCS
davaly vznik astrocytim druhého typu (Raff et al., 1983).

Béhem embryonalniho vyvoje mozku bylo prokazano, ze az 40 % protoplazmatickych
astrocytl v Sedé hmot¢ ventralni ¢asti predniho mozku pochazi z NG2 glii (Zhu et al., 2008).

Studie, které se ale zamé&fily na zjiSténi zastoupeni astrocytd vzniklych z NG2 glii
v dospélosti (Olig2-CreER a Pdgfra-CreER fate mapping), pozorovaly extrémné maly pocet
(cca 1-5 %) astrocytit vzniklych z NG2 glii, coz znaci, ze NG2 glie diferencuji v astrocyty
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pfevazné béhem prenatalniho vyvoje a v prvnim tydnu po narozeni (Dimou et al., 2008;
Tripathi et al., 2010; Huang et al., 2014).

Dtivodem, pro¢ NG2 glie po narozeni ztraceji schopnost vytvaret astrocyty, mize byt
kontaktni inhibice — mechanismus zpuasobujici snizeni produkce astrocytu pii jejich zvySené
hustoté (Nakatsuji et Miller, 2001).

Béhem embryondlniho vyvoje NG2 glie exprimuji Olig2 transkripcni faktor, ktery vede
k diferenciaci v oligodendrocyty. Inhibice tohoto genu vedla béhem embryonalniho vyvoje a
béhem prvnich par dni po narozeni k diferenciaci NG2 glii v astrocyty v mozkové ktife, ale ne
ve ventralni casti predniho mozku a Vv prodlouzené miSe. Dale také zpusobila Ubytek
oligodendrocytl a vaznou hypomyelinizaci (Zhu et al., 2012).

2.2.3 Diferenciace v neurony

V soucasnosti velmi diskutovanym tématem je, zda jsou NG2 glie schopné diferencovat v
neurony. Bylo totiz prokazéano, ze tyto bunky vytvari synapse s neurony a dokdzi tvofit také
slabé ak¢ni potencialy (De Biase et al., 2010).

In vitro experimenty vétSinou diferenciaci NG2 glii v neurony potvrdily. Po izolaci téchto
bunék ze subkortikdlni bilé hmoty lidského mozku byla pozorovana jejich diferenciace v
neurony (Nunes et al., 2003). Jina prace prokazala, ze NG2 glie in vitro mohou diferencovat
v NeuN (neuronal specific nuclear protein) pozitivni neurony schopné vytvaret regulérni ak¢ni
potencialy (Belachew et al., 2003). Na druhou stranu v nékterych studiich NG2 glie
nediferencovaly v neurony ani v médiu podporujicim neurogenezi (Zhu et al., 2008).

In vivo experimenty ukazaly jesté daleko rozporuplnéjsi vysledky. Pii vyzkumu vyskytu
NG2 glii v subventrikularni zon¢€, ktera je znama neurogenezi, se ukazalo, ze NG2 glie jsou
V této oblasti zastoupeny jen malo, 1i§i se od tamnich neurogennich bunck a skoro viibec
neproliferuji (Komitova et al., 2009).

Vysledky fate-mapping experimentii s vyuzitim transgennich mysi se také velmi lisi.
V mnoha studiich se zadna spojitost mezi NG2 gliemi a neurony nena$la (Kang et al., 2010;
Zhu et al., 2008; Zhu et al., 2011) a ani studie, kde byl mySim podan analog tymidinu
bromodeoxyuridin znacici proliferujici bunky, neukéazala vyskyt této latky v neuronech, coz
znaci, Zze se NG2 glie v neurony nediferencovaly (Simon et al., 2011).

Na druhou stranu v jiné studii pouzivajici dvojitého mysiho mutanta PDGFaR-
CreERT2/Ro0sa26-YFP, kdy po tamoxifenem indukované expresi Cre rekombinazy v bufikach
pozitivnich na PDGFoR dojde k expresi zlutého fluorescen¢niho proteinu (yellow fluorescent
protein, YFP), byla ukazana shoda mezi YFP a NeuN pozitivnimi butikami v dospélém piednim
mozku (Rivers et al., 2008). Dalsi studie vyuZzivajici Cre rekombinazu pod NG2 promotorem
prokazala, ze NG2 glie v hypothalamu diferencuji v NeuN pozitivni nezralé neurony (Robins
et al., 2013).

Dale se také objevily studie, které prokazaly pfitomnost bun€k pozitivnich na DCX
(doublecortin) a NG2 proteoglykan v mozkové kuie. Tyto buiiky také exprimovaly Pax6
transkripéni faktor, ktery je typicky pro neurondlni progenitorové bunky. Po pouziti
transgennich organismi ke genetickému fate-mapping se ukazalo, ze NG2 glie davaly vznik

pyramidovym neuronim a jejich pocet koreloval v €ase s ubytkem NG2 glii v mozkové kuie
(Guo et al., 2010).
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2.3 Mozkova ischemie

Mozkova ischemie (téz cévni mozkova prihoda anebo mozkova mrtvice) je definovana jako
nahle vznikla a rychle se rozvijejici loziskova mozkova porucha trvajici déle nez 24 hodin nebo
konéici smrti postizeného, a to vSe bez piitomnosti jiné zjevné pii¢iny nez poruchy cirkulace
krevniho ob&hu v mozku (Ambler et al., 2010).

Ischemie je vyvolana pferusenim nebo snizenim toku krve do postizené oblasti, nejcastéji
dochazi k ucpéni cévy lokalni trombdzou nebo embolii (Nichols, 2013).

Mozkova ischemie je podle WHO (World Health Organization — Svétova zdravotnicka
organizace) druhou nejcastéjsi piicinou mrti v rozvinutych zemich a kazdoro¢né pfi¢inou
umrti az Sesti miliont lidi (WHO, 2016).

Mozek je velmi citlivy na ischemické poskozeni. Po kompletnim pteruSeni toku krve trva
neuronum pouze 5 minut, neZ za¢nou odumirat. Pro srovnani, ledvinové bunky nebo
kardiomyocyty za¢inaji odumirat azZ po 20-40 minutach ischemie. Divod, pro¢ tomu tak je, je
velka rychlost metabolismu mozku. Mozek sice piedstavuje pouze 2,5 % hmotnosti lidského
téla, ale spotiebuje az 25 % bazalniho metabolismu (Mink et al., 1981).

Také se ukazalo, ze jindy tak uZiteCné¢ a slozité mezibunécné interakce normalné
odpoveédné za pienos informace mezi jednotlivymi buiikami CNS, mohou po mozkové ischemii
podporovat mechanismy vedouci k poskozeni, jako napiiklad produkci volnych radikald,
aktivaci katabolickych enzymu, apoptozu a vznik zanétu (Lee et al., 2000).

Ischemickd mozkova ptihoda tvoii zhruba 80 % akutnich cévnich mozkovych ptihod.
Zbylych 20 % tvoii hemoragické cévni mozkové ptihody (Kalita, 2006).

Mozkova ischemie mtze byt bud’ docasna nebo trvala. Postizena mtze byt bud’ jen Cast
mozku (pfi preruseni toku v nékteré artérii nebo véne) nebo mize dojit k ischemii celého mozku
(naptiklad béhem srde¢ni zastavy). Mozkova ischemie taky mtize vzniknout sekundarné jako
reakce na krvaceni do mozku nebo jiné trauma (Lee et al., 2000).

Nedostatecny pratok krve vede k snizeni mnozstvi glukozy a kysliku, které se dostane
k mozkovym bunikam. To vede k zastaveni oxidativni fosforylace a tvorby adenosintrifosfatu
(ATP), a bunky se tak nachazeji v energetickém deficitu a nemaji tak potfebnou energii na
udrZeni iontové rovnovahy (Doyle et al., 2008).

Normalné je Na'/K*ATPazou zajistovana velmi vysoka koncentrace K* iontl uvnitt
buiiky a vysoka koncentrace Na* iontti mimo ni. Toto rozvrzeni je nutné pro vytvafeni akénich
potenciali. Nedostatek ATP pro udrzeni iontové rovnovahy proto po mozkové ischemii vede
k masivni depolarizaci membrany, vniku sodnych iontti do buiiky a tiniku draselnych iontti do
mezibunééného prostoru (Caplan et al., 2009).

Burika také prestane udrovat nizkou koncentraci Ca®* iontl uvniti sebe sama a jelikoz
vapenaté ionty slouzi ¢asto jako druhy posel v mnoha signalnich drahach, jejich pfitomnost
spousti V buiice mnoho rtiznych d&jt, pti kterych se aktivuji riizné proteazy, lipazy a nukleazy,
které buriku nasledné za¢nou poskozovat (Lee et al., 2000).

Vysoka koncentrace véapenatych iontd také vede k aktivaci fosfolipazy Az a
cyklooxygenazy, které zacnou vytvaret kyslikové radikaly ROS (reactive oxygen species). Tyto
molekuly se pak vazi a reaguji s deoxyribonukleovou kyselinou (DNA), proteiny a lipidy, coz
vede K jejich vyznamnému poskozeni. Bylo prokazano, ze podani antioxidanti miize byt i¢inné
pfi lécbé mozkové ischemie (Folbergrova et al., 1995).
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Kyslikové radikaly také vyznamné ovliviiuji ¢innost mitochondrii, které jsou na né velmi
citlivé — poskodi membranu mitochondrie a zastavi ¢innost elektron transportniho fetézce a tim
i produkci ATP. Mitochondrie na toto poskozeni reaguji vypusténim cytochromu c, ktery
nasledné vede k apoptdze buniky (Lee et al., 2000).

Vépenaté ionty jsou dale zodpovédné za aktivaci neuronalni syntazy oxidu dusnatého
(nNOS), ktera produkuje oxid dusnaty (NO) z L-argininu. Oxid dusnaty pak reaguje se
superoxidy za vzniku peroxynitridu, ktery patti do ROS a zpisobuje dalsi poskozeni. Na druhou
stranu NO vede k vazodilataci a v ranych fazich mrtvice mtze zlepsit pritok krve poskozenou
tkani (Iadecola, 1997).

Depolarizace membrany také vede k uvolnéni neurotransmiterti ven z bunék. Obzvlasté
vyznamnou roli hraje glutamat. U glutamatu je udrZovan extrémni koncentracni gradient.
V bunce je jeho koncentrace piiblizné 10mM, kdezto mimo bunku je jeho koncentrace pouze
v fadech mikromoli. Po uvolnéni glutamatu se aktivuji NMDA (N-methyl-D-aspartate) a
AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) receptory. Aktivace téchto
receptord pak zptusobuje vnikani dalSich vapenatych ionti do buiiky a piispiva tak k bunéné
smrti (Olney, 1969; Liu et al., 2006; Peng et al., 2006). Také bylo potvrzeno, Zze zablokovani
téchto receptoru vede k vyraznému snizeni poskozeni mozkové tkané (Hsu, 1998).

Zvysena aktivace glutamatovych receptori dale vede také k vtékani sodnych a
chloridovych iontd do bunky, které jsou nasledovany vodou a vedou k vytvofeni edému
(Dirnagl et al., 1999).
faktort jako napiiklad TNFa (tumour necrosis factor o) a interleukin 1p (Rothwell et Hopkins,
1995). Pii tomto dé&ji maji dulezitou ulohu gliové bunky (pfevazné mikroglie), které produkuji
29 ruznych prozanétlivych cytokinli, rizné neuroprotektivni faktory, ale také rtzné toxickeé
metabolity a enzymy (Del Zopplo et al., 2007).

Syntéza riiznych cytokini a chemokini vede k chemotaxi imunitnich buné¢k do mista
poskozeni. Zde tyto buinky produkuji dals$i chemické latky, jako naptiklad NO, MMP
(metaloproteinazy mezibuné¢né matrix), ale zaroven jsou také zdrojem dalSich ROS. Tyto
molekuly dale zhorSuji poskozeni, ni¢i extracelularni matrix bun¢k a také hematoencefalickou
bariéru. PoruSeni této bariéry pak zplsobi pfiliv krve a dalSich potencidlné neurotoxickych
substanci v ni do mozku, coz vede ke vzniku edému (Kawabori et Yenari, 2015).

Ischemie také miize aktivovat sympaticky nervovy systém a osu hypothalamus-hypofyza-
nadledviny, coz vede k snizeni poctu leukocytli vstupujicich do mozku a ke zvySeni rizika
infekce (Prass et al., 2003).

Gliové burnky také vytvareji tzv. gliovou jizvu. Tento Utvar je velmi proménlivy a na jeho
tvorbé se podili mnoho riznych bunék. Nejdiive (do nékolika hodin) se objevi aktivované
mikroglie, které fagocytuji poskozenou tkan. Po dvou dnech se objevuji NG2 glie a po sedmi
dnech je gliova jizva tvofena pfevazné astrocyty (obrazek 4) (Wang et al., 2018).
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Obrazek 4 — Schéma bunécnych typu pii vzniku gliové jizvy. Na vzniku gliové jizvy se podileji riizné typy bunék.
Nejprve se objevuji NG2 glie (zelené bunky), které jsou nasledné€ nahrazeny astrocyty (modré buiiky). Gliova jizva
vytvati bariéru proti prozanétlivym buiikam (Gervené buiiky) v postizené oblasti. Cervené jadro znaéi proliferujici
buriky (pfevzato z Honsa, 2015).

