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Anotace

Fokalni mozkova ischemie je zavazné onemocnéni centralni nervové soustavy charakterizované
nedostateCnym krevnim pritokem v cévé a sniZzenou dodavkou kysliku a glukézy burikam, coz
zpusobuje jejich odumirani. Jednim z hlavnich aktérii prfi ischemii jsou gliové buiiky zvané
astrocyty, které ve své obranné reakci, reaktivni astroglioze, dokaZzi obklopit jadro ischemie
a zabrénit tak Sifeni Skodlivych signalti do zdravé tkané. Vliv na vlastnosti astrocytd, a tedy i na
pribéh ischemie, ma specificky transmembranovy protein propustny pro vapenaté kationty (Ca*"),
receptor prechodného potencialu vaniloidniho typu 4 (TRPV4). Cilem prace bylo charakterizovat
vliv TRPV4 na Ca* signalizaci v astrocytech mysiho kortexu a to jak za fyziologickych podminek,
tak po navozeni fokalni mozkové ischemie. Byly pro to pouZity dva transgenni mysi kmeny, které
exprimovaly fluorescencni protein specificky v astrocytech — jeden kontrolni a druhy s odstranénym
genem pro TRPV4. V prvni casti prace probihaly in vitro experimenty pro urceni
elektrofyziologickych vlastnosti astrocytli pomoci metody terc¢ikového zamku. Nasledovaly in situ
pokusy na mozkovych fezech, pfi kterych byly zkoumany zmény v intracelularni koncentraci Ca**
metodou fluorescencniho zobrazovani u zdravych mysi a u mysi s ischemickou 1ézi. Ischemie byla
zviratim indukovana permanentni okluzi stfedni mozkové tepny a méfeni probihalo tfeti den po
operaci. V in vitro pokusech byla zjiSténa vysoka variabilita bunécnych typt. In situ pokusy ukazaly
velmi malé procento bunék odpovidajicich na TRPV4 agonistu za fyziologickych podminek i po
ischemii. Vysledky naznacuji, Ze TRPV4 kanal se na Ca*" signalizaci v kortikalnich astrocytech
mySiho mozku za fyziologickych podminek pravdépodobné podili jen ve velmi omezené mite.
OvSem ani po ischemickém poSkozeni nebyla pozorovdna zvySenad aktivita tohoto kandlu
a patofyziologickych déju se tedy zjevné ucastni jiné proteiny.

Klicova slova

astrocyt; mozkova ischemie; receptor prechodného potencialu vaniloidniho typu 4; vapnikova
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 (Ca*), is suspected to influence the progression of ischemia. The goal of this work was to
elucidate the effect of TRPV4 on Ca** 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 Ca®>* 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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astrocyte; cerebral ischemia; transient receptor potential vanilloid 4; calcium signaling
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1 Uvop

Mozkova ischemie je velmi zavazné onemocnéni centralni nervové soustavy (CNS). Je
charakterizovana nahlym sniZenim ¢i zastavenim krevniho toku v mozkové tkani a tudiz
i, v disledku nedostatecného zasobeni kyslikem (O) a glukézou, rapidnim odumiranim neuront
a jinych nervovych bunék. Spolu s chorobami kardiovaskularniho systému a zhoubnymi
onkologickymi onemocnénimi se fadi mezi nejcast€jSi priciny umrti v rozvinutych zemich
a u prezivSich ma cCasto za nasledek doZivotni omezeni a handicapy. LéCebné metody se v dneSni
dobé soustfedi predevsim na co nejrychlejsi obnoveni krevniho toku, naptiklad pouZitim aktivatoru
tkanového plazminogenu (tPA), ktery dokaze odbouravat krevni sraZeniny ucpavajici cévy (Garcia-
Pastor et al., 2015). Dosud vSak neexistuji Zadné efektivni postupy cilici na postischemickou
regeneraci tkané. Studium déjt v ischemickém mozku a zkoumani interakci jednotlivych bunécnych
populaci a jejich signalizac¢nich mechanismt je proto ve védé velmi diskutovanym tématem a pro
vyvinuti medicinskych terapii je pochopeni téchto spojitosti nezbytné.

VétSina vyzkumnych projektti nervové soustavy se doposud soustiedila pfedevSim na neurony,
jakoZto na excitabilni buiikky vedouci ak¢ni potencial (AP). OvSem v poslednich desetiletich se
ukazuje, Ze neméné dileZitou funkci v mozku zastava i jind bunécna populace, znama jako gliové
buiiky nebo jen glie a od striktné neurocentrického pohledu na svét se postupné upousti. Funkce
obstaravané gliemi zahrnuji procesy od myelinizace axoni, pres imunitni obranu CNS, aZ po vyZivu
neuront. Dohromady by se tyto ¢innosti daly oznacit za homeostatické, glie tedy udrzuji optimalni
podminky vnitfniho prostredi a funkcnost CNS by bez nich byla znacné naruSena.

NejCetnéjSim typem glii jsou tzv. astrocyty. Nachazi se v blizkém kontaktu s cévami a svymi
vybéZzky obklopuji také neurony, se kterymi hojné interaguji. Ve zdravém mozku maji mnoho
fyziologickych roli a v patologickém stavu ischemického poskozeni jsou hlavni komponentou tzv.
glialni jizvy, cozZ je fyzicka bariéra tvorena zbytnélymi tély a vybézky glii, ktera zabrarnuje tiniku
skodlivych latek z mrtvé tkané do neposkozenych regionii (Sofroniew et Vinters, 2010).

Vliv na vlastnosti astrocytti a tim i na pribéh ischemie ma specificky transmembranovy protein
TRPV4 (receptor prechodného potencialu vaniloidniho typu 4 — z angl. transient receptor potential
vanilloid 4), ktery funguje jako neselektivné propustny por pro kationty, predevSim pro ty vapenaté
(Ca*). Jeho role v této patologii zatim nebyla zcela objasnéna, ovSem ukazuje se, Ze delece této
bilkoviny ma diky sniZenému proudéni Ca*" do intraceluldrnich prostor za nasledek signifikantni
zmenSeni velikosti ischemické 1éze a inhibice jeho aktivity je tedy potencidlnim cilem farmaceutik
(Li et al., 2013; Tanaka et al., 2020).

Ve spojitosti s vySe zminénym bylo cilem této prace charakterizovat disledky delece TRPV4 kanalu
specificky v astrocytech v mySim kmenu kondicionalniho knock-outa (TRPV4", dale znaCeny jako
KO) na vlastnosti téchto bunék a porovnat je s vlastnostmi kontrolni populace (TRPV4™, dale
znacené jako CTRL). V prvni casti laboratornich experimentd probihaly pokusy na urceni
elektrofyziologickych vlastnosti astrocytti v kulturach (in vitro) a poté se preslo ke zkoumani zmén
vapnikové signalizace ve tkanovych fezech (in situ) v patologickém stavu za pouZziti mySiho modelu
pro fokalni mozkovou ischemii.
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2 LITERARNIi PREHLED

V této Casti prace budou popsany mechanismy vzniku ischemického poskozeni mozku, avsak cileno
bude predevsim na patofyziologické déje ve tkani a na ulohu astrocytd a ostatnich typt gliovych
bunék v téchto procesech. V poslednim tuseku teoretického prehledu budou shrnuty zakladni
poznatky o kationtovém kanalu z rodiny TRP (receptor prechodného potencialu — z angl. transient
receptor potential) proteinti, TRPV4, a jeho roli v priibéhu ischemie.

2.1 Mozkova ischemie

Cévni mozkova pirihoda (CMP), jinymi slovy téZ mrtvice nebo iktus, je vaZna porucha prokrveni
urcitého regionu mozkové tkané s dalekosahlymi déisledky pro postizeného ¢lovéka. V Ceské
republice se ro¢ni incidence pohybuje kolem 240 obéti na 100 000 obyvatel (Sedova et at., 2017).
Mrtvice mtize vzniknout bud’ pfi zastaveni krevniho pritoku (ischemicka CMP; viz obr. 1 A) nebo
rupturou cévy a vylitim krve do extracelularniho prostoru (ECS — z angl. extracellular space;
hemoragicka CMP; viz obr. 1 B). Hemoragicka mrtvice tvoii mensi podil vSech CMP (~13 %), ale
ma mnohem horsi prognézu. Naproti tomu mirnéjsi ischemické poSkozeni mozku tvori vétSinu
pifipadid CMP (~87 %; Grysiewicz et al., 2008). Ischemie mtiZe vznikat systémovym zastavenim
krevni cirkulace, napriklad v disledku srdec¢niho selhani. V takovém piipadé je v ohroZeni cely
mozek a hovoiime tedy o globalni ischemii. Cast&ji je viak ischemie zpiisobena okluzi ur¢ité arterie
a zastavenim toku jen v regionu mozku prisluSicimu dané cévé. Takovy stav se oznacCuje jako
fokalni ischemie (Traystman, 2003).
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Obrazek 1: Déleni cévnich mozkovych piihod na ischemickou (A) a hemoragickou (B). Obrazek C znazormuje
ischemické jadro (Cerven€) a oblast penumbry (oranZové), ktera, v pfipadé déle trvajici kyslikovo-gluk6zové deprivace,
miZe byt nahrazena nekrotickou tkani (Prevzato z Kloska et al., 2010 a Shai et al., 2022).

Pfi globalni ischemii dochazi béhem nékolika vtefin k vyCerpani veSkerych zdsob O, a po par
minutach postiZzeny upadne do bezvédomi. Velmi brzy zacinaji odumirat mozkové buiiky. Pokud
nedojde k reperfuzi, pribliZzné desetiminutovd anoxie vede k nenavratnému poSkozeni mozku
a 15minutova okluze jizZ byva smrtelnd. V ptipadé, Ze je omezeni cirkulace jen docasné a krevni tok
je obnoven, kone¢nd mira poskozeni mozku se bude odvijet od celkové délky trvani kyslikovo-
gluk6zové deprivace, véku postizeného a mnoha dalSich faktort. Ischemicky mozek je
charakteristicky mnoha molekularnimi i buné¢nymi zménami a obnoveni fyziologickych podminek
miuZe trvat i v fadech tydnd. V dutsledku téchto zmén mohou mozkové buiiky odumirat i nékolik dni
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po selhani krevniho zasobeni a tento jev se nazyva opoZdéna neuronalni smrt (Siemkowicz et
Hansen, 1978; Horn et Schlote, 1992; Takahashi et al., 1992). Globalni ischemii jsou obvykle
nejdiive a nejvice postiZeny neurony z CA1 oblasti hipokampu, pravdépodobné proto, Ze jejich
membrany jsou velmi husté osdzeny proteiny propoustéjicimi do cytoplazmy velké mnoZstvi Ca**
(mechanismus vysvétlen v kap. 2.1.1; Simon et al., 1984). V experimentalnim prostfedi se globalni
ischemie nejcastéji zkouma na mozcich hlodavct pouzitim nékterého z pokusnych modelt. Drive
byla ischemie indukovana jednoduSe dekapitaci, ale tato metoda neumoZiiuje dalSi modulace,
napriklad reperfuzi. Dnes se vice pouZivaji operacni zptisoby, pfi kterych mizZe byt zastaven krevni
pritok v krénich tepnach jen doCasné nebo, pro napodobeni podminek pri srde¢nim selhani, byva
manipulovano se srdecni aktivitou (Traystman, 2003).

M

fyzickym ucpanim tepny, napfiklad trombem ¢i vniknutim embolu nebo jinych Castic. Ve tkani
miZeme na rozdil od globélni ischemie rozlisit vice urovni poskozeni mozkového parenchymu na
zakladé rtizné intenzity krevni perfuze (viz obr. 1 C). V misté s pritokem mensim nez 8-10 ml na
100 g tkané za minutu se formuje tzv. ischemické jadro, charakteristické velmi nizkym obsahem
O; a glukdézy a rapidnim odumiranim vSech typti bunék. Dale od jadra, v regionu, kam castecné
zasahuji jiné nepostiZené cévy, je patrna vrstva bunék s vyrazné ovlivnénym metabolismem
a nedostatkem adenosintrifosfatu (ATP). Tyto buiiky vSak odumiraji jen postupné apoptoticky a pri
vCasné reperfuzi je mozZna jejich zachrana. Tato oblast se nazyva penumbra, jinak téZ ischemicky
polostin (Lyden, 2015; Belov Kirdajova et al., 2020). V laboratornich podminkach se pro navozeni
fokalni ischemie nejcastéji pouzivaji rtzné varianty okluze stfedni mozkové arterie (MCAO —
middle cerebral artery occlusion), pri které se krevni cirkulace zastavi chirurgickou cestou,
napr. elektrokoagulaci tepny (viz kap. 4.6), jejim podvéazanim ¢i zavedenim filamentu do mista
rozdvojovani tepny (Traystman, 2003).

