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Anotace

Fokální  mozková ischemie je  závažné onemocnění  centrální  nervové soustavy charakterizované
nedostatečným krevním průtokem v cévě a sníženou dodávkou kyslíku a glukózy buňkám, což
způsobuje  jejich  odumírání.  Jedním  z  hlavních  aktérů  při  ischemii  jsou  gliové  buňky  zvané
astrocyty,  které  ve  své  obranné  reakci,  reaktivní  astroglióze,  dokáží  obklopit  jádro  ischemie
a zabránit tak šíření škodlivých signálů do zdravé tkáně. Vliv na vlastnosti astrocytů, a tedy i na
průběh ischemie, má specifický transmembránový protein propustný pro vápenaté kationty (Ca2+),
receptor přechodného potenciálu vaniloidního typu 4 (TRPV4). Cílem práce bylo charakterizovat
vliv TRPV4 na Ca2+ signalizaci v astrocytech myšího kortexu a to jak za fyziologických podmínek,
tak po navození fokální mozkové ischemie. Byly pro to použity dva transgenní myší kmeny, které
exprimovaly fluorescenční protein specificky v astrocytech – jeden kontrolní a druhý s odstraněným
genem  pro  TRPV4.  V  první  části  práce  probíhaly  in  vitro experimenty  pro  určení
elektrofyziologických vlastností astrocytů pomocí metody terčíkového zámku. Následovaly in situ
pokusy na mozkových řezech, při kterých byly zkoumány změny v intracelulární koncentraci Ca2+

metodou fluorescenčního zobrazování u zdravých myší a u myší s ischemickou lézí. Ischemie byla
zvířatům indukována permanentní okluzí střední mozkové tepny a měření probíhalo třetí den po
operaci. V in vitro pokusech byla zjištěna vysoká variabilita buněčných typů. In situ pokusy ukázaly
velmi malé procento buněk odpovídajících na TRPV4 agonistu za fyziologických podmínek i po
ischemii. Výsledky naznačují, že TRPV4 kanál se na Ca2+ signalizaci v kortikálních astrocytech
myšího mozku za fyziologických podmínek pravděpodobně podílí  jen ve velmi omezené míře.
Ovšem  ani  po  ischemickém  poškození  nebyla  pozorována  zvýšená  aktivita  tohoto  kanálu
a patofyziologických dějů se tedy zjevně účastní jiné proteiny.

Klíčová slova

astrocyt;  mozková  ischemie;  receptor  přechodného  potenciálu  vaniloidního  typu  4;  vápníková
signalizace



Annotation

Focal  cerebral  ischemia  is  a  severe  disease  of  the  central  nervous  system  characterized  by
insufficient blood flow in a vessel causing reduced supply of oxygen and glucose to the cells which
results in cell death. A particular type of glial cells, astrocytes, plays a crucial role in ischemia by
surrounding the core of the ischemic lesion and thus preventing the spread of harmful substances
into  healthy  tissue  via  the  process  of  reactive  astrogliosis  –  its  defensive  reaction.  A specific
transmembrane channel, transient receptor potential vanilloid 4 (TRPV4), permeable for calcium
cations (Ca2+), is suspected to influence the progression of ischemia. The goal of this work was to
elucidate  the  effect  of  TRPV4  on  Ca2+ signaling  in  mouse  cortical  astrocytes,  both  under
physiological conditions and after the induction of focal cerebral ischemia. In order to determine the
impact of TRPV4 on astrocytic properties, two transgenic mouse strains expressing a fluorescent
protein specifically in astrocytes were used – a control one and another lacking the TRPV4 gene. To
determine the electrophysiological properties of astrocytes in vitro, the patch-clamp technique was
used in the first part of the work. This was followed by in situ experiments on brain slices, using
calcium  imaging  method,  to  compare  changes  in  the  intracellular  Ca2+ concentration  between
control mice and mice with ischemic lesion. Ischemia was induced by permanent occlusion of the
middle cerebral artery, and measurements were performed on the third day after the surgery. In vitro
experiments showed high variability among cell types. During  in situ experiments, a very small
percentage of cells responding to a TRPV4 agonist was found under physiological conditions and
after ischemia. The results indicate that the involvement of TRPV4 channels in calcium signaling
under physiological conditions in mouse cortical astrocytes is probably limited. However, even after
ischemic injury no increased activity of this channel was observed, thus probably other proteins
may be involved in the pathophysiological events.
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1 ÚVOD

Mozková  ischemie  je  velmi  závažné  onemocnění  centrální  nervové  soustavy  (CNS).  Je
charakterizována  náhlým  snížením  či  zastavením  krevního  toku  v  mozkové  tkáni  a  tudíž
i, v důsledku nedostatečného zásobení kyslíkem (O2) a glukózou, rapidním odumíráním neuronů
a jiných  nervových  buněk.  Spolu  s  chorobami  kardiovaskulárního  systému  a  zhoubnými
onkologickými  onemocněními  se  řadí  mezi  nejčastější  příčiny  úmrtí  v  rozvinutých  zemích
a u přeživších má často za následek doživotní omezení a handicapy. Léčebné metody se v dnešní
době soustředí především na co nejrychlejší obnovení krevního toku, například použitím aktivátoru
tkáňového plazminogenu (tPA), který dokáže odbourávat krevní sraženiny ucpávající cévy (García-
Pastor  et  al.,  2015).  Dosud  však  neexistují  žádné  efektivní  postupy  cílící  na  postischemickou
regeneraci tkáně. Studium dějů v ischemickém mozku a zkoumání interakcí jednotlivých buněčných
populací a jejich signalizačních mechanismů je proto ve vědě velmi diskutovaným tématem a pro
vyvinutí medicínských terapií je pochopení těchto spojitostí nezbytné.

Většina  výzkumných projektů  nervové  soustavy  se  doposud  soustředila  především na  neurony,
jakožto na excitabilní  buňky vedoucí  akční  potenciál  (AP).  Ovšem v posledních desetiletích se
ukazuje, že neméně důležitou funkci v mozku zastává i jiná buněčná populace, známá jako gliové
buňky nebo jen glie a od striktně neurocentrického pohledu na svět se postupně upouští. Funkce
obstarávané gliemi zahrnují procesy od myelinizace axonů, přes imunitní obranu CNS, až po výživu
neuronů. Dohromady by se tyto činnosti daly označit za homeostatické, glie tedy udržují optimální
podmínky vnitřního prostředí a funkčnost CNS by bez nich byla značně narušená. 

Nejčetnějším typem glií  jsou  tzv.  astrocyty.  Nachází  se  v  blízkém kontaktu  s  cévami  a  svými
výběžky  obklopují  také  neurony,  se  kterými  hojně  interagují.  Ve  zdravém mozku  mají  mnoho
fyziologických rolí a v patologickém stavu ischemického poškození jsou hlavní komponentou tzv.
gliální jizvy, což je fyzická bariéra tvořená zbytnělými těly a výběžky glií, která zabraňuje úniku
škodlivých látek z mrtvé tkáně do nepoškozených regionů (Sofroniew et Vinters, 2010).

Vliv na vlastnosti astrocytů a tím i na průběh ischemie má specifický transmembránový protein
TRPV4 (receptor přechodného potenciálu vaniloidního typu 4 – z angl. transient receptor potential
vanilloid 4), který funguje jako neselektivně propustný pór pro kationty, především pro ty vápenaté
(Ca2+). Jeho role v této patologii zatím nebyla zcela objasněna, ovšem ukazuje se, že delece této
bílkoviny má díky sníženému proudění Ca2+ do intracelulárních prostor za následek signifikantní
zmenšení velikosti ischemické léze a inhibice jeho aktivity je tedy potenciálním cílem farmaceutik
(Li et al., 2013; Tanaka et al., 2020).

Ve spojitosti s výše zmíněným bylo cílem této práce charakterizovat důsledky delece TRPV4 kanálu
specificky v astrocytech v myším kmenu kondicionálního knock-outa (TRPV4-/-, dále značený jako
KO) na vlastnosti  těchto buněk a porovnat je s vlastnostmi kontrolní populace (TRPV4+/+,  dále
značené  jako  CTRL).  V  první  části  laboratorních  experimentů  probíhaly  pokusy  na  určení
elektrofyziologických vlastností astrocytů v kulturách (in vitro) a poté se přešlo ke zkoumání změn
vápníkové signalizace ve tkáňových řezech (in situ) v patologickém stavu za použití myšího modelu
pro fokální mozkovou ischemii.
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2 LITERÁRNÍ PŘEHLED

V této části práce budou popsány mechanismy vzniku ischemického poškození mozku, avšak cíleno
bude především na patofyziologické děje ve tkáni a na úlohu astrocytů a ostatních typů gliových
buněk  v těchto  procesech.  V posledním  úseku  teoretického  přehledu  budou  shrnuty  základní
poznatky o kationtovém kanálu z rodiny TRP (receptor přechodného potenciálu – z angl. transient
receptor potential) proteinů, TRPV4, a jeho roli v průběhu ischemie.

2.1 Mozková ischemie

Cévní mozková příhoda (CMP), jinými slovy též mrtvice nebo iktus, je vážná porucha prokrvení
určitého  regionu  mozkové  tkáně  s dalekosáhlými  důsledky  pro  postiženého  člověka.  V České
republice se roční incidence pohybuje kolem 240 obětí na 100 000 obyvatel (Sedova et at., 2017).
Mrtvice může vzniknout buď při zastavení krevního průtoku (ischemická CMP; viz obr. 1 A) nebo
rupturou  cévy  a vylitím krve  do  extracelulárního  prostoru  (ECS –  z  angl.  extracellular  space;
hemoragická CMP; viz obr. 1 B). Hemoragická mrtvice tvoří menší podíl všech CMP (~13 %), ale
má mnohem horší  prognózu.  Naproti  tomu mírnější  ischemické poškození  mozku tvoří  většinu
případů CMP (~87 %;  Grysiewicz et al., 2008). Ischemie může vznikat systémovým zastavením
krevní cirkulace, například v důsledku srdečního selhání. V takovém případě je v ohrožení celý
mozek a hovoříme tedy o globální ischemii. Častěji je však ischemie způsobena okluzí určité arterie
a  zastavením toku jen v regionu mozku příslušícímu dané cévě.  Takový stav se  označuje  jako
fokální ischemie (Traystman, 2003).

Při  globální  ischemii dochází  během několika  vteřin  k  vyčerpání  veškerých zásob O2 a po pár
minutách postižený upadne do bezvědomí. Velmi brzy začínají odumírat mozkové buňky. Pokud
nedojde  k  reperfuzi,  přibližně  desetiminutová  anoxie  vede  k  nenávratnému  poškození  mozku
a 15minutová okluze již bývá smrtelná. V případě, že je omezení cirkulace jen dočasné a krevní tok
je obnoven, konečná míra poškození mozku se bude odvíjet od celkové délky trvání kyslíkovo-
glukózové  deprivace,  věku  postiženého  a  mnoha  dalších  faktorů.  Ischemický  mozek  je
charakteristický mnoha molekulárními i buněčnými změnami a obnovení fyziologických podmínek
může trvat i v řádech týdnů. V důsledku těchto změn mohou mozkové buňky odumírat i několik dní
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Obrázek  1: Dělení  cévních  mozkových  příhod  na  ischemickou  (A)  a  hemoragickou  (B).  Obrázek  C  znázorňuje
ischemické jádro (červeně) a oblast penumbry (oranžově), která, v případě déle trvající kyslíkovo-glukózové deprivace,
může být nahrazena nekrotickou tkání (Převzato z Kloska et al., 2010 a Shai et al., 2022).



po  selhání  krevního  zásobení  a tento  jev  se  nazývá  opožděná  neuronální  smrt  (Siemkowicz  et
Hansen, 1978; Horn et  Schlote,  1992; Takahashi et  al.,  1992).  Globální  ischemií jsou obvykle
nejdříve a nejvíce postiženy neurony z CA1 oblasti  hipokampu, pravděpodobně proto,  že jejich
membrány jsou velmi hustě osázeny proteiny propouštějícími do cytoplazmy velké množství Ca2+

(mechanismus vysvětlen v kap. 2.1.1; Simon et al., 1984). V experimentálním prostředí se globální
ischemie nejčastěji zkoumá na mozcích hlodavců použitím některého z pokusných modelů. Dříve
byla  ischemie  indukována  jednoduše  dekapitací,  ale  tato  metoda  neumožňuje  další  modulace,
například reperfuzi. Dnes se více používají operační způsoby, při kterých může být zastaven krevní
průtok v krčních tepnách jen dočasně nebo, pro napodobení podmínek při srdečním selhání, bývá
manipulováno se srdeční aktivitou (Traystman, 2003).

Redukce či úplné zastavení toku v mozkové cévě při  fokální ischemii bývá nejčastěji zapříčiněno
fyzickým ucpáním tepny,  například trombem či  vniknutím embolu nebo jiných částic.  Ve tkáni
můžeme na rozdíl od globální ischemie rozlišit více úrovní poškození mozkového parenchymu na
základě různé intenzity krevní perfuze (viz obr. 1 C). V místě s průtokem menším než 8–10 ml na
100 g tkáně za minutu se formuje tzv. ischemické jádro, charakteristické velmi nízkým obsahem
O2 a glukózy a rapidním odumíráním všech typů buněk. Dále od jádra, v regionu, kam částečně
zasahují  jiné  nepostižené  cévy,  je  patrná  vrstva  buněk  s výrazně  ovlivněným  metabolismem
a nedostatkem adenosintrifosfátu (ATP). Tyto buňky však odumírají jen postupně apoptoticky a při
včasné reperfuzi je možná jejich záchrana. Tato oblast se nazývá penumbra, jinak též ischemický
polostín (Lyden, 2015; Belov Kirdajova et al., 2020). V laboratorních podmínkách se pro navození
fokální  ischemie  nejčastěji  používají  různé  varianty  okluze  střední  mozkové  arterie  (MCAO –
middle  cerebral  artery  occlusion),  při  které  se  krevní  cirkulace  zastaví  chirurgickou  cestou,
např. elektrokoagulací tepny (viz  kap. 4.6),  jejím podvázáním či zavedením filamentu do místa
rozdvojování tepny (Traystman, 2003).

2.1.1 Patofyziologické mechanismy fokální mozkové ischemie

Mozková tkáň  tvoří  pouhá  2  % hmotnosti  těla,  ale  spotřebovává  až  20  % veškerého ATP pro
udržování  fyziologických hodnot  iontových gradientů  a  ostatních parametrů  na  buněčné úrovni
(Attwell et Laughlin, 2001).  V situaci, kdy je ve tkáni nedostatek substrátu (O2 a makroergních
molekul) pro oxidativní fosforylaci a produkci energie v mitochondriích, jsou zásoby ATP rychle
vyčerpány a dochází ke sledu patologických událostí projevujících se vznikem ischemické léze (pro
přehled základních mechanismů viz  obr.  2).  Tento proces  je  však komplexní  a  dynamický děj
vyvíjející se v prostoru i čase (Dirnagl et al., 1999).
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V akutní fázi ischemie dojde k poškození funkce transmembránových iontových pump závislých na
dodávce ATP. Přestane být udržovaný elektrochemický gradient a sodné (Na+) i draselné (K+) ionty
začnou volně procházet přes membránu po svém koncentračním spádu – Na+  do intracelulárních
prostor,  K+ naopak  ven.  Tím  je  ztracen  záporný  membránový  potenciál  a  mozkové  buňky  se
depolarizují (Haddad et Jiang, 1993; Calabresi et al., 1999). Depolarizace aktivuje napěťově řízené
Ca2+ kanály a  Na+/Ca2+ antiportery,  což způsobí  masivní  influx Ca2+ do cytoplazmy.  Nadměrné
množství Ca2+ vyvolá exocytózu excitačních aminokyselin, především glutamátu, do ECS. Glutamát
se  dále  váže  na  ionotropní  N-metyl-D-aspartátové  (NMDA),  α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolpropionátové  (AMPA)  a  kainátové  receptory  a  na  metabotropní  glutamátové  receptory
(mGluR) spřažené s G-proteinem. Tyto proteiny po aktivaci vpouští do cytosolu další Ca 2+ a Na+

ionty, čímž se celý proces zesiluje  (Dirnagl et al., 1999). Ionotropní NMDA, AMPA a kainátové
receptory podmiňují  influx Ca2+ z  ECS,  naproti  tomu mGluR proteiny po interakci  s  ligandem
způsobují uvolnění intracelulárních zásob Ca2+ z endoplazmatického retikula (ER) přes signalizaci
druhých poslů a aktivaci inositol-1,4,5-trifosfátu (IP3), vázajícího se na Ca2+ kanály situované na
membráně ER  (Li  et  al.,  2013).  Za fyziologických podmínek je  glutamát i  nadměrné množství
extracelulárního K+ vychytáván transportery na membránách astrocytů (více viz  kap. 2.2.1.1), ty
jsou v akutní fázi ovšem také vyřazeny z činnosti kvůli nedostatku ATP a ve tkáni tedy vzniká jev
známý  jako  Ca2+-dependentní  glutamátová  excitotoxicita,  která  se  navíc  kvůli  difuzním  silám
působícím na K+ a glutamát postupně šíří (Nortley et Attwell, 2017; Belov Kirdajova et al., 2020).

Fyziologické hodnoty volných Ca2+ iontů v ECS se pohybují kolem 1000 μmol/l, oproti 0,1 μmol/l
v cytosolu, koncentrace Ca2+ mimo buňku je tedy přibližně 10 000× větší. Ovšem nutno podotknout,
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Obrázek 2: Zjednodušené znázornění patofyziologických dějů při mozkové ischemii. (ATP – adenosintrifosfát, BBB –
hematoencefalická  bariéra,  Ca2+ –  vápenatý  kation,  DAMP  –  molekulové  vzorce  značící  poškození,  DNA  –
deoxyribonukleová kyselina, NO – oxid dusnatý, ROS – volné kyslíkové radikály)



že celkový obsah Ca2+ v buňce je výrazně vyšší (rovněž 1000 μmol/l), ale z více než 99 % je vázán
v neaktivní formě k různým proteinům a fosfolipidům nebo uskladněn uvnitř ER či mitochondrií
(Kristián et Siesjö, 1998). 