2.4 Role NG2 glii v regeneraci tkané po mozkové ischemii

NG2 glie reaguji na akutni poSkozeni mozkové tkané pii mozkové ischemii velmi rychle
(Zhang et al., 2013). Pti této reakci NG2 glie méni svou morfologii — maji vétsi téla, kratsi a
tlustsi vybézky a vysokou produkci NG2 proteoglykanu (Levine, 1994). NG2 glie déale zvysuji
svou proliferaci. Narust jejich poctu je znatelny jiz po tfech dnech od poskozeni a dale pfiblizné
dalsi ctyfi dny stoupa. Poté zlstava pocet bun€k jiz konstantni a po 14 dnech od vzniku
poskozeni zacne pocet proliferujicich NG2 glii klesat a po 28 dnech je uz jejich pocet na
puvodni fyziologické hodnoté (Simon et al., 2011).

NQG2 glie jsou velmi dynamické skupina bunék a po poranéni jsou schopné migrovat na
misto poskozeni, kde se podileji na vzniku gliové jizvy (Hughes et al., 2013).

Role NG2 glii vtvorbé gliové jizvy stale je§té neni vyfeSena. NG2 glie spoleéné
s mikrogliemi osidluji postizené misto jako prvni a poté za¢nou ptevladat astrocyty. V nedavné
dobé& bylo dokazéano, ze jen velmi malo astrocytl se objevuje v misté poskozeni v prvnich 5-7
dnech po vzniku poskozeni, coz zna¢i ze NG2 glie by mohly byt zodpovédné za uzavieni rany
a vzniku jizvy spise nez astrocyty (Bardehle et al., 2013).

Také piivod astrocytil v gliové jizve je stdle jeSté nevyfeSena zaleZitost. N&které studie
ukazuji, Ze nov€ vznikajici astrocyty vznikaji z pivodni astrocytové populace v okoli postizeni
(Komitova et al., 2011), ale jiné studie ukazuji moznost vzniku aspon ¢asti astrocytd z NG2 glii
(Anderova et al., 2011; Honsa et al., 2012).

Dale je velmi diskutovana role NG2 glii v regeneraci a ristu neurondlnich axoni. Objevily
se studie, které ukazovaly negativni efekt akumulace proteoglykanu NG2 na riist axonl a
blokace proliferace NG2 glii vedla k jejich vyssi regeneraci (Chen et al., 2002; Tan et al., 2005;
Rhodes et al., 2003). Na druhou stranu se objevuji i studie, které ukazuji ptesné opac¢nou véc.
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Tedy, ze NG2 glie vytvareji adhezni substrat pro rist axont a ten je tak podporovan i v piipadé
vyssi koncentrace NG2 proteoglykanu (Yang et al., 2006).

2.4.1 Diferenciacni potencial NG2 glii po poskozeni mozkové tkané

Jak jiz bylo zminéno, NG2 glie disponuji vysokym diferenciaénim potencidlem. Tento
potencial se samoziejme projevuje i pii poskozeni mozkové tkané.

V nékolika nezavislych studiich bylo prokazano, ze NG2 glie se po poskozeni diferencuji
prevazné v oligodendrocyty (Komitova et al., 2011; Barnabe-Heider et al., 2010; Dimou et al.,
2008).

Diferenciace v jiné bunétné typy je ale opét sporna. Nékteré studie ukazaly nizkou miru
vzniku astrocyti z NG2 glii (Komitova et al., 2011, Zawadska et al., 2010; Honsa et al., 2012),
ale spousta dalSich studii jakykoli vznik astrocytii z NG2 glii vyvratila (Dimou et al., 2008;
Kang et al., 2010; Simon et al., 2011).

Ani diferenciace NG2 glii v neurony neni potvrzena. Objevily se studie, které ukazovaly
malou miru neurogeneze po zablokovani transkripéniho faktoru Olig2 (Buffo et al., 2005) nebo
pii zvysené expresi neurogenickych latek jako Pax6 nebo Neurogenin-2 (Buffo et al., 2005;
Ohori et al., 2006). V jiné studii se ukazala mala mira neurogeneze i bez manipulace s genovou
expresi, a to 7 dni po MCAO (Honsa et al., 2012). Dalsi studie ukazala, ze aktivace exprese
Sox2 transkripniho faktoru po poranéni vede k diferenciaci NG2 glii v pIn¢ funk¢ni neurony
(Heinrich et al., 2014).

2.5 Wnt signalni draha

Wnt signalni draha je stara a evolu¢né konzervovana signalni drdha zivocichi, kterd reguluje
dalezit¢ mechanismy pfevazné¢ béhem embryonalniho vyvoje. Mutace Vv této signdlni draze
vedou K velmi zavaznym onemocnénim a porucham (Clevers, 2006).

Tato draha se podili na procesech jako je diferenciace, migrace, polarita a apoptdza bunék.
Déle se podili na ureni predozadni osy téla, vzniku konvergentni extenze, dava vzniku
vlasovym folikulim a ovliviiuje proliferaci mnoha typt kmenovych bunék (Komiya et Habas,
2008).

Nézev Wnt signalni drdha vznikl spojenim ndzvii dvou homologickych genti — wg
(Wingless) genu Drosophila melanogaster a int-1 (Integration 1) genu mysi (Rijsewijk et al.,
1987).

Signaly jsou pienaSeny ligandy z rodiny Wnt, coZ jsou na cystein bohaté glykoproteiny
dlouhé pfiblizn¢ 350-400 aminokyselin. U savcil rozezndvame 19 rtiznych Wnt ligandi
(Komiya et Habas, 2008).

Wnt ligandy se vazi na N-koncovou extracelularni na cystein bohatou doménu tzv. Frizzled
(Fz) receptorti. Tyto receptory jsou homologické s receptory spojenymi S G-proteiny a maji 7
transmembranovych domén. Lidé maji 10 riznych Fz receptort (He et al., 2004; Schulte et
Bryja, 2007). Pro vazbu mezi Wnt ligandem a Fz receptorem jsou casto potiecba ruzné
koreceptory.

Wnt signdlni drahy se déli na dveé skupiny, a to na kanonickou Wnt signalni drahu, ve které
se prenos signalu déje prostiednictvim molekuly B-kateninu, a na nekanonickou Wnt signalni
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drahu, ktera pB-katenin nevyuziva. U nékterych nekanonickych drah neni pfesny mechanismus
dosud objasnén. Nejlépe popsané nekanonické drahy jsou Wnt/PCP (Plannar Cell Polarity
pathway) a Wnt/Ca?* drahy (Komiya et Habas, 2008).

2.5.1 Kanonicka Wnt signalni draha

Kanonickd Wnt signalni drdha je nejlépe prozkoumand Wnt signalni dréha, ktera k pfenosu
signalu pouziva molekulu fB-kateninu. Beta-katenin se v buiice podili na tvorbé adherentnich
spoju, ukotvuje aktinova vldkna cytoskeletu a slouzi jako signalni molekula Wnt signalni drahy
(Valenta et al., 2012).

Pokud tato draha neni aktivovana (nedojde k navazani ligandu na receptor), v cytoplazmé
se vytvori komplex proteint, ktery fosforyluje, a poté degraduje -katenin (Zeng et al., 1997).

Proteinovy komplex, ktery je za tuto degradaci zodpovédny, tvoii nékolik riznych
komponentt. Zakladni strukturu tvoii protein Axin (axis inhibition protein 1). Na n¢j se pak
vazou dalsi ¢asti komplexu — APC, GSK-3B (glycogen synthase kinase 3) a CK1 (casein
kinase 1). GSK-3pB poté fosforyluje B-katenin, coz zpusobi to, Ze je nasledné ubikvitinovan a
degradovan v proteazomu (Yost el al., 1996).

K aktivaci této drahy dochdzi po navazani Wnt ligandu na Fz receptor a na koreceptor
LRP5 nebo LRP6 (low-density lipoprotein receptor-related protein). Poté dojde k vazbé
proteinu Dsh (Dishevelled) na Fz receptor. Tato vazba je nezbytna pro naslednou fosforylaci
koreceptoru LRP5/6, prostiednictvim které se miize poté na tento Koreceptor navazat Axin.
Axin se nasledné vaze i na Dsh protein a touto vazbou je zablokovan destrukéni komplex, kvali
¢emuz pak nedochazi k degradaci B-kateninu proteazomem.

Dochazi tak k hromadéni B-kateninu v cytoplazmé a po dosazeni ur¢ité koncentrace se
B-katenin piesouva do jadra, kde interaguje s transkripénimi faktory TCF/LEF1 (T cell-specific
transcription factor/Lymphoid enhancer-binding factor 1). B-katenin se navaze na TCF faktor, a
tim uvolni represor Groucho, ktery az dosud blokoval transkripci. TCF/LEF1 transkripcni faktory
pak fidi expresi cilovych geni (MacDonald et al., 2009; Komiya et Habas, 2008) (obrazek 5).
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Obrazek 5 — Schéma kanonické Wnt signalni drahy (ptevzato z Komiya et Habas, 2008, upraveno). (APC —
Adenomatous polyposis coli, B-cat — betakatenin, B-Trcp — Beta-transducin repeats-containing proteins, CK1 —
Casein kinase 1, Dsh — Dishevelled, Fz — Frizzled, GSK3 — Glycogen synthase kinase 3, LRP5/6 — Low-density
lipoprotein receptor-related protein, TCF — T cell-specific transcription factor, Wnt — Wingless/Int)

2.5.2 WNnt/PCP (plannar cell polarity) draha

Wnt/PCP dréha byla objevena pii genetickych studiich provadénych na modelovém organismu
Drosophila melanogaster, kdy mutace v této draze zpusobily nahodnou orientaci rtiznych
epitelidlnich struktur jako jsou napiiklad chloupky na kiidlech. Dale mize u hmyzu ovliviiovat
senzorické chloupky nebo uspofadani ommatidii slozenych oci (Mlodzik, 2002; Seifert et
Mlodzik, 2007).

U savcl tato dréha hraje roli v organizaci a orientaci senzorickych cilii ve vnitfnim uchu,
organizaci vlasovych folikulti a morfologii a migraci dorzalnich mezenchymalnich bunék pti
gastrulaci (Wang et Nathans, 2007). Nejvyznamé&jsi funkci této drahy je ale regulace aktinového
cytoskeletu polarizovanych struktur a fizeni migrace. Tato drdha také funguje nezédvisle na
transkripci.

Tato draha se aktivuje vazbou Wnt ligandu na Fz receptor. Koreceptor, ktery hraje roli
Vv této draze jesté neni presné definovan. Draha se nékdy rozdé€luje na vice jednotlivych drah,
podle pouzitého koreceptoru. Koreceptorem muze byt napiiklad Ryk (Receptor-like tyrosine
kinase), proteinova tyrozin kinaza nebo ROR2 (Receptor tyrosine kinase-like orphan
receptor 2).

Po vazbé s receptorem je signal pfenesen na protein Dsh, ktery pak aktivuje tii nezavislé
drahy, ve kterych hraji roli GTPazy (enzymy hydrolyzujici guanosintrifosfat — GTP) Rho a Rac
a na aktin se vazici protein Profilin.
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V prvni draze se vyskytuje protein DAAMI1 (Dishevelled-associated activator of
morphogenesis 1), ktery tvoti komplex s Dsh a stimuluje pak Rho GTPazu. Ta poté ptuisobi na
ROCK (Rho-associated protein kinase), ktera zptisobuje piestavby cytoskeletu.

V druhé draze protein Dsh piimo stimuluje GTPazu Rac, ktera déle aktivuje JNK (c-Jun
N-terminal kinase), ktera se podili na piestavbé cytoskeletu a aktivuje transkripci.

Protein Dsh také mtze ovlivnit stavbu cytoskeletu skrze protein Profilin, ktery se ptimo
vaze na aktin (obrazek 6) (Komiya et Habas, 2008; Sugimura et Li, 2010).

Actin polymerization

Obrazek 6 — Schéma nekanonické Wnt/PCP signalni drahy (pievzato z Komiya et Habas, 2008, upraveno).
(Daam1 — Dishevelled-associated activator of morphogenesis 1, Dsh — Dishevelled, Fz — Frizzled, JNK —c-Jun
N-terminal kinase, ROCK — Rho-associated protein kinase, Wnt — Wingless/Int)

2.5.3 Wnt/Ca?" draha

Wnt/Ca?* draha je druhym typem nekanonické Wnt signalni drahy. Tato draha se podili na
vytvoreni dorzoventralni osy embrya, reguluje diferenciaci jednotlivych tkani a konvergentni
extenzi béhem gastrulace a pozd¢ji pti tvorbé srdce (Kohn et Moon, 2005).