2.1.1 Patofyziologické mechanismy fokalni mozkové ischemie

Mozkova tkan tvori pouhd 2 % hmotnosti téla, ale spotfebovava az 20 % veSkerého ATP pro
udrZovani fyziologickych hodnot iontovych gradient a ostatnich parametri na bunécné trovni
(Attwell et Laughlin, 2001). V situaci, kdy je ve tkani nedostatek substratu (O, a makroergnich
molekul) pro oxidativni fosforylaci a produkci energie v mitochondriich, jsou zasoby ATP rychle
vycCerpany a dochdazi ke sledu patologickych udalosti projevujicich se vznikem ischemické 1éze (pro
prehled zakladnich mechanismi viz obr. 2). Tento proces je vSak komplexni a dynamicky déj
vyvijejici se v prostoru i case (Dirnagl et al., 1999).
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Obrazek 2: ZjednoduSené znazornéni patofyziologickych déji pfi mozkové ischemii. (ATP — adenosintrifosfat, BBB —
hematoencefalickd bariéra, Ca** — vépenaty kation, DAMP — molekulové vzorce znaCici poSkozeni, DNA —
deoxyribonukleové kyselina, NO — oxid dusnaty, ROS — volné kyslikové radikaly)

V akutni fazi ischemie dojde k poSkozeni funkce transmembranovych iontovych pump zéavislych na
dodavce ATP. Prestane byt udrZovany elektrochemicky gradient a sodné (Na®) i draselné (K") ionty
zacnou volné prochéazet pfes membranu po svém koncentracnim spadu — Na* do intracelularnich
prostor, K" naopak ven. Tim je ztracen zdporny membranovy potencidl a mozkové buiky se
depolarizuji (Haddad et Jiang, 1993; Calabresi et al., 1999). Depolarizace aktivuje napétové fizené
Ca”" kandly a Na*/Ca*" antiportery, coZ zpusobi masivni influx Ca®** do cytoplazmy. Nadmé&rné
mnozstvi Ca®* vyvold exocytzu excitaCnich aminokyselin, pfedevsim glutamatu, do ECS. Glutamat
se dale vaze na ionotropni N-metyl-D-aspartaitové (NMDA), o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolpropionatové (AMPA) a kainatové receptory a na metabotropni glutamatové receptory
(mGluR) sprazené s G-proteinem. Tyto proteiny po aktivaci vpousti do cytosolu dalsi Ca*" a Na*
ionty, ¢imZ se cely proces zesiluje (Dirnagl et al., 1999). lonotropni NMDA, AMPA a kainatové
receptory podmifiuji influx Ca** z ECS, naproti tomu mGIuR proteiny po interakci s ligandem
zpisobuji uvolnéni intracelularnich zasob Ca®* z endoplazmatického retikula (ER) pfes signalizaci
druhych poslt a aktivaci inositol-1,4,5-trifosfatu (IPs), vazajiciho se na Ca®* kanaly situované na
membrané ER (Li et al., 2013). Za fyziologickych podminek je glutamét i nadmérné mnoZstvi
extracelularniho K* vychytavan transportery na membranach astrocytt (vice viz kap. 2.2.1.1), ty
jsou v akutni fazi ovSem také vytrazeny z Cinnosti kvili nedostatku ATP a ve tkani tedy vznika jev
znamy jako Ca®’-dependentni glutamatova excitotoxicita, kterd se navic kvili difuznim silam

~ s

pusobicim na K" a glutaméat postupné Siii (Nortley et Attwell, 2017; Belov Kirdajova et al., 2020).

Fyziologické hodnoty volnych Ca®" iont v ECS se pohybuji kolem 1000 pmol/l, oproti 0,1 pmol/l
v cytosolu, koncentrace Ca** mimo buriku je tedy p¥iblizné 10 000x vétsi. Oviem nutno podotknout,
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ze celkovy obsah Ca** v bufice je vyrazné vyssi (rovnéz 1000 pmol/l), ale z vice nez 99 % je vazan
v neaktivni formé k riiznym proteiniim a fosfolipidim nebo uskladnén uvnitf ER ¢i mitochondrii
(Kristidn et Siesjo, 1998).

Ve zdravych buiikich se Ca** uCastni mnoha signalnich drah, Casto jako druhy posel, a pfestoze
jemné vykyvy v jeho koncentraci jsou nezbytné, burika se snazi udrZovat mnozstvi jeho nevazané
formy v prisné rovnovaze (Kawamoto et al., 2012). Jak jiz bylo feceno, pfi ischemii vyvolané
excitotoxicité se tato rovnovaha vychyli a obsah Ca** se mnohondasobné zvysi. Vapenaté ionty hojné
interaguji s Sirokou Skalou proteaz, lipaz a endonukleaz fungujicich jako degradacni enzymy. Mezi
nejznaméjsi se fadi kalpainy, patfici mezi cysteinové proteazy a fosfolipaza A, s cyklooxygenazou,
které se spolu podili na vzniku volnych kyslikovych radikald (ROS - z angl. reactive oxygen
species). Radikéaly dale prohlubuji poSkozeni buriky peroxidaci lipidi a naruSovanim integrity
cytoplazmatické membréany (Hong et al., 1994; Dirnagl et al., 1999). Pfemira Ca** také negativné
ovliviiuje mitochondrie, které se nadbytecné vapenaté kationty snazi uskladnit. V prvni fadé je
naruSen elektronovy transportni fetézec a zvySena produkce ROS (Piantadosi et Zhang, 1996).
V mitochondrialnich membranach se nasledné vytvari prostorné neselektivni pory, kterymi mohou
téméf libovolné proudit jakékoliv latky. Tim se do bunécné cytoplazmy dostavaji mnohé
proapoptotické  proteiny aktivujici bunécnou smrt, mezi nimi predevSim kaspazy
a cytochrom c (Galindo et al., 2003). V cytoplazmé je navic spuSténa cinnost specifické
Ca’*-dependentni syntazy oxidu dusnatého, jez oxid dusnaty (NO) vytvafi z aminokyseliny
L-argininu. Molekula NO méa poté roli vysoce cytotoxického radikalu a bylo prokazano, Ze jeho
vysoké hladiny ptisobi neurotoxicky a ve tkani indukuji nekrézu (Liu et al., 2015). Na druhou
stranu, pokud je produkce zvySena v endotelu, ma NO pozitivni vliv na buniky cév a podporuje
angiogenezi (Ito et al., 2010).

VysSe popsané patofyziologické procesy navic paralelné ve vSech typech bunék ovlivnénych
ischemii spousti expresi rtiznych pro-zanétlivych genti sprazenych s imunitni obrannou reakci. To
ma za nasledek naruSeni integrity hematoencefalické bariéry (BBB — z angl. blood-brain barrier),
infiltraci leukocyt do mista poSkozeni a celkové zhorSeni pribéhu ischemie (Kawabori et Yenari,
2015; Jian et al., 2019).

V prvnich minutach po zastaveni krevniho toku zacnou neurony a jiné poskozené buriky produkovat
molekulové vzorce znacici poSkozeni tkané (DAMP - z angl. damage-associated molecular
pattern). Tyto signaly zachytava predevSim specificky typ gliovych bunék, mikroglie (vice viz
kap. 2.2.2.3), ktery v diisledku toho vyrazné zméni svou morfologii a genovou expresi (Giilke et al.,
2018). Béhem jedné aZ dvou hodin mikroglie zacnou spolu s jinymi ovlivnénymi a postiZenymi
bunikami produkovat velké mnozstvi riznych cytokinti a chemokind, jmenovité napf. faktor
nadorové nekrézy o (TNFa), interleukin-13 (IL-1B) ¢i interleukin-6 (IL-6). Tyto latky indukuji
produkci dalSich prozanétlivych mediatori a zaroven zprostfedkovavaji vystaveni adhezivnich
molekul na lumindlni strané membran endotelovych bunék, na které nasledné nasedavaji leukocyty.
Mezi takové latky patfi predevSim intercelularni adhezni molekula-1, vaskularni bunécna adhezni
molekula-1 a proteiny z rodiny integrint. Bilé krvinky, v pocatcich predevsim neutrofily, pritisknuté
ke sténé cévy, jsou zdrojem metaloproteinaz mezibunécné matrix (MMP), které degraduji proteiny
tésnych spoji (okludiny a klaudiny) mezi endotelovymi burikami a tim zvySuji permeabilitu BBB
(Liu et al., 2012; Jian et al., 2019). Leukocyty nasledné mezerami v endotelu volné prochazi a na
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zakladé chemickych atraktantd produkovanych poSkozenymi burikami migruji do prostoru léze.
V mozkovém parenchymu dale vytvari nové ROS a NO, vylucuji cytotoxické substance, a prestoZe
nékteré typy syntetizuji neuroprotektivni a protizanétlivé faktory ¢i fagocytuji zbytky bunécnych
tél, celkové zanétlivy proces zesiluji. Pocet leukocytti v mozku dosahuje maxima kolem tfetiho dne
od ischemie, poté se postupné snizuje po dobu nékolika tydnt az do ustéleni fyziologickych hodnot
(Sanganalmath et al., 2017; Jian et al., 2019).

Proti Sifeni Skodlivych substanci z nekrotického jadra se snaZzi bojovat také gliové buiiky, mezi
kterymi maji kliCovou tlohu predevsim astrocyty, NG2 gliové buiiky a mikroglie. Glie vyskytujici
se na okraji 1éze po kontaktu s markery znacicimi poSkozeni za¢nou vyrazné proliferovat a zaroven
zméni svou morfologii. Ze subtilnich bunék se, ¢astecné diky expresi velkého mnoZstvi proteini
intermedialnich filamentt, stanou buriky hypertrofované se zbytnélymi vybézky. Aktivace tohoto
mechanismu zptisobni vznik glidlni jizvy, témét nepropustné fyzické bariéry mezi nekrotickou tkani
a zdravym regionem (vice viz kap. 2.2.1.2; Wang et al., 2018 ; Zhou et al., 2023).

2.1.2 Mozkovy edém

Ischemické déje v mozku paralelné doprovazi také vznik edému (otoku), ktery u pacientl vyrazné
zhorSuje prognoézu a zvySuje mortalitu. Edém je totiZ definovany jako nadmérné zadrZzovani vody ve
tkanich, coz kviili omezenému objemu lebky vede ke zvySeni intrakranidlniho tlaku a stlacovani
struktur mozkového parenchymu (Stokum et al., 2016). Zaroven, v pripadé rozsahlé léze
a vyrazného edému, mutze dochéazet ke kompresi okolnich cév a tim k udtlumu reperfuznich
mechanismd, dalSi hypoxii a gradaci ischemického posSkozeni. Samotny otok vSak nemusi vznikat
jen jako nasledek mozkové ischemie i jiného typu CMP. Provazi i jiné patologické stavy,
kupfikladu traumatické poSkozeni mozku ¢i nadorové bujeni, ale vytvari se také u 20-30 %
pacientt s akutnim selhanim jater (Stokum et al., 2016).

PrestoZe je formace edému velmi dynamicky proces, 1ze jej rozdélit podle hlavniho zptisobu vzniku
na dva zakladni typy, a to na edém cytotoxicky, charakterizovany presunem vody z ECS dovnitf
bunék a vazogenni, ktery vznika postupné jako disledek rozpadu BBB (viz obr. 3; Klatzo, 1994).
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Obrazek 3: Postupna transformace zdravé tkané v edém. Sekce A znaci cytotoxicky edém, pri kterém, vlivem selhani
iontovych pump, dochézi k pfeskupeni iontli a molekul vody pfes vodné a iontové kandly z extracelularniho prostoru

parenchymu skrze endotelové buiky a vznika iontovy edém. Pfi dlouhotrvajicim ischemickém stavu (C) dochézi
k degradaci tésnych spoji kviili enzymatické aktivité MMP a volnému priichodu raznych proteint s osmoticky hnanou
vodou. Tento stav je nazyvan vazogenni edém. V nejhorSim pfipadé (D) mtiZe dojit i k apoptéze endotelovych bunék,
pruniku vSech krevnich elementt vCetné erytrocytti a formaci sekundarniho hemoragického poskozeni (upraveno podle
Stokum et al., 2016). (MMP — metaloprotedza mezibunécné matrix)

2.1.2.1 Cytotoxicky edém

Jak jiZ bylo vySe popsano, po selhani dodavky O, a glukézy ve tkani béhem nékolika minut
prestane fungovat sodno-draselnd pumpa a jiné iontové transportery zavislé na ATP. Tim je
naruSena iontova rovnovaha a ionty se spolu s jinymi osmoticky aktivnimi latkami (rdznymi
metabolity) hromadi v cytoplazmé. Bunécna membrana vétSiny bunék je velmi husté osazena
proteinovymi kanaly volné propustnymi pro vodu (akvaporiny ¢i glutamatovymi transportery),
ktera je osmotickymi silami taZena do intracelularnich prostor buiiky, aby vyrovnala koncentrace
osmolytli (Chmelova et al., 2019). Pti cytotoxickém edému vSak dochazi k preskupovani iontt
a molekul vody pouze mezi buiikkami a ECS. ZvySuje se tedy objem cytosolu a buriky ,,bobtnaji“,
ale celkové mnoZzstvi vody v mozku zlistava neménné (ebr. 3 A; Liang et al., 2007).

2.1.2.2 Vazogenni edém

Pouhych 12-19 % celkového objemu mozku tvofi ECS a v okamziku, kdy je v dtsledku hypoxie
precerpano velké mnoZstvi osmolyti do bunék, vznika vyrazna nerovnovaha v koncentracich iontt
(predevsim Na*) mezi ECS a krvi v cévach. Endotelové buriky se nasledné snazi utlumit tento nové
formovany gradient a propousti ionty Na* dovnitf mozkového parenchymu. Ty jsou néasledované
vodou pohanénou osmotickymi silami (Stokum et al., 2016). Tento stav je oznacovan jako iontovy
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edém a na rozdil od cytotoxického edému jiZ zahrnuje i zvySovani objemu vody a intrakranialniho
tlaku ve tkani. Byva vniman jako mezistupefi mezi formaci cytotoxického a vazogenniho edému
(obr. 3 B; Chen et al., 2021).

Vazogenni edém je charakterizovan postupnou degradaci tésnych spoji a tim zptisobenou fenestraci
endotelu a tnikem proteinti krevni plazmy (albumin) do mezibunécnych struktur (Bauer et al.,
2010; Pirker et al., 2011). Do tohoto procesu se zapojuji predevsim MMP proteiny a signalni draha
zahrnujici ristovy faktor cévniho endotelu (VEGF — z angl. vascular endothelial growth factor).
Signalizace VEGF je pfi poSkozenich mozku aktivované a zptisobuje inhibici transkripce proteint
tésnych spoji (Bauer et al., 2010). Experimentdlné se potvrdilo, Ze inaktivace této dréhy
signifikantné sniZila objem edemozni tkané (van Bruggen et al., 1999). Na druhou stanu je vSak na
misté podotknout, Ze v pozdéjSich stadiich po ischemii VEGF vyrazné podporuje angiogenezi a tim
i regeneraci postizeného regionu (Chen et al., 2021). Sifeni tohoto typu edému je také ovlivnéno
systémovym krevnim tlakem, ktery urcuje, kolik proteinti se za jednotku casu dostane do mozku.
Plati, Ze ¢im vyssi je tlak, tim vysSi sila je vyvijena na filtraci krevni plazmy a tim vice se do
mozkové tkané dostane proteint a molekul vody s nimi (obr. 3 C; Skalidi et al., 2013; Stokum et
al., 2016).