Ve zdravých buňkách se Ca2+ účastní mnoha signálních drah, často jako druhý posel, a přestože
jemné výkyvy v jeho koncentraci jsou nezbytné, buňka se snaží udržovat množství jeho nevázané
formy v přísné rovnováze  (Kawamoto et  al.,  2012).  Jak již bylo řečeno, při  ischemií vyvolané
excitotoxicitě se tato rovnováha vychýlí a obsah Ca2+ se mnohonásobně zvýší. Vápenaté ionty hojně
interagují s širokou škálou proteáz, lipáz a endonukleáz fungujících jako degradační enzymy. Mezi
nejznámější se řadí kalpainy, patřící mezi cysteinové proteázy a fosfolipáza A2 s cyklooxygenázou,
které  se  spolu  podílí  na  vzniku volných kyslíkových radikálů  (ROS –  z  angl.  reactive  oxygen
species).  Radikály  dále  prohlubují  poškození  buňky  peroxidací  lipidů  a  narušováním  integrity
cytoplazmatické membrány (Hong et al., 1994; Dirnagl et al., 1999). Přemíra Ca2+ také negativně
ovlivňuje mitochondrie,  které se nadbytečné vápenaté kationty snaží  uskladnit.  V první  řadě je
narušen elektronový transportní  řetězec a  zvýšena produkce ROS  (Piantadosi et  Zhang,  1996).
V mitochondriálních membránách se následně vytváří prostorné neselektivní póry, kterými mohou
téměř  libovolně  proudit  jakékoliv  látky.  Tím  se  do  buněčné  cytoplazmy  dostávají  mnohé
proapoptotické  proteiny  aktivující  buněčnou  smrt,  mezi  nimi  především  kaspázy
a cytochrom c (Galindo  et  al.,  2003).  V  cytoplazmě  je  navíc  spuštěna  činnost  specifické
Ca2+-dependentní  syntázy  oxidu  dusnatého,  jež  oxid  dusnatý  (NO)  vytváří  z aminokyseliny
L-argininu. Molekula NO má poté roli vysoce cytotoxického radikálu a bylo prokázáno, že jeho
vysoké hladiny působí  neurotoxicky a ve tkáni  indukují  nekrózu  (Liu et  al.,  2015).  Na druhou
stranu, pokud je produkce zvýšena v endotelu, má NO pozitivní vliv na buňky cév a podporuje
angiogenezi (Ito et al., 2010).

Výše  popsané  patofyziologické  procesy  navíc  paralelně  ve  všech  typech  buněk  ovlivněných
ischemií spouští expresi různých pro-zánětlivých genů spřažených s imunitní obrannou reakcí. To
má za následek narušení integrity hematoencefalické bariéry (BBB – z angl. blood-brain barrier),
infiltraci leukocytů do místa poškození a celkové zhoršení průběhu ischemie (Kawabori et Yenari,
2015; Jian et al., 2019).

V prvních minutách po zastavení krevního toku začnou neurony a jiné poškozené buňky produkovat
molekulové  vzorce  značící  poškození  tkáně  (DAMP  –  z  angl.  damage-associated  molecular
pattern).  Tyto  signály  zachytává  především specifický typ  gliových buněk,  mikroglie  (více  viz
kap. 2.2.2.3), který v důsledku toho výrazně změní svou morfologii a genovou expresi (Gülke et al.,
2018). Během jedné až dvou hodin mikroglie začnou spolu s jinými ovlivněnými a postiženými
buňkami  produkovat  velké  množství  různých  cytokinů  a  chemokinů,  jmenovitě  např.  faktor
nádorové nekrózy α (TNFα),  interleukin-1β  (IL-1β)  či  interleukin-6  (IL-6).  Tyto  látky  indukují
produkci  dalších  prozánětlivých  mediátorů  a  zároveň  zprostředkovávají  vystavení  adhezivních
molekul na luminální straně membrán endotelových buněk, na které následně nasedávají leukocyty.
Mezi takové látky patří především intercelulární adhezní molekula-1, vaskulární buněčná adhezní
molekula-1 a proteiny z rodiny integrinů. Bílé krvinky, v počátcích především neutrofily, přitisknuté
ke stěně cévy, jsou zdrojem metaloproteináz mezibuněčné matrix (MMP), které degradují proteiny
těsných spojů (okludiny a klaudiny) mezi endotelovými buňkami a tím zvyšují permeabilitu BBB
(Liu et al., 2012; Jian et al., 2019). Leukocyty následně mezerami v endotelu volně prochází a na
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základě chemických atraktantů produkovaných poškozenými buňkami migrují  do prostoru léze.
V mozkovém parenchymu dále vytváří nové ROS a NO, vylučují cytotoxické substance, a přestože
některé typy syntetizují neuroprotektivní a protizánětlivé faktory či fagocytují zbytky buněčných
těl, celkově zánětlivý proces zesilují. Počet leukocytů v mozku dosahuje maxima kolem třetího dne
od ischemie, poté se postupně snižuje po dobu několika týdnů až do ustálení fyziologických hodnot
(Sanganalmath et al., 2017; Jian et al., 2019).

Proti  šíření škodlivých substancí z nekrotického jádra se snaží bojovat také gliové buňky, mezi
kterými mají klíčovou úlohu především astrocyty, NG2 gliové buňky a mikroglie. Glie vyskytující
se na okraji léze po kontaktu s markery značícími poškození začnou výrazně proliferovat a zároveň
změní svou morfologii. Ze subtilních buněk se, částečně díky expresi velkého množství proteinů
intermediálních filamentů, stanou buňky hypertrofované se zbytnělými výběžky. Aktivace tohoto
mechanismu způsobní vznik gliální jizvy, téměř nepropustné fyzické bariéry mezi nekrotickou tkání
a zdravým regionem (více viz kap. 2.2.1.2; Wang et al., 2018 ; Zhou et al., 2023).

2.1.2 Mozkový edém

Ischemické děje v mozku paralelně doprovází také vznik edému (otoku), který u pacientů výrazně
zhoršuje prognózu a zvyšuje mortalitu. Edém je totiž definovaný jako nadměrné zadržování vody ve
tkáních, což kvůli omezenému objemu lebky vede ke zvýšení intrakraniálního tlaku a stlačování
struktur  mozkového  parenchymu  (Stokum  et  al.,  2016).  Zároveň,  v  případě  rozsáhlé  léze
a výrazného  edému,  může  docházet  ke  kompresi  okolních  cév  a  tím  k  útlumu  reperfuzních
mechanismů, další hypoxii a gradaci ischemického poškození. Samotný otok však nemusí vznikat
jen  jako  následek  mozkové  ischemie  či  jiného  typu  CMP.  Provází  i  jiné  patologické  stavy,
kupříkladu  traumatické  poškození  mozku  či  nádorové  bujení,  ale  vytváří  se  také  u  20–30 %
pacientů s akutním selháním jater (Stokum et al., 2016).

Přestože je formace edému velmi dynamický proces, lze jej rozdělit podle hlavního způsobu vzniku
na dva základní typy, a to na edém cytotoxický, charakterizovaný přesunem vody z ECS dovnitř
buněk a vazogenní, který vzniká postupně jako důsledek rozpadu BBB (viz obr. 3; Klatzo, 1994).
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2.1.2.1 Cytotoxický edém

Jak  již  bylo  výše  popsáno,  po  selhání  dodávky  O2 a  glukózy  ve  tkáni  během několika  minut
přestane  fungovat  sodno-draselná  pumpa  a  jiné  iontové  transportery  závislé  na  ATP.  Tím  je
narušena  iontová  rovnováha  a  ionty  se  spolu  s  jinými  osmoticky  aktivními  látkami  (různými
metabolity)  hromadí  v  cytoplazmě.  Buněčná  membrána  většiny  buněk  je  velmi  hustě  osázena
proteinovými  kanály  volně  propustnými  pro  vodu  (akvaporiny  či  glutamátovými  transportery),
která je osmotickými silami tažena do intracelulárních prostor buňky, aby vyrovnala koncentrace
osmolytů  (Chmelova et  al.,  2019).  Při  cytotoxickém edému však dochází  k přeskupování  iontů
a molekul vody pouze mezi buňkami a ECS. Zvyšuje se tedy objem cytosolu a buňky „bobtnají“,
ale celkové množství vody v mozku zůstává neměnné (obr. 3 A; Liang et al., 2007).

2.1.2.2 Vazogenní edém

Pouhých 12–19 % celkového objemu mozku tvoří ECS a v okamžiku, kdy je v důsledku hypoxie
přečerpáno velké množství osmolytů do buněk, vzniká výrazná nerovnováha v koncentracích iontů
(především Na+) mezi ECS a krví v cévách. Endotelové buňky se následně snaží utlumit tento nově
formovaný gradient a propouští ionty Na+ dovnitř mozkového parenchymu. Ty jsou následované
vodou poháněnou osmotickými silami (Stokum et al., 2016). Tento stav je označován jako iontový
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Obrázek 3: Postupná transformace zdravé tkáně v edém. Sekce A značí cytotoxický edém, při kterém, vlivem selhání
iontových pump, dochází k přeskupení iontů a molekul vody přes vodné a iontové kanály z extracelulárního prostoru
dovnitř buněk a buňky „bobtnají“. Za vážnějších podmínek dochází (B) k přesunu iontů a vody z cév do mozkového
parenchymu skrze  endotelové  buňky  a  vzniká  iontový  edém.  Při  dlouhotrvajícím ischemickém stavu  (C)  dochází
k degradaci těsných spojů kvůli enzymatické aktivitě MMP a volnému průchodu různých proteinů s osmoticky hnanou
vodou. Tento stav je nazýván vazogenní edém. V nejhorším případě (D) může dojít i k apoptóze endotelových buněk,
průniku všech krevních elementů včetně erytrocytů a formaci sekundárního hemoragického poškození (upraveno podle
Stokum et al., 2016). (MMP – metaloproteáza mezibuněčné matrix)



edém a na rozdíl od cytotoxického edému již zahrnuje i zvyšování objemu vody a intrakraniálního
tlaku ve tkáni. Bývá vnímán jako mezistupeň mezi formací cytotoxického a vazogenního edému
(obr. 3 B; Chen et al., 2021). 

Vazogenní edém je charakterizován postupnou degradací těsných spojů a tím způsobenou fenestrací
endotelu a  únikem proteinů krevní  plazmy (albumin) do mezibuněčných struktur  (Bauer et  al.,
2010; Pirker et al., 2011). Do tohoto procesu se zapojují především MMP proteiny a signální dráha
zahrnující růstový faktor cévního endotelu (VEGF – z angl.  vascular endothelial growth factor).
Signalizace VEGF je při poškozeních mozku aktivovaná a způsobuje inhibici transkripce proteinů
těsných  spojů  (Bauer  et  al.,  2010).  Experimentálně  se  potvrdilo,  že  inaktivace  této  dráhy
signifikantně snížila objem edemózní tkáně (van Bruggen et al., 1999). Na druhou stanu je však na
místě podotknout, že v pozdějších stádiích po ischemii VEGF výrazně podporuje angiogenezi a tím
i regeneraci postiženého regionu  (Chen et al., 2021). Šíření tohoto typu edému je také ovlivněno
systémovým krevním tlakem, který určuje, kolik proteinů se za jednotku času dostane do mozku.
Platí, že čím vyšší je tlak, tím vyšší síla je vyvíjena na filtraci krevní plazmy a tím více se do
mozkové tkáně dostane proteinů a molekul vody s nimi (obr. 3 C; Skalidi et al., 2013; Stokum et
al., 2016).

Při  mírnějším poškození  nebo v okrajových částech edému buňky zvládají  přebytečné proteiny
metabolizovat a při dostatku ATP vyrovnávat i iontovou nerovnováhu, čímž otok určitým způsobem
tlumí. Ve 30–40 % ischemických inzultů však dojde kvůli dalšímu působení MMP, VEGF a ROS
k apoptóze endotelových buněk a úniku všech krevních elementů včetně erytrocytů mezi mozkové
buňky. Formuje se tak sekundární hemoragické poškození a stejně jako u vazogenního edému, také
zde hraje velkou roli hydrostatický tlak krve – čím vyšší je, tím vyšší je i riziko transformace edému
v  hemoragii  (obr.  3  D;  Stokum  et  al.,  2016;  Iwamoto  et  al.,  2021).  Poškození  cév  vedoucí
k hemoragii  může  vzniknout  také  v  klinické  praxi  při  léčbě  pomocí  tPA,  pokud  je  podán
v nesprávný  čas.  Tento  protein  účinkuje  v  kaskádě  dějů  produkujících  plazmin  za  rozkladu
fibrinových  vláken  v  krevních  sraženinách,  čímž  sraženiny  odbourává  a  umožňuje  reperfuzi.
Nevýhodami při podání tPA je jeho signalizační aktivita. Ukazuje se, že interaguje např. s NMDA
receptory, čímž podporuje glutamátovou excitotoxicitu a navíc zvyšuje expresi MMP proteáz (Wang
et al., 2004; Tsuji et al., 2005; Samson et al., 2008).

2.2 Gliové buňky

Gliové buňky, neuroglie nebo jen glie jsou buňky vyskytující se v periferní nervové soustavě (PNS)
i  CNS  po  boku  neuronů,  kde  mají  nezastupitelnou  roli  jak  za  fyziologických  podmínek,  tak
v případě poškození nervové tkáně, např. v již zmíněné ischemii (Klein et al., 2022). Glie se dělí na
několik základních typů v závislosti na embryonálním původu, výskytu, vlastnostech a morfologii
(Lim et al., 2021). 

Podle vzniku se gliové buňky dělí na makroglie ektodermálního původu a mikroglie, které pochází
z  mezodermu a  jsou  odvozené  z  makrofágů.  Mikroglie  do  neurální  trubice  migrují  v  časných
stádiích vývoje plodu a zastávají především funkci imunitní ochrany CNS  (Ormel et al., 2018).
Makroglie se dále podle výskytu rozlišují na buňky PNS, kde jsou hlavním buněčným typem tzv.
Schwannovy buňky, zajišťující výživu a elektrickou izolaci neuronálních axonů, a na glie CNS,
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tedy mozku a míchy.  V CNS figurují  tři  hlavní  typy makroglií,  a  to astrocyty,  oligodendrocyty
a poměrně nově objevené NG2 gliové buňky (viz obr. 4; Bandler et al., 2021).

Výzkum glií  začal  podstatně později  než výzkum neuronů, protože se mělo za to,  že v mozku
existují pouze excitabilní buňky generující AP. První myšlenku jakési pasivní pojivové tkáně mezi
neurony  představil  český  lékař  Karel  Rokytanský,  který  zároveň  studoval  patologie  nervového
systému. Za otce gliových buněk je však považován až Rudolf Virchow, německý anatom a patolog,
který zároveň jako první použil v roce 1858 termín neuroglie ve významu „nervové lepidlo“. Slovo
glie má totiž původ v řeckém výrazu „glía”, čili lepidlo (Chvátal et Verkhratsky, 2018). V dnešní
době  však  glie  nejsou  považovány  za  pouhou výplň  nervového  systému,  ale  za  jeho  nedílnou
součást (Losada-Perez, 2018).

Glie jsou na rozdíl od neuronů elektricky nevzrušivé, ale zastávají jiné, srovnatelně důležité funkce.
Mezi jinými udržují iontovou homeostázu, vychytávají škodlivé látky z ECS, regulují pH a průtok
krve  či  obstarávají  výživu  a  elektrickou  izolaci  axonů.  V  patologiích  se  výrazně  mění  jejich
morfologie i charakteristické vlastnosti a mohou vykazovat jak neuroprotektivní tak neurotoxické
vlastnosti (Klein et al., 2022).

Neuronům se gliové buňky vyrovnají také početně, dokonce je mohou v určitých případech číselně
převyšovat.  Tento počet  se  mění  v  závislosti  na  části  mozku,  avšak pozoruhodná je  především
změna poměru glií k neuronům v průběhu evoluce. Mnoho studií ukazuje, že čím výše je živočich
na  fylogenetickém stromě,  tím  jsou  glie  četnější  a  zároveň  komplexnější.  Tento  fakt  se  může
odrážet  na  kognitivních procesech živočichů,  protože  více  výkonnějších glií  dokáže efektivněji
pokrýt energetické nároky neuronů (Herculano-Houzel, 2014). Uvádí se, že poměr glií k neuronům
je v lidském kortexu až 1,4 (Pelvig et al., 2008), naopak u potkana je poměr 0,4 – 0,5 (Davanlou et
Smith, 2004), u myši 0,3 – 0,4 (Friede, 1954) a u octomilky jen 0,2 (Ou et al., 2016). Tuto hypotézu
může potvrzovat také studie mozku Alberta Einsteina, který měl opravdu v určitých částech kortexu
více glií než zbytek zkoumané populace (Diamond et al., 1985). 
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Obrázek  4: Schematické rozdělení  gliových buněk.  (CNS – centrální  nervová soustava,  PNS – periferní  nervová
soustava)



2.2.1 Astrocyty

Astrocyty jsou nejpočetnějším typem glií CNS, tvoří 20–40 % z celkového počtu mozkových buněk
a  plní  mnoho  esenciálních  úloh  (Herculano-Houzel,  2014).  Jejich  klíčové  funkce  zahrnují
metabolickou podporu neuronů, udržování iontové homeostázy, kontrolu průtoku krve a výměnu
látek mezi nervovou a cévní soustavou prostřednictvím BBB, jíž jsou součástí  (Barreto, 2016).
Mimo to dokáží svými výběžky ovlivňovat aktivitu synapsí, ale nejsou schopny vést AP, přestože
exprimují velký počet iontových kanálů, receptorů a transportérů pro neurotransmitery (Stogsdill et
al., 2017).

V  raných  stádiích  výzkumu  byly  astrocyty  považovány  za  homogenní  skupinu  buněk
s hvězdicovitým tvarem (název je odvozen z latinských slov astrum – hvězda a cyte – buňka, obr.
5), ale s rozvojem vědeckých technik se ukázalo, že jsou morfologicky i funkčně velmi rozmanité.
Liší se jednak v průběhu ontogenetického vývoje jedince, ale také v závislosti na části mozku, kde
se vyskytují (Matias at al., 2019).