Aktivace drahy opét zadina navazanim ligandu z rodiny Wnt na receptor Fz. Tento
komplex Wnt/Fz pak aktivuje protein Dsh a na néj ptipojeny G protein, ktery nasledné aktivuje
fosfolipazu C (PLC). Ta poté vytvarti inositoltrifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG). Nasledné
dojde k uvolnéni vapenatych ionti z endoplazmatického retikula do cytoplazmy. Tim se
aktivuje kalmodulin dependentni kinaza II (CaMKII), ktera poté aktivuje TAK1 (Transforming
growth factor B activated kinase) a NLK (Nemo like kinase). Tyto kinazy pak pisobi jako
antagonisté pro kanonickou Wnt signalni drahu (viz vyse).
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Vépenaté ionty také aktivuji proteinkindzu C (PKC), kteréd pak reguluje diferenciaci tkani
pomoci CD42 GTPazy (Cell division control protein 42).

Dalsim proteinem, ktery je aktivovan vapenatymi ionty, je fosfatdza Calcineurin, ktera
poté aktivuje NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) transkrip¢ni faktory, které nasledné
reguluji osud a diferenciaci bun¢k ventralni ¢asti embrya (Komiya et Habas, 2008; De, 2011)
(obrazek 7).
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Obrazek 7 — Schéma nekanononické Wnt/Ca?* drahy (pievzato z Komiya et Habas, 2008, upraveno). (B-cat —
betakatenin, CamKII — Kalmodulin dependentni kinaza I, CDC42 — Cell division control protein 42, DAG —
diacylglycerol, Dsh — Dishevelled, Fz — Frizzled, IP; — inositoltrifosfat, NFAT — Nuclear factor of activated T-
cells, NEMO — Nemo like kinase, PKC — proteinkinaza C, PLC — fosfolipaza C, TAK1 — Transforming growth
factor p activated kinase, TCF — T cell-specific transcription factor, Wnt — Wingless/Int)

2.5.4 Vyznam Wnt signalni drahy v CNS

Ptestoze Wnt signalni drdha mé svou hlavni ulohu béhem embryogeneze, ovliviiuje také
spoustu riiznych procest v dospélém CNS.

Wnt signalni draha kontroluje neuronalni polaritu, reguluje riist axonii smérem k jejich
synaptickému cili a také reguluje axonové vétveni (Sanchez-Camacho et Bovolenta, 2009).

Wnt signdlni draha také ovlivituje tvorbu synapsi. Bylo prokazano, Ze Wnt7a indukuje rtst
arozvétvovani axond, coZ vede k akumulaci synaptickych proteinti, pfevazné synapsinu I, ktery
se pak podili na tvorbé synapse a jeji spravné funkci (Hall et al., 2000). Jiny Wnt ligand —
Whnt5a se v oblasti hipokampu podili na modulaci inhibi¢nich synapsi zvysenim miry recyklace
GABAA receptort (Cuitino et al., 2010).

Wnt draha také ovliviluje genovou expresi riznych druhtt bunék CNS. Bylo objeveno, Ze
u neurond thalamu ovliviiuje geny pro GABA receptory, Calretinin a dva iontové kandly. Jelikoz
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tyto proteiny hraji zasadni roli v excitabilité¢ neuronu, Wnt draha pravdépodobné ovliviiuje
thalamo-kortikalni spoje (Wisniewska et al., 2012).

Zmény v elektrofyziologickych vlastnostech se ukazaly i u neurond hipokampu, kde po
aktivaci Wnt signalni drahy doslo k zvySeni excita¢niho postsynaptického potencialu (Varela-
Nallar et al., 2010). Dale bylo zjisténo, Ze po zablokovani exprese inhibitoru Wnt signalni drahy
SFRP3 (secreted frizzled-related protein 3) proteinu v oblasti hipokampu doslo k aktivaci
radidlnich neuronalnich kmenovych buné¢k, zvysené neurogenezi a prodluzovani délky dendritti
(Jang et al., 2013). Nekanonicka Ca?* Wnt signalni draha také v hipokampu ovliviiuje aktivitu
NMDA receptori a iontovych kanall, coz vede k zvySeni ucinosti LTP (long term
potentiation), procesu nezbytného pro uceni a pamét’ (Cerpa et al., 2011).

Poruchy v Wnt signalni draze mohou vést také k mnoha zavaznym onemocnénim CNS.
Mutace v genu DISC1 (disrupted in schizophrenia) muze zpusobit vys$si pravdépodobnost
deprese, schizofrenie nebo bipolarni poruchy. V neddvné dobé bylo prokazano, ze tento gen
moduluje kanonickou Wnt signalni drahu a zvySuje miru signalizace -kateninu (Mao et al.,
2009).

Deficience v kanonické Wnt signalni draze za piitomnosti Fz receptoru a koreceptoru
LRP6 je také spjata s moznosti vyvoje Alzheimerovy choroby ve starnoucim mozku (De Ferrari
et al., 2007).

Wnt signalni drdha ovliviiuje také NG2 glie. Bylo prokazéano, Ze inhibice kanonické Wnt
signalni drahy snizila proliferaci téchto bun€k, a naopak aktivace této drahy jejich proliferaci
zvysila (Rodriguez et al., 2014).

Lék Aspirin inhibuje Wnt signalni drahu diky zvySeni miry fosforylace [-kateninu.
Aplikace Aspirinu pak zpisobila zvySeni poctu oligodendrocyti pozorovanych in vitro i in vivo
(Huang et al., 2016).

3 CILE PRACE

Cilem této prace bylo analyzovat vliv jaderné inhibice kanonické Wnt signalni drahy
Vv gliogenezi a neurogenezi, a to jak za fyziologickych podminek, tak po ischemickém
poskozeni mozkové tkané. A dale také analyzovat vliv mozkové ischemie na diferenciaéni
potencidl NG2 glii bez manipulace Wnt signalni drahy.
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4 METODIKA

4.1 Transgenni organismy

Vsechny c¢asti experimentl, které zahrnovaly pouziti laboratornich mysi, byly provedeny
v souladu se Smérnici Rady Evropského hospodatského spolecenstva 86/609/EHS ze dne 24.
listopadu 1986 o sblizovani pravnich a spravnich ptedpist ¢lenskych statd tykajicich se ochrany
zvitat pouzivanych pro pokusné a jiné védecké ucely a Smérnici pro péci o zvifata schvalené
Ustavem experimentélni mediciny AV CR, v.v.i. (Odborna komise pro zajistovani dobrych
zivotnich podminek pokusnych zvitat; projekty pokusi ¢. 146/2013, 91/2016 a 62/2017).

Pro experimenty jsme pouzili transgenni mysi linie, které nam umoznily vizualizovat NG2
glie a buniky, které z nich vznikaji a zaroven manipulovat Wnt signalni drahu.

Pro ziskani takovych mysi jsme kiizili mysi kmen Cspg4-CreER™ s kmenem Rosa26-
tdTomato. Potomek mysi téchto dvou kmenti (Cspg4-CreER'-Rosa26-tdTomato — dale
oznacovany jako CT) ma v lokusu Rosa26, ktery se vyskytuje u vSech bunéénych typt, vlozeny
gen pro tdTomato Cerveny fluorescencni protein. Ten se ale diky ptitomnosti transkripéniho
bloku neexprimuje. Zaroven ma ale za promotorem Cspg4, ktery je typicky pro NG2 buriky,
vloZzeny gen pro fazni protein Cre rekombinazy a estrogenového receptoru typu 2. Cre
rekombinaza pisobi typicky v oblasti transkripéniho bloku dtTomato, ale diky své konformaci
nemiize samotna vstoupit do jadra. To je umoznéno az po piidani tamoxifenu, ktery se navaze
na estrogenovy receptor a cely komplex se pak ptesune do jadra, kde Cre rekombinaza zacne
pusobit.

Po piidani tamoxifenu tedy Cre rekombindza odstrani transkripéni blok pfed tdTomato
fluorescencnim proteinem a NG2 glie a vSechny buiiky od nich odvozené budou tento protein
exprimovat a jsou tak dobfe detekovatelné.

Dale byl vexperimentech pouzity inhibiéni kmen Cspg4-CreER™(+)-Rosa26-
tdTomato(+/-)-Tcf712(-/-) — dale oznaCovany jako Tcf712, ktery vznikl k¥izenim Cspg4-
CreER™%(+)-Rosa26-tdTomato(-/-)-Tcf712(-/-) s Cspg4-CreER™*(-)-Rosa26-tdTomato(+/+)-
Tcf712(-/-). Tyto mysi tedy maji Cre rekombinazu a zaroven jsou heterozygotni pro ¢erveny
fluorescen¢ni protein. Zaroven vSak tyto myS$i maji zablokovanou expresi genu Tcf712 pro
protein TCF4. DNA tohoto genu je totizZ oznacena sekvenci rozpoznavanou Cre rekombinéazou,
ktera jej po ptidani tamoxifenu vystiihne. Diky nepiitomnosti proteinu TCF4 se pak B-katenin
V jadfe nema s ¢im spojit a signalizace Wnt dréhy je inhibovana.

Pro indukovéni rekombinace jsme pouzili tamoxifen rozpustény v kukuti€éném oleji, ktery
byl intraperitonealné podan ve dvou davkach po 200 mg na kilogram Zivé hmotnosti mysi. Prvni
davka byla podana mezi 59. a 69. dnem po narozeni a druhé davka nasledovala po 24 hodinach.

Pribéh experimentu shrnuje obrazek ¢. 8
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Obrazek 8 — Prubé¢h experimentu. Tamoxifen byl mySim podan ve dvou nasledujicich dnech. Patnacty den poté
byla provedena MCAO (pouze u operovanych mysi), izolace bun€k pak nasledovala tfi nebo sedm dni po
MCADO, piipadné po 18 dnech od ptidani tamoxifenu u neoperovanych mysi. Mé&feni metodou patch clamp
probéhlo ve dvou nasledujicich dnech pocinajic ¢tvrtym dnem po izolaci, po ttidenni diferenciaci bunék
v diferencia¢nim médiu. (CTRL — buniky izolované z neoperovanych mysi, D3 — buiiky izolované tii dny po
operac, D7 — butiky izolované sedm dni po operaci, MCAQ — okluze stfedni mozkové artérie, Tam — tamoxifen)

4.2 OKkluze stiredni mozkové artérie

Mozkova ischemie byla provedena 75.-85. den po narozeni myS$i okluzi stfedni mozkoveé
artérie.

Mysi byly anesteziovany 1,5% isofluranem (Abbot, IL, USA) a poté ponechany v anestezii
pti 1% isofluranu pouzitim vaporizéru (Tec-3, Cyprane Ltd., UK). Kiize byla nastfihnuta mezi
ocnici a zevnim zvukovodem. Po odklopeni svalu se obnazila ¢elni kost. Do ni byla poté
vyvrtana dira s primérem piiblizné 1-2 mm.

MCAO byla provedena elektrokoagulaci pomoci bipolarni pinzety (SMT, Ceska republika) na
stiedni mozkové artérii. Pro ujisténi, Ze okluze probé&hla spravné, byla provedena transekce cévy
(obrazek 9).

Pro zachovani télesné teploty na 37 + 1 °C byla pouzita vyhiivana podlozka. Po operaci
byly mySim podany analgetika a antibiotika.

Pro vizualizaci ischemické tkané mozku byl pouzit 2% 2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid.
Mozkové fezy do n&j byly ponotfeny na 20 minut pfi teploté 37 °C (obrazek 10).

Obrazek 9 — Stfedni mozkova tepna (oznacena elipsou) v prib&hu operace (vlastni fotografie).
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Obrazek 10 — Vizualizace ischemické tkané na fezu mozkem s pouZzitim 2% 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridu.
Bila barva znacéi ischemicky poskozenou tkan (vlastni fotografie).

4.3 Izolace bunék a uchovavani bunéénych kultur

Po operaci byly izolovany buiky z mozkové ktry kontrolnich neoperovanych i operovanych
mysi.

Mysi byly anesteziovany pomoci pentobarbitalu (PTB, 100 mg/kg, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), a poté byla provedena transkardialni perfuze umélym 4 °C mozkomi$nim
mokem (110 mM NMDG-CL (N-methyl-D-glucamine chloride), 2,5 mM KCI, 24,5 mM
NaHCOs3, 0,5 mM CaCl,, 7 mM MgClz s 20 mM glukdzy, osmolalita 290 + 3 Osmol/kg).

Nasledn¢ byl izolovan mozek, ktery byl poté nafezan na tenké 500 pum fezy. Poté byla
izolovana mozkova kiira celého mozku v piipad¢ kontrolni neoperované mysi, nebo mozkova
ktra hemisféry s ischemickym poskozenim v pfipadé mysi operované. Tkan byla poté
mechanicky narusena pouzitim Ziletky a nasledné disociovana enzymaticky pouzitim 1 ml
papainu (20U/ml) a 50 ul DNazy (Worthington, Lakewood, NJ) po dobu 45 minut pti 37 °C,
roztok byl po celou dobu probublavan CO: (oxid uhli¢ity). Nasledné byl papain inhibovan
pouzitim 1 ml trypsin inhibitoru (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Bunky byly
centrifugovany 3 minuty na 1020xg, zatimco 100 pl bunééné suspenze bylo pouzito pro zjisténi
poctu bunek v Biirkeroveé komurce.