Pfi mirn€jSim poSkozeni nebo v okrajovych castech edému buriky zvladaji prebytecné proteiny
metabolizovat a pti dostatku ATP vyrovnavat i iontovou nerovnovahu, ¢imz otok urcitym zpiisobem
tlumi. Ve 30-40 % ischemickych inzultG vSak dojde kvili dalSimu ptisobeni MMP, VEGF a ROS
k apoptéze endotelovych bunék a tiniku vSech krevnich elementli vCetné erytrocytli mezi mozkové
buriky. Formuje se tak sekundarni hemoragické poSkozeni a stejné jako u vazogenniho edému, také
zde hraje velkou roli hydrostaticky tlak krve — ¢im vys$si je, tim vyssi je i riziko transformace edému
v hemoragii (obr. 3 D; Stokum et al., 2016; Iwamoto et al., 2021). PoSkozeni cév vedouci
k hemoragii muiZe vzniknout také v klinické praxi pfi lécbé pomoci tPA, pokud je podan
v nespravny cas. Tento protein ucinkuje v kaskadé déji produkujicich plazmin za rozkladu
fibrinovych vlaken v krevnich sraZeninach, ¢imZ sraZeniny odbourdva a umoZiuje reperfuzi.
Nevyhodami pfi podani tPA je jeho signalizacni aktivita. Ukazuje se, Ze interaguje napt. s NMDA
receptory, ¢imZ podporuje glutamatovou excitotoxicitu a navic zvySuje expresi MMP proteaz (Wang
et al., 2004; Tsuji et al., 2005; Samson et al., 2008).

2.2 Gliové bunky

Gliové burky, neuroglie nebo jen glie jsou buiiky vyskytujici se v periferni nervové soustavé (PNS)
i CNS po boku neuroni, kde maji nezastupitelnou roli jak za fyziologickych podminek, tak
v pripadé poskozeni nervové tkan€, napr. v jiZ zminéné ischemii (Klein et al., 2022). Glie se d€li na
nékolik zékladnich typt v zavislosti na embryonalnim ptivodu, vyskytu, vlastnostech a morfologii
(Lim et al., 2021).

Podle vzniku se gliové buiiky déli na makroglie ektodermalniho pivodu a mikroglie, které pochazi
z mezodermu a jsou odvozené z makrofagi. Mikroglie do neuralni trubice migruji v casnych
stadiich vyvoje plodu a zastavaji predevSim funkci imunitni ochrany CNS (Ormel et al., 2018).
Makroglie se dale podle vyskytu rozliSuji na buniky PNS, kde jsou hlavnim bunécnym typem tzv.
Schwannovy buriky, zajiStujici vyzivu a elektrickou izolaci neurondlnich axond, a na glie CNS,
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tedy mozku a michy. V CNS figuruji tfi hlavni typy makroglii, a to astrocyty, oligodendrocyty
a pomérné noveé objevené NG2 gliové buiiky (viz obr. 4; Bandler et al., 2021).

GLIOVE BUNKY
I
I I
PNS CNS
I I
Schwannovy glie makroglie mikroglie
I I I
astrocyty oligodendrocyty NG2 glie

Obrazek 4: Schematické rozdéleni gliovych bunék. (CNS — centralni nervova soustava, PNS — periferni nervova
soustava)

Vyzkum glii zacal podstatné pozdéji nez vyzkum neuront, protoZe se mélo za to, Ze v mozku
existuji pouze excitabilni buniky generujici AP. Prvni myslenku jakési pasivni pojivové tkané mezi
neurony predstavil Cesky lékar Karel Rokytansky, ktery zaroven studoval patologie nervového
systému. Za otce gliovych bunék je vSak povazovan az Rudolf Virchow, némecky anatom a patolog,
ktery zaroven jako prvni pouZil v roce 1858 termin neuroglie ve vyznamu ,,nervové lepidlo®. Slovo
glie ma totiZ ptivod v feckém vyrazu ,,glia”, €ili lepidlo (Chvdtal et Verkhratsky, 2018). V dnesni
dobé vSak glie nejsou povaZovany za pouhou vypli nervového systému, ale za jeho nedilnou
soucast (Losada-Perez, 2018).

Glie jsou na rozdil od neuronti elektricky nevzrusivé, ale zastavaji jiné, srovnatelné dileZité funkce.
Mezi jinymi udrZuji iontovou homeostazu, vychytavaji skodlivé latky z ECS, reguluji pH a prutok
krve Ci obstaravaji vyZivu a elektrickou izolaci axont. V patologiich se vyrazné méni jejich
morfologie i charakteristické vlastnosti a mohou vykazovat jak neuroprotektivni tak neurotoxické
vlastnosti (Klein et al., 2022).

Neurontim se gliové buiiky vyrovnaji také pocetné, dokonce je mohou v urcitych ptipadech ciselné
prevySovat. Tento pocet se méni v zavislosti na c¢asti mozku, avSak pozoruhodnd je predevsim
zména poméru glii k neurontim v priibéhu evoluce. Mnoho studii ukazuje, Ze ¢im vyse je Zivocich
na fylogenetickém stromé, tim jsou glie CetnéjSi a zaroven komplexnéjsi. Tento fakt se miZze
odrazet na kognitivnich procesech Zivocichii, protoze vice vykonnéjSich glii dokéaze efektivnéji
pokryt energetické naroky neuront (Herculano-Houzel, 2014). Uvadi se, Ze pomeér glii k neurontim
je v lidském kortexu az 1,4 (Pelvig et al., 2008), naopak u potkana je pomér 0,4 — 0,5 (Davanlou et
Smith, 2004), u mysi 0,3 — 0,4 (Friede, 1954) a u octomilky jen 0,2 (Ou et al., 2016). Tuto hypotézu
miZe potvrzovat také studie mozku Alberta Einsteina, ktery mél opravdu v urcitych castech kortexu
vice glii neZ zbytek zkoumané populace (Diamond et al., 1985).
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2.2.1 Astrocyty

Astrocyty jsou nejpocetnéjsim typem glii CNS, tvori 20—40 % z celkového poctu mozkovych bunék
a plni mnoho esencidlnich uloh (Herculano-Houzel, 2014). Jejich klicové funkce zahrnuji
metabolickou podporu neurond, udrzovéani iontové homeostazy, kontrolu pritoku krve a vyménu
latek mezi nervovou a cévni soustavou prostiednictvim BBB, jiZ jsou soucasti (Barreto, 2016).
Mimo to dokazi svymi vybézky ovliviiovat aktivitu synapsi, ale nejsou schopny vést AP, prestoZe
exprimuji velky pocet iontovych kanald, receptort a transportérii pro neurotransmitery (Stogsdill et
al., 2017).

V ranych stadiich vyzkumu byly astrocyty povazovany za homogenni skupinu bunék
s hvézdicovitym tvarem (nazev je odvozen z latinskych slov astrum — hvézda a cyte — burika, obr.
5), ale s rozvojem védeckych technik se ukazalo, Ze jsou morfologicky i funk¢éné velmi rozmanité.
Lisi se jednak v pribéhu ontogenetického vyvoje jedince, ale také v zavislosti na ¢asti mozku, kde
se vyskytuji (Matias at al., 2019).

Obrazek 5: Mikroskopovy obrazek ¢ty protoplazmatickych astrocytti formujicich nepfekryvajici se domény (vice viz
kap. 2.2.1.1). Zluta barva zna¢i kontakt mezi astrocyty, zelena a Cervena jednotlivé buriky (prevzato z Pekny et Pekna,
2014).

Astrocyty byly rozdéleny jiz v 19. stoleti Williamem Lloydem Andriezenem na dvé hlavni skupiny,
a to na protoplazmatické astrocyty v Sedé hmoté mozkové a vlaknité v bilé hmoté. Protoplazmatické
astrocyty se vyznacuji kulovitym kefickovitym tvarem s péti aZ deseti hlavnimi, pomérné kratkymi
vybézky, které se dale bohaté vétvi. Vybézky jsou v tésném kontaktu se synapsemi neuronti
a obklopuji také krevni cévy. Vlaknité astrocyty maji naopak mensi pocet dlouhych a tenkych
vybézki, které se vétvi jen minimalné. S neurony se stykaji predev$im v oblastech Ranvierovych
zarezl (Vasile et al., 2017; Verkhratsky et Nedergaard, 2018).

Kromé tohoto zakladniho déleni se v CNS vyskytuji také Uizce specializované astrocyty, napriklad
Bergmannovy glie v mozecku, které jsou v kontaktu se synapsemi Purkyfiovych neuront, pituicyty
v hypofyze nebo radialni glie majici tlohu v embryogenezi ve vyvoji mozku a migraci neuront.
Mezi specificky typ astrocytt se fadi také Miillerovy glie PNS v neuronalnich svazcich inervujicich
ocni sitnici (Matias et al., 2019).
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Pomoci imunohistochemie (IHC) je astrocyty moZné rozpoznat také na zakladé exprese pestré skaly
proteinti. Specifické astrocytalni barveni vazané na glialni fibrilarni acidicky protein (GFAP), bylo
poprvé pouZito Ramoénem y Cajalem jiZ v 19. stoleti (Garcia-Marin et al., 2007). Tento protein je
v astrocytech hlavni bilkovinou intermedialniho filamentu tvofici cytoskeleton, podili se tedy na
zménach prostorové organizace buriky a na vnitrobunééném transportu (Middeldorp et Hol, 2011).
V mozku je zaroven nejvice exprimovanym proteinem a ve védé jeden z nejcCastéji pouZivanych
identifikacnich znakt astrocyti (Bushong et al., 2002). Pfi poskozenich je exprese GFAP jesté
zvySena, nebot astrocyty na patologické stimuly obvykle reaguji mimo jiné zvySenou produkci
tohoto proteinu v procesu zvaném reaktivni astrogliéza (Eng et al., 1994). Kromé toho je GFAP
detekovatelny také v nékterych burnikach PNS, predevsim ve Schwannovych gliich nebo v nékterych
neglidlnich bunkach. Prikladem mohou byt fibroblasty, které tvori vazivovou tkan v rtznych
castech téla (Hainfellner et al., 2001).

Astrocyty je mozné poznat také na zakladé jinych specifickych proteind, napf. kalcium vazajiciho
proteinu S100p nebo vimentinu a nestinu, bilkovinami funkcné podobnymi GFAP, ale hojnymi
predevSim v nematurovanych astrocytech (Wilhelmsson el al., 2019; Zhang et al., 2019). V roce
2008 byl jako novy marker navrZzen enzym aldehyd dehydrogendza 1 L1 (AldhlLl -
z angl. aldehyde dehydrogenase 1 family member L1), ktery se pro astrocyty ukazal jako vysoce
specificky (Cahoy et al., 2008).

2.2.1.1 Funkce astrocytu za fyziologickych podminek

Jak jiz bylo Feceno, astrocyty ve zdravé CNS obstardvaji predevSim homeostatické funkce. Ty
spoCivaji v podpore metabolickych potieb neuronti, prostorovém pufrovani nefyziologickych
koncentraci iontii, regulaci pritoku krve ¢i ochrané okolnich bunék pred vlivy Skodlivych latek
z krve ovliviiovanim propustnosti BBB.

DtleZitou vlastnosti predevsim protoplazmatickych astrocytt je jejich prostorova organizace do tzv.
domén, tj. teritorii jednotlivych astrocyti, kam nezasahuji vybézky astrocytu sousedniho. Toto
usporadani umozZiuje jednomu astrocytu kontaktovat tisice neuronalnich synapsi a ziskavat od nich
data, aniZ by sdm byl ruSen sousednim astrocytem v jiném stadiu aktivity. Pfima komunikace mezi
jednotlivymi buinikami je pak zprostfedkovana pouze skrze tzv. mezerové spoje (angl. gap
junctions), tvorené nejcastéji proteiny konexinem 43 (Cx43) nebo 30 (Cx30), které se vyskytuji na
pomezi mezi doménami. Takto propojené astrocyty dohromady tvori komplexni bunécnou sit’
zvanou glialni syncytium (Bushong et al., 2002).

Propojeni mezi astrocyty prostfednictvim mezerovych spoji ma velky vyznam za zvySené
neurondlni aktivity, pfi které je do ECS uvoliiovano velké mnoZstvi K, jenZ mutzZe zpisobovat
depolarizaci membrany a ovliviiovat neurondlni excitabilitu. Astrocyty jsou schopné predevsim
diky dovnitf usmérnénym draslikovy kanalim (Kir — z angl. K™ inwardly rectifying channel), sodno-
draselné pumpé (3Na'/2K*ATPaza) a sodno-draslikovo-chloridovému (Na'/K*/2Cl") kotransporteru
na membrané tyto nadbytecné ionty pojmout a distribuovat je na vzdalené lokality glidlniho
syncytia pravé diky mezerovym spojim. Tento jev se nazyva prostorové pufrovani drasliku (Bellot-
Saez et al., 2017).
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Kromé& spravné koncentrace K* astrocyty udrZzuji i homeostazu ostatnich iontti (Na*, Ca*, CI)
a prisné hlidaji fyziologickou hodnotu pH. Hlavnim mechanismem pro udrZovani pH je
hydrogenuhlic¢itanovy (bikarbonatovy; HCO3') pufracni systém, ktery funguje za ucasti karbonické
anhydrazy na principu konverze protonu (H") a HCOs; na vodu a oxid uhli¢ity (CO,), jenz je
nasledné vylouCen plicemi. Spravny pomér H" je déale fizen sodno-protonovymi a sodno-
bikarbonatovymi antiportery (Deitmer et al., 2019; Theparambil et al., 2020).