Astrocyty byly rozděleny již v 19. století Williamem Lloydem Andriezenem na dvě hlavní skupiny,
a to na protoplazmatické astrocyty v šedé hmotě mozkové a vláknité v bílé hmotě. Protoplazmatické
astrocyty se vyznačují kulovitým keříčkovitým tvarem s pěti až deseti hlavními, poměrně krátkými
výběžky,  které  se  dále  bohatě  větví.  Výběžky  jsou  v  těsném  kontaktu  se  synapsemi  neuronů
a obklopují  také  krevní  cévy.  Vláknité  astrocyty  mají  naopak  menší  počet  dlouhých  a  tenkých
výběžků, které se větví jen minimálně. S neurony se stýkají především v oblastech Ranvierových
zářezů (Vasile et al., 2017; Verkhratsky et Nedergaard, 2018).

Kromě tohoto základního dělení se v CNS vyskytují také úzce specializované astrocyty, například
Bergmannovy glie v mozečku, které jsou v kontaktu se synapsemi Purkyňových neuronů, pituicyty
v hypofýze nebo radiální glie mající úlohu v embryogenezi ve vývoji mozku a migraci neuronů.
Mezi specifický typ astrocytů se řadí také Müllerovy glie PNS v neuronálních svazcích inervujících
oční sítnici (Matias et al., 2019).
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Obrázek 5: Mikroskopový obrázek čtyř protoplazmatických astrocytů formujících nepřekrývající se domény (více viz
kap. 2.2.1.1). Žlutá barva značí kontakt mezi astrocyty, zelená a červená jednotlivé buňky (převzato z Pekny et Pekna,
2014).



Pomocí imunohistochemie (IHC) je astrocyty možné rozpoznat také na základě exprese pestré škály
proteinů. Specifické astrocytální barvení vázané na gliální fibrilární acidický protein (GFAP), bylo
poprvé použito Ramónem y Cajalem již v 19. století (García-Marín et al., 2007). Tento protein je
v astrocytech hlavní bílkovinou intermediálního filamentu tvořící cytoskeleton, podílí se tedy na
změnách prostorové organizace buňky a na vnitrobuněčném transportu (Middeldorp et Hol, 2011).
V mozku je zároveň nejvíce exprimovaným proteinem a ve vědě jeden z nejčastěji používaných
identifikačních znaků astrocytů (Bushong et  al.,  2002).  Při  poškozeních je  exprese GFAP ještě
zvýšena,  neboť astrocyty na patologické stimuly obvykle reagují  mimo jiné zvýšenou produkcí
tohoto proteinu v procesu zvaném reaktivní astroglióza  (Eng et al., 1994). Kromě toho je GFAP
detekovatelný také v některých buňkách PNS, především ve Schwannových gliích nebo v některých
negliálních  buňkách.  Příkladem  mohou  být  fibroblasty,  které  tvoří  vazivovou  tkáň  v  různých
částech těla (Hainfellner et al., 2001).

Astrocyty je možné poznat také na základě jiných specifických proteinů, např. kalcium vázajícího
proteinu S100β nebo vimentinu a  nestinu,  bílkovinami funkčně podobnými GFAP, ale  hojnými
především v nematurovaných astrocytech  (Wilhelmsson el al., 2019; Zhang et al., 2019). V roce
2008  byl  jako  nový  marker  navržen  enzym  aldehyd  dehydrogenáza  1  L1  (Aldh1L1  –
z angl. aldehyde dehydrogenase 1 family member L1), který se pro astrocyty ukázal jako vysoce
specifický (Cahoy et al., 2008).

2.2.1.1 Funkce astrocytů za fyziologických podmínek

Jak  již  bylo  řečeno,  astrocyty  ve  zdravé  CNS obstarávají  především homeostatické  funkce.  Ty
spočívají  v  podpoře  metabolických  potřeb  neuronů,  prostorovém  pufrování  nefyziologických
koncentrací iontů, regulaci průtoku krve či ochraně okolních buněk před vlivy škodlivých látek
z krve ovlivňováním propustnosti BBB.

Důležitou vlastností především protoplazmatických astrocytů je jejich prostorová organizace do tzv.
domén,  tj.  teritorií  jednotlivých  astrocytů,  kam nezasahují  výběžky  astrocytu  sousedního.  Toto
uspořádání umožňuje jednomu astrocytu kontaktovat tisíce neuronálních synapsí a získávat od nich
data, aniž by sám byl rušen sousedním astrocytem v jiném stádiu aktivity. Přímá komunikace mezi
jednotlivými  buňkami  je  pak  zprostředkována  pouze  skrze  tzv.  mezerové  spoje  (angl.  gap
junctions), tvořené nejčastěji proteiny konexinem 43 (Cx43) nebo 30 (Cx30), které se vyskytují na
pomezí  mezi  doménami.  Takto  propojené  astrocyty  dohromady  tvoří  komplexní  buněčnou  síť
zvanou gliální syncytium (Bushong et al., 2002).

Propojení  mezi  astrocyty  prostřednictvím  mezerových  spojů  má  velký  význam  za  zvýšené
neuronální  aktivity,  při  které je  do ECS uvolňováno velké množství  K+,  jenž může způsobovat
depolarizaci  membrány a  ovlivňovat  neuronální  excitabilitu.  Astrocyty  jsou  schopné  především
díky dovnitř usměrněným draslíkový kanálům (KIR – z angl. K+ inwardly rectifying channel), sodno-
draselné pumpě (3Na+/2K+ATPáza) a sodno-draslíkovo-chloridovému (Na+/K+/2Cl-) kotransporteru
na  membráně  tyto  nadbytečné  ionty  pojmout  a  distribuovat  je  na  vzdálené  lokality  gliálního
syncytia právě díky mezerovým spojům. Tento jev se nazývá prostorové pufrování draslíku (Bellot-
Saez et al., 2017).
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Kromě správné  koncentrace  K+ astrocyty  udržují  i  homeostázu  ostatních  iontů  (Na+,  Ca2+,  Cl-)
a přísně  hlídají  fyziologickou  hodnotu  pH.  Hlavním  mechanismem  pro  udržování  pH  je
hydrogenuhličitanový (bikarbonátový; HCO3

-) pufrační systém, který funguje za účasti karbonické
anhydrázy na  principu konverze  protonu (H+)  a  HCO3

- na  vodu a  oxid  uhličitý  (CO2),  jenž  je
následně  vyloučen  plícemi.  Správný  poměr  H+ je  dále  řízen  sodno-protonovými  a  sodno-
bikarbonátovými antiportery (Deitmer et al., 2019; Theparambil et al., 2020). 

Spolu s endotelovými buňkami krevních cév a pericyty jsou astrocyty součástí BBB, která má za
úkol chránit buňky CNS regulací průchodu látek z krve do mozku a zpět. Tato bariéra zabraňuje
volnému průchodu patogenů, krevních elementů, iontů, hydrofilních látek, živin a jiných velkých
molekul, jako je glukóza nebo aminokyseliny, ale také většině léčiv. Na transport těchto látek je
zapotřebí  specializovaných  proteinů.  Naopak  snadno  prostupuje  voda,  plyny  a  látky  s  malou
molekulovou hmotností a vysokou rozpustností v tucích  (Heithoff et al., 2020; Kaya et Ahishali,
2020).

V reakci  na  aktuální  metabolický  stav  v  okolí  konkrétního  neuronu  astrocyty  regulují  jednak
propustnost BBB, ale také množství krve protékající cévami. Tento vztah mezi aktivitou neuronu,
astrocytem jako prostředníkem a aktuálním průtokem arteriemi se nazývá neurovaskulární jednotka
(NVJ; Dunn et al., 2013). 

V procesu zvaném funkční hyperémie astrocyty dokáží působit na míru napětí hladké svaloviny, jež
obepíná cévy, v odpovědi na změny v intracelulární koncentraci Ca2+ iontů. Tyto změny způsobuje
interakce  astrocytů  s  podněty  značícími  odchylky  v  neuronální  aktivitě.  Příkladem  takových
podnětů  jsou  výkyvy  v  parciálním  tlaku  O2 a  CO2,  zvýšení  či  snížení  hladiny  extracelulární
koncentrace K+ iontů nebo interakce s  různými neurotransmitery (např.  glutamát vázající  se na
NMDA receptory).  Ionty  Ca2+ se  poté  šíří  v  podobě  vápníkových  vln  skrze  gliální  syncytium
a v místě  tzv.  astrocytálních  patek,  které  jsou  v  těsném  kontaktu  s  krevními  cévami,  uvolní
vazoaktivní  látky.  Ty  zahrnují  především  metabolity  kyseliny  arachidonové  (AA;
např. prostaglandiny) nebo NO (Howarth 2014; Mishra, 2016; Tran et al., 2018).

Astrocyty hrají významnou roli při energetické podpoře neuronů především díky jejich výhodné
poloze v blízkosti krevního řečiště na jedné straně a kontaktu s neurony na straně druhé. Neurony
jsou  schopné  získávat  pouze  malé  množství  glukózy  prostřednictvím glukózových  transportérů
z ECS. To by však nebylo dostatečné pro jejich fungování, a proto jim pomáhají astrocyty tím, že
transportují glukózu přímo z krve, metabolicky ji upraví a do neuronů dopraví v podobě laktátu.
Přeměna glukózy na laktát probíhá v procesu zvaném glykolýza, kdy je glukóza transformována
nejprve na pyruvát a poté za účasti enzymu laktát dehydrogenázy na laktát, který je do neuronu
transportován skrze monokarboxylátové transportery (MCT;  Mason, 2017). Část získané glukózy
jsou astrocyty schopné přeměnit také na zásobní polysacharid glykogen. Ten pak při zvýšených
energetických nárocích glykogenolýzou konvertují zase zpět na glukózu a použijí ji buď pro vlastní
potřeby nebo ji v podobě laktátu transportují neuronům (Wender et al., 2000).

Astrocyty  se  také  nachází  ve  funkční  integraci  s  neuronálními  synapsemi  a  tvoří  s  nimi  tzv.
tripartitní  synapse.  Z této strategické pozice astrocyty dokáží ze synaptické štěrbiny vychytávat
a metabolizovat  mnohé  neurotransmitery,  mezi  nimi  např.  excitační  aminokyselinu  glutamát
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v případě  kontaktu  s  glutamátergním  neuronem  a  gama  aminomáselnou  kyselinu  (GABA  –
z angl. gamma aminobutyric acid)  při  synapsi  s  GABAergním neuronem. Oba neurotransmitery
mají ve vyšších koncentracích excitotoxické účinky. Mediátor GABA je zpětně vychytáván pomocí
GABA transportérů a  glutamát  pomocí  glutamátových transportérů GLAST (z  angl.  glutamate-
aspartate transporter) a GLT-1 (z angl.  glutamate transporter-1). Analogem pro GLAST a GLT-1
jsou v lidském mozku proteiny EAAT1 a EAAT2 (z angl.  excitatory amino acid transporter 1,2).
Následující  procesy  v  cytoplazmě  astrocytu  zahrnují  konverzi  GABA na  glutamát  za  účasti
mitochondriálního enzymu GABA transaminázy. Jiný enzym, glutamin syntetáza, dále metabolizuje
glutamát na aminokyselinu glutamin a tu poté pomocí SNAT transporterů (z angl. sodium-coupled
neutral amino acid transporters) dopraví zpět do neuronů, ve kterých probíhá opačná konverze zpět
na neurotransmitery (Magistretti, 2009; Hägglund et al., 2011; Mahmoud et al., 2019; Andersen et
al., 2020). Astrocyty tímto mechanismem zrecyklují kolem 90 % veškerého glutamátu uvolněného
jako neurotransmiter,  čímž velmi šetří  energii  na jeho kompletní  výrobu z  glukózy  (Nortley  et
Attwell,  2017).  Bylo  zjištěno,  že  glutamátová  signalizace  celkově  mozek  stojí  přibližně  80  %
veškeré jeho energetické spotřeby (Andresen et al., 2021).

V  neposlední  řadě  je  důležitou  funkční  vlastností  astrocytů  regulace  fyziologických  hodnot
osmoticky aktivních látek v mozku a tím udržování objemové homeostázy. V procesech regulačního
zvýšení či snížení objemu astrocyty přečerpávají ionty a jiné osmolyty s osmoticky hnanou vodou
z krevního řečiště do mozku a naopak. Přesný mechanismus zatím nebyl uspokojivě popsán, ovšem
jako  hlavní  proteiny  zprostředkující  tento  proces  byly  navrženy  protein  akvaporin  4  (AQP4)
propouštějící molekuly vody, skupina kanálů permeabilních pro chloridové anionty a TRPV4 (Mola
et al., 2021).

2.2.1.2 Funkce astrocytů v patologiích

Kromě nezastupitelných rolí  za fyziologického stavu mají  astrocyty také schopnost reagovat na
signály značící různé patologie CNS, jako je např. růst nádoru, CMP, epileptické záchvaty, vniknutí
infekce, traumatické poškození nebo neurodegenerativní onemocnění. Obecně se odpověď astrocytů
na  takové  podněty  označuje  jako  reaktivní  astroglióza  a  je  vnímána  jako  jeden  z indikátorů
poškození CNS (Taipa et al., 2018; Siracusa et al., 2019). 

Astrocyty  nemusí  být  prvními  buňkami,  které  registrují  abnormality  ve  fungování  CNS.
Molekulární spouštěče (jak patřičné imunitní odpovědi, tak astrogliózy) mohou být produkovány
jakýmkoliv  typem  buněk  a  šířit  se  skrze  mozkovou  tkáň  i  na  poměrně  dlouhé  vzdálenosti
(Sofroniew, 2009). Mezi takové signální látky vyvolávající astrogliózu se řadí především cytokiny
(IL-6, TNF-α, interferon γ (IFN-γ), transformující růstový faktor α, ciliární neurotrofický faktor
(CNTF)), dále třeba látky značící oxidativní stres a ischemii (NO, ROS) nebo molekuly asociované
s nekrózou či apoptózou tkáně, např. kaspázy či mimobuněčný ATP (Bolego et al., 1997; Sofroniew,
2009, Aras et al., 2012; Pekny et al., 2019). 

Reaktivní astroglióza je definovaná jako obranný mechanismus, při kterém astrocyty výrazně změní
svou  genovou  expresi  a  s  tím  spojenou  morfologii  a  funkční  vlastnosti.  Je  charakterizovaná
zvýšenou  expresí  proteinů  intermediálních  filamentů  (GFAP,  vimentin),  což  vede  k  hypertrofii
výběžků (Anderova et al., 2010). Je však na místě podotknout, že astroglióza je gradující proces,
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který může vést od mírného zbytnění těla přes zvýšenou proliferaci až k tvorbě gliální jizvy, pokud
je poškození vážnější; viz obr. 6).

Jako klíčový regulátor zprostředkující transformaci běžných astrocytů na astrocyty reaktivní nebo
astrocyty formující gliální jizvu byla navržena JAK/STAT3 signalizace (z angl. Janus kinase/signal
transducer and activator of transcription 3), která reaguje zejména na zvýšenou hladinu cytokinů,
jako IL-6  nebo CNTF.  V astrocytech  spouští  transkripci  genu pro  GFAP,  stimuluje  v  buňkách
proliferaci, rovněž zvyšuje i expresi Cx43 a její aktivita podporuje míru migrace (Ceyzériat at al.,
2016). V experimentech bylo prokázáno, že inhibice této signální dráhy výrazně  ovlivňuje vznik
a vlastnosti gliální jizvy, astrocyty například vykazují sníženou expresi GFAP, což vedle ke narušení
kompaktnosti gliální jizvy a celkově horší regeneraci tkáně po poškození (Herrmann et al., 2008).
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Obrázek  6: Imunohistochemický obrázek myšího mozku (frontální řez) získaný tři dny po okluzi střední mozkové
tepny.  Barven byl  na  gliální  fibrilární  acidický protein  (červeně),  který  je  pro  astrocyty  charakteristický.  Zvýšená
exprese tohoto proteinu kolem ischemického jádra poukazuje na rozvinutou reaktivní astrogliózu (snímek byl vypůjčen
z nepublikovaných dat Mgr. Jany Turečkové, Ph.D.).



Při  ischemickém  poškození  mozku  je  u  astrocytů  obklopujících  jádro  léze  reaktivita  spuštěna
v průběhu  několika  prvních  hodin  po  inzultu.  Během této  doby  nastane  chemotaxe  a  migrace
astrocytů k nekrotické tkáni a přibližně 5–10 % astrocytů začne postupně proliferovat  (Barreto et
al.,  2011;  Liao  et  al.,  2015;  Ceyzériat  at  al.,  2016).  Proliferace  je  nejrapidnější  3.–5.  den  po
poranění a poté znovu ustává. Do 10. dne od ischemie astrocyty hustě osází okolí léze a začíná
proces maturace gliální  jizvy, který je plně dokončen až po několika týdnech. V tuto chvíli  již
neexistují  jednotlivé  astrocytální  domény,  místo  toho astrocyty  začnou navzájem překrývat  své
výběžky za formace kompaktní funkční bariéry mezi zdravou tkání a toxickým jádrem léze (Yang at
al., 2020).

Vznik  gliální  jizvy je  velmi  komplexní  děj  a  zapojují  se  do  něj  i  jiné  buněčné  typy,  přestože
v konečném  stádiu  je  jizva  tvořena  především  astrocyty.  Ostatní  buňky zahrnují  především
mikroglie,  které  mají  poměrně  nízký  práh  aktivace  po  setkání  s  DAMP a  vysokou  schopnost
migrace  (více  kap.  2.2.2.3).  Dále  v  tomto  ději  participují  NG2  gliové  buňky,  jež  mají  velký
diferenciační  potenciál,  ale  zároveň  produkují  velké  množství  chondroitin  sulfát  proteoglykanu
(CSPG), který působí jako silný inhibitor axonálního růstu (kap. 2.2.2.1). V počátcích tvorby gliální
jizvy  je  možné  pozorovat  také  makrofágy,  které  jednak  odklízí  pozůstatky  buněk,  ale  také
amplifikují aktivitu astrocytů a ostatních glií skrze produkci dalších cytokinů a chemokinů (Jian et
al., 2019).