Po centrifugaci byl odstranén supernatant a pelet byl rozpusStén v 1 ml izola¢niho média
skladajici se z DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) doplnéného 0 Penicilin-Streptomycin-Amphotericin B
roztok (PSA) (10 ul/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), FBS (fetal bovine serum) (150
ul/ml; HyClone, GE Healthcare Life Sciences, UK), glutamin (5 pl/ml; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) a PDGFa (0.2 ul/ml; PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA).

Roztok s bunkami byl poté dofedén médiem na hustotu 60 000 bun€k na jednu jamku
desticky a rozmistén do 24 jamkové desticky na sklicka pokryta poly-L-lysinem (PPL; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Buiky byly poté inkubovany p#i 37 °C a 5% COs.

Po jednom dni kultivace bylo izola¢ni médium vyménéno za diferenciaéni médium
skladajici se z DMEM/F-12 doplnéného o PSA (10 pl/ml), B27 (20 ul/ml; Life Technologies,
Waltham, MA, USA), glutamin (5 ul/ml) a PDGFa (0.2 pl/ml).
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Po dvou dalsich dnech bylo médium vyménéno za Cerstvé a nasledujici dva dny probihalo
méteni metodou patch clamp.

4.4 TImunocytochemické barveni

Sklicka s bunkami byla fixovana v 4% paraformaldehydovém roztoku v 0,2 M fosfatovém
pufru (phosphate buffer, PB) (pH 7,4) na 9 minut a nasledné uchovana v 10 mM PBS
(phosphate-buffered saline) v lednici pii 4 °C.

Poté byla sklicka inkubovana v roztoku obsahujicim 5% Chemiblocker (Millipore,
Billerica, MA, USA) a 0,5% Triton-X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) v 10 mM
PBS pii 4°C 2 hodiny. Nasledné byla inkubovana ptes noc pii 4 °C v PBS s primarnimi
protilatkami a s 0.2% Triton-X-100. Po této inkubaci byla skli¢ka tfikrat promyta po
10 minutach v PBS a inkubovana Vv roztoku se sekundarnimi protilatkami po dobu 2 hodin pii
4 °C.

Jako primarni protilatky byly pouzity: GFAP (1:800, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), DCX (1:1000; Abcam, Cambridge, UK), microtubule-associated protein 2 (MAP2)
(1:800; Merck Millipore, Billerica, MA, USA), NG2 (1:400; Merck Millipore, Billerica, MA,
USA) a PDGFaR (1:200; Santa Cruz, Dallas, TX, USA).

Jako sekundarni protilatka byl pouzit goat antimouse/rabbit IgG (imunoglobulin G)
konjugovany s Alexa Fluor 488/594/660 (1:200; Molecular Probes, Carlsbaf, CA, USA).

Sklic¢ka byla tiikrat promyta po 10 minutach v PBS a dale byla inkubovana v PBS
s 300 nM 4,6-diamidin-2-fenylindolem (DAPI; Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) na
5 minut pii1 pokojové teploté pro vizualizaci jader bunék.

Na zavér byla sklicka s buiikami namontovdana na podlozni sklicka pomoci Aqua
Poly/Mount (Polysciences Inc., Eppelheim, Germany).

Imunocytochemicka analyza byla provedena na LSM 5 DUO spektralnim konfokalnim
mikroskopu (Zeiss, Gottingen, Némecko) vybaveném Arg/HeNe laserem.

4.5 Metoda tercikového zamku — patch clamp

Elektrofyziologické vlastnosti bunék byly méfeny po 3-4 dnech v diferenciatnim médiu
metodou ter¢ikového zamku (patch clamp). Tato metoda spoc¢iva v piiblizeni sklenéné
mikropipety s elektrolytem a elektrodou k membrané bunky. Nasleduje nasati kousku
membrany do pipety a pod tlakem dojde k jejimu protrzeni (tzv. whole-cell patch clamp).
Druha, referen¢ni elektroda je umisténa v roztoku, kde se bunky nachazeji. Diky tomu je mozné
méfit napéti a proud mezi jednotlivymi elektrodami a zjiStovat elektrofyziologické vlastnosti
dané bunky (obrazek 11).

32



I~y

Obrazek 11 — Metoda teré¢ikového zamku v konfiguraci celé buriky. Sklenéna pipeta s elektrodou se ptiblizi
k membrané butiky a ta se nasledné pod tlakem nasaje dovniti a dojde k jejimu protrZeni. Poté mizeme méfit
elektrofyziologické vlastnosti buiiky vii¢i druhé referenéni elektrodé (prevzato z Hamill et al., 1981).

Pro méfeni byly pouzity mikropipety s rezistenci mezi 8-12 MQ, které byly vyrobeny
Z borosilikatovych kapilar (Sutter Instruments, Novato, CA, USA) s pouzitim P-97 Brown-
Flaming tahace mikropipet (Sutter Instruments, Novato, CA, USA). Pipety byly naplnény
intracelularnim roztokem obsahujicim 130 mM KCIl, 0,5 mM CacCly, 2 MgCl;, 5 mM EGTA
(Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'- tetraacetic acid) a 10 mM HEPES (2-[4-
(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid), pH roztoku bylo 7,2.

Vsechna méfeni byla provedena v umélém mozkomisnim moku obsahujicim 122 mM
NaCl, 3 mM KCI, 1,5 mM CaClz, 1,3 mM MgCl: a 1,25 mM Na:HPO4, 28 mM NaHCO3 a 10
mM D-glukézy, osmolalita roztoku 300 = 5 mmol/kg. Roztok byl prubézne probublavan CO>
pro udrzeni pH na 7,4.

Me¢teni bunék probihalo na sklickach ponofenych do umélého mozkomisniho moku za
pokojové teploty (obrazek 12). Méfeni probihalo s 10kHz vzorkovaci frekvenci pouzitim EPC9
zesilovace. Data byla zpracovavana v PatchMaster a FitMaster softwarech (HEKA Elektronik,
Lambrecht/Pfalz, Némecko).

Mg¢feni probihalo v méfici komirce Axioskop mikroskopu (Zeiss, Gottingen, Némecko)
vybaveného elektrickymi mikromanipulatory (Luigs & Neumann, Ratingen, Némecko) a
AxioCam HR digitalni kamerou s vysokym rozliSenim (Zeiss, Gottingen, Némecko).

Membranovy potencial (Vm) byl méfen current clamp (,,zamkne* elektricky proud na
nulové hodnot¢) médem zesilovace.

Membranovy vstupni odpor (input resistance, IR) byl vypoditany z okamzité hodnoty
proudu 40 ms po depolarizujicim 10 mV pulzu z piivodniho udrZzovaného napéti -70 na -60 mV.

Membranova kapacitance (Cm) byla odeétena z Lock-in protokolu PatchMaster softwaru.

Proudové charaktery pro jednotlivé buiky byly ziskdny depolarizaci a hyperpolarizaci
membrany buriky z ptivodniho napéti -70 mV na hodnoty od -160 mV do +40 mV v 10mV
intervalech. Doba trvani jednoho pulsu byla 50 ms.

Pro odecteni ¢asov€ a napétove nezavislych proudi od Kpr se pouZzily hodnoty proudu pfi
napéti od -60 do -70 mV, které se odecetly pomoci FitMasteru. Kpr proud byl poté méten pti
napéti -50 mV a jeho amplituda byla odectena pii 40 mV na konci pulsu.

Dovnitt usmérnéné draselné proudy (Kir) byly identifikovany pii-160 mV na konci pulsu
(40ms).
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A typ draselnych proudt (Ka) byl izolovan odectenim hodnoty proudu pii -110 mV, pti
které neni aktivovany, od hodnoty pii -50 mV, kde je aktivovany, a jeho amplituda byla
stanovena v nejvyssim bode¢.

Hustoty jednotlivych proudd byly vypocitany podilem amplitudy daného proudu
a velikosti dané buiiky. Velikost buiiky je pfimo imérnd hodnoté Cpwm.

Amplitudy sodnych proudt vznikajicich pfi membranové depolarizaci byly odecteny

Po méfeni byla sklicka fixovana v PB (0,2 M; pH 7,2) s 4% paraformaldehydem po dobu
9 minut a nasledné presunuta do PBS (10 mM; pH 7,2) pro imunocytochmickou analyzu.

Obrazek 12 — Méteni metodou patch clamp (vlastni fotografie).
4.6 Analyza dat

Pro kazdou variantu experimentu byly pouzity ¢tyii mysi, z kterych byly nadsledné€ izolovany
NG2 glie. Pro data byla nasledné vypocitana smérodatna odchylka (standard error of the mean,
S.E.M.) pro dany pocet bun¢k nebo pokusnych zvifat. Pro stanoveni signifikance zmén
Vv incidencich jednotlivych bunéénych typl byla pouZita parametricki ANOVA s Dunnetovym
post-testem Vv piipadé¢ porovnavani tii pokusnych skupin a parametricky t-test v piipadé
porovnavani dvou pokusnych skupin. Pro stanoveni signifikance zmén v elektrofyziologickych
vlastnostech NG2 glii byla pouzita neparametrickh ANOVA (Kruskal-Wallis) s Dunnovym
post-testem v ptipadé porovnavani t¥i pokusnych skupin a neparametricka verze t-testu (Mann-
Whitney) v ptipadé porovnavani dvou pokusnych skupin. Veskera statistika byla délana
v programu GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, USA).
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5 VYSLEDKY

Pro zjisténi vlivu mozkové ischemie a kanonické Whnt signalni drahy na diferenciacni potencial
NG2 glii byly charakterizovany elektrofyziologické vlastnosti bun¢k izolovanych z mozkové
kiry dospélych mysi.

Celkové bylo analyzovano 564 bunék, které byly rozdéleny do 18 skupin na zakladé¢ toho,
jestli byla provedena MCAO (buiiky izolované z kontrolnich neoperovanych mysi — CTRL,
buiiky izolované z operovanych mysi po 3 dnech od operace — D3 a buiky izolované
Z operovanych mysipo 7 dnech od operace — D7), dale na zdklad¢ transgenniho myS$iho kmene
(kontrolni — CT a transgenni kmen s inhibovanou Wnt signalni drahou — Tcf712) a na zakladé
proudovych charakter (komplexni — Com, pasivni — Pas a ven usmérnény — Out).

Proudové charaktery byly ziskany metodou terc¢ikoveho zamku v konfiguraci celé burnky.
Celkem byly u NG2 glii a bunék, ve které se diferencovaly, rozeznany tii typy proudovych
charaktertt — komplexni proudovy charakter s dovniti a ven usmérnénymi draselnymi proudy
(Kir, Ka, Kpr) (obrazek 13). Dale pasivni proudovy charakter se symetrickymi na ¢ase a napéti
nezavislymi K* proudy (obrazek 14). Poslednim typem byl ven usmérnény proudovy charakter
typicky ven usmérnénymi draselnymi proudy a dovnitf usmérnénymi sodnymi proudy (Ka, Kpr
a Na*) (obrazek 15).

Buiiky s danym typem proudového charakteru sdileji spolecné elektrofyziologické
vlastnosti. Buiiky s komplexnim proudovym charakterem mély vysoce negativni Vi (ptiblizné
-85 mV), hodnoty IR mezi 100-400 MQ. Burky s pasivnim proudovym charakterem mély také
velmi negativni Vv (piiblizné -80 mV), velmi nizké hodnoty IR, nizké amplitudy Kir a Kpr a
uplné postradaly Ka. Buniky s ven usmérnénym proudovym charakterem mély méné negativni
hodnotu Vwm (piiblizné -65 mV), vysoké hodnoty IR (pies 400 MQ) a vysoké amplitudy Kir a
Ka.

Proudové charaktery byly asociovany s bunéénym typem v nékolika studiich (Prajerova et
al., 2010; Honsa et al., 2012, 2016; Kriska et al., 2016). Bunky s komplexnim proudovym
charakterem byly pozitivni na markery nediferencovanych NG2 glii (obrazek 16), bunky
s pasivnim proudovym charakterem na markery astrocyti (obrazek 17) a buiky s ven
usmérnénym proudovym charakterem byly pozitivni na markery neuront (obrazek 18).