Spolu s endotelovymi buiikami krevnich cév a pericyty jsou astrocyty soucasti BBB, ktera ma za
ukol chranit buiiky CNS regulaci prichodu latek z krve do mozku a zpét. Tato bariéra zabrafuje
volnému priichodu patogenti, krevnich elementd, iontd, hydrofilnich latek, Zivin a jinych velkych
molekul, jako je gluk6za nebo aminokyseliny, ale také vétSiné 1éCiv. Na transport téchto latek je
zapotiebi specializovanych proteini. Naopak snadno prostupuje voda, plyny a latky s malou
molekulovou hmotnosti a vysokou rozpustnosti v tucich (Heithoff et al., 2020; Kaya et Ahishali,
2020).

V reakci na aktualni metabolicky stav v okoli konkrétniho neuronu astrocyty reguluji jednak
propustnost BBB, ale také mnoZstvi krve protékajici cévami. Tento vztah mezi aktivitou neuronu,
astrocytem jako prostfednikem a aktualnim pritokem arteriemi se nazyva neurovaskuldrni jednotka
(NVJ; Dunn et al., 2013).

V procesu zvaném funk¢ni hyperémie astrocyty dokazi ptisobit na miru napéti hladké svaloviny, jez
obepind cévy, v odpovédi na zmény v intracelularni koncentraci Ca** iontd. Tyto zmény zptisobuje
interakce astrocyti s podnéty znaCicimi odchylky v neurondlni aktivité. Prikladem takovych
podnétti jsou vykyvy v parcialnim tlaku O, a CO,, zvySeni Ci sniZeni hladiny extracelularni
koncentrace K" iont nebo interakce s rtiznymi neurotransmitery (napf. glutamat vazajici se na
NMDA receptory). Ionty Ca*" se poté $ifi v podobé vapnikovych vin skrze glidlni syncytium
a v misté tzv. astrocytalnich patek, které jsou v tésném kontaktu s krevnimi cévami, uvolni
vazoaktivni latky. Ty zahrnuji predevSim metabolity kyseliny arachidonové (AA;
napr. prostaglandiny) nebo NO (Howarth 2014; Mishra, 2016; Tran et al., 2018).

Astrocyty hraji vyznamnou roli prfi energetické podpore neuronti predevsim diky jejich vyhodné
poloze v blizkosti krevniho feciSté na jedné strané a kontaktu s neurony na strané druhé. Neurony
jsou schopné ziskavat pouze malé mnozZstvi glukézy prostfednictvim glukézovych transportéri
z ECS. To by vSak nebylo dostatecné pro jejich fungovani, a proto jim pomahaji astrocyty tim, Ze
transportuji gluk6zu primo z krve, metabolicky ji upravi a do neuront dopravi v podobé laktatu.
Preména glukézy na laktat probihd v procesu zvaném glykolyza, kdy je glukéza transformovéana
nejprve na pyruvat a poté za ucasti enzymu laktat dehydrogenazy na laktat, ktery je do neuronu
transportovan skrze monokarboxylatové transportery (MCT; Mason, 2017). Cast ziskané glukézy
jsou astrocyty schopné preménit také na zasobni polysacharid glykogen. Ten pak pfi zvySenych

.....

potfeby nebo ji v podobé laktatu transportuji neurontim (Wender et al., 2000).

Astrocyty se také nachazi ve funkéni integraci s neurondlnimi synapsemi a tvofi s nimi tzv.
tripartitni synapse. Z této strategické pozice astrocyty dokaZi ze synaptické Stérbiny vychytavat
a metabolizovat mnohé neurotransmitery, mezi nimi napf. excitacni aminokyselinu glutamat
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v pripadé kontaktu s glutamatergnim neuronem a gama aminomaselnou kyselinu (GABA -
z angl. gamma aminobutyric acid) pti synapsi s GABAergnim neuronem. Oba neurotransmitery
maji ve vysSich koncentracich excitotoxické ucinky. Mediator GABA je zpétné vychytavan pomoci
GABA transportérii a glutamat pomoci glutamatovych transportéri 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 EAAT?2 (z angl. excitatory amino acid transporter 1,2).
Nasledujici procesy v cytoplazmé astrocytu zahrnuji konverzi GABA na glutamat za ucasti
mitochondrialniho enzymu GABA transaminazy. Jiny enzym, glutamin syntetaza, dale metabolizuje
glutamat na aminokyselinu glutamin a tu poté pomoci SNAT transportert (z angl. sodium-coupled
neutral amino acid transporters) dopravi zpét do neuronti, ve kterych probiha opacna konverze zpét
na neurotransmitery (Magistretti, 2009; Hdgglund et al., 2011; Mahmoud et al., 2019; Andersen et
al., 2020). Astrocyty timto mechanismem zrecykluji kolem 90 % vesSkerého glutamatu uvolnéného
jako neurotransmiter, ¢cimz velmi Setfi energii na jeho kompletni vyrobu z glukézy (Nortley et
Attwell, 2017). Bylo zjiSténo, Ze glutamatova signalizace celkové mozek stoji priblizné 80 %
veSkeré jeho energetické spotfeby (Andresen et al., 2021).

V neposledni fadé je dilezitou funkCni vlastnosti astrocyti regulace fyziologickych hodnot
osmoticky aktivnich latek v mozku a tim udrZovani objemové homeostazy. V procesech regulacniho
zvySeni i sniZeni objemu astrocyty precCerpavaji ionty a jiné osmolyty s osmoticky hnanou vodou
z krevniho FeciSté do mozku a naopak. Pfesny mechanismus zatim nebyl uspokojivé popsan, ovsem
jako hlavni proteiny zprostfedkujici tento proces byly navrZeny protein akvaporin 4 (AQP4)
propoustéjici molekuly vody, skupina kanalti permeabilnich pro chloridové anionty a TRPV4 (Mola
etal., 2021).

2.2.1.2 Funkce astrocytu v patologiich

Kromé nezastupitelnych roli za fyziologického stavu maji astrocyty také schopnost reagovat na
signaly znacici rizné patologie CNS, jako je napf. rist nadoru, CMP, epileptické zachvaty, vniknuti
infekce, traumatické poskozeni nebo neurodegenerativni onemocnéni. Obecné se odpovéd’ astrocytti
na takové podnéty oznaCuje jako reaktivni astrogli6za a je vnimana jako jeden z indikatord
poskozeni CNS (Taipa et al., 2018; Siracusa et al., 2019).

Astrocyty nemusi byt prvnimi bufikami, které registruji abnormality ve fungovani CNS.
Molekularni spoustéce (jak patficné imunitni odpovédi, tak astrogliézy) mohou byt produkovany
jakymkoliv typem bunék a Sifit se skrze mozkovou tkan i na pomérné dlouhé vzdalenosti
(Sofroniew, 2009). Mezi takové signdlni latky vyvolavajici astrogliézu se fadi predevsim cytokiny
(IL-6, TNF-q, interferon y (IFN-y), transformujici rastovy faktor a, ciliarni neurotroficky faktor
(CNTF)), dale treba latky znacici oxidativni stres a ischemii (NO, ROS) nebo molekuly asociované
s nekrézou Ci apoptdzou tkané, napr. kaspazy ¢i mimobunécny ATP (Bolego et al., 1997; Sofroniew,
2009, Aras et al., 2012; Pekny et al., 2019).

Reaktivni astroglioza je definovana jako obranny mechanismus, p¥i kterém astrocyty vyrazné zmeéni
svou genovou expresi a s tim spojenou morfologii a funkcni vlastnosti. Je charakterizovana
zvySenou expresi proteinti intermedialnich filamentti (GFAP, vimentin), coZz vede k hypertrofii
vybézkli (Anderova et al., 2010). Je vSak na misté podotknout, Ze astrogliéza je gradujici proces,
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ktery mtize vést od mirného zbytnéni téla pres zvySenou proliferaci az k tvorbé glialni jizvy, pokud

Reaktivni
astroglioza

Ischemickeé
jadro

Obrazek 6: Imunohistochemicky obrazek mysSiho mozku (frontdlni fez) ziskany tfi dny po okluzi stfedni mozkové
tepny. Barven byl na glidlni fibrilarni acidicky protein (Cerven€), ktery je pro astrocyty charakteristicky. ZvysSena
exprese tohoto proteinu kolem ischemického jadra poukazuje na rozvinutou reaktivni astrogliézu (snimek byl vypiijcen
z nepublikovanych dat Mgr. Jany Tureckové, Ph.D.).

Jako klicovy regulator zprostredkujici transformaci béZznych astrocytli na astrocyty reaktivni nebo
astrocyty formujici glialni jizvu byla navrZzena JAK/STAT3 signalizace (z angl. Janus kinase/signal
transducer and activator of transcription 3), ktera reaguje zejména na zvysenou hladinu cytokint,
jako IL-6 nebo CNTF. V astrocytech spousti transkripci genu pro GFAP, stimuluje v burikach
proliferaci, rovnéZ zvySuje i expresi Cx43 a jeji aktivita podporuje miru migrace (Ceyzériat at al.,
2016). V experimentech bylo prokazano, Ze inhibice této signalni drahy vyrazné ovliviiuje vznik
a vlastnosti glidlni jizvy, astrocyty napriklad vykazuji sniZenou expresi GFAP, coZ vedle ke naruSeni
kompaktnosti glidlni jizvy a celkové horsi regeneraci tkané po poskozeni (Herrmann et al., 2008).
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Pri ischemickém poskozeni mozku je u astrocytii obklopujicich jadro léze reaktivita spuSténa
v pribéhu nékolika prvnich hodin po inzultu. Béhem této doby nastane chemotaxe a migrace
astrocytd k nekrotické tkani a priblizné 5-10 % astrocytl zacne postupné proliferovat (Barreto et
al., 2011; Liao et al., 2015; Ceyzériat at al., 2016). Proliferace je nejrapidnéjsi 3.-5. den po
poranéni a poté znovu ustava. Do 10. dne od ischemie astrocyty husté osazi okoli 1éze a zacCina
proces maturace glidlni jizvy, ktery je plné dokoncen aZ po nékolika tydnech. V tuto chvili jiZ
neexistuji jednotlivé astrocytalni domény, misto toho astrocyty zacnou navzijem prekryvat své
vybéZky za formace kompaktni funk¢ni bariéry mezi zdravou tkani a toxickym jadrem 1éze (Yang at
al., 2020).

Vznik glialni jizvy je velmi komplexni d€j a zapojuji se do né€j i jiné bunécné typy, prestoZe
v konecném stadiu je jizva tvorena predevSim astrocyty. Ostatni buniky zahrnuji predevsSim
mikroglie, které maji pomérné nizky prah aktivace po setkani s DAMP a vysokou schopnost
migrace (vice kap. 2.2.2.3). Déle v tomto déji participuji NG2 gliové buiky, jeZ maji velky
diferenciacni potencial, ale zaroven produkuji velké mnoZstvi chondroitin sulfat proteoglykanu
(CSPG), ktery piisobi jako silny inhibitor axonalniho rtstu (kap. 2.2.2.1). V pocatcich tvorby glialni
jizvy je mozZné pozorovat také makrofagy, které jednak odklizi pozistatky bunék, ale také
amplifikuji aktivitu astrocytd a ostatnich glii skrze produkci dalSich cytokinti a chemokinti (Jian et
al., 2019).

Celkova prospésnost glialni jizvy je velmi kontroverzni a je predmétem védeckych diskuzi. Na
jedné strané totiZ pusobi protektivné, nebot’ zabrafuje praniku Skodlivych substanci do zdravych
regionii mozku, ale na strané druhé je po jejim vytvoreni zcela znemoznéna regenerace neuront
a prortstani axont (Yang et al., 2020).

2.2.2 Ostatni gliové bunky

2.2.2.1 NG2 glie

V poslednich desetiletich vyzkumy odhalily novou bunécnou populaci, kterd se funkcné
i morfologicky velmi odliSuje od ostatnich glii i neurond. Tyto buriky jsou charakteristické expresi
alfa receptoru pro ristovy faktor odvozeny od krevnich desticek (Pdgfra — z angl. platelet-derived
growth factor receptor a) a CSPG typu 4, znamého také jako neuron-glialni antigen 2 (NG2), podle
néjZ nesou nazev NG2 glie. Na zakladé jejich schopnosti diferencovat v oligodendrocyty se vSak
nazyvaji rovnéz prekurzory oligodendrocyti (OPCs — z angl. oligodendrocyte precursor cells; Butt
et al., 2005; Honsa et al., 2012).

Tyto buniky vykazuji vlastnosti jak neuront, tak glii. Kupfikladu exprimuji fadu membranovych
receptorti a iontovych kandldi, mezi nimi také napétové fizené Na® a K" kandly. Dokonce se
ukazalo, Ze po depolarizaci membrany dokazi urcité subpopulace NG2 glii generovat i AP
s charakteristickym pribéhem nevyzralych neurond (Chittajallu et al., 2004). Mimo to také
s neurony tvori inhibicni i excitacni synaptické spoje a na své membrané vystavuji mnoho receptort
pro neurotransmitery (Call et al., 2020).

NG2 glie tvori z celkového poctu gliovych bunék v CNS pribliZné 5-10 % a nachazi se v bilé i Sedé
hmoté mozkové (Trotter et al., 2010). Jejich role za fyziologickych podminek zatim nebyla
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uspokojivé objasnéna. Je znama jejich vysoka mira proliferace a diferenciace i v dospélém mozku
savcy, ale vyznamna je predevsim dileZitost pti vyvoji a modulaci nervové tkané a jeji regeneraci
po poSkozeni pravé diky témto schopnostem (Kirdajova et Anderova, 2020). Dnes je obecné
prijiman fakt, Ze NG2 glie mohou dét vzniknout oligodendrocytiim (Dimou et al., 2008; Song et al.,
2017). Za fyziologického stavu se NG2 glie mohou rovnéZ mitoticky délit za vzniku dalSich NG2
glii a v podstaté se timto zpisobem ,sebeobnovovat® (Robins et. al, 2013). V pribéhu
embryonalniho vyvoje CNS navic NG2 glie nediferencuji pouze v oligodendrocyty, ale mohou
tvorit také astrocyty a nékteré studie nevylucuji ani diferenciaci v neurony. Diferenciacni potencial
je u NG2 navic zvySen po poSkozeni mozku, nap¥. po ischemii (Kirdajova et Anderova, 2020).