Celková prospěšnost  gliální  jizvy je velmi kontroverzní a je předmětem vědeckých diskuzí.  Na
jedné straně totiž působí protektivně, neboť zabraňuje průniku škodlivých substancí do zdravých
regionů mozku, ale na straně druhé je po jejím vytvoření zcela znemožněná regenerace neuronů
a prorůstání axonů (Yang et al., 2020).

2.2.2 Ostatní gliové buňky

2.2.2.1 NG2 glie

V  posledních  desetiletích  výzkumy  odhalily  novou  buněčnou  populaci,  která  se  funkčně
i morfologicky velmi odlišuje od ostatních glií i neuronů. Tyto buňky jsou charakteristické expresí
alfa receptoru pro růstový faktor odvozený od krevních destiček (Pdgfrα – z angl. platelet-derived
growth factor receptor α) a CSPG typu 4, známého také jako neuron-glialní antigen 2 (NG2), podle
nějž nesou název NG2 glie. Na základě jejich schopnosti diferencovat v oligodendrocyty se však
nazývají rovněž prekurzory oligodendrocytů (OPCs – z angl. oligodendrocyte precursor cells; Butt
et al., 2005; Honsa et al., 2012).

Tyto buňky vykazují vlastnosti jak neuronů, tak glií. Kupříkladu exprimují řadu membránových
receptorů  a  iontových  kanálů,  mezi  nimi  také  napěťově  řízené  Na+ a  K+ kanály.  Dokonce  se
ukázalo,  že  po  depolarizaci  membrány  dokáží  určité  subpopulace  NG2  glií  generovat  i  AP
s charakteristickým  průběhem  nevyzrálých  neuronů (Chittajallu  et  al.,  2004).  Mimo  to  také
s neurony tvoří inhibiční i excitační synaptické spoje a na své membráně vystavují mnoho receptorů
pro neurotransmitery (Call et al., 2020).

NG2 glie tvoří z celkového počtu gliových buněk v CNS přibližně 5–10 % a nachází se v bílé i šedé
hmotě  mozkové  (Trotter  et  al.,  2010).  Jejich  role  za  fyziologických  podmínek  zatím  nebyla
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uspokojivě objasněna. Je známá jejich vysoká míra proliferace a diferenciace i v dospělém mozku
savců, ale významná je především důležitost při vývoji a modulaci nervové tkáně a její regeneraci
po  poškození  právě  díky  těmto  schopnostem  (Kirdajova  et  Anderova,  2020).  Dnes  je  obecně
přijímán fakt, že NG2 glie mohou dát vzniknout oligodendrocytům (Dimou et al., 2008; Song et al.,
2017). Za fyziologického stavu se NG2 glie mohou rovněž mitoticky dělit za vzniku dalších NG2
glií  a  v  podstatě  se  tímto  způsobem  „sebeobnovovat“  (Robins  et.  al,  2013).  V  průběhu
embryonálního vývoje  CNS navíc  NG2 glie  nediferencují  pouze v oligodendrocyty,  ale  mohou
tvořit také astrocyty a některé studie nevylučují ani diferenciaci v neurony. Diferenciační potenciál
je u NG2 navíc zvýšen po poškození mozku, např. po ischemii (Kirdajova et Anderova, 2020).

Podobně jako astrocyty i NG2 glie reagují na různé molekulové vzorce typické pro ischemii, ale
i jiné patologie CNS, které je aktivují. Na základě toho změní svou míru proliferace a migrace,
morfologii  a  dokáží  diferencovat v jiné buněčné typy  (Song et  al.,  2017).  NG2 glie  jsou mezi
prvními  buňkami  reagujícími  na  akutní  poškození  a  některé  studie  ukazují,  že  také  jako první
osidlují okolí léze a jsou odpovědné za uzavření nekrotického jádra ještě předtím, než ve formující
se jizvě začnou převládat astrocyty  (von Streitberg et al.,  2021).  Změny v morfologii a genové
expresi při ischemii zahrnují především zvětšení buněčného těla a výběžků a zvýšenou produkci
CSPG4 (Levine,  1994).  Jejich  významná úloha  dále  samozřejmě spočívá  i  v  postischemických
remyelinizačních procesech, kdy diferencují v oligodendrocyty (Kirdajova et Anderova, 2020).

2.2.2.2 Oligodendrocyty

Oligodendrocyty  jsou  v  CNS hlavním buněčným typem zajišťujícím elektrickou  izolaci  axonů
pomocí lipoproteinu myelinu, což výrazně zvyšuje rychlost vedení AP a zároveň snižuje množství
energie  potřebné  k  tomuto  ději.  Jsou  charakteristické  poměrně  malým tělem a nízkým počtem
výběžků, díky čemuž získaly označení oligodendrocyty. 

Myelinová pochva vzniká obtočením několika tenkých vrstev na myelin bohaté membrány kolem
neuritu  (viz  obr.  7).  Proces  myelinizace  je  evokován  po  kontaktu  oligodendrocytů  s  faktory
produkovanými ještě neobalenými neurony. Tyto signály jsou velmi důležité v průběhu maturace
CNS, kdy je tvořeno daleko větší množství oligodendrocytů, než je ve skutečnosti pro myelinizaci
třeba  a  u  těch  buněk,  které  signál  nezaznamenají,  je  spuštěna  apoptóza.  Je  důležité  říci,  že
myelinový  obal  není  celistvá  vrstva,  ale  je  přerušován  krátkými  nemyelinizovanými  segmenty
zvanými Ranvierovy zářezy  (Simons et  Nave,  2016).  Díky nim je  možné tzv.  saltatorní  neboli
skokové vedení AP podél axonu, které je až 300× rychlejší než u neuronů postrádajících izolaci. To
je  způsobené  vysokým počtem napěťově  řízených  iontových kanálů  na  malé  ploše  membrány
a žádnou  ztrátou  proudu  v  izolované  oblasti  axonu,  v  tzv.  internodiích  (Kier  et  al.,  2015).  Ve
zdravém mozku oligodendrocyty navíc exprimují MCT laktátové transportery v místech kontaktu
s neuronální membránou a kompenzují tak i energetické potřeby neuronů (Zhou et al., 2018).
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V průběhu ischemie jsou oligodendrocyty mimořádně náchylné k nedostatku O2 a glukózy a velmi
rychle začínají odumírat, obvykle dříve než ostatní typy gliových buněk a v určitých regionech
mozku dokonce i rychleji než neurony. Velký problém při tomto ději jsou především ROS, které se
v oligodendrocytech po zastavení dodávky O2 a glukózy začnou generovat ve velké míře v důsledku
selhání antioxidačních mechanismů (Mifsud et al., 2014). Nicméně široká škála signálních molekul
vyskytující  se  v  poškozené  a  regenerující  tkáni  může  aktivovat  OPCs,  které  následně  migrují
k demyelinizovaným axonům a diferencují v dospělé oligodendrocyty (Valny et al., 2017).

2.2.2.3 Mikroglie

Mikroglie jsou hlavním typem buněk v CNS zajišťujícím imunitní obranu mozkového parenchymu
a za patologických stavů jsou poměrně všestrannými buněčnými efektory, které se dokáží podílet
i na  následných opravách CNS.  Zároveň však ve  zdravém mozku ovlivňují  vývoj  CNS,  přísně
regulují molekulární a iontové parametry prostředí či mění trojrozměrnou strukturu neuronální sítě
(Colonna et  Butovsky et  al.,  2017).  Mikroglie  se rovněž účastní  procesu učení  díky schopnosti
remodelovat synaptická spojení (Parkhurst et al., 2013).

Mikroglie tvoří přibližně 10 % všech buněk a v mozku se vyskytují ve dvou morfologicky i funkčně
odlišných stavech, mezi kterými však mohou poměrně dynamicky přecházet. První z nich bývá
označován jako „klidový“.  Mikroglie  při  něm z těla  vysílají  mnoho bohatě větvených výběžků
s vysokým  počtem  imunitních  i  jiných  receptorů,  pomocí  nichž  mapují  prostředí.  Pokud  však
zaznamenají  nějaké DAMP molekuly,  cytokiny či  patogenní  organismus,  změní náhle svůj  tvar
z výběžkatého na kompaktní améboidní se zvýšenou mírou motility. V tomto aktivovaném stavu
jsou schopné jednak chemotaxe a migrace do místa poškození, ale také dokáží fagocytovat cizorodé
či cytotoxické částice (obr. 8; Qin et al., 2019).
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Obrázek  7: Vyobrazení  procesu  myelinizace  neuronálního  axonu.  V  první  části  obrázku  došlo  ke  kontaktu
oligodendrocytálního výběžku s axonem a následovalo natažení výběžku a pokrytí  větší  plochy axonu membránou
oligodendrocytu.  Nakonec  oligodendrocyt  začal  obtáčet  membránu  kolem  axonu,  dokud  nedošlo  ke  zformování
několikavrstvého myelinového obalu (převzato z Simons et Lyons, 2013).



Za patologických okolností ischemie jsou mikroglie aktivované, ovšem na základě různého typu
odpovědi  bývají  zjednodušeně  rozlišovány  dva  funkčně  rozličné  fenotypy.  Jeden  z  fenotypů,
označovaný jako M1, vykazuje spíše prozánětlivé reakce na ischemické podmínky. Exprimuje velké
množství cytokinů, jako TNF-α, IL-1β, IFN-γ, IL-6 nebo různé MMP. Naopak druhý M2 typ působí
spíše  protizánětlivě  za  produkce  interleukinu  10,  transformujícího  růstového  faktoru  β  či
angiogenezi podporujícího VEGF (Colonna et Butovsky, 2017). Prozánětlivé faktory produkované
aktivními mikrogliemi fungují rovněž jako spouštěče reaktivní astrogliózy (Liddelow et al., 2017).

2.3 Receptor přechodného potenciálu vaniloidního typu 4

Receptor TRPV4 je nespecifický kationtový kanál dlouhý 871 aminokyselin a řadí se do rodiny
TRP proteinů. Z této rodiny bylo popsáno již více než 30 podobných proteinů vyskytujících se
napříč všemi živočišnými kmeny i ve všech typech tkání. Aktivita těchto bílkovin je asociována
s mnoha  fyziologickými  procesy  od  fototransdukce  u  bezobratlých,  přes  složité  mechanismy
vnímání bolesti  a změn teploty u obratlovců až po regulaci  buněčného cyklu a intracelulárních
zásob Ca2+ (Rosenbaum et al., 2020).

Každý  TRP kanál  vykazuje  obecnou  strukturu  s  šesti  transmembránovými  doménami  (S1–S6)
a oběma  polarizovanými  proteinovými  konci  situovanými  na  intracelulární  straně  buněčné
membrány. Pór pro průchod iontů se nachází mezi doménami S5 a S6. N-konec u většiny TRP
bílkovin (včetně TRPV4) navíc obsahuje několik ankyrinových repetic (obr. 9), které mají důležitou
úlohu při interakcích mezi proteiny v procesech buněčné signalizace (Rosenbaum et al., 2020).
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Obrázek 8: Morfologické změny mikroglií při transformaci z "klidového" fenotypu v "aktivní" (převzato z Kim et al.,
2018).



Kolem roku 2000 byl poprvé představen nový člen TRP proteinů, TRPV4, který se ukázal jako
neselektivní  kationtový  kanál  propustný  především pro  Ca2+ s  poměrem propustnosti  vůči  Na+

přibližně Ca2+/Na+ = 6–10 a vůči hořečnatým kationtům (Mg2+) Ca2+/Mg2+ = 2–3  (Liedtke at al.,
2000; Voets et al., 2002; Watanabe et al., 2003). Elektrická vodivost pro vně usměrněný proud se
pohybuje v rozmezí 90–100 pS a 50–60 pS pro dovnitř usměrněné proudy  (Filosa et al., 2013).
Stejně jako většina ostatních TRP proteinů je i TRPV4 polymodální. Jeho aktivitu je možné podnítit
mnoha endogenními i exogenními stimuly, především pak teplotou vyšší než 27 °C (Shibasaki et
al., 2015), fyzickým natažením membrány, obvykle v důsledku změny osmotických tlaků, snížením
pH  a  mnohými  syntetickými  i  tělu  vlastními  ligandy.  Endogenními  agonisty  jsou  nejčastěji
produkty  metabolismu AA (kupř.  5,6-epoxyeikosatrienová  kyselina)  nebo  fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfát  (PIP2;  Garcia-Elias  et  al.,  2013;  Rosenbaum et  al.,  2020).  Vnější  aktivátory  zahrnují
syntetické  deriváty  forbolových  esterů  (zejména  4α-forbol  12,13-didekanoát  (4αPDD))  či
GSK1016790A (dále už jen GSK101; GlaxoSmithKline;  Butenko et al., 2012; Jie et al., 2015b).
Naopak  pro  zablokování  funkce  TRPV4  bývají  používáni  antagonisté  jako  rutheniová  červeň,
GSK2193874, RN-1734, HC-067047 a mnohé další (Cheung et al., 2017; Rosenbaum et al., 2020). 

Kanál TRPV4 je hojně exprimován v téměř všech buňkách v rozličných typech tkání včetně plic,
jater, vylučovacích cest, sleziny, srdce, cévního systému, kůže, ale také v mozku a ostatních částech
nervové soustavy (Toft-Bertelsen et MacAulay, 2021). V CNS je prezentován jak na membránách
excitabilních buněk, tak na gliových buňkách a buňkách cévního endotelu  (Kumar et al., 2020).
Slouží  jako  osmosenzor,  mechanosenzor,  termosenzor  a  chemosenzor  a  na  molekulární  úrovni
participuje v mnoha buněčných procesech – reguluje intracelulární hladiny Ca2+, má vliv na řízení
buněčného cyklu, podílí se na buněčné signalizaci a účastní se osmoregulačních mechanismů. Na
buněčné a orgánové úrovni se ukázal jako důležitý pro správné fungování plic a při tvorbě moči.
Jeho aktivita ovlivňuje tonus hladkého svalstva obepínajícího krevní cévy a v neposlední řadě má
úlohu také při vnímání svrbění kůže a nocicepci (Rosenbaum et al., 2020).
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Obrázek 9: Schematický model TRPV4 se znázorněnými transmembránovými doménami (S1–S6) a pórem mezi S5
a S6. Modré šestiúhelníky značí oblast s ankyrynovými repeticemi (upraveno podle Auer-Grumbach et al., 2010). (Ca2+

– vápenatý kation, COOH – karboxylová skupina na C-konci proteinu, NH2 – aminová skupina na N-konci proteinu,
TRPV4 – receptor přechodného potenciálu vaniloidního typu 4)



Globální delece TRPV4 kanálu se téměř neprojevuje na fenotypu a TRPV4 deficientní jedinci jsou
obvykle vitální a fertilní.  Avšak takové mutace v genu pro tento protein, které změní vlastnosti
a funkci  kanálu,  mohou  způsobovat  vážné  vývojové  poruchy,  mezi  nimi  například  skeletální
dysplázii nebo různé typy neuropatií (Nilius et Voets, 2013).

2.3.1 Exprese TRPV4 na astrocytech a jeho funkce

Protein  TRPV4 se  na  membránách astrocytů  nachází  především v  kontaktu  s  cévami  a  jinými
extracerebrálními prostory s nejvyšší denzitou na astrocytálních patkách. Tato lokalizace TRPV4 je
důležitá především při regulacích buněčného objemu, kdy astrocyty dokáží přečerpávat osmolyty
mezi mozkem a krví v závislosti na aktuální metabolické aktivitě (Benfenati et al., 2007). Exprese
TRPV4 je však omezena jen na přibližně 20–30 % astrocytů  in vitro i  in situ (Shibasaki et al.,
2014). 

Díky propustnosti TRPV4 pro Ca2+ se tento kanál podílí na Ca2+ signalizaci, která je pro správné
fungování astrocytů esenciální a i TRPV4 je proto po této stránce nezanedbatelný. Průchod Ca2+

skrze TRPV4 dovnitř buňky může navíc způsobit Ca2+-dependentní IP3 signalizaci a tím uvolnění
více  Ca2+ z  ER  (Benfenati  et  al.,  2007).  V  rámci  NVJ  spočívá  role  TRPV4  na  astrocytech
v ovlivňování  vaskulárního tonu.  Aktivita  neuronu totiž  v  astrocytech  spouští  produkci  TRPV4
aktivátorů (metabolity AA), což v důsledku vede k influxu Ca2+ a uvolnění vazoaktivních látek
(Metea et Newman, 2006; Dunn et al., 2013). Zároveň studie Haidey a kolegů ukazuje, že existuje
i částečně zpětný mechanismus, kdy je činnost TRPV4 kanálu na patkách astrocytů ovlivňována
mírou  napětí  kapiláry.  Vazokonstrikce  cévy  způsobí  aktivaci  mechanosenzitivního  TRPV4
a následně zvýšená koncentrace Ca2+ v astrocytu dále spustí přeměnu AA na prostaglandiny, které
v hladké  svalovině  působí  vazodilatačně  (Haidey  et  al.,  2021).  Astrocyty  prezentující  TRPV4
ovlivňují neurony rovněž modulací synaptické transmise, neboť zvýšení koncentrace Ca2+ iniciuje
exocytózu excitačních gliotransmiterů, např. ATP či glutamátu, do ECS (Shibasaki et al., 2014).