Vysledky imunocytochemické analyzy nebyly v této praci kvantifikovany.
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Obrazek 13 — Typicky komplexni proudovy charakter s dovniti a ven usmérnénymi K* proudy, ziskany
depolarizaci a hyperpolarizaci membrany z pivodniho napéti -70 mV na hodnoty od -160 mV do +40 mV v 10
mV intervalech. Doba jednoho pulzu byla 50ms. Tento proudovy charakter je typicky pro jesté nediferencované

NG2 glie.
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Obrazek 14 — Typicky pasivni proudovy charakter se symetrickymi ¢asove a napét'oveé nezavislymi
K* proudy, ziskany depolarizaci a hyperpolarizaci membrany z ptivodniho napéti -70 mV na hodnoty od -160
mV do +40 mV v 10 mV intervalech. Doba jednoho pulzu byla 50ms. Tento proudovy charakter je typicky pro
astrocyty.
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Obrazek 15 — Typicky ven usmérnény proudovy charakter s ven usmérnénymi K* proudy, ziskany depolarizaci a
hyperpolarizaci membrany z pivodniho napéti -70 mV na hodnoty od -160 mV do +40 mV v 10 mV intervalech.
Doba jednoho pulzu byla 50 ms. Tento proudovy charakter je typicky pro neurony.
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Obrazek 16 —tdTomato pozitivni buniky pozitivni také na PDGFaR. A — burika pozitivni na PDGFaR, typicky
marker NG2 glii (zelen¢). B — bunka exprimujici tdTomato fluorescenéni protein kontrolovany Cspg4
promotorem (Cervené). C — vysledek barveni nukleovych kyselin DAPI (bile). D — Piekryv jednotlivych
fotografii (vlastni fotografie). (Cspg4 — chondoroitin sulfat proteioglykan 4, DAPI — 4,6-diamidin-2-fenylindol,
PDGFaR — o receptor rastového faktoru odvozeného od krevnich desti¢ek, tdTomato — Cerveny fluorescenéni
protein)
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Obrazek 17 — tdTomato pozitivni buniky pozitivni také na GFAP. A — burika pozitivni na GFAP (zeleng), typicky
marker astrocytd. B — butika exprimujici tdTomato fluorescencni protein (Cervené) kontrolovany Cspgé
promotorem. C — vysledek barveni nukleovych kyselin DAPI (bile). D — Prekryv jednotlivych fotografii (vlastni
fotografie). (Cspg4 — chondroitin sulfat proteoglykan 4 , DAPI — 4,6-diamidin-2-fenylindol, GFAP — glialni
fibrilarni acidicky protein, tdTomato — erveny fluorescenéni protein)
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Obrazek 18 — tdTomato pozitivni buniky pozitivni také na MAP2. A — burika pozitivni na MAP2, typicky marker
neuronu (zelen€). B — burika exprimujici tdTomato fluorescencni protein kontrolovany Cspg4 promotorem
(Gerveng). C — vysledek barveni nukleovych kyselin DAPI (bile). D — Prekryv jednotlivych fotografii (vlastni
fotografie). (Cspg4 — chondroitin sulfat proteoglykan 4 , DAPI — 4,6-diamidin-2-fenylindol, MAP2 —
microtubule-associated protein 2, tdTomato — ¢erveny fluorescenéni protein)
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5.1 Vliv mozkové ischemie na diferencia¢ni potencial NG2 glii

Pro zjisténi vlivu mozkové ischemie na diferenciatni potencidl NG2 glii a jejich
elektrofyziologické vlastnosti jsme pracovali s kmenem CT. NG2 glie tohoto kmene po indukci
tamoxifenem exprimuji tdTomato ¢erveny fluorescenéni protein.

Porovnavali jsme diferenciacni potencial NG2 glii a jejich elektrofyziologické vlastnosti u
mysi, které nebyly operované (CT-CTRL) a u operovanych mysi, u kterych probé¢hla izolace
bunék 3 nebo 7 dni po MCAO (CT-D3 nebo CT-D7).

5.1.1 Incidence jednotlivych bunéénych typi po MCAO

Srovnavali jsme incidence jednotlivych bunéénych typt u CT-CTRL, CT-D3 a CT-D7 mysi.

NG2 glie izolované z CT-CTRL mysi mély prevazné komplexni proudovy charakter (88
+ 2,52 %). Pouze velmi malo bun¢k vykazovalo pasivni proudovy charakter (8,73 £ 2,5 %)
nebo ven usmérnény proudovy charakter (3,27 = 1,72 %).

Vétsina bunek izolovanych z CT-D3 mysi také disponovala komplexnim proudovym
charakterem (77,41 = 4,52 %). Buriky s pasivnim proudovym charakterem byly zastoupeny jen
velmi mélo (8,41 + 3,2 %) a buiiky s ven usmérnénym proudem piedstavovaly 14,17 £ 4,85 %
vSech bunék.

U bunék izolovanych z CT-D7 mysi opét pievazoval komplexni proudovy charakter
(80,34 £ 4,17 %) a bunikky s pasivnim proudovym charakterem byly zastoupeny opét minoritné
(3,01 £ 1,63 %). Oproti kontrolnimu kmenu CT-CTRL ale doslo k signifikantnimu navySeni
poctu bun€k s ven usmérnénym proudovym charakterem, které ptedstavovaly 16,64 + 4,52 %
v§ech bun¢k (obrazek 19).
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Obrazek 19 — Incidence tfi buné&¢nych typi a jejich zména po MCAO v mysich bez manipulace Wnt signalni
drahy. U vSech skupin pfevazovaly buniky s Com proudovym charakterem. U CT-D7 doslo k signifikantnimu
narustu incidence bun¢k s Out proudovym charakterem. (Com — butiky s komplexnim proudovym charakterem,
CT - bunky izolované z mysi s nemanipulovanou Wnt signalni drahou, CTRL — buiiky izolované
Z neoperovanych mysi, D3 — buiiky izolované 3 dny po operaci, D7 — buiiky izolované 7 dni po operaci,
Out — buiiky s ven usmérnénym proudovym charakterem, Pas — buriky s pasivnim proudovym charakterem,

* —signifikantni zména u bunék s komplexnim proudovym charakterem, + — signifikantni zména u bunék
S pasivnim proudovym charakterem, # — signifikantni zména u bunék s ven usmérnénym proudovym
charakterem, p<0,05)

5.1.2 Zmény v pasivnich membranovych vlastnostech po MCAO

Kromé incidence jednotlivych bunéénych typd jsme sledovali vliv mozkové ischemie na
pasivni membranové vlastnosti — tedy Vu, IR a Cw. Jelikoz nékteré tyto vlastnosti vedly
K upfesnéni uréeni bunéného typu, porovnavali jsme pouze zmény mezi jednotlivymi
bunéénymi typy.

U zadného bunééného typu nebyly nalezeny signifikantni zmény u Vm a IR. Bylo ale
pozorovano signifikantni zvySeni hodnoty Cwm u bunék s komplexnim proudovym charakterem,
a to jak tii dny po operaci (z 20,50 =+ 0,96 na 32,97 + 2,20 pF), tak sedm dni po MCAO (z 20,50
+ 0,96 na 25,58 + 1,21 pF). U bung¢k s pasivnim proudovym charakterem a s ven usmérnénym
proudovym charakterem nebyly pozorovany zadné signifikantni zmény (Tabulka 1).
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Tabulka 1 — Zmény v pasivnich membranovych vlastnostech indukované MCAO.

cT N
CTRL D3 D7 CTRL | D3 | D7
Vu [mV] -85,46 +0,66 | -84,77+0,65 | -86,50+ 0,57 84 77 | 86
Com |[IR[MQ] 173,30+33,00 | 128,30+8,78 | 145,00 + 8,36 84 79 | 86
Cwm [pF] 20,50 + 0,96 - 25,58 +1,21 84 79 | 86
Vu [mV] -80,78 2,65 | -83,50+1,74 | -82,00+4,38 9 8 | 4
Pas |IR[MQ] 48,54 + 5,07 70,68 +11,16 | 40,93+ 8,23 9 8 | 4
Cwm [pF] 32,66 + 1,20 27,61+4,27 | 44,60+7,42 9 8 | 4
Vi [mV] -65,67+6,12 | -80,23+2,49 | -79,33+2,30 3 13 | 18
Out [IR[MQ] 538,20+ 71,51 | 585,60 + 128,90 | 476,00 + 83,02 3 13 | 18
Cwm [pF] 22,50 + 4,68 24,17+3,28 | 24,62+2,78 3 13 | 18

p<0,05 pco01 [ NBRO00TN

Hodnoty jsou uvadény jako primér + S.E.M. (Cm — membranova kapacitance, Com — buiiky s komplexnim
proudovym charakterem, CT — mysi kmen bez manipulace Wnt signalni drahy, CTRL — neoperované mysi, D3 —
bunky byly izolovany 3 dny po MCAO, D7 — buiiky byly izolovany 7 dni po MCAO, IR — membranovy vstupni
odpor, MCAO - okluze stiedni mozkové artérie, N — poéet naméfenych bunék, Out — buriky s ven usmérnénym
proudovym charakterem, Pas — butiky s pasivnim proudovym charakterem, S.E.M. — smérodatn odchylka, Vm—
klidovy membranovy potencial, Wnt — Wingless/Int signalni draha)

5.1.3 Zmény v amplitudach a hustotach draselnych a sodnych prouda po MCAO

Déle jsme analyzovali vliv mozkové ischemie na amplitudy a hustoty Kir, Kpr, Ka a Na*
proudt. Hustota proudu byla vypocitana jako podil amplitudy daného proudu a velikosti
membranové kapacitance mefené burnky.

Nebyla pozorovana zadna signifikantni zména amplitudy Kir U ani jednoho z buné¢nych
typl. Na druhou stranu u bunck s komplexnim proudovym charakterem bylo pozorovano
signifikantni sniZzeni hustoty Kir, a to jak t¥i dny po MCAO (z 11,95 + 1,05 na 7,62 + 0,53
pA/pF), tak sedm dni po MCAO (z 11,95 + 1,05 na 8,08 = 0,43 pA/pF). Zadna zména hustoty
Kir nebyla pozorovéana u bunék s pasivnim a ven usmérnénym proudovym charakterem.

U bun¢k s komplexnim proudovym charakterem dale doSlo k signifikantnimu zvySeni
amplitudy Kpr po sedmi dnech od MCAO (z 794,80 + 50,06 na 1131 + 67,79 pA). Burky
S pasivnim a ven usmérnénym proudovym charakterem nevykazovaly Zadné signifikantni
zmény. Hustota Kpr se signifikantné zvysila tfi dny po MCAO, po sedmi dnech byla
srovnatelna s hustotou u neoperovanych mysi. U bun€k s pasivhim a ven usmérnénym
proudovym charakterem nebyla pozorovana zadna signifikantni zména.

Mozkova ischemie nezplisobila Zadné signifikantni zmény v amplitudé a hustoté Ka u
bunék s komplexnim a ven usmérnénym proudovym charakterem.

Nebyla pozorovana ani zadna signifikantni zména amplitudy Na* proudu. U bunék
S komplexnim proudovym charakterem ale doSlo k signifikantnimu sniZzeni hustoty tohoto
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proudu tii dny po MCAO, po sedmi dnech od MCAO byla hustota srovnatelna s hodnotou u
neoperovanych mysi.
Namétené vysledky shrnuji Tabulky 2, 3 a 4.

Tabulka 2 — Zmény v amplitudach a hustotach draselnych a sodnych proudi u bunék
s komplexnim proudovym charakterem indukované MCAO.

Com CT N

CTRL D3 D7 CTRL D3 | D7
Kir [PA] 215,70+15,51 | 208,60+ 10,33 185,20 + 8,55 84 76 | 86
Kir/Cm [pA/pF] 11,95 +1,05 84 76 | 86
Kor [pA] 794,80 +£50,06 | 850,40+ 57,42 83 79 | 86
Kor/Cwm [pA/pF] 43,90+ 3,11 48,80 + 3,23 83 79 | 86
Ka [pA] 585,80+48,45 | 578,30+61,69 | 824,80+ 79,53 66 51 | 64
Ka/Cwm [pA/pF] 34,39+ 3,89 23,77 £ 3,09 37,09 +3,84 66 51 | 64
Na* [pA] 324,30+ 21,58 | 369,10+64,84 | 363,20 +55,77 20 8 13
Na*/Cwm [pA/pF] 22,36 +2,92 16,50 + 2,39 20 8 13

p<005 [ p<001  |NEGIOGTNNN

Hodnoty jsou uvadény jako primér = S.E.M. (Cm — membranova kapacitance, Com — buiiky s komplexnim
proudovym charakterem, CT — mysi kmen bez manipulace Wnt signalni drahy, CTRL — neoperované mysi, D3 —
bunky byly izolovany 3 dny po MCAO, D7 — buniky byly izolovany 7 dni po MCAO, Ka — draselny proud A typu,
Kbr — ven usmérnény draselny proud, Kir— dovniti usmérnény draselny proud, MCAO — okluze stfedni mozkové
artérie, N — poet naméfenych bunék, Na* — sodny proud, S.E.M. — smérodatna odchylka, Wnt — Wingless/Int
signalni draha)

Tabulka 3 — Zmény vamplitudach a hustotach draselnych proudt u bunék s pasivnim
proudovym charakterem