Podobné jako astrocyty i NG2 glie reaguji na rizné molekulové vzorce typické pro ischemii, ale
i jiné patologie CNS, které je aktivuji. Na zakladé toho zméni svou miru proliferace a migrace,
morfologii a dokaZzi diferencovat v jiné bunécné typy (Song et al., 2017). NG2 glie jsou mezi
prvnimi buiikami reagujicimi na akutni poSkozeni a nékteré studie ukazuji, Ze také jako prvni
osidluji okoli 1éze a jsou odpovédné za uzavreni nekrotického jadra jeSté predtim, neZ ve formujici
se jizvé zaCnou prevladat astrocyty (von Streitberg et al., 2021). Zmény v morfologii a genové
expresi pri ischemii zahrnuji predevSim zvétSeni bunécného téla a vybézki a zvySenou produkci
CSPG4 (Levine, 1994). Jejich vyznamna uloha dale samozfejmé spociva i v postischemickych
remyelinizac¢nich procesech, kdy diferencuji v oligodendrocyty (Kirdajova et Anderova, 2020).

2.2.2.2 Oligodendrocyty

Oligodendrocyty jsou v CNS hlavnim bunécnym typem zajiStujicim elektrickou izolaci axonti
pomoci lipoproteinu myelinu, coZ vyrazné zvysuje rychlost vedeni AP a zaroven sniZuje mnoZzstvi
energie potrebné k tomuto déji. Jsou charakteristické pomérné malym télem a nizkym poctem
vybézki, diky cemuz ziskaly oznaceni oligodendrocyty.

Myelinova pochva vznika obtoCenim nékolika tenkych vrstev na myelin bohaté membrany kolem
neuritu (viz obr. 7). Proces myelinizace je evokovan po kontaktu oligodendrocytii s faktory
produkovanymi jesSté neobalenymi neurony. Tyto signédly jsou velmi dileZité v pribéhu maturace
CNS, kdy je tvoreno daleko vétsSi mnozstvi oligodendrocytt, nezZ je ve skutecnosti pro myelinizaci
treba a u téch bunék, které signdl nezaznamenaji, je spusténa apopt6za. Je dileZzité fici, Ze
myelinovy obal neni celistva vrstva, ale je preruSovan kratkymi nemyelinizovanymi segmenty
zvanymi Ranvierovy zarezy (Simons et Nave, 2016). Diky nim je moZné tzv. saltatorni neboli
skokové vedeni AP podél axonu, které je az 300x rychlejsi neZ u neuronti postradajicich izolaci. To
je zptsobené vysokym poctem napét'ové fizenych iontovych kanald na malé ploSe membrany
a zadnou ztratou proudu v izolované oblasti axonu, v tzv. internodiich (Kier et al., 2015). Ve
zdravém mozku oligodendrocyty navic exprimuji MCT laktatové transportery v mistech kontaktu
s neuronalni membranou a kompenzuji tak i energetické potieby neuront (Zhou et al., 2018).
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Obrazek 7: Vyobrazeni procesu myelinizace neuronalniho axonu. V prvni Casti obrazku doSlo ke kontaktu
oligodendrocytalniho vybézku s axonem a nasledovalo nataZeni vybézku a pokryti vétsi plochy axonu membranou
oligodendrocytu. Nakonec oligodendrocyt zacal obtacet membranu kolem axonu, dokud nedoSlo ke zformovani
nékolikavrstvého myelinového obalu (prevzato z Simons et Lyons, 2013).

V priibéhu ischemie jsou oligodendrocyty mimoradné nachylné k nedostatku O, a glukézy a velmi
rychle zacinaji odumirat, obvykle dfive neZ ostatni typy gliovych bunék a v urcitych regionech
mozku dokonce i rychleji nez neurony. Velky problém pfi tomto déji jsou predevSim ROS, které se
v oligodendrocytech po zastaveni dodavky O, a glukézy zacnou generovat ve velké mife v disledku
selhani antioxida¢nich mechanismt (Mifsud et al., 2014). Nicméné Sirokd Skala signalnich molekul
vyskytujici se v poskozené a regenerujici tkani miZe aktivovat OPCs, které nasledné migruji
k demyelinizovanym axonim a diferencuji v dospélé oligodendrocyty (Valny et al., 2017).

2.2.2.3 Mikroglie

Mikroglie jsou hlavnim typem bunék v CNS zajiStujicim imunitni obranu mozkového parenchymu
a za patologickych stavii jsou pomérné vSestrannymi bunécnymi efektory, které se dokéazi podilet
ina naslednych opravach CNS. Zaroven vSak ve zdravém mozku ovliviiuji vyvoj CNS, prisné
reguluji molekularni a iontové parametry prostfedi ¢i méni trojrozmérnou strukturu neuronalni sité
(Colonna et Butovsky et al., 2017). Mikroglie se rovnéz ucastni procesu uceni diky schopnosti
remodelovat synapticka spojeni (Parkhurst et al., 2013).

Mikroglie tvori priblizné 10 % vSech bunék a v mozku se vyskytuji ve dvou morfologicky i funkcné
odliSnych stavech, mezi kterymi vSak mohou pomérné dynamicky prechazet. Prvni z nich byva
oznacovan jako ,klidovy“. Mikroglie pfi ném z téla vysilaji mnoho bohaté vétvenych vybézki
s vysokym poctem imunitnich i jinych receptori, pomoci nichZz mapuji prostfedi. Pokud vSak
zaznamenaji néjaké DAMP molekuly, cytokiny ¢i patogenni organismus, zméni nahle sviij tvar
z vybéZkatého na kompaktni améboidni se zvySenou mirou motility. V tomto aktivovaném stavu
jsou schopné jednak chemotaxe a migrace do mista poSkozeni, ale také dokazi fagocytovat cizorodé
Ci cytotoxické Castice (obr. 8; Qin et al., 2019).
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Obrazek 8: Morfologické zmény mikroglii pfi transformaci z "klidového" fenotypu v "aktivni" (prevzato z Kim et al.,
2018).

Za patologickych okolnosti ischemie jsou mikroglie aktivované, ovSem na zdkladé rtizného typu
odpovédi byvaji zjednoduSené rozliSovany dva funkcéné rozlicné fenotypy. Jeden z fenotypd,
oznacovany jako M1, vykazuje spiSe prozanétlivé reakce na ischemické podminky. Exprimuje velké
mnozstvi cytokint, jako TNF-a, IL-1f, IFN-y, IL-6 nebo rizné MMP. Naopak druhy M2 typ pisobi
angiogenezi podporujiciho VEGF (Colonna et Butovsky, 2017). Prozanétlivé faktory produkované
aktivnimi mikrogliemi funguji rovnéz jako spoustéce reaktivni astrogliézy (Liddelow et al., 2017).

2.3 Receptor prechodného potencialu vaniloidniho typu 4

Receptor TRPV4 je nespecificky kationtovy kanal dlouhy 871 aminokyselin a fadi se do rodiny
TRP proteinti. Z této rodiny bylo popséano jiZz vice nez 30 podobnych proteinti vyskytujicich se
napri¢ vSemi ZivociSnymi kmeny i ve vSech typech tkani. Aktivita téchto bilkovin je asociovana
s mnoha fyziologickymi procesy od fototransdukce u bezobratlych, pres sloZité mechanismy
vnimani bolesti a zmén teploty u obratlovci az po regulaci bunécného cyklu a intracelularnich
zasob Ca** (Rosenbaum et al., 2020).

KaZzdy TRP kandl vykazuje obecnou strukturu s Sesti transmembranovymi doménami (S1-S6)
aobéma polarizovanymi proteinovymi konci situovanymi na intracelularni strané bunécné
membrany. Por pro prichod ionti se nachazi mezi doménami S5 a S6. N-konec u vétSiny TRP
bilkovin (vCetné TRPV4) navic obsahuje nékolik ankyrinovych repetic (obr. 9), které maji dtleZitou
ulohu pri interakcich mezi proteiny v procesech bunécné signalizace (Rosenbaum et al., 2020).
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Obrazek 9: Schematicky model TRPV4 se znazornénymi transmembranovymi doménami (S1-S6) a pérem mezi S5
a S6. Modré Sestitihelniky znaci oblast s ankyrynovymi repeticemi (upraveno podle Auer-Grumbach et al., 2010). (Ca*
— vapenaty kation, COOH — karboxylova skupina na C-konci proteinu, NH2 — aminova skupina na N-konci proteinu,
TRPV4 — receptor pfechodného potencialu vaniloidniho typu 4)

Kolem roku 2000 byl poprvé predstaven novy clen TRP proteini, TRPV4, ktery se ukazal jako
neselektivni kationtovy kanal propustny predevSim pro Ca* s pomérem propustnosti vici Na*
priblizné Ca*/Na" = 6-10 a viCi hofeCnatym kationtim (Mg*") Ca*'/Mg** = 2-3 (Liedtke at al.,
2000; Voets et al., 2002; Watanabe et al., 2003). Elektricka vodivost pro vné usmérnény proud se
pohybuje v rozmezi 90-100 pS a 50-60 pS pro dovnitf usmérnéné proudy (Filosa et al., 2013).
Stejné jako vétSina ostatnich TRP proteinti je i TRPV4 polymodalni. Jeho aktivitu je moZné podnitit
mnoha endogennimi i exogennimi stimuly, predevSim pak teplotou vyssi nez 27 °C (Shibasaki et
al., 2015), fyzickym nataZenim membrany, obvykle v dtisledku zmény osmotickych tlaki, snizenim
pH a mnohymi syntetickymi i télu vlastnimi ligandy. Endogennimi agonisty jsou nejcCastéji
produkty metabolismu AA (kupf. 5,6-epoxyeikosatrienova kyselina) nebo fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfat (PIP,; Garcia-Elias et al., 2013; Rosenbaum et al., 2020). Vnéjsi aktivatory zahrnuji
syntetické derivaty forbolovych esteri (zejména 4a-forbol 12,13-didekanoat (4aPDD)) ci
GSK1016790A (dale uz jen GSK101; GlaxoSmithKline; Butenko et al., 2012; Jie et al., 2015b).
Naopak pro zablokovani funkce TRPV4 byvaji pouZivani antagonisté jako rutheniova cerven,
GSK2193874, RN-1734, HC-067047 a mnohé dalsi (Cheung et al., 2017; Rosenbaum et al., 2020).

Kanal TRPV4 je hojné exprimovan v témér vSech bunkach v rozlicnych typech tkani vCetné plic,
jater, vyluCovacich cest, sleziny, srdce, cévniho systému, kiiZe, ale také v mozku a ostatnich castech
nervové soustavy (Toft-Bertelsen et MacAulay, 2021). V CNS je prezentovan jak na membranach
excitabilnich bunék, tak na gliovych buiikach a bunikach cévniho endotelu (Kumar et al., 2020).
SlouZi jako osmosenzor, mechanosenzor, termosenzor a chemosenzor a na molekularni urovni
participuje v mnoha buné¢nych procesech — reguluje intracelularni hladiny Ca**, ma vliv na Fizeni
bunécného cyklu, podili se na bunécné signalizaci a Gicastni se osmoregulacnich mechanismi. Na
bunécné a organové trovni se ukazal jako dileZity pro spravné fungovani plic a pfi tvorbé moci.
Jeho aktivita ovliviiuje tonus hladkého svalstva obepinajiciho krevni cévy a v neposledni fadé ma
ulohu také pfi vnimani svrbéni kiiZze a nocicepci (Rosenbaum et al., 2020).
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Globalni delece TRPV4 kanalu se témér neprojevuje na fenotypu a TRPV4 deficientni jedinci jsou
obvykle vitalni a fertilni. AvSak takové mutace v genu pro tento protein, které zméni vlastnosti
a funkci kanédlu, mohou zplisobovat vazné vyvojové poruchy, mezi nimi napiiklad skeletalni
dysplazii nebo rizné typy neuropatii (Nilius et Voets, 2013).

2.3.1 Exprese TRPV4 na astrocytech a jeho funkce

Protein TRPV4 se na membranach astrocyti nachazi predevsim v kontaktu s cévami a jinymi
extracerebralnimi prostory s nejvyssi denzitou na astrocytalnich patkach. Tato lokalizace TRPV4 je
dilezitd predevsim pfi regulacich bunécného objemu, kdy astrocyty dokéazi preCerpavat osmolyty
mezi mozkem a krvi v zavislosti na aktualni metabolické aktivité (Benfenati et al., 2007). Exprese
TRPV4 je vSak omezena jen na priblizné 20-30 % astrocytl in vitro i in situ (Shibasaki et al.,
2014).

Diky propustnosti TRPV4 pro Ca** se tento kandl podili na Ca®" signalizaci, kterd je pro spravné
fungovani astrocytl esencidlni a i TRPV4 je proto po této strance nezanedbatelny. Priichod Ca®*
skrze TRPV4 dovnitf buiiky miZe navic zptsobit Ca**-dependentni IP; signalizaci a tim uvolnéni
vice Ca** z ER (Benfenati et al., 2007). V ramci NVJ spociva role TRPV4 na astrocytech
v ovliviiovani vaskularniho tonu. Aktivita neuronu totiz v astrocytech spousti produkci TRPV4
aktivatord (metabolity AA), coZz v disledku vede k influxu Ca** a uvolnéni vazoaktivnich latek
(Metea et Newman, 2006; Dunn et al., 2013). Zaroven studie Haidey a kolegli ukazuje, Ze existuje
i Castecné zpétny mechanismus, kdy je ¢innost TRPV4 kandlu na patkach astrocytli ovliviiovana
mirou napéti kapilary. Vazokonstrikce cévy zptlisobi aktivaci mechanosenzitivniho TRPV4
a nasledné zvySena koncentrace Ca** v astrocytu dale spusti pfeménu AA na prostaglandiny, které
v hladké svaloviné pisobi vazodilatacné (Haidey et al., 2021). Astrocyty prezentujici TRPV4
ovliviiuji neurony rovnéz modulaci synaptické transmise, nebot’ zvySeni koncentrace Ca** iniciuje
exocytozu excitacnich gliotransmiterd, napf. ATP ¢i glutamatu, do ECS (Shibasaki et al., 2014).