Neméně významná je účast TRPV4 při osmoregulačních procesech a homeostáze vody v mozku
(Benfenati et al., 2011). Nabývání na buněčném objemu astrocytů v důsledku hypotonického stresu
způsobí fyzické natažení membrány, aktivaci TRPV4 a influx Ca2+. Na koncentraci Ca2+ jsou závislé
mnohé mechanismy regulačního snížení objemu, jako Ca2+-dependentní K+ a Cl- kanály, které řídí
eflux  přebytečných  iontů  do  extracerebrálních  tekutin  (Hoffmann  et  al.,  2009).  V  souvislosti
s regulací objemu navíc mnohé studie navrhují možnost koexprese a interakce TRPV4 s kanálem
AQP4, skrze který může proudit osmoticky hnaná voda  (Benfenati et al., 2011, Chmelova et al.,
2019). Funkce TRPV4 za fyziologických podmínek jsou schematicky znázorněny na obrázku 10.
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2.3.2 Role TRPV4 v ischemickém poškození mozku

V důsledku patofyziologických dějů doprovázejících ischemii se exprese TRPV4 v mozku výrazně
zvyšuje již 1 hodinu po inzultu a maxima dosahuje přibližně 7. den (Butenko et al., 2012). Jeho role
však zatím nebyla uspokojivě objasněna,  nicméně se ukazuje,  že mechanismus jeho účinku má
spíše neurotoxický dopad a delece či inhibice aktivity této bílkoviny vede k redukci velikosti léze
(Jie et al., 2016). Negativní vliv je způsoben nadměrným příjmem Ca2+ iontů, které, jak již bylo
zmíněno v kap. 2.1.1,  spouští  mnoho cytotoxických procesů.  Bylo zjištěno,  že  zvýšená aktivita
TRPV4  v průběhu  ischemie  koreluje  se  vznikem  glutamátové  excitotoxicity  prostřednictvím
NMDA ionotropních receptorů, což vede ke spuštění apoptotických drah (Li et al., 2013; Jie et al.,
2016). 

Zvýšená  míra  buněčné  smrti  způsobená  TRPV4  kanálem  byla  pozorována  např.  u  buněk
hipokampu. V této studii byla jako možný molekulární mechanismus spouštějící apoptózu navržena
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Obrázek 10: Schéma patologických dějů doprovázených činností TRPV4 proteinu. V horní části obrázku jsou patrné
dva mezi sebou interagující neurony, pod nimi je schematicky znázorněn astrocyt. Ve spodní sekci (písmena A, B, C) je
zobrazená céva,  přičemž oddíl  A vyobrazuje  hladkou svalovinu,  oddíl  B endotelové buňky s  těsnými spoji  a  část
C znázorňuje lumen. Kanál TRPV4 propouští do buňky Ca2+ ionty (1), které řídí exocytózu různých neurotransmiterů
(2)  a  podílí  se  na  mechanismech regulujících  buněčný objem (3).  Neurotransmitery  vypuštěné  do  okolí  ovlivňují
neurony a následná neuronální aktivita řídí produkci AA. Molekula AA dále funguje jako aktivátor TRPV4 (4), ale přes
kaskádu interakcí  řídí  rovněž kontrakci  hladké svaloviny v  cévách a  tedy míru  průtoku krve  dopravující  glukózu
a kyslík (5). Na koncentraci Ca2+ závisí rovněž IP3 signalizace, která řídí uvolňování dalšího Ca2+ z endoplazmatického
retikula (6). (AA – arachidonová kyselina, AP – akční potenciál, AQP4 – akvaporin 4, Ca2+ – vápenatý kation, Cl- –
chloridový anion, CO2 – oxid uhličitý, ER – endoplazmatické retikulum, Gluc – glukóza, H 2O – molekula vody, IP3 –
signalizace inositol-1,4,5-trifosfátu, K+ – draselný kation, NT – neurotransmiter, O2 – kyslík, PG – prostaglandiny, RVD
– regulační snížení objemu, TRPV4 – receptor přechodného potenciálu vaniloidního typu 4)



signální dráha proteinové kinázy aktivované mitogenem, jež fosforyluje protein p38 (MAPK/p38)
a signalizace  fosfatidylinositol  3  kinázy,  která  fosforyluje  serin/treoninovou  proteinkinázu  Akt
(PI3K/Akt). Obě dráhy jsou zapojeny do regulace buněčné smrti. Aktivní MAPK/p38 je odpovědná
za buněčnou smrt, naopak PI3K/Akt signalizace apoptózu inhibuje. Po použití TRPV4 agonistů byl
pozorován nárůst MAPK/p38 signalizace a naopak došlo k útlumu PI3K/Akt dráhy, což souhrnně
podporuje buněčnou smrt (Jie et al., 2015a).

Dalším problémem komplikujícím průběh  ischemie  je  vznik  zánětlivých  procesů,  které  rovněž
spouští proapoptotické dráhy. Ukazuje se, že zvýšená aktivita TRPV4 u mnoha buněčných typů
včetně  epiteliálních  buněk  choroidního  plexu  podporuje  produkci  prozánětlivých  cytokinů
a v opačném případě inhibice TRPV4 vede k vyššímu přežívání buněk (Xie et al., 2021).

Nadměrná  aktivita  TRPV4  při  ischemii  působí  negativně  také  na  integritu  BBB,  neboť  vede
k produkci různých MMP endopeptidáz rozkládajících proteiny těsných spojů. Důsledkem tohoto
jevu je průnik krevní plazmy do mozkového parenchymu a formace vazogenního edému (Jie et al.,
2015b). Na druhou stranu je při vzniku edému jako důsledku ischemie diskutována neuroprotektivní
role TRPV4 kanálu v řízení procesů regulačního snížení objemu. Přesný mechanismus není zcela
znám,  ale  jako  možný  spouštěč  tohoto  jevu  byl  navržen  influx  Ca2+ způsobený  osmotickým
bobtnáním buněk.  Experimenty  ukazují,  že  u  geneticky  modifikovaných  TRPV4 -/- myší  lze  po
ischemii pozorovat výrazně rozsáhlejší mozkový edém než u kontrolní populace (Pivonkova et al.,
2018;  Chmelova  et  al.,  2019).  Patofyziologické  mechanismy  ovlivněné  TRPV4  kanálem  jsou
zachyceny na obr. 11.

33



34

Obrázek 11: Schéma patologických dějů doprovázených činností TRPV4 proteinu. V horní části obrázku jsou patrné
dva mezi sebou interagující neurony, pod nimi je schematicky znázorněn astrocyt. Ve spodní sekci (písmena A, B, C) je
zobrazená céva,  přičemž oddíl  A vyobrazuje  hladkou svalovinu,  oddíl  B endotelové buňky s  těsnými spoji  a  část
C znázorňuje lumen. V patologických stavech je TRPV4 kanál aktivován a propouští do buňky velké množství Ca 2+,
který v buňce funguje jako významná signální molekula (1) a ve vysokých koncentracích vede k aktivaci apoptotických
drah  nebo  inhibici  drah  chránících  buňku  před  sebedestrukcí  (2).  Na  Ca2+ je  závislá  také  exocytóza  excitačních
aminokyselin,  např.  glutamátu, které dále skrze glutamátové receptory vedou k influxu dalšího Ca2+,  což souhrnně
způsobuje  Ca2+-dependentní  Ca2+ excitotoxicitu  (3).  Volný  Ca2+ dále  podporuje  expresi  pro-zánětlivých  cytokinů
stimulujících zánět (4) a MMP peptidáz, které degradují těsné spoje v cévním endotelu (5). Protektivní role TRPV4
spočívá  v  aktivaci  RVD mechanismů,  které  potlačují  formaci  edému (6).  (Ca2+ –  vápenatý  kation,  MAPK/p38  –
mitogenem  aktivovaná  protein  kináza/p38,  MMP –  metaloproteinázy  mezibuněčné  matrix,  NMDA –  N-metyl-D-
aspartátový  receptor,  PI3K/Akt  –  fosfatidylinositol  3  kináza/serin-treoninová  proteinkináza  Akt,  RVD –  regulační
snížení objemu, TRPV4 – receptor přechodného potenciálu vaniloidního typu 4)



3 HYPOTÉZA A CÍLE PRÁCE

Dřívější studie TRPV4 kanálu poukazují na jeho pleiotropní účinky v průběhu patofyziologických
dějů v postischemickém mozku a cílem práce bylo rozšířit tyto poznatky. Vycházeli jsme při tom z
publikace Butenko a kolegů z roku 2012, která se zabývala změnami v aktivitě a expresi TRPV4 u
hipokampálních  astrocytů  po  globální  mozkové  ischemii  u  potkanů.  Jejich  výzkum ukázal,  že
exprese  TRPV4 kanálu  se  výrazně  zvýšila  7  dní  po  inzultu  paralelně  se  vznikem astrogliózy.
Zároveň pozorovali změny v Ca2+ signalizaci v odpovědi na 4αPDD, které následně zmizely po
aplikaci specifických antagonistů TRPV4 nebo po použití umělého mozkomíšního moku (aCSF –
z angl. artificial cerebrospinal fluid) bez přítomnosti Ca2+ (Butenko et al., 2012). 

Na základě těchto poznatků jsme předpokládali podobné pochody i u astrocytů z kortexu po fokální
mozkové  ischemii.  Očekávali  jsme  zvýšenou  přítomnost  TRPV4 na  membránách  astrocytů  po
navození  ischemie  metodou  MCAO a  s  tím spojenou  vyšší  aktivitu  tohoto  kanálu  po  aplikaci
aktivátoru. Jako modelový organismus byly použity laboratorní myši.

Po stanovení hypotézy byly vytyčeny následující cíle: 

(1)  Charakterizovat  elektrofyziologické  vlastnosti  kultivovaných  astrocytů  v  závislosti  na
přítomnosti TRPV4 a následně ověřit měřený buněčný typ pomocí imunocytochemického barvení
(ICC).  Pro  elektrofyziologické  pokusy  byla  využita  metoda  terčíkového  zámku  (patch-clamp)
v celobuněčné konfiguraci (whole-cell).

(2)  Popsat  změny  v  Ca2+ signalizaci  u  kortikálních  astrocytů  v  mozkových  řezech  po  MCAO
metodou fluorescenčního zobrazování (calcium imaging) na konfokálním mikroskopu za použití
specifického aktivátoru TRPV4, GSK101.
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4 POUŽITÉ METODY A MATERIÁLY

4.1 Transgenní organismy

Veškeré  experimenty  a  procedury  na  živých  zvířatech  probíhaly  v  souladu  se  Směrnicí  Rady
Evropského hospodářského společenstva 86/609/EHS schválené dne 24. listopadu 1986, týkající se
unifikace předpisů mezi členskými státy o ochraně zvířat používaných pro pokusné a jiné vědecké
účely a podle Směrnice pro péči o zvířata přijaté Ústavem experimentální medicíny Akademie věd
České republiky, v.v.i. pod číslem projektu pokusů 50/2020.

Pro  výzkumné  pokusy  byly  použity  dva  rozdílné  transgenní  myší  kmeny.  První  z  nich,  dále
označovaný  jako  CTRL,  vznikl  křížením  myší  s  geneticky  inzertovanou  Cre  rekombinázou
(označení Cre původně vzniklo ze slov causes recombination) za promotorem pro GFAP (obr. 12 –
„GFAP-Cre“ genotyp) s myšmi, které ve svém genomu mají gen pro tandemový dimer červeného
fluorescenčního proteinu  Tomato  (dále  tdTomato)  v  Rosa26 lokusu vyskytujícím se  u  každého
buněčného typu. Zároveň je však před tdTomato genem obsažen úsek deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) blokující  transkripci  tdTomato  genu a  tento  úsek  je  obklopen specifickými  sekvencemi
označovanými jako LoxP (obr. 12 – „tdTomato“ genotyp). V případě zkřížení těchto dvou myší
dojde v GFAP pozitivních buňkách k expresi Cre rekombinázy, která se specificky váže na LoxP
segmenty  a  způsobí  vystřižení  segmentu  blokujícího  transkripci  tdTomato.  Jako  výsledek  tedy
všechny  buňky  s  GFAP proteinem  zároveň  exprimují  fluorescenční  protein  tdTomato.  Druhý
experimentální kmen rovněž exprimuje Cre rekombinázu spolu s GFAP i tdTomato proteinem, ale
navíc má přidané LoxP segmenty i kolem TRPV4 genu (obr. 12 – „TRPV4“ genotyp). V důsledku
toho vznikne myš, jejíž GFAP pozitivní buňky exprimují tdTomato, ale postrádají gen pro TRPV4.
Tento kmen bude v textu dále označován jako KO.
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Obrázek 12: Schematické znázornění mutované části genotypu laboratorních myší použitých pro experimenty v této
práci. (Cre – Cre rekombináza, GFAP – gliální fibrilární acidický protein, tdTomato – tandemový dimer červeného
fluorescenčního proteinu Tomato, TRPV4 – receptor přechodného potenciálu vaniloidního typu 4)



Laboratorní myši byly chovány v prostředí s 12hodinovým cyklem světla a tmy za stálé teploty
20–22 °C s přístupem k vodě a krmení ad libitum. Do statistik byla sbírána data ze samců i samic ve
vyváženém poměru. Všechna zvířata byla v době pokusů dospělá, věk se pohyboval mezi 80 a 100
dny od narození.

4.2 Izolace mozkové tkáně

Pokusná zvířata byla uspána intraperitoneální injekcí pentobarbitalu sodného (100 mg/kg; Sigma-
Aldrich,  St. Louis,  MO,  USA)  a  byla  jim  provedena  transkardiální  perfuze  buď  umělým
mozkomíšním mokem s N-metyl-D-glukamin chloridem (celý roztok dále jen NMDG; viz tab. 1)
pro  in situ experimenty nebo fyziologickým roztokem (tab. 1) pro  in vitro pokusy. Oba roztoky
byly vychlazeny na teplotu 2–6 °C. Následovala dekapitace a umístění hlavy do Petriho misky
s NMDG (in situ) nebo s fyziologickým roztokem (in vitro). Pomocí nůžek byla nastřižena kůže na
dorzální  straně hlavy a postupně byly odstraňovány veškeré měkké tkáně a odhalovány lebeční
kosti. Směrem od týlního otvoru podél švu mezi temenními kostmi až po konec čelní kosti byla
lebka odstříhávána a pomocí pinzety jemně odstraňována. Skalpelem byl od zbytku mozku oddělen
mozeček s prodlouženou míchou a celý mozek poté vyňat.

Tabulka  1: Chemické složení  roztoků použitých pro  izolaci  mozkové tkáně a  experimenty vizualizace  vápníkové
signalizace.

Obsažené látky
Fyziologický

roztok
NMDG aCSF GSK101 roztok

NaCl [mM] 154 - 122 122

NMDG-Cl [mM] - 110 - -

KCl [mM] - 3 3 3

NaHCO3 [mM] - 23 28 28

Na2HPO4 [mM] - 1,25 1,25 1,25

CaCl2 [mM] - 0,5 1,5 1,5

MgCl2 [mM] - 7 1,3 1,3

GSK101 [mM] - - - 0,001

Glukóza [mM] - 20 10 10

Osmolalita
[mOsm/kg]

~308 305±5 305±5 305±5

(aCSF – umělý mozkomíšní mok, CaCl2 – chlorid vápenatý, GSK101 – GSK1016790A/roztok, KCl – chlorid draselný,
MgCl2 –  chlorid  hořečnatý,  NaCl  –  chlorid  sodný,  NaHCO3 –  hydrogenuhličitan  sodný,  Na2HPO4 –
hydrogenfosforečnan sodný, NMDG – roztok s N-methyl-D-glukamin chloridem, NMDG-Cl – N-methyl-D-glukamin
chlorid)

4.3 Příprava astrocytálních kultur

Příprava buněčných kultur  probíhala podle upraveného protokolu od firmy Miltenyi  Biotec.  Po
vyjmutí  mozku  z  lebky  byla  tkáň  na  několik  minut  (~3  min)  umístěna  do  Dulbeccova
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fyziologického  roztoku  pufrovaného  fosfátem (D-PBS  –  z  angl.  Dulbecco's  phosphate-buffered
saline; ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) a poté byl mozek skalpelem rozčleněn
na přibližně 8 stejně velkých částí.  Pomocí gentleMACS disociátoru (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach,  Německo)  a  za  působení  roztoku  enzymů  (Miltenyi  Biotec,  Bergisch  Gladbach,
Německo) byla tkáň dále rozrušována na menší kousky. Následně byla suspenze zbavena největších
částeček pomocí filtru se 70 μm širokými póry (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Německo)
a centrifugována (Eppendorf, Hmburk, Německo) 7 minut na 300×g.

Po centrifugaci byl odstraněn supernatant s enzymy a nahrazen 3100 μl D-PBS pufru a 900 μl
roztoku pro odstranění nepotřebných zbytků tkáně (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Německo).
Na homogenní suspenzi buněk byly následně navrstveny 4 ml D-PBS a roztok centrifugován po
dobu 10 minut na 3000×g. Centrifugovaný materiál utvořil tři vrstvy, z nichž první dvě obsahovaly
nečistoty a zbytky tkání a byly eliminovány. Spodní vrstva obsahovala buňky rozptýlené v roztoku
a malý pelet. Pelet byl rozrušen a k suspenzi bylo přidáno 6 ml D-PBS. Následovalo odebrání 40 μl
vzorku  pro  zjištění  počtu  buněk  pomocí  Bürkerovy  komůrky  a  byla  spuštěna  sedmiminutová
centrifugační fáze na 300×g. Poté byl odstraněn supernatant.

V dalším kroku byly buňky resuspendovány v 80 μl D-PBS s bovinním albuminovým sérem (BSA;
celý roztok dále jen D-PBS/BSA; 5 % BSA v D-PBS) a 10 minut inkubovány ve tmě a chladu
(~4 °C) s blokátorem Fc receptorů (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Německo) exprimovaných
na membránách imunitních buněk včetně mikroglií za účelem zvýšení specificity dalších protilátek.
Následovalo přidání 10 μl protilátek s konjugovanou magnetickou mikročásticí (pro práci s počtem
buněk nižším než 107) proti ACSA-2 membránovému proteinu (z angl. anti-astrocyte cell surface
antigen-2; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Německo) a  30±5 minut dlouhá inkubační fáze,
rovněž ve tmě a chladu. Dále se pokračovalo přidáním 1 ml D-PBS/BSA, centrifugací 5 minut na
300×g a odsátím supernatantu. V konečné etapě byla suspenze přemístěna do silného magnetického
pole, kde byly separovány buňky označené ACSA-2 magnetickou protilátkou od zbytku suspenze
(viz obr. 13).
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Obrázek  13: Magnetická  separace  astrocytů  (červené  kuličky).  Úsek  A  zobrazuje  inkubaci  buněčné  suspenze
s magnetickými protilátkami (vyznačené černě a ve tvaru Y). Následuje samotná separace buněk (B) a vymytí astrocytů,
tentokrát již bez přítomnosti magnetu (C).