CcT N
Pas
CTRL D3 D7 CTRL | D3 | D7
Kir [PA] 199,50 + 45,06 123,30+ 22,95 272,20 8 7 1
Kir/Cm [pA/pF] 6,00 + 1,36 5,47 + 1,84 9,20 8 7 1
Kor [PA] 434,00 155,80 + 107,30 144,00 1 2 1
Kor/Cwm [pA/pF] 14,00 5,85 + 4,55 2,20 1 2 1

p005  poor  [EROIG0EN

Hodnoty jsou uvadény jako primér £ SEM. (Cm — membranova kapacitance, CT — mySi kmen bez manipulace
Wnt signdlni drdhy, CTRL — neoperované mysi, D3 — buiiky byly izolovany 3 dny po MCAO, D7 — buiiky byly
izolovany 7 dni po MCAO, Ka — draselny proud A typu, Kpr — ven usmérnény draselny proud, Kir — dovnitf
usmérnény draselny proud, MCAO — okluze stfedni mozkové artérie, N — pocet naméfenych bunék, Pas — bunky
S pasivnim proudovym charakterem, S.E.M. — smérodatna odchylka, Wnt — Wingless/Int signalni draha)
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Tabulka 4 — Zmény v amplitudach a hustotach draselnych a sodnych proudti u bunék s ven
usmérnénym proudovym charakterem indukované¢ MCAO.

out CT N

CTRL D3 D7 CTRL D3 | D7
Kor [pA] 1409,00 + 440,70 | 1593,00 + 139,90 | 1745,00 + 132,60 3 13 | 18
Kor/Cwm [pA/pF] 71,63 £ 26,37 75,80+7,70 79,74 £ 6,24 3 13 | 18
Ka [pA] 862,80 + 146,30 | 953,20+ 175,20 | 1130,00 + 223,40 2 13 | 18
Ka/Cwm [pA/pF] 51,75 + 24,45 47,66 + 8,33 59,89 + 13,65 2 13 | 18
Na* [pA] 200,40 240,70 + 28,98 313,20+ 29,51 1 5 4
Na*/Cwm [pA/pF] 15,10 12,12 +£2,10 13,10+ 2,33 1 5 4

p<0,05 p<001 [ NBRO/00TIN

Hodnoty jsou uvadény jako pramér + S.E.M. (Cm — membranova kapacitance, CT — my$i kmen bez manipulace
Whnt signalni drahy, CTRL — neoperované mysi, D3 — buriky byly izolovany 3 dny po MCAO, D7 — buiiky byly
izolovany 7 dni po MCAO, Ka — draselny proud A typu, Kpr — ven usmérnény draselny proud, MCAO — okluze
stfedni mozkové artérie, N — pofet naméfenych bunék, , Na* - sodny proud, Out — buiiky s ven usmérnénym
proudovym charakterem, S.E.M. — smérodatna odchylka, Wnt — Wingless/Int signalni draha)

5.2 Vliv manipulace Wnt signalni drahy na diferencia¢ni potencial NG2
glii za fyziologickych podminek

Pro zjisténi vlivu Wnt signalni drahy na diferenciacni potencial a elektrofyziologické vlastnosti
NG2 glii za fyziologickych podminek jsme pracovali s bunkami z CT-CTRL mysi a
transgenniho kmene, ktery m¢l inhibovanou Wnt signalni drahu (CT-Tcf712).

5.2.1 Incidence jednotlivych bunéénych typt po manipulaci Wnt signalni drahy za
fyziologickych podminek

U kmene CT-CTRL vykazovaly butiky ptevazné komplexni proudovy charakter (88 +2,52 %).
Pouze velmi mélo bunék mélo pasivni proudovy charakter (8,73 + 2,5 %) nebo ven usmérnény
proudovy charakter (3,27 £ 1,72 %).

U kmene Tcf712 doslo k signifikantnimu nartistu poctu bunék s pasivnim proudovym
charakterem (43,3 £+ 11,18 %), stejné jako doslo Kk signifikantnimu poklesu bunék
s komplexnim proudovym charakterem (55,77 + 10,89 %). Zastoupeni bunék s ven
usmérnénym proudovym charakterem bylo velmi nizké (0,92 + 0,92 %) (obrazek 20).
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Obrazek 20 — Incidence tii bunécnych typu a jejich zména po manipulaci Wnt signalni drahy. U kontrolniho
kmene CT-CTRL pievazovaly buitky s Com proudovym charakterem. U kmene Tcf712 s inhibovanou Wnt
signalni drahou doslo k signifikantnimu nartstu poctu bunék s Pas proudovym charakterem a k signifikantnimu
poklesu poctu bunék s Com proudovym charakterem. (Com — buiiky s komplexnim proudovym charakterem,
CT - buniky izolované z mysi s nemanipulovanou Wnt signalni drahou, CTRL — buiiky izolované
Z neoperovanych mysi, Out — bunky s ven usmérnénym proudovym charakterem, Pas — burky s pasivnim
proudovym charakterem, Tcf712 — buiiky izolované z mysi s inhibovanou Wnt signalni drahou, * — signifikantni
zména u bunék s komplexnim proudovym charakterem, + — signifikantni zména u bunék s pasivnim proudovym
charakterem, # — signifikantni zména u bunék s ven usmérnénym proudovym charakterem, **, ++ — p<0,01)

5.2.2 Vliv inhibice Wnt signalni drahy na pasivni membranové vlastnosti

U bungk s komplexnim proudovym charakterem doslo k signifikantnimu zvyseni Vwm (z -85,46
+ 0,66 na -88,96 + 0,60 mV), k signifikantnimu snizeni IR (z 173,30 + 33 na 62,85 + 3,22 MQ)
a signifikantnimu zvyseni Cwm (z 20,50 + 0,96 na 26,83 + 1,53 pF).

U bunék s pasivnim proudovym charakterem bylo pozorovano signifikantni zvyseni Vv (z
-80,78 + 2,65 na -89,83 + 0,97 mV), signifikantni snizeni IR (z 48,54 + 5,08 na 31,74 + 1,81
MQ) a signifikantni zvySeni Cwm (z 32,66 = 1,2 na 50,75 + 2,85 pF).

Vzhledem k tomu, Ze byla nalezena pouze jedna buiika S inhibovanou Wnt signalni drahou
a ven usmérnénym proudovym charakterem, analyza signifikance nebyla provedena.

Naméiené vysledky shrnuje Tabulka 5.
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Tabulka 5 — Zmény v pasivnich membranovych vlastnostech indukované manipulaci Wnt
signalni drahy

CTRL N
cT Tcf712 CT | Tcf712
Vi [mV] -85,46 + 0,66 84 47
Com [IR[MQ] 173,30 + 33,00 84 47
Cwm [pF] 20,50 + 0,96 84 47
Vi [mV] -80,78 + 2,65 9 24
Pas  |IR[MQ] 48,54 £ 5,07 9 24
Cwm [pF] 32,66 1,20 50,75 + 2,85 9 24
Vi [mV] -65,67 6,12 / 3 0
out |IR[MQ] 538,20+ 71,51 / 3 0
Cwm [pF] 22,50 £ 4,68 / 3 0
p<0,05

Hodnoty jsou uvadény jako primér + S.E.M. (Cm — membranova kapacitance, Com — buiiky s komplexnim
proudovym charakterem, CT — mysi kmen bez manipulace Wnt signalni drédhy, CTRL — neoperované mysi, IR —
membranovy vstupni odpor, N — pocet naméfenych bun€k, Out — buniky s ven usmérnénym proudovym
charakterem, Pas — buiiky s pasivnim proudovym charakterem, S.E.M. — smérodatna odchylka, Tcf712 — mysi
s inhibovanou Wnt signalni drahou, Vm— klidovy membranovy potencial, Wnt — Wingless/Int signalni draha)

5.2.3 Vliv inhibice Wnt signilni drahy na amplitudy a hustoty draselnych a sodnych
proudii

Nebyla pozorovana zadna signifikantni zména amplitudy Kir ani u jednoho z bunéénych typu.
Na druhou stranu u bunék s komplexnim proudovym charakterem a inhibovanou Wnt signalni
drahou bylo pozorovano signifikantni snizeni hustoty Kir (z 11,95+ 1,05 na 8,17 = 0,90 pA/pF).
Stejny trend se projevil i u bunc€k s pasivhim proudovym charakterem, kdy doslo
k signifikantnimu snizeni hustoty Kir z6 + 1,36 na 3,01 = 0,48 pA/pF. U bunék s ven
usmérnénym proudovym charakterem nebyla pozorovana zadna signifikantni zména v hustoté
Kir, jelikoz mezi buitkami s inhibovanou Wnt signalni dradhou nebyly nalezeny Z4dné bunky
S ven usmérnénym proudovym charakterem.

U bunék s komplexnim proudovym charakterem dale doSlo k signifikantnimu sniZeni
amplitudy Kpr (z 794,80 + 50,06 na 618,70 & 72,47 pA), snizeni hustoty Kpr (z 43,90 + 3,11
na 29,69 + 5,64 pA/pF) a zvySeni amplitudy Na* proudu (z 324,30 + 21,58 na 530,60 +
74,81 pA).

Tyto ani zadné dalsi signifikantni zmény nebyly pozorovany u bungk s pasivnim a ven
usmérnénym proudovym charakterem.

Vsechny namétené vysledky shrnuji tabulky 6, 7 a 8.
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Tabulka 6 — Zmény v amplitudach a hustotach draselnych a sodnych proudi u bunék
S komplexnim proudovym charakterem vyvolany manipulaci s Wnt signalni drahou.

Com CTRL N
cT Tcf712 cT Tcf712

Ki [PA] 215,70 + 15,51 188,80 + 15,35 84 44
Kir/Cw [PA/pPF] 11,95 + 1,05 _ 84 44
Kor [pA] 794,80 + 50,06 618,70 + 72,47 83 47
Kor/Cw [pA/pF] 43,90 + 3,11 _ 83 47
Ka [pA] 585,80 + 48,45 590,50 + 107,20 66 23
Ka/Cwi [PA/pF] 34,39 + 3,85 32,50 + 8,27 66 23
Na* [pA] 324,30 + 21,58 530,60 + 74,81 20 10
Na*/Cw [pA/pF] 22,36 +2,92 25,21+5,84 20 10

p<0,05

Hodnoty jsou uvadény jako primér + SEM. (Cm — membranova kapacitance, Com — buriky s komplexnim
proudovym charakterem, CT — mysi kmen bez manipulace Wnt signalni drahy, CTRL — neoperované mysi, Ka —
draselny proud A typu, Kpr — ven usmérnény draselny proud, Kz — dovnitt usmérnény draselny proud, N — pocet
naméfenych bunék, Na* — sodny proud, S.E.M. — smérodatna odchylka, Tcf712 — mysi s inhibovanou Wnt signalni
drahou, Wnt — Wingless/Int signalni draha)

Tabulka 7 — Zmény v amplitudach a hustotach draselnych proudi u bunék s pasivnim
proudovym charakterem vyvolany manipulaci s Wnt signalni drahou.

CTRL N
Pas
CT Tcf712 CT Tcf712
Kir [PA] 199,50 + 45,06 135,10+ 18,83 8 20
Kir/Cm [pA/pF] 6,00+ 1,36 3,01£0,48 8 20
Kor [pA] 434,00 140,80 + 36,57 1 11
Kor/Cwm [pA/pF] 14,00 2,66 +0,63 1 11

Hodnoty jsou uvadény jako primér £ SEM. (Cm — membranova kapacitance, CT — mySi kmen bez manipulace
Wnt signélni drahy, CTRL — neoperované mysi, Kpr — ven usmérnény draselny proud, Kir — dovnitt usmérnény
draselny proud, N — pocet naméfenych bunék, Pas — bunky s pasivnim proudovym charakterem, S.E.M. —
smérodatna odchylka, Tcf712 — mysi s inhibovanou Wnt signalni drahou, Wnt — Wingless/Int signalni draha)

p<0,05
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Tabulka 8 — Zmény v amplitudach a hustotach draselnych a sodnych proudt u bunék s ven
usmérnénym proudovym charakterem vyvolany manipulaci s Wnt signalni drahou.

out CTRL N
cT Tcf712 cT Tcf712

Kor [PA] 1409, 00 + 440,70 / 3 0
Kor/Cwm [pA/pF] 71,63 + 26,37 / 3 0
Ka [pA] 862,80 + 146,30 / 2 0
Ka/Cwi [PA/pF] 51,75 + 24,45 / 2 0
Na* [pA] 200,40 / 1 0
Na*/Cw [pA/pF] 15,10 / 1 0

Hodnoty jsou uvadény jako primér £ SEM. (Cm — membranova kapacitance, CT — mySi kmen bez manipulace
Wnt signalni drahy, CTRL — neoperované mysi, Ka — draselny proud A typu, Kpr — ven usmérnény draselny
proud, N — poéet naméfenych bunék, Na* — sodny proud, Out — buiiky s ven usmérnénym proudovym charakterem,
S.E.M. — smérodatna odchylka, Tcf712 — mysi s inhibovanou Wnt signalni drahou, Wnt — Wingless/Int signalni
draha)

5.3 Vliv manipulace Wnt signalni drahy na diferencia¢ni potencial NG2
glii po mozkové ischemii

5.3.1 Incidence jednotlivych bunéénych typt po manipulaci Wnt signalni drahy a po
mozkové ischemii

Pro zjisténi vlivu manipulace Wnt signalni drdhy na diferenciaCni potencial a
elektrofyziologické vlastnosti NG2 glii po mozkové ischemii jsme pracovali s my$im kmenem
Tcf712. Tyto mysi bud’ nebyly operované (Tcf712-CTRL) nebo u nich byla provedena MCAO
a bunky byly nasledné izolovany 3 nebo 7 dni po operaci (Tcf712-D3 a Tcf712-D7).