Neméné vyznamna je ucast TRPV4 pri osmoregulacnich procesech a homeostaze vody v mozku
(Benfenati et al., 2011). Nabyvani na bunécném objemu astrocytti v disledku hypotonického stresu
zpusobi fyzické natazeni membrany, aktivaci TRPV4 a influx Ca*". Na koncentraci Ca** jsou zavislé
mnohé mechanismy regulacniho sniZeni objemu, jako Ca**-dependentni K* a CI" kanaly, které fidi
eflux prebytecnych ionti do extracerebralnich tekutin (Hoffmann et al., 2009). V souvislosti
s regulaci objemu navic mnohé studie navrhuji moZnost koexprese a interakce TRPV4 s kanalem
AQP4, skrze ktery miZe proudit osmoticky hnana voda (Benfenati et al., 2011, Chmelova et al.,
2019). Funkce TRPV4 za fyziologickych podminek jsou schematicky znadzornény na oebrazku 10.
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Obrazek 10: Schéma patologickych déji doprovazenych Cinnosti TRPV4 proteinu. V horni ¢asti obrazku jsou patrné
dva mezi sebou interagujici neurony, pod nimi je schematicky zndzornén astrocyt. Ve spodni sekci (pismena A, B, C) je
zobrazend céva, pficemz oddil A vyobrazuje hladkou svalovinu, oddil B endotelové burky s tésnymi spoji a Cast
C znazoriuje lumen. Kandl TRPV4 propousti do buitky Ca®* ionty (1), které Fidi exocytdzu riznych neurotransmiter
(2) a podili se na mechanismech regulujicich bunécny objem (3). Neurotransmitery vypusténé do okoli ovliviiuji
neurony a nasledna neuronalni aktivita fidi produkci AA. Molekula AA déle funguje jako aktivator TRPV4 (4), ale pres
kaskadu interakci Fidi rovnéz kontrakci hladké svaloviny v cévach a tedy miru pritoku krve dopravujici glukézu
a kyslik (5). Na koncentraci Ca** zavisi rovnéZz IP; signalizace, ktera fidi uvolfiovani dalsiho Ca*" z endoplazmatického
retikula (6). (AA — arachidonové kyselina, AP — ak¢ni potencidl, AQP4 — akvaporin 4, Ca*" — vapenaty kation, Cl" —
chloridovy anion, CO, — oxid uhli¢ity, ER — endoplazmatické retikulum, Gluc — glukéza, H,O — molekula vody, IP; —
signalizace inositol-1,4,5-trifosfatu, K — draselny kation, NT — neurotransmiter, O, — kyslik, PG — prostaglandiny, RVD
—regulacni sniZeni objemu, TRPV4 — receptor prechodného potenciélu vaniloidniho typu 4)

2.3.2 Role TRPV4 v ischemickém poskozeni mozku

V dusledku patofyziologickych déji doprovazejicich ischemii se exprese TRPV4 v mozku vyrazné
zvySuje jiz 1 hodinu po inzultu a maxima dosahuje priblizné 7. den (Butenko et al., 2012). Jeho role
vSak zatim nebyla uspokojivé objasnéna, nicméné se ukazuje, Ze mechanismus jeho ucinku ma
spiSe neurotoxicky dopad a delece ¢i inhibice aktivity této bilkoviny vede k redukci velikosti 1éze
(Jie et al., 2016). Negativni vliv je zpisoben nadmérnym piijmem Ca** iontd, které, jak jiZ bylo
zminéno v kap. 2.1.1, spousti mnoho cytotoxickych procest. Bylo zjiSténo, Ze zvySena aktivita
TRPV4 v pribéhu ischemie koreluje se vznikem glutamatové excitotoxicity prostfednictvim
NMDA ionotropnich receptori, coz vede ke spusténi apoptotickych drah (Li et al., 2013; Jie et al.,
2016).

ZvySena mira bunécné smrti zptisobena TRPV4 kandlem byla pozorovana napf. u bunék
hipokampu. V této studii byla jako moZzny molekularni mechanismus spoustéjici apoptézu navrZzena
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signalni draha proteinové kinazy aktivované mitogenem, jeZz fosforyluje protein p38 (MAPK/p38)
a signalizace fosfatidylinositol 3 kinazy, ktera fosforyluje serin/treoninovou proteinkinazu Akt
(PI3K/Akt). Obé drahy jsou zapojeny do regulace bunécné smrti. Aktivini MAPK/p38 je odpovédna
za bunécnou smrt, naopak PI3K/Akt signalizace apoptézu inhibuje. Po pouziti TRPV4 agonisti byl
pozorovan narist MAPK/p38 signalizace a naopak doslo k utlumu PI3K/Akt drahy, coZ souhrnné
podporuje bunécnou smrt (Jie et al., 2015a).

DalSim problémem komplikujicim priibéh ischemie je vznik zanétlivych procesti, které rovnéz
spousti proapoptotické drahy. Ukazuje se, Ze zvySena aktivita TRPV4 u mnoha bunécnych typti
vCetné epitelidlnich bunék choroidniho plexu podporuje produkci prozanétlivych cytokint
a v opacném pripadé inhibice TRPV4 vede k vySSimu prezivani bunék (Xie et al., 2021).

Nadmérna aktivita TRPV4 pri ischemii plisobi negativné také na integritu BBB, nebot vede
k produkci riznych MMP endopeptidaz rozkladajicich proteiny tésnych spoji. Dtisledkem tohoto
jevu je prinik krevni plazmy do mozkového parenchymu a formace vazogenniho edému (Jie et al.,
2015b). Na druhou stranu je pri vzniku edému jako disledku ischemie diskutovana neuroprotektivni
role TRPV4 kanalu v Fizeni procest regulacniho sniZeni objemu. Pfesny mechanismus neni zcela
znam, ale jako moZzny spou$téC tohoto jevu byl navrZen influx Ca®" zplsobeny osmotickym
bobtndnim bunék. Experimenty ukazuji, Ze u geneticky modifikovanych TRPV4™ mysi Ize po
ischemii pozorovat vyrazné rozsahlejSi mozkovy edém neZ u kontrolni populace (Pivonkova et al.,
2018; Chmelova et al., 2019). Patofyziologické mechanismy ovlivnéné TRPV4 kandlem jsou
zachyceny na obr. 11.
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Obrazek 11: Schéma patologickych déji doprovazenych Cinnosti TRPV4 proteinu. V horni ¢asti obrazku jsou patrné
dva mezi sebou interagujici neurony, pod nimi je schematicky znazornén astrocyt. Ve spodni sekci (pismena A, B, C) je
zobrazena céva, priCemzZ oddil A vyobrazuje hladkou svalovinu, oddil B endotelové buiiky s tésnymi spoji a cast
C znézorfiuje lumen. V patologickych stavech je TRPV4 kandl aktivovén a propousti do buiiky velké mnoZstvi Ca*,
ktery v buiice funguje jako vyznamna signalni molekula (1) a ve vysokych koncentracich vede k aktivaci apoptotickych
drah nebo inhibici drah chréanicich buiiku pfed sebedestrukci (2). Na Ca*" je zavisld také exocytéza excitacnich
aminokyselin, napF. glutamdtu, které dale skrze glutamatové receptory vedou k influxu dalsiho Ca®', coZ souhrnné
zpiisobuje Ca**-dependentni Ca*>* excitotoxicitu (3). Volny Ca** déle podporuje expresi pro-zanétlivych cytokind
stimulujicich zanét (4) a MMP peptidaz, které degraduji tésné spoje v cévnim endotelu (5). Protektivni role TRPV4
spoCiva v aktivaci RVD mechanismd, které potlacuji formaci edému (6). (Ca®** — vépenaty kation, MAPK/p38 —
mitogenem aktivovana protein kindza/p38, MMP — metaloproteindzy mezibuné¢né matrix, NMDA — N-metyl-D-
aspartatovy receptor, PI3K/Akt — fosfatidylinositol 3 kindza/serin-treoninova proteinkinaza Akt, RVD — regulacni
sniZeni objemu, TRPV4 — receptor prechodného potencialu vaniloidniho typu 4)
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3 HYPOTEZA A CiLE PRACE
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déji v postischemickém mozku a cilem prace bylo rozsifit tyto poznatky. Vychazeli jsme pii tom z
publikace Butenko a kolegti z roku 2012, ktera se zabyvala zménami v aktivité a expresi TRPV4 u
hipokampalnich astrocytti po globalni mozkové ischemii u potkant. Jejich vyzkum ukazal, Ze
exprese TRPV4 kanalu se vyrazné zvySila 7 dni po inzultu paralelné se vznikem astrogliozy.
Zaroven pozorovali zmény v Ca*" signalizaci v odpovédi na 4aPDD, které nasledné zmizely po
aplikaci specifickych antagonisti TRPV4 nebo po pouziti umélého mozkomisniho moku (aCSF —
z angl. artificial cerebrospinal fluid) bez pfitomnosti Ca** (Butenko et al., 2012).

Na zékladé téchto poznatki jsme predpokladali podobné pochody i u astrocytti z kortexu po fokalni
mozkové ischemii. OcCekavali jsme zvySenou pritomnost TRPV4 na membranach astrocytd po
navozeni ischemie metodou MCAO a s tim spojenou vysSi aktivitu tohoto kanalu po aplikaci
aktivatoru. Jako modelovy organismus byly pouZity laboratorni mysi.

Po stanoveni hypotézy byly vytyCeny nasledujici cile:

(1) Charakterizovat elektrofyziologické vlastnosti kultivovanych astrocyti v zavislosti na
pritomnosti TRPV4 a nasledné ovérit méfeny bunécny typ pomoci imunocytochemického barveni
(ICC). Pro elektrofyziologické pokusy byla vyuZita metoda tercikového zamku (patch-clamp)
v celobunécné konfiguraci (whole-cell).

(2) Popsat zmény v Ca*' signalizaci u kortikalnich astrocyti v mozkovych fezech po MCAO
metodou fluorescenc¢niho zobrazovani (calcium imaging) na konfokalnim mikroskopu za pouZiti
specifického aktivatoru TRPV4, GSK101.
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4 POUZITE METODY A MATERIALY

4.1 Transgenni organismy

Veskeré experimenty a procedury na Zivych zvitatech probihaly v souladu se Smérnici Rady
Evropského hospodaiského spolecenstva 86/609/EHS schvalené dne 24. listopadu 1986, tykajici se
unifikace predpisti mezi ¢lenskymi staty o ochrané zvirat pouzivanych pro pokusné a jiné védecké
ti¢ely a podle Smérnice pro péci o zvitata pfijaté Ustavem experimentalni mediciny Akademie véd
Ceské republiky, v.v.i. pod ¢islem projektu pokust 50/2020.

Pro vyzkumné pokusy byly pouZity dva rozdilné transgenni mysi kmeny. Prvni z nich, dale
oznacovany jako CTRL, vznikl kfiZzenim mySi s geneticky inzertovanou Cre rekombinazou
(oznaceni Cre ptivodné vzniklo ze slov causes recombination) za promotorem pro GFAP (obr. 12 —
,GFAP-Cre“ genotyp) s mySmi, které ve svém genomu maji gen pro tandemovy dimer ¢erveného
fluorescencniho proteinu Tomato (dale tdTomato) v Rosa26 lokusu vyskytujicim se u kazdého
bunécného typu. Zaroven je vSak pred tdTomato genem obsaZen usek deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) blokujici transkripci tdTomato genu a tento usek je obklopen specifickymi sekvencemi
oznaCovanymi jako LoxP (ebr. 12 — ,tdTomato“ genotyp). V pripadé zkfiZeni téchto dvou mysi
dojde v GFAP pozitivnich burikdch k expresi Cre rekombinazy, ktera se specificky vaZe na LoxP
segmenty a zpusobi vystfizeni segmentu blokujiciho transkripci tdTomato. Jako vysledek tedy
vSechny buniky s GFAP proteinem zarovenl exprimuji fluorescenc¢ni protein tdTomato. Druhy
experimentalni kmen rovnéZz exprimuje Cre rekombinazu spolu s GFAP i tdTomato proteinem, ale
navic ma pridané LoxP segmenty i kolem TRPV4 genu (obr. 12 — , TRPV4“ genotyp). V disledku
toho vznikne mys, jejiz GFAP pozitivni burniky exprimuji tdTomato, ale postradaji gen pro TRPV4.
Tento kmen bude v textu dale oznacovan jako KO.

—

“GFAP-Cre”
—

“tdTomato” T o :

- Rosa26 p blokator transkripce w STOP

—
s p TRPV4 p sToP
CTRL KO

kontrolni kmen TRPV4 deficientni kmen
GFAP-Cre/tdTomato GFAP-Cre/tdTomato/

Obrazek 12: Schematické znazornéni mutované Casti genotypu laboratornich mysi pouzitych pro experimenty v této
praci. (Cre — Cre rekombinaza, GFAP — glidlni fibrilarni acidicky protein, tdTomato — tandemovy dimer Cerveného
fluorescencniho proteinu Tomato, TRPV4 — receptor prechodného potenciélu vaniloidniho typu 4)
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Laboratorni mysSi byly chovany v prostfedi s 12hodinovym cyklem svétla a tmy za stalé teploty
20-22 °C s pristupem k vodé a krmeni ad libitum. Do statistik byla sbirana data ze samcti i samic ve
vyvazeném pomeéru. VSechna zvitata byla v dobé pokusti dospéla, vék se pohyboval mezi 80 a 100
dny od narozeni.