Získané  buňky  byly  sázeny  na  sklíčka  ve  24jamkové  destičce,  pokrytá  0,01% poly-L-lysinem
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Konečná hustota činila přibližně 6×104 buněk na jamku. Pro
udržení  vitality  buněk  bylo  přidáno  500  μl  živného  média  sestávajícího  z  DMEM
(z angl. Dulbecco's  modified  Eagle  medium;  Sigma-Aldrich,  St.  Louis,  MO,  USA) s  přidaným
GlutaMAXem (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), obohaceného o 10% FBS (fetální bovinní
sérum;  Sigma-Aldrich,  St.  Louis,  MO, USA) a  1% antibiotika  (směs penicilinu,  streptomycinu
a amfotericinu B; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Médium bylo za čerstvé vyměněno 3. den
po izolaci a dále každý druhý den. Inkubace buněk poté probíhala ve 37 °C s atmosférou sestávající
z 95 % O2 a 5 % CO2.

4.4 Patch-clamp – metoda terčíkového zámku

Metoda  terčíkového  zámku je  laboratorní  technika  používaná  k  zaznamenávání
elektrofyziologických  vlastností  živých  buněk.  Pomocí  ní  je  možné  získávat  data  o  proudu
procházejícím  membránou,  napětí,  vstupním odporu,  membránové  kapacitě  a  tím  i  o  velikosti
buněčného povrchu či měřit AP buněk. Každá buňka na svém povrchu obsahuje iontové kanály,
pomocí kterých dokáže regulovat konečné napětí membrány, ovšem metoda terčíkového zámku je
nejvíce využívána pro studium excitabilních buněk, jako neurony či kardiomyocyty, ale i gliových
buněk. 

V průběhu měření je vzorek umístěn do průtokové komůrky kontinuálně promývané roztokem, jenž
svým iontovým složením  připomíná  fyziologický  extracelulární  roztok  (Ext).  V Ext  je  rovněž
umístěna  tzv.  referenční  elektroda  napojená  na  elektrický  zesilovač,  pomocí  kterého  je  možné
naměřená data zaregistrovat a převést do digitální podoby. Další elektroda, měřicí, je vložena do
skleněné  mikropipety  s  otvorem  velkým  přibližně  1–5  μm  a  odporem  v  rozmezí  8–12  MΩ.
V mikropipetě je zároveň obsažen roztok podobný intracelulárnímu roztoku (Int). Princip metody
terčíkového zámku v celobuněčné konfiguraci spočívá v nasátí membrány mikropipetou, vytvoření
velmi  těsného  spojení  mezi  koncem  pipety  a  buňkou  o  odporu  vyšším  než  1  GΩ,  prasknutí
membrány po aplikaci podtlaku v mikropipetě a kontaktu Int s cytosolem buňky (princip je patrný z
obr. 14). Přítomnost elektrody v mikropipetě následně umožňuje buňce pevně určit napětí, načež
buňka odpovídá proudem (voltage-clamp mód) nebo proud a buňka odpovídá napětím (current-
clamp mód).
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Obrázek 14: Metoda terčíkového zámku v celobuněčné konfiguraci. Na obrázku A je patrná měřená buňka v kontaktu
s mikropipetou s  obsaženou elektrodou a  intracelulárním roztokem.  Po vytvoření  těsného spojení  s  membránou je
v pipetě vytvořen podtlak, čímž je dosaženo prasknutí membrány (B; převzato z: Noguchi et al., 2021).



4.4.1 Experimentální prostředí

Buněčné kultury byly pomocí metody terčíkového zámku měřeny 3.–7. den kultivace astrocytů.
Měřeny byly buňky získané z CTRL i KO myší a experimenty probíhaly ve fyziologickém prostředí
za použití Ext (140 mM NaCl, 4 mM KCl, 4 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 10 mM 4-(2-hydroxyetyl)-1-
piperazineetanesulfonická kyselina (HEPES), 5 mM glukózy; osmolalita 315±5 mOsm/kg; pH 7,4,
upraveno pomocí NaOH) a Int (130 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0,5 mM CaCl2, 5 mM 5 ethylene
glycol-bis(2-aminoetyleter)-N,N,N′,N′- tetraacetická kyselina (EGTA), 10 mM HEPES; osmolalita
280±5 mOsm/kg; pH 7,2, upraveno pomocí KOH).

Mikropipety byly vyráběny z borokřemičitých skleněných kapilár (Sutter Instruments, Novato, CA,
USA) pomocí P-97 Brown-Flaming horizontálního tahače pipet (Sutter Instruments, Novato, CA,
USA). Patch-clamp aparatura byla vybavena Axioscop mikroskopem (Zeiss, Gottingen, Germany)
a kamerou  AxioCam  HR  s  vysokým  rozlišením  (Luigs  &  Neumann,  Ratingen,  Germany)  pro
digitální  zobrazení  buněk.  Pro  jemné  zaostřování  a  manipulaci  s  mikropipetami  byly  použity
mikromanipulátory (Luigs & Neumann, Ratingen, Germany). Elektrofyziologická data byla získána
za pomoci EPC9 zesilovače s 10 kHz vzorkovací frekvencí (HEKA Elektronic, Lambrecht/Pfalz,
Germany), napojeného na elektrodu v mikropipetě a zaznamenávána pod kontrolou PatchMaster
softwaru (HEKA Elektronic, Lambrecht/Pfalz, Germany). Všechna měření probíhala za pokojové
teploty a extracelulární roztoky byly syceny karbogenem (95 % O2 s 5 % CO2) pro stálou oxygenaci
a udržení fyziologického pH ~7,4.

Klidový membránový potenciál (Vm) byl změřen po přepnutí EPC9 zesilovače do  current-clamp
módu.  Membránová  kapacita  (Cm)  byla  odečtena  automaticky  pomocí  Lock-in protokolu
v PatchMaster softwaru. Vstupní odpor buňky (IR – z angl. input resistance) byl určen vypočítáním
z proudu po 40ms depolarizaci  membrány z -70 mV na -60 mV. Proudové profily buněk byly
získány ve voltage-clamp módu (napětí bylo drženo na -70 mV) nejprve hyperpolarizací z -70 mV
na -160 mV a následně postupnou depolarizací na 40 mV v 10mV intervalech. Doba trvání jednoho
pulzu byla 50 ms.

Sklíčka s buňkami byla po ukončení měření následně fixována 10 minut ve 200mM fosfátovém
pufru (PB – z angl. phosphate buffer; 154,8 mM Na2HPO4, 47,6 mM NaH2PO4; pH 7,4, upraveno
pomocí NaOH) s rozpuštěným 4% paraformaldehydem (pH 7,4;  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Poté byl paraformaldehyd vymyt roztokem pufrovaným fosfátovými solemi (PBS – z angl.
phosphate-buffered saline;  Sigma-Aldrich,  St.  Louis,  MO, USA) a  v  tom samém roztoku byly
buňky dále skladovány při 4 °C pro pozdější ICC.

4.4.2 Analýza dat

Experimentální data byla analyzována v programu FitMaster (HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz,
Německo). Následné statistické vyhodnocení bylo provedeno pomocí GraphPad Prism 9 programu
(GraphPad  Software,  San  Diego,  USA).  Grafy  byly  vytvořeny  v  program  Microsoft  Excel
(Microsoft,  Redmond,  USA).  Signifikance  byla  určena  výpočtem  za  použití  parametrického
Studentova t-testu. Pro zjištění přesnosti měření byla pro každou analýzu z hodnot naměřených v
rámci  jednotlivých  experimentálních  dní  vypočtena  směrodatná  odchylka  (S.E.M.  –  z  angl.
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standard error of the mean). Hladina signifikance byla stanovena na hodnotu P < 0,05 (značena
„*“).

4.5 Imunocytochemické barvení

Pro ověření buněčného typu po měření metodou terčíkového zámku následovalo ICC barvení. Po
fixaci buněk v paraformaldehydu byla sklíčka po dobu 2 hodin při 4 °C inkubována v 10mM PBS
s rozpuštěným  5%  ChemiBLOCKERem  (Millipore,  Billerica,  MA,  USA)  pro  nasycení
nespecifických vazebných míst ve vzorku a 0,5% Triton-X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Dále byly buňky inkubovány s primárními protilátkami a 0,2% Triton-X-100 ve 4 °C přes
noc.  Po  uplynutí  této  doby  byla  sklíčka  třikrát  promyta  v  PBS  v  10minutových  intervalech.
Následovala  inkubace  sklíček  v  300nM  roztoku  4,6-diamidin-2-fenylindolu  (DAPI;  Molecular
Probes, Carlsbad, CA, USA) rozpuštěném v PBS po dobu 5 minut. Molekula DAPI se silně váže na
dvouvláknové sekvence DNA bohaté na adenin a tymin a používá se tedy k vizualizaci buněčných
jader (Manzini et al., 1983). Obarvená sklíčka byla namontována na podložní sklíčka pomocí Aqua
Poly/Mount média (Polysciences Inc., Eppelheim, Germany).

Byla použita primární protilátka vázající se na GFAP (1:50; konjugovaný fluorescenční reportér
Alexa Fluor 488; ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA; viz obr. 15).
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Obrázek 15: Ilustrační fotografie z imunocytochemického barvení astrocytů s protilátkou proti gliálnímu fibrilárnímu
acidickému  proteinu.  Na  obrázku  je  patrná  vláknitá  struktura,  která  je  pro  tento  protein  a  ostatní  proteiny
intermediálních filament typická.



Pro konečnou vizualizaci a ICC analýzu byl použit širokospektrální konfokální mikroskop LSM
5 DUO vybavený Arg/HeNe laserem (Zeiss, Gottingen, Germany), ICC experimenty však sloužily
pouze k ověření buněčného typu. Nebyly v této práci kvantifikovány.

4.6 Okluze střední mozkové tepny

Fokální  mozková  ischemie  byla  myším  navozena  chirurgickou  cestou  elektrokoagulací  střední
mozkové tepny vždy na levé hemisféře za použití modelu MCAO (viz obr. 16). Myš byla uspána
inhalací 5% isofluranu (Abbot, IL, USA) za pomoci vaporizéru (Tec-3, Cyprane Ltd., UK) a pro
kontinuální anestezii po dobu operace byla jeho koncentrace snížena na 1,5–2 %. Tělesná teplota
byla  udržována  na  37±1  °C  pomocí  vyhřívané  podložky.  Před  zahájením  operace  a po  jejím
ukončení  byl  myším  perkutánně  podán  10%  Lidokain  (Egis,  Budapešť,  Maďarsko)  a Jodisol
(SpofaDental, Jičín, Česká republika). Kůže byla nastřižena v oblasti mezi zevním zvukovodem
a okem myši a poté byl nastřižen a odsunut spánkový sval. Po odhalení lebky byl do čelní kosti
v oblasti větvení střední mozkové tepny drobnou vrtačkou (Proxxon, Föhren, Německo) vyvrtán
otvor o průměru asi 1–2 mm a pomocí bipolární pinzety (SMT, Praha, Česká republika) elektrickým
proudem zatavena tepna. Po zašití rány byly myši ponechány na vyhřívané podložce až do nabytí
vědomí, poté byly umístěny zpět do klece a do zvěřince, kde byly dále pod dohledem vědeckých
pracovníků a pověřených osob zvěřince.

Jako kontrolní vzorky k MCAO byly použity další dvě skupiny myší. Jedna skupina byla získána za
použití modelu tzv. falešně operované myši (SHAM), při kterém se v postupu po odstranění části
lebky nepokračuje dále zastavením krevní cirkulace koagulací cévy. Druhá skupina byla intaktní,
bez operace. Model SHAM byl využit pro rozlišení dějů způsobených ischemií a dějů vzniklých po
vyvrtání otvoru do lebky.

Pro potvrzení,  zda MCAO proběhla správně, bylo po izolaci mozku pro vizualizaci ischemické
tkáně a velikosti léze použito barvení 2% 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridem (TTC; Sigma-Aldrich,
St.  Louis,  MO,  USA;  viz  obr.  17)  rozpuštěným  ve  fyziologickém  roztoku.  Látka  TTC  je  za
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Obrázek 16: Průběh MCAO operace. Na levé části obrázku je zachycena střední mozková tepna (vyznačená šipkami)
před elektrokoagulací. Pravá část obrázku pro lepší orientaci zobrazuje přibližnou polohu tepny ve stejném okamžiku
operace. (MCAO – okluze střední mozkové tepny)



normálních  okolností  bezbarvá,  ale  u  živých  buněk  je  v  mitochondriích  redukovaná  enzymem
sukcinátdehydrogenázou, což ji změní v sytě červenou. U mrtvé tkáně zůstává průhledná (Sanchez-
Bezanilla et al., 2019). Mozkové řezy byly ponořeny v 0,5 ml TTC roztoku ve 24jamkové destičce
na 20 minut při pokojové teplotě.

4.7 Příprava mozkových řezů

Data byla sbírána z neoperovaných, SHAM i MCAO myší. U operovaných zvířat byl mozek vyňat
třetí den po operaci. Ve fázi izolace po oddělení mozečku a vyjmutí mozku z lebky byl mozek
tkáňovým lepidlem (3M, Maplewood, USA) přilepen kaudální stranou na teflonový magnetický
disk. Dále byl v NMDG za teploty 2–4 °C při stálém probublávání karbogenem postupně pomocí
žiletky  upevněné  ve  vibračním  mikrotomu  (Thermo  Scientific  Microm,  Walldorf,  Germany)
nakrájen na 300 μm tenké řezy. Pro další zpracování byly používány frontální části kortexu, tedy
řezy z oblasti od počátku viditelného corpus callosum po začátek hipokampu.

4.8 Calcium imaging – metoda fluorescenčního zobrazování 
vápníkové signalizace 

4.8.1 Experimentální prostředí

Po  přípravě  řezů  následovala  inkubace  tkáně  po  dobu  ~30  minut  v  předehřátém  (34±1  °C)
a karbogenem probublaném NMDG. Po uplynutí časové lhůty byly řezy přemístěny do 5 ml aCSF
(tab. 1)  s  obsahem Pluronic F-127 (0,1 %; ThermoFisher Scientific Inc.,  Waltham, MA, USA)
a Oregon Green 488 BAPTA-1,  AM zeleného fluorescenčního indikátoru Ca2+ (dále  OG; 5μM;
ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) pro vizualizaci volných Ca2+ iontů v cytoplazmě
astrocytů. Inkubace mozkových řezů s fluorescenčním reportérem trvala 30 minut a poté byly řezy
umístěny do karbogenem probublávaného aCSF o pokojové teplotě a postupně odebírány k měření.
Experimenty byly ukončeny nejpozději po pěti hodinách od izolace mozku. 

Řezy  byly  po  celou  dobu  měření  umístěny  v  perfuzní  komůrce  a  stále  promývány  pomocí
peristaltické  pumpy  čerstvým  aCSF.  Intenzita  fluorescence  byla  snímána  prostřednictvím
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Obrázek 17: Vizualizace léze (bílá část) pomocí TTC barvení. Obrázek A zobrazuje rozsah léze v rámci celého mozku.
Obrázek B ukazuje frontální řez mozkem. Výřez v části B značí oblast, ve které, v rámci experimentů fluorescenčního
zobrazování vápníkové signalizace, probíhalo měření. (TTC – 2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid)



konfokálního  mikroskopu  Fluoview  FV1200MPE  (Olympus,  Šindžuku,  Japonsko)
s 60× zvětšujícím objektivem LUMPLANFL N pro ponor do vodního prostředí. Měření u MCAO
myší  probíhalo  v  superiorní  části  kortexu  v  oblasti  penumbry  (viz  obr.  17  B),  u  SHAM
a neoperovaných myší v přibližně stejném regionu. Fluorescence OG a tdTomato byly excitovány
laserovým paprskem o vlnové délce 488 a 594 nm. Snímání probíhalo v jedné rovině řezu a obrázky
byly pořizovány nepřetržitě po dobu 15 minut s celkovým počtem přibližně 330 snímků na jeden
experiment. První 4 minuty pokusu byly vyhrazeny na skenování astrocytů bez ovlivnění TRPV4
kanálu v aCSF, který byl poté na dobu 5 minut vyměněn za aCSF roztok s obsaženým GSK101,
aktivátorem TRPV4 (0,001 mM; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; tab. 1). Na posledních
6 minut snímání byl navrácen původní aCSF (viz obr. 18).

4.8.2 Analýza dat

Pro  každou  variantu  pokusů  byly  provedeny  minimálně  3  nezávislé  experimenty  (získané  ze
3 různých laboratorních myší). Naměřená data byla následně zpracována pomocí programu ImageJ.
V rámci něj byly za použití  pluginu „Cell Track and Measure“ (verze 0.2 volně ke stažení na:
https://github.com/tr3027/CellTrackandMeasure)  sledovány  naměřené  buňky  v  průběhu  času
a následně zaznamenávána intenzita fluorescence. U takto získaných dat byla provedena korekce
přirozeného vysvěcování OG. Jako odpověď buněk na GSK101 aktivátor bylo považováno zvýšení
intenzity fluorescence nad 120 % po výměně aCSF roztoku za roztok s GSK101. 