U kontrolniho kmene Tcf712-CTRL s inhibovanou Wnt signalni drahou mély velky podil
bunky s pasivnim proudovym charakterem (43,3 + 11,18 %) a buriky S komplexnim proudovym
charakterem (55,77 £ 10,89 %). Zastoupeni bunck s ven usmérnénym proudovym charakterem
bylo velmi nizké (0,92 + 0,92 %).

U kmene Tcf712-D3 stale ptevazovaly butiky s komplexnim proudovym charakterem
(67,8 £ 5,89 %), ale i buniky s pasivnim proudovym charakterem byly stale zastoupeny ve
velkém poctu (25,79 + 6,66 %). Zastoupeni bunck s ven usmérnénym proudovym charakterem
podobné jako u kontrolniho kmene bylo velmi nizké (6,39 + 2,98 %).

U bungk izolovanych z Tcf712-D7 kmene doslo k signifikantnimu nartistu poméru bunék
s komplexnim proudovym charakterem (87,59 + 5,52 %) a k signifikantnimu poklesu poméru
bunék s pasivnim proudovym charakterem (8,33 + 5,62 %) oproti kontrolnimu kmeni
Tcf712-CTRL. Podil bungk s ven usmérnénym proudovym charakterem ztistal velmi maly
(4,07 £ 2,26 %) (obrazek 21).
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Incidence bunéénych typu:
prubéh ischemie pfi inhibované Wnt signalizaci
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Obrazek 21 — Incidence tii bunécnych typt u kmene s manipulovanou Wnt signalni drahou po MCAO.
Kontrolni kmen Tcf712-CTRL s inhibovanou Wnt signalni drahou vykazoval vysoky pomér bunék s Pas a Com
proudovym charakterem. U kmene Tcf712-D7 doslo k signifikantnimu poklesu poméru bun¢k s Pas proudovym

charakterem a Kk signifikantnimu nartistu poméru bun¢k s Com proudovym charakterem. (Com — bunky
s komplexnim proudovym charakterem, CT — buiiky izolované z mysi s nemanipulovanou Wnt signalni drahou,
CTRL — buiiky izolované z neoperovanych mysi, D3 — buiiky izolované 3 dny po operaci, D7 — bunky izolované
7 dni po operaci, Out — buiiky s ven usmérnénym proudovym charakterem, Pas — bunky s pasivnim proudovym

charakterem, Tcf712 — buiiky izolované z mysi s inhibovanou Wnt signalni drahou, * — signifikantni zména u
bunék s komplexnim proudovym charakterem, + — signifikantni zména u buné€k s pasivnim proudovym
charakterem, # — signifikantni zména u bunék s ven usmérnénym proudovym charakterem, * — p<0,05,
++ —p<0,01).

5.3.2 Vliv manipulace Wnt signalni drahy a mozkové ischemie na pasivni membranové
vlastnosti

U bunék s komplexnim proudovym charakterem doslo k signifikantnimu sniZzeni Vv jak tfi dny
po MCAO (z -88,96 + 0,60 na -83,93 + 0,89 mV), tak sedm dni po MCAO (na -84,15 +

0,67 mV). Déle doslo k signifikantnimu zvySeni IR opét jak tfi dny (z 62,58 + 3,22 na 154,60
+ 18,74 MQ), tak sedm dni po operaci (na 115,30 = 11,76 MQ). Bylo pozorovano také
signifikantni zvySeni Cwm tfi dny po MCAO (z 26,83 + 1,53 na 31,97 + 1,54 pF), sedm dni po
MCAO byla hodnota Cwm srovnatelna s hodnotou u neoperovanych mysi.

U bunék s pasivnim proudovym charakterem doslo stejné jako u bunék s komplexnim
proudovym charakterem k signifikantnimu snizeni Vw tfi dny (z -89,83 £ 0,97 na -85,16 £
1,22 mV) i sedm dni po MCAO (na -87 £ 0,72 mV). Doslo také ke signifikantnimu zvySeni IR
opét po tiech (z 31,74 + 1,81 na 72,19 + 7,98 MQ) i sedmi dnech od operace (na 54,01 + 8,63
MQ). Na rozdil od bun¢k s komplexnim proudovym charakterem ale doslo k signifikantnimu
snizeni Cwm tf1 dny po MCAO (z 50,75 + 2,85 na 28,93 + 2,93 pF). Sedm dni po operaci byla
ale hodnota Cwm opét srovnatelna s hodnotou u neoperované mysi.
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U bunék sven usmérnénym proudovym charakterem nebyly pozorovany Zzadné
signifikantni zmény.
Namétené vysledky shrnuje Tabulka 9.

Tabulka 9 — Zmény v pasivnich membranovych vlastnostech u bun¢k s manipulovanou Wnt
signalni drahou indukované MCAO.

Tcf712 N
CTRL D3 CTRL D3 | D7
Vu [mV] -88,96 + 0,60 47 57 | 94
Com [IR [MQ] 62,58 + 3,22 47 57 | 94
Cwm [pF] 26,83 +1,53 27,10+1,20 47 57 | 94
Vu [mV] -89,83 £ 0,97 -87+0,72 24 19 7
Pas [IR[MQ] 31,74 +1,81 54,01 + 8,63 24 19 7
Cwm [pF] 50,75 + 2,85 41,53 + 6,64 24 19 7
Vm [mV] -88 -74,71 +£4,59 -83 +3,63 1 7 4
Out g [MQ] 414,60 393,20+ 74,11 | 417,20+ 113,40 1 7
Cw [pF] 25,20 34,37 +4,23 16,35+ 2,24 1 7 4

Hodnoty jsou uvadény jako primér + SEM. (Cm — membranova kapacitance, Com — buiiky s komplexnim
proudovym charakterem, CTRL — neoperované mysi, D3 — butiky byly izolovany 3 dny po MCAO, D7 — bunky
byly izolovany 7 dni po MCAO, IR — membranovy vstupni odpor, MCAO — okluze stiedni mozkové artérie, N —
pocet naméfenych bunék, Out — bunky s ven usmérnénym proudovym charakterem, Pas — bunky s pasivnim
proudovym charakterem, S.E.M. — smérodatna odchylka, Tcf712 —mysi s inhibovanou Wnt signalni drahou, Vm—
klidovy membranovy potencial, Wnt — Wingless/Int signalni draha)

5.3.3 Vliv manipulace Wnt signalni drahy a mozkové ischemie na amplitudy a hustoty
draselnych a sodnych proudi

Tti dny po MCAO bylo u mys$i s manipulovanou Wnt signalni drahou a komplexnim
proudovym charakterem detekovano signifikantni snizeni amplitudy Na* proudu (z 530,60 +
74,81 na 311,30 + 29,99 pA) 1 hustoty tohoto proudu (z 25,21 + 5,84 na 10,98 + 1,51 pA/pF).

Sedm dni po MCAO bylo pozorovano signifikantni zvySeni amplitudy Kir (z 188,80 +
15,35 na 249,50 + 13,58 pA) a Kpr (2 618,70 + 72,47 na 962 + 65,23 pA) a signifikantni zvySeni
hustoty Kir (z 8,17 + 0,90 na 10,17 £ 0,56 pA/pF) i Kpr (z 29,69 + 5,42 na 40,33 + 1,88).

U bunék s pasivnim proudovym charakterem nebyly pozorovany zadné signifikantni
zmeny.

Jedinou signifikantni zménou u bunck s ven usmérnénym proudovym charakterem bylo
zvySeni hustoty Kpr mezi D3 a D7 (z 30,90 + 2,57 na 74,80 + 4,44 pA/pF).

Naméiené vysledky shrnuji Tabulky 10, 11 a 12.
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Tabulka 10 — Zmény Vv amplitudach a hustotach draselnych a sodnych proudid u bunék
s komplexnim proudovym charakterem a manipulovanou Wnt signalni drahou indukované
MCAO.

Com Tcf712 N

CTRL D3 D7 CTRL | D3 | D7
Kir [pA] 188,80 +15,35 | 193+11,63 249,50 + 13,58 44 56 | 93
Kir/Cwm [PA/pF] 8,17+ 0,90 6,41+ 0,39 44 56 | 93
Kor [PA] 618,70 + 72,47 | 573,40+ 52,80 47 55 | 94
Kor/Cm [PA/pF] 29,69 + 5,64 20,49 + 2,68 47 55 | 94
Ka [pA] 590,50 + 107,20 | 495,70 + 74,56 | 814,50 + 64,21 23 47 | 75
Ka/Cm [pA/pF] 32,50 + 8,27 17,42 + 2,47 39,22 + 4,20 23 47 | 75
Na* [pA] 530,60+ 74,81 | 311,30+29,99 | 439,60 +68,11 10 18
Na*/Cwm [pA/pF] 25,21 +5,84 12,81+ 1,58 10 18 | 8

Hodnoty jsou uvadény jako primér + S.E.M. (Cm — membranova kapacitance, Com — buiiky s komplexnim
proudovym charakterem, CTRL — neoperované mysi, D3 — butiky byly izolovany 3 dny po MCAO, D7 — bunky
byly izolovany 7 dni po MCAO, Ka — draselny proud A typu, Kpr — ven usmérnény draselny proud, Kjr — dovnitt
usmérnény draselny proud, MCAO — okluze stiedni mozkové artérie, N — pocet naméfenych bunék, Na* — sodny
proud, S.E.M. — smérodatna odchylka, Tcf712 — mysi s inhibovanou Wnt signalni drahou, Wnt — Wingless/Int
signalni draha)

Tabulka 11 — Zmény Vv amplitudach a hustotach draselnych proudd u bunék s pasivnim
proudovym charakterem a manipulovanou Wnt signalni drahou indukované MCAO.

Tcf712 N
Pas
CTRL D3 D7 CTRL D3 | D7
Kir [pA] 135,10+ 18,83 113,70 + 14,28 99,57 + 17,07 20 15 6
Kir/Cwm [pA/pF] 3,01+0,48 6,30+ 1,94 3,25+0,97 20 15 6
Kor [pA] 140,80 + 36,57 49,46 + 21,63 120+ 31,98 11 7 3
Kor/Cwm [pA/pF] 2,66 +0,63 2,39+0,89 2,57+0,83 11 7 3

Hodnoty jsou uvadény jako pramér + S.E.M. (Cm — membranova kapacitance, CTRL — neoperované mysi, D3 —
buiiky byly izolovany 3 dny po MCAO, D7 — bunky byly izolovany 7 dni po MCAO, Kpr — ven usmérnény
draselny proud, Kir — dovnitf usmérnény draselny proud, MCAO — okluze stfedni mozkové artérie, N — pocet
naméfenych bunék, Pas — bufiky s pasivnim proudovym charakterem, S.E.M. — smérodatna odchylka, Tcf712 —
mysi s inhibovanou Wnt signalni drahou, Wnt — Wingless/Int signalni dréha)
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Tabulka 12 — Zmény v amplitudach a hustotach draselnych a sodnych proudii u bunék s ven
usmérnénym proudovym charakterem a manipulovanou Wnt signalni drahou indukované
MCAO.

out Tcf712 N

CTRL D3 D7 CTRL | D3 | D7

Kor [PA] 1307 1095 + 207,10 1202 + 135,20 1 7| 4
Kow/Cui [PA/pF] 51,80 30,90 + 2,57 74,80 + 4,44 1 7| 4
Ka [PA] 1354 1149 £ 134,50 1262 + 339,90 1 7| 4
Ka/Cui [PA/PF] 53,70 34,91+ 4,81 82,13 +21,05 1 7| 4
Na* [pA] / 208,50 + 56,39 69 0 5 | 1
Na*/Cw [pA/pF] / 6,56 + 2,02 6,80 0 5 | 1

p<0,05 p<0,01 ~ p<0,001

Hodnoty jsou uvadény jako primér + SEM. (Cm— membranova kapacitance, CTRL — neoperované mysi, D3 —
bunky byly izolovany 3 dny po MCAO, D7 — buriky byly izolovany 7 dni po MCAO, Ka — draselny proud A typu,
Kbr — ven usmérnény draselny proud, MCAO — okluze stfedni mozkové artérie, N — pocet nameéfenych bunek,
Na* — sodny proud, Out — buiiky s ven usmérnénym proudovym charakterem, S.E.M. — smérodatna odchylka,
Tcf712 — mysi s inhibovanou Wnt signalni drahou, Wnt — Wingless/Int signalni draha)
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6 DISKUZE

NG2 glie jsou znamé svym vysokym diferenciacnim potencidlem a jiz dlouhou dobu je
zahadou, jak a jestli se tento diferenciacni potencial uplatiiuje v regeneraci po poskozeni
mozkové tkané.