4.2 1Izolace mozkové tkaneé

Pokusna zvirata byla uspana intraperitonealni injekci pentobarbitalu sodného (100 mg/kg; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) a byla jim provedena transkardidlni perfuze bud® umélym
mozkomiSnim mokem s N-metyl-D-glukamin chloridem (cely roztok dale jen NMDG; viz tab. 1)
pro in situ experimenty nebo fyziologickym roztokem (tab. 1) pro in vitro pokusy. Oba roztoky
byly vychlazeny na teplotu 2—6 °C. Nasledovala dekapitace a umisténi hlavy do Petriho misky
s NMDG (in situ) nebo s fyziologickym roztokem (in vitro). Pomoci niiZek byla nastfiZzena kiize na
dorzalni strané hlavy a postupné byly odstrafiovany veSkeré mékké tkané a odhalovany lebecni
kosti. Smérem od tylniho otvoru podél Svu mezi temennimi kostmi aZ po konec Celni kosti byla
lebka odstfihavana a pomoci pinzety jemné odstrafiovana. Skalpelem byl od zbytku mozku oddélen
mozecek s prodlouZenou michou a cely mozek poté vynat.

Tabulka 1: Chemické sloZeni roztokli pouZitych pro izolaci mozkové tkané a experimenty vizualizace vapnikové
signalizace.

Obsazené latky Fyzri(‘)’;‘t’flifky NMDG aCSF GSK101 roztok
NaCl [mM] 154 . 122 122
NMDG-CI [mM] - 110 - -
KCl [mM] - 3 3 3
NaHCO; [mM] - 23 28 28
Na.HPO, [mM] - 1,25 1,25 1,25
CaCl, [mM] - 0,5 1,5 1,5
MgCl, [mM] - 7 1,3 1,3
GSK101 [mM] - - - 0,001
Glukéza [mM] - 20 10 10
[Onfgs";f‘/lli; ~308 30545 30545 30545

(aCSF — umély mozkomiSni mok, CaCl, — chlorid vapenaty, GSK101 — GSK1016790A/roztok, KCl — chlorid draselny,
MgCl, — chlorid hofec¢naty, NaCl — chlorid sodny, NaHCO; - hydrogenuhli¢itan sodny, Na,HPO, -
hydrogenfosfore¢nan sodny, NMDG - roztok s N-methyl-D-glukamin chloridem, NMDG-Cl — N-methyl-D-glukamin
chlorid)

4.3 Priprava astrocytalnich kultur

Pfiprava bunécnych kultur probihala podle upraveného protokolu od firmy Miltenyi Biotec. Po
vyjmuti mozku z lebky byla tkan na nékolik minut (~3 min) umisténa do Dulbeccova
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fyziologického roztoku pufrovaného fosfatem (D-PBS — z angl. Dulbecco's phosphate-buffered
saline; ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) a poté byl mozek skalpelem rozclenén
na priblizné 8 stejné velkych casti. Pomoci gentleMACS disociatoru (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Némecko) a za ptisobeni roztoku enzymi (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Némecko) byla tkan dale rozruSovana na mensi kousky. Nasledné byla suspenze zbavena nejvétSich
casteCek pomoci filtru se 70 pm Sirokymi pory (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko)
a centrifugovana (Eppendorf, Hmburk, Némecko) 7 minut na 300xg.

Po centrifugaci byl odstranén supernatant s enzymy a nahrazen 3100 pl D-PBS pufru a 900 pl
roztoku pro odstranéni nepotfebnych zbytka tkané (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko).
Na homogenni suspenzi bunék byly nasledné navrstveny 4 ml D-PBS a roztok centrifugovan po
dobu 10 minut na 3000xg. Centrifugovany material utvoril tfi vrstvy, z nichZ prvni dvé obsahovaly
necistoty a zbytky tkani a byly eliminovany. Spodni vrstva obsahovala buriky rozptylené v roztoku
a maly pelet. Pelet byl rozruSen a k suspenzi bylo pfidano 6 ml D-PBS. Nasledovalo odebrani 40 pl
vzorku pro zjiSténi poctu bunék pomoci Biirkerovy komirky a byla spuSténa sedmiminutova
centrifugacni faze na 300xg. Poté byl odstranén supernatant.

V dalSim kroku byly buriky resuspendovany v 80 pl D-PBS s bovinnim albuminovym sérem (BSA;
cely roztok dale jen D-PBS/BSA; 5 % BSA v D-PBS) a 10 minut inkubovany ve tmé a chladu
(~4 °C) s blokatorem Fc receptorti (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko) exprimovanych
na membranach imunitnich bunék vcetné mikroglii za tiCelem zvySeni specificity dalSich protilatek.
Nasledovalo pridani 10 pl protilatek s konjugovanou magnetickou mikrocastici (pro praci s poctem
bunék niz$im nez 107) proti ACSA-2 membranovému proteinu (z angl. anti-astrocyte cell surface
antigen-2; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko) a 30+5 minut dlouha inkubacni faze,
rovnéZz ve tmé a chladu. Déle se pokracovalo pfidanim 1 ml D-PBS/BSA, centrifugaci 5 minut na
300xg a odsatim supernatantu. V konecné etapé byla suspenze premisténa do silného magnetického
pole, kde byly separovany buiiky oznaCené ACSA-2 magnetickou protilatkou od zbytku suspenze
(viz obr. 13).

A) B) C)
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Obrazek 13: Magnetickd separace astrocytl (Cervené kulicky). Usek A zobrazuje inkubaci buné¢né suspenze
s magnetickymi protilatkami (vyznacené Cerné a ve tvaru Y). Nésleduje samotna separace bunék (B) a vymyti astrocytd,
tentokrat jiz bez pfitomnosti magnetu (C).
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Ziskané bunky byly sazeny na sklicka ve 24jamkové desticce, pokryta 0,01% poly-L-lysinem
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Kone¢na hustota ¢inila pfiblizné 6x10* bunék na jamku. Pro
udrZzeni vitality bunék bylo pfidano 500 pl Zivného média sestavajicho z DMEM
(z angl. Dulbecco's modified Eagle medium; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) s pridanym
GlutaMAXem (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), obohaceného o 10% FBS (fetalni bovinni
sérum; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 1% antibiotika (smés penicilinu, streptomycinu
a amfotericinu B; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Médium bylo za Cerstvé vyménéno 3. den
po izolaci a dale kaZzdy druhy den. Inkubace bunék poté probihala ve 37 °C s atmosférou sestavajici
295% Oz a5 % CO..

4.4 Patch-clamp — metoda tercikového zamku

Metoda terCikového zamku je laboratorni technika pouZivana k zaznamenavani
elektrofyziologickych vlastnosti Zivych bunék. Pomoci ni je moZné ziskavat data o proudu
prochazejicim membranou, napéti, vstupnim odporu, membranové kapacité a tim i o velikosti
bunécného povrchu ¢i méfit AP bunék. Kazda buiika na svém povrchu obsahuje iontové kanaly,
pomoci kterych dokaZe regulovat koneCné napéti membrany, ovSem metoda tercikového zamku je
nejvice vyuzivana pro studium excitabilnich bunék, jako neurony ¢i kardiomyocyty, ale i gliovych
bunék.

V priibéhu méfeni je vzorek umistén do pritokové komirky kontinualné promyvané roztokem, jenz
svym iontovym sloZenim pripomind fyziologicky extracelularni roztok (Ext). V Ext je rovnéz
umisténa tzv. referencni elektroda napojena na elektricky zesilova¢, pomoci kterého je mozné
nameérena data zaregistrovat a prevést do digitalni podoby. Dalsi elektroda, méfici, je vloZzena do
sklenéné mikropipety s otvorem velkym pribliZné 1-5 pm a odporem v rozmezi 8-12 MQ.
V mikropipeté je zaroven obsaZzen roztok podobny intracelularnimu roztoku (Int). Princip metody
terc¢ikového zdmku v celobunécné konfiguraci spociva v nasati membrany mikropipetou, vytvoreni
velmi tésného spojeni mezi koncem pipety a buiikou o odporu vySSim nez 1 GQ, prasknuti
membrany po aplikaci podtlaku v mikropipeté a kontaktu Int s cytosolem buiiky (princip je patrny z
obr. 14). Pritomnost elektrody v mikropipeté nasledné umoziuje buiice pevné urcit napéti, nacez
buiika odpovida proudem (voltage-clamp méd) nebo proud a buiika odpovida napétim (current-
clamp mod).

A) B)

Kontakt mikropipety Prasknuti membrany
| ) s membranou (celobunécna konfigurace)
Mikropipeta ‘ ' ‘ ’
s elektrodou Deddak >

Bunka

Obrazek 14: Metoda tercikového zdmku v celobunécné konfiguraci. Na obrazku A je patrna méfena burika v kontaktu
s mikropipetou s obsaZenou elektrodou a intracelularnim roztokem. Po vytvoreni tésného spojeni s membranou je
v pipeté vytvoren podtlak, ¢imZ je dosaZeno prasknuti membrany (B; pfevzato z: Noguchi et al., 2021).
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4.4.1 Experimentalni prostredi

Bunécné kultury byly pomoci metody ter¢ikového zdmku méreny 3.—7. den kultivace astrocyta.
Meéreny byly buriky ziskané z CTRL i KO mysSi a experimenty probihaly ve fyziologickém prostredi
za pouZiti Ext (140 mM NaCl, 4 mM KCl, 4 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 10 mM 4-(2-hydroxyetyl)-1-
piperazineetanesulfonicka kyselina (HEPES), 5 mM gluko6zy; osmolalita 315+5 mOsm/kg; pH 7,4,
upraveno pomoci NaOH) a Int (130 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,5 mM CaCl,, 5 mM 5 ethylene
glycol-bis(2-aminoetyleter)-N,N,N',N'- tetraaceticka kyselina (EGTA), 10 mM HEPES; osmolalita
280+5 mOsm/kg; pH 7,2, upraveno pomoci KOH).

Mikropipety byly vyrabény z borokfemicitych sklenénych kapilar (Sutter Instruments, Novato, CA,
USA) pomoci P-97 Brown-Flaming horizontalniho tahace pipet (Sutter Instruments, Novato, CA,
USA). Patch-clamp aparatura byla vybavena Axioscop mikroskopem (Zeiss, Gottingen, Germany)
a kamerou AxioCam HR s vysokym rozliSenim (Luigs & Neumann, Ratingen, Germany) pro
digitalni zobrazeni bunék. Pro jemné zaostfovani a manipulaci s mikropipetami byly pouZity
mikromanipulatory (Luigs & Neumann, Ratingen, Germany). Elektrofyziologicka data byla ziskana
za pomoci EPC9 zesilovace s 10 kHz vzorkovaci frekvenci (HEKA Elektronic, Lambrecht/Pfalz,
Germany), napojeného na elektrodu v mikropipeté a zaznamenavana pod kontrolou PatchMaster
softwaru (HEKA Elektronic, Lambrecht/Pfalz, Germany). VSechna méfeni probihala za pokojové
teploty a extracelularni roztoky byly syceny karbogenem (95 % O, s 5 % CO,) pro stalou oxygenaci
a udrZeni fyziologického pH ~7,4.

Klidovy membranovy potencial (Vi) byl zméfen po prepnuti EPC9 zesilovace do current-clamp
modu. Membranova kapacita (Cn,) byla odectena automaticky pomoci Lock-in protokolu
v PatchMaster softwaru. Vstupni odpor buiiky (IR — z angl. input resistance) byl ur€en vypocitanim
z proudu po 40ms depolarizaci membrany z -70 mV na -60 mV. Proudové profily bunék byly
ziskany ve voltage-clamp modu (napéti bylo drZeno na -70 mV) nejprve hyperpolarizaci z -70 mV
na -160 mV a nasledné postupnou depolarizaci na 40 mV v 10mV intervalech. Doba trvani jednoho
pulzu byla 50 ms.

Sklicka s burikami byla po ukonceni méfeni nasledné fixovana 10 minut ve 200mM fosfatovém
pufru (PB — z angl. phosphate buffer; 154,8 mM Na,HPO., 47,6 mM NaH,PO,; pH 7,4, upraveno
pomoci NaOH) s rozpuSténym 4% paraformaldehydem (pH 7,4; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Poté byl paraformaldehyd vymyt roztokem pufrovanym fosfatovymi solemi (PBS — z angl.
phosphate-buffered saline; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a v tom samém roztoku byly
buriky dale skladovany pri 4 °C pro pozdéjsi ICC.

4.4.2 Analyza dat

Experimentalni data byla analyzovana v programu FitMaster (HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz,
Némecko). Nasledné statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci GraphPad Prism 9 programu
(GraphPad Software, San Diego, USA). Grafy byly vytvofeny v program Microsoft Excel
(Microsoft, Redmond, USA). Signifikance byla urCena vypoctem za pouZiti parametrického
Studentova t-testu. Pro zjiSténi presnosti méreni byla pro kaZzdou analyzu z hodnot namérenych v
ramci jednotlivych experimentalnich dni vypoctena smérodatna odchylka (S.E.M. — z angl.
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standard error of the mean). Hladina signifikance byla stanovena na hodnotu P < 0,05 (znacena
*“).

»

4.5 Imunocytochemické barveni

Pro ovéreni bunécného typu po méfeni metodou tercikového zamku nasledovalo ICC barveni. Po
fixaci bunék v paraformaldehydu byla sklicka po dobu 2 hodin pfi 4 °C inkubovana v 10mM PBS
srozpuSttnym 5% ChemiBLOCKERem (Millipore, Billerica, MA, USA) pro nasyceni
nespecifickych vazebnych mist ve vzorku a 0,5% Triton-X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Dale byly buriky inkubovany s primarnimi protilatkami a 0,2% Triton-X-100 ve 4 °C pres
noc. Po uplynuti této doby byla sklicka tfikrat promyta v PBS v 10minutovych intervalech.
Nasledovala inkubace sklicek v 300nM roztoku 4,6-diamidin-2-fenylindolu (DAPI; Molecular
Probes, Carlsbad, CA, USA) rozpusténém v PBS po dobu 5 minut. Molekula DAPI se silné vaze na
dvouvlaknové sekvence DNA bohaté na adenin a tymin a pouZiva se tedy k vizualizaci bunécnych
jader (Manzini et al., 1983). Obarvena sklicka byla namontovana na podlozni sklicka pomoci Aqua
Poly/Mount média (Polysciences Inc., Eppelheim, Germany).