Statistické  analýzy  byly  provedeny  v  programu  GraphPad  Prism  9.  Grafy  byly  vytvořeny
v programu Microsoft  Excel (Microsoft,  Redmond, USA) nebo LibreOffice Calc.  Pro stanovení
signifikance dat byl použit parametrický  Studentův t-test. Pro zjištění přesnosti měření byla pro
každou analýzu z hodnot naměřených v rámci jednotlivých experimentálních dní vypočtena S.E.M.
Hladina signifikance byla stanovena na hodnotu P < 0,05 (značena „*“).
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Obrázek  18: Schéma  průběhu  experimentů  u  metody  fluorescenčního  zobrazování  vápníkové  signalizace.  První
4 minuty měření probíhaly v prostředí s aCSF, dalších 5 minut bylo po přidání GSK101 aktivátoru a posledních 6 minut
opět s aCSF. (aCSF – umělý mozkomíšní mok, GSK101 – GSK1016790A)



5 VÝSLEDKY

V první části  experimentů jsme zkoumali vliv delece TRPV4 kanálu na membránové vlastnosti
astrocytů in vitro za fyziologických podmínek. Analyzovali jsme incidenci jednotlivých buněčných
populací a dále i  pasivní membránové vlastnosti naměřených buněk. Pro rozpoznání buněčných
populací  byla  použita  asociace  charakteristického  průběhu  proudových  profilů  se  specifickým
gliálním typem (více kap. 5.1.1). Naše výsledky nicméně ukázaly vysoké procentuální zastoupení
ostatních  glií  mimo  astrocyty,  což  velmi  komplikuje  či  znemožňuje  pozdější  komplexnější
experimenty prováděné na tomto in vitro astrocytálním modelu.

V dalších pokusech jsme se  tedy zaměřili  na  změny v Ca2+ signalizaci  u  myších astrocytů  po
MCAO  a  SHAM  operaci  a  u  zvířat  bez  operace  v závislosti  na  přítomnosti  TRPV4  kanálu.
Soustředili jsme se přitom na četnost buněk, u kterých se po aplikaci GSK101 aktivátoru změnila
intenzita fluorescence Ca2+ indikátoru.

5.1 Vliv TRPV4 kanálu na membránové vlastnosti astrocytů in vitro 

Metodou terčíkového zámku bylo celkově analyzováno 92 buněk, z nich 56 příslušelo CTRL kmeni
a 36 KO kmeni. Buňky byly rozděleny na základě proudových profilů na buňky s pasivním (PAS;
obr. 19), oligodendrocytálním (OLI; obr. 20), komplexním (COM – z angl. complex; obr. 21), vně
(OUT – z angl.  outwardly rectified;  obr. 22),  dovnitř (IN – z angl.  inwardly rectified;  obr. 23)
usměrněným a  proudovým charakterem. Byly zaznamenány i buňky, které bez ohledu na napětí či
čas nevykazovaly žádné změny v iontových proudech (NC – z angl. no current; obr. 24). Následně
byly porovnávány membránové vlastnosti jednotlivých buněčných typů. 
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Obrázek 19: Pasivní proudový profil (vlevo) s draselnými proudy nezávislými na čase ani napětí s vyfotografovanou
buňkou s typickým plochým fenotypem (vpravo). Buňky byly drženy na -70 mV. Proudový profil byl naměřen po
hyperpolarizaci membrány na -160 mV a následně postupnou depolarizací na 40 mV v 10mV intervalech. Jeden puls
trval  50 ms.  Na horní  fotografii  je  patrná  měřicí  mikropipeta  v  kontaktu  s  buňkou.  Spodní  fotografie  znázorňuje
tdTomato pozitivní buňku, která byla pořízena fluorescenčním mikroskopem. Bílá linie značí obrys buňky. (tdTomato –
tandemový dimer červeného fluorescenčního proteinu Tomato)
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Obrázek  20: Proudový  profil  (vlevo)  se  symetrickými  draselnými  proudy  snižujícími  se  v závislosti  na  čase
charakteristický pro oligodendrocyty a fotografie buňky s typicky plochou morfologií (vpravo). Buňky byly drženy na
-70 mV. Proudový profil byl naměřen po hyperpolarizaci membrány na -160 mV a následně postupnou depolarizací na
40 mV v 10mV intervalech.  Jeden puls  trval  50 ms.  Na horní  fotografii  je  patrná  měřicí  mikropipeta  v  kontaktu
s buňkou. Spodní fotografie pořízená fluorescenčním mikroskopem znázorňuje tdTomato pozitivní buňku. (tdTomato –
tandemový dimer červeného fluorescenčního proteinu Tomato)

Obrázek 21: Komplexní proudový profil (vlevo) s dovnitř i vně usměrněnými draselnými proudy a vyfotografovanou
buňkou  s  výběžkatým  fenotypem  (vpravo).  Buňky  byly  drženy  na  -70  mV.  Proudový  profil  byl  naměřen  po
hyperpolarizaci membrány na -160 mV a následně postupnou depolarizací na 40 mV v 10mV intervalech. Jeden puls
trval  50 ms.  Na horní  fotografii  je  patrná  měřicí  mikropipeta  v  kontaktu  s  buňkou.  Spodní  fotografie  znázorňuje
tdTomato  pozitivní  buňku  pořízenou  fluorescenčním  mikroskopem.  (tdTomato  –  tandemový  dimer  červeného
fluorescenčního proteinu Tomato)
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Obrázek 23: Proudový profil (vlevo) s dovnitř usměrněnými draselnými proudy a fotografií buňky (vpravo). Buňky
byly drženy na -70 mV. Proudový profil byl naměřen po hyperpolarizaci membrány na -160 mV a následně postupnou
depolarizací na 40 mV v 10mV intervalech. Jeden puls trval 50 ms. Na horní fotografii je patrná měřicí mikropipeta
v kontaktu s buňkou. Spodní fotografie pořízená fluorescenčním mikroskopem znázorňuje tdTomato pozitivní buňku.
Bílá linie značí obrys buňky. (tdTomato – tandemový dimer červeného fluorescenčního proteinu Tomato)

Obrázek 22: Proudový profil (vlevo) s vně usměrněnými draselnými proudy a vyfotografovanou buňkou s výběžkatým
fenotypem (vpravo). Buňky byly drženy na -70 mV. Proudový profil byl naměřen po hyperpolarizaci membrány na
-160 mV a následně postupnou depolarizací na 40 mV v 10mV intervalech. Jeden puls trval 50 ms. Na horní fotografii
je patrná měřicí mikropipeta v kontaktu s buňkou. Spodní obrázek znázorňuje tdTomato pozitivní buňku a byl pořízen
fluorescenčním mikroskopem. (tdTomato – tandemový dimer červeného fluorescenčního proteinu Tomato)



5.1.1 Incidence jednotlivých gliálních populací v buněčných kulturách

Pro  zjištění  procentuálního  zastoupení  buněčného  typu  v  kulturách  jsme  pracovali  s  typy
proudových profilů, jejichž charakteristický průběh byl asociován s jednotlivými buněčnými typy
již v dřívějších studiích. Buňky s proudovým charakterem PAS jsou podle IHC barvení pozitivní na
markery astrocytů (Butenko et al., 2012; Kriska et al., 2021). Typ COM je charakteristický pro NG2
glie  (Kriska  et  al.,  2021),  nicméně  Butenko  a  kolegové  v  kulturách  hipokampálních  astrocytů
pozorovali COM profil i u astrocytů (Butenko et al., 2012). Pro OUT buňky je typická asociace s
neurony a jejich prekurzory (Prajerova et al., 2010), pro IN s aktivovanými mikrogliemi (Boucsein
et al., 2000; Muessel et al., 2013) a OLI proudy jsou charakteristické pro oligodendrocyty (Honsa
et al., 2012). Buňky s NC profilem jsou rozpoznávány jako pericyty (Honsa et al., 2016).

S  proudovými  profily  byla  asociována  i  morfologie  měřených  buněk.  Zatímco  buňky  s  COM
a OUT profilem zaujímaly velice prostorový tvar a měly mnoho výběžků (viz obr. 21 a  22), PAS
a OLI buňky byly význačné plochým fenotypem bez výběžků (obr. 19 a 20). Pro buňky s plochým
fenotypem zároveň byla charakteristická vysoká hodnota Cm,  která je  přímo úměrná s  velikostí
povrchu membrány. Naopak prostorově uspořádané buňky měly tuto hodnotu nižší (viz kap. 5.1.2).

Vzhledem k nečekané rozmanitosti proudových profilů nebyl zjišťován rozdíl mezi CTRL a KO
buňkami.  Místo  toho  byla  data  sjednocena  do  jedné  skupiny  kvůli  získání  většího  vzorku  pro
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Obrázek  24: Proudový  profil  buňky  (vlevo)  se  zanedbatelnými  draselnými  proudy  nezávislými  na  čase  a  napětí
s fotografií buňky (vpravo). Buňky byly drženy na -70 mV. Proudový profil byl naměřen po hyperpolarizaci membrány
na  -160 mV a následně postupnou depolarizací  na 40 mV v 10mV intervalech.  Jeden puls trval  50 ms.  Na horní
fotografii je patrná měřicí mikropipeta v kontaktu s buňkou. Spodní fotografie pořízená fluorescenčním mikroskopem
znázorňuje tdTomato pozitivní buňku. Bílá linie značí přibližný obrys buňky. (tdTomato – tandemový dimer červeného
fluorescenčního proteinu Tomato)



statistické vyhodnocení.  Celkově jsme pozorovali  nejvyšší zastoupení OUT buněk, které tvořily
35,5±7,9  %.  Dále  jsme  zaznamenali  22,1±5,9  %  buněk  s  COM  charaktery.  Buňky  s  OLI
charakterem představovaly 17,8±4,3 % a buněk, které vykazovaly NC charakter, bylo naměřeno
12,9±3 %. Méně bylo získáno PAS buněk, celkem 8,3±4,2 %, a nejmenší podíl tvořily IN buňky,
které byly zastoupeny pouhými 3,3±2,5 %. Naměřené výsledky shrnuje obrázek 25. 

5.1.2 Pasivní membránové vlastnosti buněk

Podobně  jako  při  zjišťování  incidence  buněčných  populací  i  při  zjišťování  pasivních
membránových vlastností  byla data analyzována bez ohledu na přítomnost TRPV4, tedy CTRL
a KO kmeny dohromady. Naměřená data jsou zaznamenána v  tabulce 2. Z  obrázku 26 jsou pak
lépe patrné rozdíly mezi jednotlivými naměřenými hodnotami.
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Obrázek  25: Graf ilustrující incidenci jednotlivých tdTomato pozitivních buněk v buněčných kulturách. Vzhledem
k takto vysoké variabilitě buněčných typů nebyl brán ohled na přítomnost TRPV4 a data byla sjednocena. Hodnota
100 % značí  součet  všech  92  naměřených buněk.  Data  jsou  znázorněna  jako  průměr  hodnot  ±  S.E.M.  (S.E.M.  –
směrodatná odchylka,  tdTomato  – tandemový dimer červeného fluorescenčního proteinu Tomato,  TRPV4  – receptor
přechodného potenciálu vaniloidního typu 4)

Tabulka 2: Souhrnná tabulka pasivních membránových vlastností naměřených buněk.

(Cm – membránová kapacita, COM – komplexní proudový charakter, IN – dovnitř usměrněný proudový charakter, IR –
vstupní odpor, n – počet naměřených buněk, NC – proudový charakter se zanedbatelnými proudy, OLI – proudový
charakter typický pro oligodendrocyty, OUT – vně usměrněný proudový charakter, PAS – pasivní proudový charakter,
S.E.M. – směrodatná odchylka, Vm – klidový membránový potenciál)



Několik buněk také vykazovalo na napětí závislé Na+ proudy. Tato data ovšem pro účely této práce
nejsou relevantní, proto amplitudy ani proudové hustoty nebyly analyzovány.
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Obrázek  26: Graficky znázorněné pasivní membránové vlastnosti buněk na základě  tabulky 2. Sekce A znázorňuje
klidový membránový potenciál, obrázek B vstupní odpor membrány a v obrázku C je patrná kapacita membrány. Data
jsou  znázorněna  jako  průměr  hodnot  ±  S.E.M.  (COM –  komplexní  proudový  charakter,  IN  –  dovnitř  usměrněný
proudový  charakter,  NC –  proudový  charakter  se  zanedbatelnými  proudy,  OLI  –  proudový  charakter  typický  pro
oligodendrocyty, OUT – vně usměrněný proudový charakter, PAS – pasivní proudový charakter, S.E.M – směrodatná
odchylka)



5.2 Vliv delece TRPV4 kanálu na vápníkovou signalizaci astrocytů in
situ 

Podle  dřívějších  studií  jsme  předpokládali  zvýšenou  expresi  a  aktivitu  TRPV4  po  ischemii
v mozkovém kortexu. Na základě tohoto předpokladu byla navržena sada experimentů, při kterých
byla  zjišťována četnost  astrocytů  odpovídajících na  GSK101 aktivátor.  Porovnávány byly  mezi
sebou myši po MCAO a SHAM operaci a myši bez operace u obou transgenních myších kmenů,
KO i CTRL. Následně byly porovnány i výsledky napříč oběma kmeny.

Celkem bylo  analyzováno  263  buněk.  Z  toho  49  buněk  bylo  CTRL MCAO,  67  KO MCAO,
51 CTRL SHAM,  45  KO SHAM,  45  CTRL bez  operace  a  20  KO bez  operace.  Buňky  byly
klasifikovány jako „odpovídající“ v případě, že bylo po přidání GSK101 aktivátoru pozorováno
zvýšení intenzity OG fluorescence nad 120 % oproti předchozím 4 minutám se samotným aCSF
(viz obr. 27 a obr. 28). Kvantifikace změn ve velikostech amplitudy nebyly v této práci zahrnuty.
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Obrázek  27: Zvýšení v koncentraci Ca2+ způsobené aplikací GSK101 u reagující buňky. Graf v horní části obrázku
znázorňuje změnu intenzity fluorescence OG a tím hladiny intracelulárního Ca2+ v čase. Fotografie A a B zachycují
buňku před aplikací (A) a v průběhu aplikace GSK101 (B). Na obrázku C je stejná buňka vyfotografovaná pod svitem
fluorescenční lampy s vlnovou délkou excitace tdTomato pro ověření, zda je buňka skutečně astrocyt. (aCSF – umělý
mozkomíšní  mok,  Ca2+ –  vápenatý  kation,  GSK101  –  GSK1016790A,  OG  –  Oregon  Green  488  BAPTA-1  AM,
tdTomato – tandemový dimer červeného fluorescenčního proteinu Tomato)



5.2.1 Změny ve vápníkové signalizaci v astrocytech bez manipulace TRPV4 
genu

U CTRL experimentů bylo v MCAO skupině z celkového počtu 49 buněk pozorováno 1,75±1,41 %
buněk  reagujících  na  GSK101  aktivátor.  U  SHAM  operovaných  myší  nebyla  z  51  buněk
zaznamenána žádná, která by na GSK101 reagovala a u myší bez operace odpovídalo 1,96±1,6 %
buněk,  přičemž  hodnota  100  % u  každé  skupiny  značí  počet  všech  buněk  dohromady.  Žádná
z pokusných skupin se při statistickém porovnávání nelišila signifikantně. Výsledky jsou shrnuty na
obrázku 29.
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Obrázek  28: Změny v koncentraci intracelulárního Ca2+ v odpovědi na aplikaci GSK101 aktivátoru v průběhu času
u typické neodpovídající buňky. (aCSF – umělý mozkomíšní mok, Ca2+ – vápenatý kation, GSK101 – GSK1016790A)

Obrázek 29: Graf ilustrující procentuální zastoupení buněk reagujících na aplikaci GSK101 aktivátoru v  kontrolním
kmeni bez manipulace s TRPV4 genem. Měřítko bylo pro lepší rozlišení nastaveno na rozmezí od 80 do 100 %. Data
jsou znázorněna jako průměr hodnot ± S.E.M. (GSK101 – GSK1016790A, MCAO – okluze střední mozkové tepny,
S.E.M. – směrodatná odchylka, SHAM – kontrolní operace k MCAO bez elektrokoagulace tepny, TRPV4 – receptor
přechodného potenciálu vaniloidního typu 4)



5.2.2 Změny v vápníkové signalizaci v astrocytech s delecí TRPV4 genu

V pokusech  s  KO  myším  kmenem  bylo  u  MCAO  myší  celkem  (z  67  buněk)  identifikováno
1,43±1,28 % buněk odpovídajících na GSK101. U SHAM varianty (z 45 buněk) experimentu opět
nebyla zaznamenána žádná reagující buňka. Naopak poměrně vysoké procento bylo pozorováno
u neoperovaných  myší,  a  to  9,52±7,78  % (z  20  buněk).  Při  srovnávání  těchto  výsledků  nebyl
nalezen  statisticky  významný  rozdíl  u  žádné  z  pokusných  skupin.  Výsledky  jsou  graficky
zpracovány na obr. 30.

5.2.3 Rozdíly v Ca2+ signalizaci v závislosti na přítomnosti TRPV4

Nakonec  byly  porovnávány  výsledky  fluorescenčního  zobrazováni  Ca2+ signalizace  mezi  KO
a CTRL kmeny pro každou variantu experimentů, tedy MCAO, SHAM a variantu bez operace.
Nebyl však nalezen žádný signifikantní rozdíl, při kterém by hodnota P byla nižší než 0,05. Souhrn
výsledků je uveden na obrázku 31.
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Obrázek 30: Graf ilustrující procentuální zastoupení buněk reagujících na aplikaci GSK101 aktivátoru v  kontrolním
kmeni s delecí genu pro TRPV4. Měřítko bylo pro lepší rozlišení nastaveno na rozmezí od 80 do 100 %. Data jsou
znázorněna jako průměr hodnot ± S.E.M. (GSK101 – GSK1016790A, MCAO – okluze střední mozkové tepny, S.E.M.
–  směrodatná  odchylka,  SHAM  –  kontrolní  operace  k  MCAO  bez  elektrokoagulace  tepny,  TRPV4  –  receptor
přechodného potenciálu vaniloidního typu 4) 
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Obrázek 31: Porovnání procentuálního zastoupení buněk reagujících na GSK101 aktivátor TRPV4 mezi CTRL a KO
experimentálními kmeny myší. Data jsou znázorněna jako průměr hodnot ± S.E.M. (CTRL – kontrolní myší populace
bez manipulace s TRPV4 genem, GSK101– GSK1016790A, KO – kmen s genetickou delecí TRPV4 kanálu, MCAO –
okluze  střední  mozkové  tepny,  S.E.M.  –  směrodatná  odchylka, SHAM –  kontrolní  operace  k  MCAO  bez
elektrokoagulace tepny, TRPV4 – receptor přechodného potenciálu vaniloidního typu 4)



6 DISKUZE

Protein TRPV4 je v buňkách jedním z hlavních prostředníků příjmu volných Ca2+ z prostředí a má
mnoho  rolí  jak  za  fyziologických  podmínek,  tak  v  patologických  stavech.  Doposud  se  však
výzkumy tohoto kanálu v mozku soustředily především na jeho úlohu v neuronech a jeho funkce na
membránách  astrocytů  zůstává  neobjasněna  jak  ve  zdravém  mozku,  tak  v  různých  život
ohrožujících situacích, například v ischemii. Jak Ca2+ signalizace, tak astrocyty mají při ischemii
klíčovou roli.  Tato práce se  tedy soustředila  na objasnění  vlivu TRPV4 na vlastnosti  astrocytů
nejprve v astrocytálním in vitro modelu a dále po fokální ischemii v mozkových řezech myší.