Cilem této prace bylo analyzovat vliv kanonické Wnt signalni drahy na diferenciacni
potencial NG2 glii za fyziologickych podminek a po mozkové ischemii. Vysledky experimentt
ukdzaly, ze diferenciacni potencial NG2 glii je ovlivnén jak mozkovou ischemii, tak inhibici
Wnt signalni drahy.

6.1 NG?2 glie po mozkové ischemii diferencuji v neuronalni prekurzory

V nékolika pracich bylo prokdzano, ze NG2 glie jsou po poSkozeni mozkové tkané
schopné diferencovat v oligodendrocyty (Komitova et al., 2011; Barnabe-Heider et al., 2010;
Dimou et al., 2008), byla ale také naznaCena moznost, ze NG2 glie mohou po poskozeni
mozkové tkané diferencovat v astrocyty nebo neurony (Honsa et al., 2012; Komitova et al.,
2011; Honsa et al., 2016). Mnoho dalsich studii ale tuto moznost vyvratilo (Dimou et al., 2008;
Kang et al., 2010).

Abychom zjistili vliv mozkové ischemie na diferenciacni potencial NG2 glii, vypocitali
jsme incidenci jednotlivych bunécnych typti u CT-CTRL, CT-D3 a CT-D7 mysi. Vysledkem
bylo signifikantni zvySeni poméru neuronti sedm dni po operaci, coz znaéi, ze NG2 glie v reakci
na poskozeni mozku ischemii diferencuji pravé v neurondlni prekurzory.

V této praci nebyla po mozkové ischemii zaznamenana zvySend mira diferenciace
V astrocyty, coZz mohlo byt zpisobeno krat$i dobou ponechani bun¢k v diferencia¢nim médiu
pied samotnou analyzou. V nasem experimentu byly totiz buniky kultivovany pouze 3 az 4 dny,
kdezto v experimentech Honsa et al., 2016, kde byla pozorovana diferenciace NG2 glii
Vv astrocyty, byly NG2 glie kultivovany v diferencia¢nim médiu po dobu 7 dni.

Ani diferenciace v oligodendrocyty nebyla v této praci pozorovana, coz je v rozporu
s n€kolika jinymi studiemi (Komitova et al., 2011; Barnabe-Heider et al., 2010; Dimou et al.,
2008). Divodem, pro¢ tomu tak bylo, byla pravdépodobné piitomnost PDGFa faktoru
V kultivaénim médiu, jelikoz bylo prokézano, Ze PDGFa zpomaluje zrani oligodendrocytt jak
in vitro, tak in vivo (Bogler et al., 1990; Butt et al., 1997). Jinym divodem, pro¢ se NG2 glie
nediferencovaly v oligodendrocyty, by mohlo byt pomérné nedavné zjisténi, ze
oligodendrocyty se v mozkové kiife po poranéni mozku obnovuji velmi pomalu (Zhu et al.,
2011).

Dale jsme pozorovali zmény v elektrofyziologickych vlastnostech jednotlivych bunéénych
typl. PoSkozeni mozkové tkané¢ ischemii nezpusobilo Zadné signifikantni zmény
Vv elektrofyziologickych vlastnostech bun€k s pasivnim a ven usmérnénym proudovym
charakterem. U bun¢k s komplexnim proudovym charakterem doslo ke zvySeni Cwm jak tfi dny,
tak sedm dni po operaci. Dale doslo u téchto bun¢k k snizeni hustoty Kir, jak tii dny, tak sedm
dni po operaci, coz mize vyjadfovat zvySenou proliferaci téchto bunék. Podobné snizeni
hustoty Kir bylo pozorovano i pfi jinych typech zranéni mozku, jako napiiklad bodna rana nebo
globalni mozkova ischemie (Anderova et al., 2004; Pivonkova et al., 2010). Po tfech dnech od

54



operace jsme déle pozorovali také snizeni hustoty Kpr @ Na" proudd. Vysoka hodnota Cm a
velmi nizké amplitudy Kpr a Na* jsou typické pro buiiky s pasivnim proudovym charakterem,
coz znaci, ze nediferencované NG2 glie svymi vlastnostmi smetuji k témto bunikdm, piestoze
incidence jednotlivych bunéénych typt signifikantni nartist poméru astrocytil neukazala. Po
sedmi dnech od operace jsme zaznamenali také zvyseni amplitudy Kpr, coz podporuje nasi
hypotézu, ze po sedmi dnech od operace NG2 glie diferencuji v neuronalni prekurzory.

6.2 Inhibice Wnt signilni drahy zpisobila diferenciaci NG2 glii
v astrocyty

Wnt signalni drdha je naprosto zdsadni signalni drahou béhem embryonalniho vyvoje, ale 1
béhem dospélosti ovlivituje mnoho procestt v CNS. Bylo zjisténo, ze tato draha ovlivituje také
NG2 glie (Rodriguez et al., 2014), piesny mechanismus vSak doposud neni znam.

V nasich experimentech jsme pracovali S inhibiénim kmenem Tcf712, jenz ma
zablokovanou expresi proteinu TCF4, ktery je dileZitym transkripénim faktorem pro geny
ovlivnéné Wnt signdlni drahou, jelikoz aktivace téchto genli je spuSténa spojenim tohoto
proteinu v jadie bunky s f-kateninem.

Vysledkem nasi prace je, ze NG2 glie reaguji na inhibici Wnt signalni drahy zvySenou
mirou diferenciace v astrocyty. Tento zavér je ponékud piekvapujici, jelikoz v jiné studii bylo
zjisténo, ze inhibice Wnt signdlni drahy nema na NG2 glie ve zdravém mozku zadny vliv
a naopak, Ze aktivace této drahy zpusobuje diferenciaci NG2 glii v astrocyty (Knotek, 2018).
Ve zmifované praci byl ale pouzit inhibi¢ni kmen CSPG4-CreER "?/Rosa?®-tdTomato-DKkK1,

u kterého dochazi k syntéze proteinu Dickkopf 1 (Dkk1), ktery nasledné zablokuje LRP
koreceptor pro Fz receptor pro navazani Wnt ligandu. Tento fakt znaci, ze existuje rozdil mezi
jadernou a nejadernou inhibici Wnt signdlni drahy a cely tento mechanismus bude

Dale je znamo, Ze inhibice Wnt signalni drahy Aspirinem zpusobila diferenciaci NG2 glii
v oligodendrocyty jak in vitro, tak in vivo (Huang et al., 2016). Jak jiz ale bylo zminéno vyse,
Vv této praci jsme zadnou diferenciaci NG2 glii v oligodendrocyty nepozorovali.

Co se zmén elektrofyziologickych vlastnosti tyce, jaderna inhibice Wnt signalni drahy
zpusobila u bunek s komplexnim i1 pasivnim proudovym charakterem posun Vm smérem k vice
zapornym hodnotam a sniZeni IR, coZ znali, Ze inhibice Wnt signdlni drahy pravdépodobné
ovliviiuje expresi iontovych kandld, které slouzi k zachovdvani membranového potencidlu
(ptevazné Kir— viz nize).

Inhibice Wnt signalni drdhy také zplsobila u bun€k skomplexnim proudovym
charakterem sniZeni hustoty Kir & Kpr a snizeni amplitudy Kpr proudl, coz znaci, Ze i
nediferencované NG2 glie maji vlastnosti podobné astrocytim a pravdépodobné bude
nasledovat diferenciace jejich smérem.

U bunék s pasivnim proudovym charakterem inhibice Wnt signalni drahy zptisobila pouze
snizeni hustoty Kir, po€et namétfenych bun€k byl ale velmi maly, a proto neni mozné délat
z téchto vysledkt zadné zavery.

V experimentech na mySich s inhibovanou Wnt signalni drahou jsme identifikovali pouze
jednu bunku s ven usmérnénym proudovym charakterem, proto nebylo mozné vysledky dale
analyzovat.
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6.3 Inhibice Wnt signalni drahy po MCAO vede ke sniZeni diferenciace
NG2 glii

Cilem této prace bylo také zjistit, jak Wnt signalni draha ovliviiuje diferenciaci NG2 glii pti
regeneraci po poskozeni mozkové tkan¢ ischemii. Vysledky ukéazaly, Ze inhibice Wnt signalni
drahy sedm dni po operaci vede k signifikantnimu snizeni diferenciace NG2 glii v astrocyty a
NQG2 glie zlistavaji pfevazné ve své nediferencované podobg.

Nebyla pozorovana ani diferenciace NG2 glii v neurony, jako tomu bylo u operované
kontrolni mysi bez manipulace Wnt signalni drédhy, coZ znaci, ze aktivace této drahy hraje
dileZitou roli pti diferenciaci NG2 glii v neurony po poSkozeni mozkové tkané. Tento vysledek
podporuje také studie vlivu aktivace Wnt signdlni drdhy na regeneraci po mozkové ischemii,
kde bylo prokazano, ze aktivace Wnt signalni drahy vede po tfech dnech od MCAO
v diferenciaci v neurony a po sedmi dnech od MCAO v astrocyty (Knotek, 2018) nebo studie,
kde bylo prokazéno, Ze po aktivaci Wnt signalni dradhy po mozkové ischemii dochazi
v subventrikularni zoné a striatu k neurogenezi (Shruster et al., 2012).

U bunék s komplexnim a pasivnim proudovym charakterem doslo jak tii dny, tak sedm dni
po MCAO Kk snizeni Vv a zvyseni IR. Tato zména byla pravdépodobné zptisobena zvySenim
hustoty a amplitudy Kir (viz nize), které jsou u NG2 glii a astrocytd nejdilezitéjsim typem
proudu ovliviiujici membranovy potencial a jejich velikost je ovlivnéna MCAO (Song et al.,
2018).

Ti1 dny po MCAO doslo vlivem inhibice Wnt signalni drédhy u bunék s komplexnim
proudovym charakterem ke snizeni amplitudy a hustoty Na* proudu. Bylo prokazano, Ze
zvySeni amplitudy a hustoty Na* proudt u NG2 glii vede k posunu Vim smérem k vice kladnym
hodnotam a snizeni proliferace téchto bunék (Knutson et al., 1997). Snizeni amplitudy a hustoty
téchto proudt by tedy mélo vést ke zvySeni Vi, coz jsme v této praci nepozorovali. Tento fakt
ale mohl byt zptsoben tim, ze existuji dvé skupiny NG2 glii — ty, u kterych miizeme detekovat
sodné proudy a ty, u kterych ne (Xie et al., 2007). A pravé tato druha skupina bun¢k mohla
pievazovat a celkové snizit membranovy potencidl NG2 glii, coz nasledn¢ mohlo zpiisobit to,
ze byla potlacena diferenciace buné€k na ukor proliferace a nepozorovali jsme tak diferenciaci
v astrocyty nebo neurony.

Sedm dni po MCAO doslo u bun¢k s komplexnim proudovym charakterem také ke zvySeni
hustoty a amplitudy Kir a Kpr. Zvyseni téchto hodnot je pon€kud protichidné a znaéi to
vysokou komplexitu vlivu MCAO na NG2 glie. Zaroven je ale toto zji$téni v souladu s tim, ze
jsme pozorovali vysoky pomér nediferencovanych NG2 glii, které mohly mit rlizné vlastnosti.

U bunék s ven usmérnénym proudovym charakterem doslo ke zvyseni hustoty Kpr sedm
dni po MCAO. V experimentech bylo ale namétfeno jen velmi mélo bunék s pasivnim a ven
usmérnénym proudovym charakterem, a proto neni mozné prokazat, zda ma MCAO a inhibice
Wnt signdlni drahy na elektrofyziologické vlastnosti téchto bunck né&jaky vliv.
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit vliv manipulace Wnt signalni drahy na diferenciacni potencial NG2
glii a jejich elektrofyziologické vlastnosti za fyziologickych podminek a po mozkové ischemii.
Vysledky prace ukazaly, ze NG2 glie v reakci na mozkovou ischemii diferencovaly ptevazné
V neuronalni prekurzory. Naopak jadernd inhibice Wnt signalni drahy vedla za fyziologickych
podminek k diferenciaci NG2 glii v astrocyty. Tato inhibice Wnt signalni drahy po mozkové
ischemii vedla k snizeni diferenciace NG2 glii, které ztstaly pievazné ve své nediferencované
podobé. Inhibice Wnt signdlni drahy a mozkova ischemie taky prokazaly vyznamny vliv na
rizné elektrofyziologické vlastnosti NG2 glii (Obrazek 22).

zdrava tkan ischemicka tkan
\N(\\d‘b“
'\(\‘(\‘V
inhibice Wnt drahy NG2 g“e
NG2 glie \ )?-/
astrocyt

neuronalni prekurzor

Obrazek 22 — NG2 glie se po ischemickém poskozeni mozku diferencuji v neurony, po inhibici Wnt signalni
drahy ve zdravém mozku v astrocyty. Kombinace mozkové ischemie a inhibice Wnt signalni drahy vedla
k celkovému snizeni diferenciace NG2 glii.
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