Výsledky nicméně naznačují, že za fyziologických podmínek ve výše popsaném experimentálním
prostředí je aktivita TRPV4 v kortikálních astrocytech u tříměsíčních myší velmi nízká. Ani po
ischemickém  poškození  se  však  aktivita  signifikantně  nezvýšila.  Ca2+ signalizace  je  tedy
pravděpodobně obstarávána jinými proteiny a TRPV4 se jí v astrocytech myšího kortexu neúčastní.

6.1 Heterogenita buněčných typů v astrocytálních kulturách

In vitro model použitý v této práci  vykazoval při  měření metodou terčíkového zámku vysokou
variabilitu buněčných populací. Procentuální zastoupení pozorovaných buněčných typů ukázaných
v této práci se ovšem může mírně lišit od skutečnosti. Nevýhodou metody terčíkového zámku totiž
je, že různé buněčné typy se měří různě obtížně. To je pravděpodobně způsobené morfologií buněk,
přičemž obecně platí, že prostorové buňky se měří snáze a naopak u plochých buněk často nevydrží
spojení  mezi  membránou  a mikropipetou  a  buňka  v  průběhu  měření  ztratí  kontakt  s  měřicí
aparaturou. Heterogenita je však přesto značná a tento model byl tedy pro navazující experimenty
vyhodnocen jako nevhodný.

Různorodost naměřených buněčných typů byla zjištěna pozorováním různých buněk exprimujících
tdTomato. Tento protein je specificky vytvářen pouze u buněk tvořících GFAP, protože při expresi
GFAP se zároveň vyrobí restrikční endonukleáza Cre. Tato rekombináza způsobuje v Rosa26 lokusu
ireverzibilní vystřižení úseku DNA mezi LoxP segmenty, který blokuje expresi tdTomato (viz kap.
4.1, obr. 11). Pro spuštění exprese fluorescenčního tdTomata tedy stačí, aby buňka alespoň jednou
vyrobila GFAP a to i v případě, že ho dále již vytvářet nebude.

Exprese tdTomata v buňkách se zjištěným proudovým profilem typickým pro jiný buněčný typ než
astrocyt  mohla  být  způsobená  přílišnou  manipulací  s  buňkami  (gentleMACS  disociace,
centrifugace, kontakt s mnoha enzymy) v procesu izolace a přípravy astrocytálních kultur. Vytržení
buněk  z kontextu  celé  tkáně  v  nich  může  spustit  signalizační  mechanismy  typicky  aktivované
v patologických situacích  (Neumann et al.,  2010).  Tyto signalizace mění expresi genů a mnoho
buněk ve stresových situacích vytváří právě i GFAP, přestože jejich ostatní vlastnosti neodpovídají
definici  astrocytů  (Zwirner  et  al.,  2021).  To  v  našich  experimentech  koresponduje  s  nálezem
proudových  profilů  charakteristických  pro  aktivované  mikroglie,  které  změnou  svého  fenotypu
reagují na nevyhovující podmínky. U populace glií reagujících na poškození byla dokonce již dříve
v  lidském  mozku  ukázána  koexprese  GFAP  s  markerem  mikroglií  (chemokinový  receptor
1 s motivem CX3C; Wilhelmsson et al., 2017).
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Pozorovaná variabilita tdTomato exprimujících buněk může být vysvětlena také produkcí GFAP
v embryogenezi.  Některé  buňky,  které  v  prenatálním  mozku  fungují  jako  progenitory,  mohou
vytvářet GFAP a s ním i Cre rekombinázu. Po diferenciaci však mohou expresi GFAP zastavit a stát
se buněčným typem od astrocytů velmi odlišným (Casper et al., 2006; Guo et al., 2018).

V dalších experimentech by pro eliminaci výše zmíněných nedostatků astrocytálních kultur bylo
výhodnější použití jiné varianty Cre-LoxP systému pro kontrolu genové exprese. Hojně využívaný
je  inducibilní  Cre-LoxP  systém,  při  kterém  je  Cre  po  celý  život  geneticky  modifikovaného
organismu  v  inaktivním  stavu.  Schopnost  rekombinace  získává  až  po  kontaktu  s  exogenním
faktorem, který může být do těla myší dodán několik dní před samotným experimentem. Nejčastěji
využívaná varianta tohoto typu Cre-LoxP systému je tamoxifenem nebo tetracyklinem inducibilní
rekombinace (Honsa et al., 2016; Kim et al., 2018; Kriska et al., 2021). 

Jinou možností je využití odlišného  in vitro modelu, při kterém bude manipulace s buňkami po
vyjmutí mozku z lebky zredukována na minimum. Butenko a kolegové při kultivaci astrocytů po
izolaci  hipokampu  tkáň  mechanicky  rozrušili  a  pro  získání  buněčné  suspenze  kousky  tkáně
3 minuty  inkubovali  v  0,05%  roztoku  trypsinu.  Enzymatická  aktivita  trypsinu  byla  následně
inhibována, buňky centrifugovány, původní supernatant byl vyměněn za kultivační médium a buňky
byly přemístěny do 24jamkové kultivační destičky pokryté poly-L-lysinem. Tyto experimenty byly
však provedeny na potkanech a nejsou tedy vyloučeny rozdíly ve výsledných kulturách myších
astrocytů.  Navíc  se  autoři  nesnažili  separovat  specificky  jen  astrocyty  a  jiné  buněčné  typy
vyskytující  se  v kulturách tedy mohou mírně ovlivňovat  konečné vlastnosti  jimi  kultivovaných
astrocytů  (Butenko et al.,  2012).  Mnoho autorů také úspěšně izolovalo astrocyty z neonatálních
mozků potkanů (Fu et al., 2007; Benfenati et al., 2011; Borrachero‐Conejo et al., 2020; Mola et al.,
2021) i  myší  (Pivonkova et al.,  2018).  Pro naše experimenty jsou však výhodnější astrocyty ze
starších zvířat, aby lépe simulovaly situaci po ischemii u dospělého člověka. Ve studii Sun a kolegů
byly však kultivovány i astrocyty z kortexů dospělých myší (Sun et al., 2017).

Kromě primárních kultur astrocytů izolovaných z mozku se v zamrazené podobě dají pořídit také
imortalizované buněčné linie pocházející z potkanů či lidí, které mají vyšší schopnosti proliferace.
Často používaným astrocytálním modelem jsou i C6 gliomové buňky izolované z nádorů. Oba dva
typy kultur se však od primárních kultur astrocytů získaných přímo z mozku mohou lišit  svým
proteinovým složením a tedy i funkčními vlastnostmi (Galland et al., 2019).

6.2 Přítomnost TRPV4 na membránách astrocytů v mozku myší

Výsledky z této práce naznačují, že se TRPV4 kanál nepodílí na Ca2+ signalizaci astrocytů anebo
jen  minimálně,  neboť  v jejich  buněčných  tělech  nebylo  pozorováno  signifikantní  zvýšení  Ca2+

koncentrace po aplikaci GSK101. Dále nebyl zaznamenán žádný rozdíl v počtu buněk reagujících
na tento aktivátor mezi myšmi s ischemickým poraněním a bez. 

Toto  zjištění  je  poněkud překvapující,  neboť  dřívější  studie  ukázala  zvýšenou  de novo expresi
TRPV4 v astrocytech v reakci na ischemické poškození již 1 hodinu po ischemii, která navíc dále
stoupala  až  do sedmého dne od indukce ischemie.  Autoři  rovněž pozorovali  koexpresi  TRPV4
s GFAP a navrhovali možnou účast TRPV4 při formaci gliální jizvy (Butenko et al., 2012). V této
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publikaci však byly veškeré experimenty prováděny na potkanech bez delece v TRPV4 genu po
globální mozkové ischemii. Jejich oblastí zájmu byl CA1 region hipokampu, oproti námi zkoumané
fokální ischemii v myším mozkovém kortexu. Jako aktivátor TRPV4 autoři používali syntetický
4αPDD,  na  který  sedmý  den  po  ischemii  odpovídalo  57  %  buněk,  což  je  v  rozporu  s  2  %
pozorovanými v této práci třetí den po ischemii. Je však možné, že pro zvýšení exprese TRPV4 a
tedy i  pozorování  účinku TRPV4 aktivátoru  je  potřeba  setrvat  až  do  sedmého dne  po  indukci
ischemie.  S  našimi  výsledky  se  nicméně  shoduje  počet  reagujících  buněk  u kontrolních
neoperovaných zvířat, který tvořil 3 % ve studii Butenko a kolegů a 2 % v této práci. Nízká exprese
TRPV4 na astrocytech koresponduje také s  výsledky publikace z roku 2018  (Pivonkova et  al.,
2018),  kde  rovněž  pozorovali  pouhá  3  %  buněk  s  TRPV4  proteinem.  Naopak  starší  studie
popisovaly výrazně vyšší produkci TRPV4 u astrocytů. Shibasaki a kol. našli přibližně 20–30 %
hipokampálních  astrocytů  exprimujících  TRPV4  (Shibasaki  et  al.,  2014) a  Benfenati  a  kol.
předpokládali  expresi  TRPV4  u  většiny  astrocytů  a  na  4αPDD  odpovídalo  60–70  %  buněk
(Benfenati et al., 2007).

Možný  důvod,  proč  jsme  v  rámci  experimentů  zobrazování  Ca2+ signalizace  u  většiny  buněk
nepozorovali  zvyšování  hladiny  Ca2+ po  přidání  GSK101  může  být  ten,  že  TRPV4  byl  na
membránách astrocytů pozorován především na výběžcích a v kontaktu s cévami (Benfenati et al.,
2007; Dunn et al., 2013). V rámci analýzy experimentů v této práci byla vyhodnocována pouze
odpověď z buněčného těla a je pravděpodobné, že volné Ca2+ jsou rychle eliminovány různými
kalcium vázajícími proteiny. Reakce TRPV4 kanálu na GSK101 tedy nemusela být zaznamenána
proto, že Ca2+ se difuzí nestihl dostat do buněčného těla. Ovšem dodatečná kvantifikace odpovědi
ve výběžcích by byla velmi obtížná, neboť výběžky astrocytů by se mohly navzájem překrývat s
jinými astrocyty v rámci buněčného syncytia, což by mohlo zkreslovat výsledky. Butenko a kol.
však pozorovali reakci TRPV4 i navzdory tomu, že analyzovali také pouze buněčná těla (Butenko et
al., 2012).

Kanál TRPV4 je termosenzitivní, aktivovaný při teplotách blížících se teplotě tělesné. Veškeré naše
pokusy probíhaly při pokojové teplotě, kdy je TRPV4 v inaktivní formě. Jako vysvětlení velmi
nízkého počtu buněk reagujících na GSK101 se tedy nabízí  i  možnost,  že nedostatečná teplota
působí  na  TRPV4  inhibičně  a  GSK101  aktivátor  nedokáže  působit  protichůdně.  To  ovšem
nesouhlasí s výsledky Jin a kolegů, kteří zkoumali vlastnosti GSK101 na funkci TRPV4 v HeLa
buňkách, rovněž za pokojové teploty. V těchto experimentech po aplikaci GSK101 v buňkách autoři
pozorovali statisticky významný nárůst koncentrace Ca2+ v cytosolu (Jin et al., 2011).

Výsledky mohou být mírně zkreslené také kvůli výběru námi použitého Cre-LoxP systému, kdy, jak
již bylo zmíněno v předchozí kapitole, může docházet k expresi GFAP (a s ním i Cre rekombinázy)
již v embryonálním vývoji.  Plně diferencované buňky v dospělém mozku však již GFAP tvořit
nemusí, ale tdTomato exprimují stále (Guo et al., 2018). Je tedy možné, že mohlo být analyzováno i
několik buněk, které nejsou astrocyty a tedy vůbec nemusí exprimovat TRPV4. Není to však příliš
pravděpodobné kvůli specifické keříčkovité morfologii astrocytů, podle které jsou astrocyty snadno
rozpoznány.

V této  práci  bylo  také  pozorováno přibližně  1,5  % buněk naměřených v  MCAO KO buňkách
a dokonce 9,52±7,78 % KO buněk z myší bez operace, které reagovaly na GSK101. Vysvětlení
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může opět poskytnout Cre-LoxP systém. V případě, kdy je v embryogenezi exprimován GFAP s Cre
rekombinázou a TRPV4 je vystřižen už v tento okamžik, buňky ho mohou v prenatálním vývoji pro
své signální dráhy potřebovat a dokáží jeho absenci kompenzovat jinými proteiny podobně, jako se
to děje u jiných důležitých proteinů i z rodiny TRP (Kim et al., 2016; Dooley et al., 2019). Ve
většině  studií  prováděných na  neonatálních  astrocytech  byla  také  zaznamenána  vysoká  exprese
TRPV4, což může podporovat významnost tohoto kanálu v mladém mozku (Benfenati et al., 2007;
Shibasaki et al., 2014). Slabinou této hypotézy je však fakt, že GSK101 je v literatuře uváděn jako
vysoce specifický aktivátor TRPV4 kanálu a není tedy příliš pravděpodobné, že by na něj reagoval
jiný TRP protein (Jin et al., 2011). U MCAO KO buněk reagujících na GSK101 je možné, že byl
gen pro TRPV4 vystřižen až po MCAO, kdy jsou v mozku velmi extrémní podmínky a buňky
mohou měnit svou genovou expresi. Pokud tedy buňka tvořila TRPV4 ještě před okluzí tepny, ale
neexprimovala  žádný  GFAP,  mohla,  v  důsledku  nastalých  patofyziologických  pochodů,  nějaký
GFAP protein spolu s Cre vyprodukovat a TRPV4 gen vystřihnout. De novo exprese TRPV4 tedy
již není možná, ale starý protein na membráně již tdTomato pozitivních buněk stále může plnit svou
funkci,  dokud nebude přirozeně degradován. Snížená rychlost degradace TRPV4 po ischemii je
navržena také v publikaci Butenko a kol. Nicméně podle jejich výsledků dochází k expresi TRPV4
až po ischemii, nikoli před ní (Butenko et al., 2012).

Závěrem, v této problematice  bude ještě  potřeba mnoho dalších studií  pro pochopení  přesných
mechanismů  Ca2+ signalizace,  biologie  astrocytů  a  patofyziologických  procesů  doprovázejících
ischemii,  aby na těchto poznatcích mohly stát  budoucí  léčebné postupy závažných onemocnění
včetně mrtvice. Navazující výzkum by mohl pokračovat zjišťováním, zda se liší aktivita TRPV4
kanálu v jiných časových odstupech po ischemii  (například po 7 dnech od inzultu)  a  porovnat
rozdíly ve funkci TRPV4 mezi fokální  a globální  ischemií u stejného laboratorního organismu.
Zároveň by se další experimenty měly vyvarovat používání neinducibilního Cre/LoxP systému pro
detekci GFAP pozitivních astrocytů a při experimentech prováděných na astrocytálních kulturách
bude nutné optimalizovat podmínky izolace a kultivace buněk.

58



7 ZÁVĚR

Tato práce se zabývala vlivem TRPV4 kanálu na vlastnosti  astrocytů.  Jejím cílem bylo jednak
charakterizovat změny ve vlastnostech kultivovaných astrocytů pomocí metody terčíkového zámku
a dále určit změny v Ca2+ signalizaci astrocytů ve tkáňových řezech po fokální mozkové ischemii za
použití metody fluorescenčního zobrazování volných Ca2+.

Prvního cíle bylo dosaženo jen částečně, neboť se nepodařilo vytvořit spolehlivý  in vitro model,
který by obsahoval pouze astrocyty. Místo toho byla pozorována buněčná kultura s velmi vysokou
variabilitou buněčných populací. Proto byl námi zvolený  in vitro model shledán jako nevhodný
k použití pro navazující experimenty a dále byly tedy prováděny pokusy na mozkových řezech.

Výsledky získané v rámci druhého cíle neukázaly žádný signifikantní rozdíl v Ca2+ signalizaci po
aplikaci  specifického  aktivátoru  TRPV4 při  porovnávání  dat  naměřených  z  myší  s  chirurgicky
indukovanou  fokální  ischemií  s  daty  získanými  z  kontrolní  populace.  Nebyl  zaregistrován  ani
statisticky významný rozdíl mezi CTRL populací a KO geneticky modifikovanou populací s delecí
TRPV4 kanálu. Celkově bylo identifikováno jen velmi málo buněk, které na specifický aktivátor
TRPV4 reagovaly. Tato zjištění vedou k závěru, že TRPV4 kanál v kortikálních astrocytech myšího
mozku je  zřejmě exprimován jen ve  velmi  malé  míře.  Jeho úloha je  tedy pravděpodobně více
významná v in vitro modelech, jak ukazují mnohé publikace, ovšem v kontextu celého mozku zatím
zůstává neobjasněna.

Jak  již  bylo  shrnuto  výše,  v  rámci  tohoto  výzkumného tématu  bude  v  budoucnu ještě  potřeba
potvrdit či vyvrátit mnoho hypotéz jak na buňkách laboratorních zvířat, tak později i v klinických
studiích  u  člověka.  Pochopení  biologických  procesů  probíhajících  ve  zdravém  i  ischemickém
mozku je  totiž  pro  vyvinutí  efektivních léčebných metod,  a  tedy i  zkvalitnění  lidského života,
zásadní.
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