Byla pouZita primarni protilatka vazajici se na GFAP (1:50; konjugovany fluorescen¢ni reportér
Alexa Fluor 488; ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA; viz obr. 15).

Obrazek 15: Iustracni fotografie z imunocytochemického barveni astrocytt s protilatkou proti glidlnimu fibrilarnimu
acidickému proteinu. Na obrazku je patrnd vlaknita struktura, kterd je pro tento protein a ostatni proteiny
intermedialnich filament typicka.
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Pro konecnou vizualizaci a ICC analyzu byl pouZit Sirokospektralni konfokalni mikroskop LSM
5 DUO vybaveny Arg/HeNe laserem (Zeiss, Gottingen, Germany), ICC experimenty vSak slouZily
pouze k ovéreni bunéc¢ného typu. Nebyly v této praci kvantifikovany.

4.6 Okluze stredni mozkové tepny

Fokalni mozkova ischemie byla mySim navozena chirurgickou cestou elektrokoagulaci stfedni
mozkové tepny vZdy na levé hemisfére za pouZziti modelu MCAO (viz obr. 16). MyS byla uspana
inhalaci 5% isofluranu (Abbot, IL, USA) za pomoci vaporizéru (Tec-3, Cyprane Ltd., UK) a pro
kontinualni anestezii po dobu operace byla jeho koncentrace sniZzena na 1,5-2 %. Télesna teplota
byla udrZovana na 37+1 °C pomoci vyhtivané podlozky. Pred zahajenim operace a po jejim
ukonceni byl mySim perkutdnné podan 10% Lidokain (Egis, Budapest, Madarsko) a Jodisol
(SpofaDental, Ji¢in, Ceska republika). KfiZe byla nastfiZena v oblasti mezi zevnim zvukovodem
a okem mysi a poté byl nastfiZzen a odsunut spankovy sval. Po odhaleni lebky byl do celni kosti
v oblasti vétveni stfedni mozkové tepny drobnou vrtackou (Proxxon, Féhren, Némecko) vyvrtan
otvor o priméru asi 1-2 mm a pomoci bipolarni pinzety (SMT, Praha, Ceské republika) elektrickym
proudem zatavena tepna. Po zaSiti rany byly mySi ponechany na vyhrivané podloZce az do nabyti
védomi, poté byly umistény zpét do klece a do zvéfince, kde byly dale pod dohledem védeckych
pracovnikii a povéfenych osob zvérince.

Obrazek 16: Pribéh MCAO operace. Na levé Casti obrazku je zachycena stfedni mozkova tepna (vyznacena Sipkami)
pred elektrokoagulaci. Prava ¢ast obrazku pro lepsi orientaci zobrazuje pfibliznou polohu tepny ve stejném okamziku
operace. (MCAO - okluze stfedni mozkové tepny)

Jako kontrolni vzorky k MCAO byly pouZzity dalSi dvé skupiny mysi. Jedna skupina byla ziskana za
pouZiti modelu tzv. faleSné operované mysi (SHAM), pfi kterém se v postupu po odstranéni Casti
lebky nepokracuje dale zastavenim krevni cirkulace koagulaci cévy. Druha skupina byla intaktni,
bez operace. Model SHAM byl vyuZit pro rozliSeni déjii zpisobenych ischemii a déji vzniklych po
vyvrtani otvoru do lebky.

Pro potvrzeni, zda MCAO probéhla spravné, bylo po izolaci mozku pro vizualizaci ischemické
tkané a velikosti 1éze pouZito barveni 2% 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridem (TTC; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA; viz obr. 17) rozpusténym ve fyziologickém roztoku. Latka TTC je za
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normalnich okolnosti bezbarva, ale u Zivych bunék je v mitochondriich redukovana enzymem
sukcinatdehydrogenazou, coZz ji zméni v syté Cervenou. U mrtvé tkané zlistava pruhledna (Sanchez-
Bezanilla et al., 2019). Mozkové fezy byly ponofeny v 0,5 ml TTC roztoku ve 24jamkové desticce
na 20 minut pfi pokojové teploté.

A) B)

Obrazek 17: Vizualizace 1éze (bila ¢ast) pomoci TTC barveni. Obrazek A zobrazuje rozsah 1éze v ramci celého mozku.
Obrazek B ukazuje frontalni fez mozkem. Vytez v ¢asti B znaci oblast, ve které, v ramci experimentti fluorescen¢niho
zobrazovani vapnikové signalizace, probihalo méfeni. (TTC — 2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid)

4.7 Priprava mozkovych rezii

Data byla sbirana z neoperovanych, SHAM i MCAO mysi. U operovanych zvitrat byl mozek vynat
tieti den po operaci. Ve fazi izolace po oddéleni mozecku a vyjmuti mozku z lebky byl mozek
tkanovym lepidlem (3M, Maplewood, USA) prilepen kaudalni stranou na teflonovy magneticky
disk. Dale byl v NMDG za teploty 2—4 °C pri stalém probublavani karbogenem postupné pomoci
Ziletky upevnéné ve vibracnim mikrotomu (Thermo Scientific Microm, Walldorf, Germany)
nakrajen na 300 pm tenké fezy. Pro dalSi zpracovani byly pouZivany frontdlni ¢asti kortexu, tedy
fezy z oblasti od pocatku viditelného corpus callosum po zacatek hipokampu.

4.8 Calcium imaging — metoda fluorescencniho zobrazovani
vapnikové signalizace

4.8.1 Experimentalni prostredi

Po pripravé fezii nasledovala inkubace tkané po dobu ~30 minut v predehfatém (34+1 °C)
a karbogenem probublaném NMDG. Po uplynuti ¢asové lhtity byly fezy premistény 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 fluorescenc¢niho indikatoru Ca** (dale OG; 5uM;
ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) pro vizualizaci volnych Ca*" iontti v cytoplazmé
astrocytt. Inkubace mozkovych ezt s fluorescencnim reportérem trvala 30 minut a poté byly fezy
umistény do karbogenem probublavaného aCSF o pokojové teploté a postupné odebirany k méfeni.
Experimenty byly ukonceny nejpozdé€ji po péti hodinach od izolace mozku.

Rezy byly po celou dobu méfeni umistény v perfuzni komtrce a stile promyvany pomoci
peristaltické pumpy Cerstvym aCSF. Intenzita fluorescence byla snimdna prostfednictvim
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konfokdlniho  mikroskopu  Fluoview FV1200MPE  (Olympus, SindZuku, Japonsko)
s 60x zvétSujicim objektivem LUMPLANFL N pro ponor do vodniho prostfedi. Méfeni u MCAO
mySi probihalo v superiorni casti kortexu v oblasti penumbry (viz ebr. 17 B), u SHAM
a neoperovanych mysi v priblizné stejném regionu. Fluorescence OG a tdTomato byly excitovany
laserovym paprskem o vinové délce 488 a 594 nm. Snimani probihalo v jedné roviné fezu a obrazky
byly porizovany nepretrZité po dobu 15 minut s celkovym poctem priblizné 330 snimki na jeden
experiment. Prvni 4 minuty pokusu byly vyhrazeny na skenovani astrocyti bez ovlivnéni TRPV4
kanalu v aCSF, ktery byl poté na dobu 5 minut vyménén za aCSF roztok s obsaZzenym GSK101,
aktivatorem TRPV4 (0,001 mM; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; tab. 1). Na poslednich
6 minut snimani byl navracen pivodni aCSF (viz obr. 18).

aCSF
i STOP
aCSF GSK101 aCSF

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
min
Obrazek 18: Schéma pribéhu experimenti u metody fluorescencniho zobrazovani vapnikové signalizace. Prvni

4 minuty méfeni probihaly v prostfedi s aCSF, dalSich 5 minut bylo po pfidani GSK101 aktivatoru a poslednich 6 minut
opét s aCSF. (aCSF — umély mozkomisni mok, GSK101 — GSK1016790A)

4.8.2 Analyza dat

Pro kazdou variantu pokusti byly provedeny minimélné 3 nezavislé experimenty (ziskané ze
3 riznych laboratornich mysi). Namétena data byla nasledné zpracovana pomoci programu ImageJ.
V ramci néj byly za pouZiti pluginu ,,Cell Track and Measure“ (verze 0.2 volné ke staZeni na:
https://github.com/tr3027/Cell TrackandMeasure) sledovany naméfené builky v pribéhu casu
a nasledné zaznamenavana intenzita fluorescence. U takto ziskanych dat byla provedena korekce
prirozeného vysvécovani OG. Jako odpovéd’ bunék na GSK101 aktivator bylo povaZzovano zvySeni
intenzity fluorescence nad 120 % po vyméné aCSF roztoku za roztok s GSK101.

Statistické analyzy byly provedeny v programu GraphPad Prism 9. Grafy byly vytvoreny
v programu Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, USA) nebo LibreOffice Calc. Pro stanoveni
signifikance dat byl pouZit parametricky Studentliv t-test. Pro zjiSténi presnosti méfeni byla pro
kaZdou analyzu z hodnot naméfenych v ramci jednotlivych experimentalnich dni vypoctena S.E.M.
Hladina signifikance byla stanovena na hodnotu P < 0,05 (znacena ,,*“).
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5 VYSLEDKY

V prvni Casti experimentl jsme zkoumali vliv delece TRPV4 kanalu na membranové vlastnosti
astrocytd in vitro za fyziologickych podminek. Analyzovali jsme incidenci jednotlivych bunécnych
populaci a dale i pasivhi membranové vlastnosti naméfenych bunék. Pro rozpoznani bunécnych
populaci byla pouZita asociace charakteristického pribéhu proudovych profili se specifickym
glialnim typem (vice kap. 5.1.1). NaSe vysledky nicméné ukazaly vysoké procentualni zastoupeni
ostatnich glii mimo astrocyty, coZ velmi komplikuje ¢i znemoZiiuje pozdéjSi komplexnéjsi
experimenty provadéné na tomto in vitro astrocytalnim modelu.

V dalSich pokusech jsme se tedy zaméFili na zmény v Ca?" signalizaci u mySich astrocyti po
MCAO a SHAM operaci a u zvirat bez operace v zavislosti na pritomnosti TRPV4 kanalu.
Sousttedili jsme se pritom na Cetnost bunék, u kterych se po aplikaci GSK101 aktivatoru zménila
intenzita fluorescence Ca*" indikatoru.

5.1 Vliv TRPV4 kanalu na membranové vlastnosti astrocyti in vitro

Metodou tercikového zamku bylo celkové analyzovano 92 bunék, z nich 56 prisluSelo CTRL kmeni
a 36 KO kmeni. Buniky byly rozdéleny na zakladé proudovych profilt na buriky s pasivnim (PAS;
obr. 19), oligodendrocytalnim (OLI; obr. 20), komplexnim (COM - z angl. complex; obr. 21), vné
(OUT - z angl. outwardly rectified; obr. 22), dovnitt (IN — z angl. inwardly rectified; obr. 23)
usmérnénym a proudovym charakterem. Byly zaznamenany i buiiky, které bez ohledu na napéti ¢i
Cas nevykazovaly Zadné zmény v iontovych proudech (NC — z angl. no current; obr. 24). Nasledné
byly porovnavany membranové vlastnosti jednotlivych bunécnych typt.

1.00nA

70mV

10.0ms

-160 mV

Obrazek 19: Pasivni proudovy profil (vlevo) s draselnymi proudy nezavislymi na Case ani napéti s vyfotografovanou
burikou s typickym plochym fenotypem (vpravo). Buiky byly drZzeny na -70 mV. Proudovy profil byl naméfen po
hyperpolarizaci membrany na -160 mV a nésledné postupnou depolarizaci na 40 mV v 10mV intervalech. Jeden puls
trval 50 ms. Na horni fotografii je patrnd méfici mikropipeta v kontaktu s buiikou. Spodni fotografie znazoriuje
tdTomato pozitivni buriku, ktera byla pofizena fluorescencnim mikroskopem. Bila linie znaci obrys buiiky. (tdTomato —
tandemovy dimer Cerveného fluorescencniho proteinu Tomato)
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Obrazek 20: Proudovy profil (vlevo) se symetrickymi draselnymi proudy sniZujicimi se v zavislosti na case
charakteristicky pro oligodendrocyty a fotografie buiiky s typicky plochou morfologii (vpravo). Buiiky byly drZeny na
-70 mV. Proudovy profil byl naméfen po hyperpolarizaci membrany na -160 mV a nasledné postupnou depolarizaci na
40 mV v 10mV intervalech. Jeden puls trval 50 ms. Na horni fotografii je patrnd méfici mikropipeta v kontaktu
s burikou. Spodni fotografie pofizenda fluorescencénim mikroskopem znazorfiuje tdTomato pozitivni butiku. (tdTomato —
tandemovy dimer ¢erveného fluorescenc¢niho proteinu Tomato)

—
i
T\_
40 mV
1.00nA T0m\/
10.0ms 160 mv

Obrazek 21: Komplexni proudovy profil (vlevo) s dovnitf i vné usmérnénymi draselnymi proudy a vyfotografovanou
buiikou s vybéZkatym fenotypem (vpravo). Builky byly drZeny na -70 mV. Proudovy profil byl naméfen po
hyperpolarizaci membrany na -160 mV a nésledné postupnou depolarizaci na 40 mV v 10mV intervalech. Jeden puls
trval 50 ms. Na horni fotografii je patrnd méfici mikropipeta v kontaktu s buiikou. Spodni fotografie znazoriuje
tdTomato pozitivni bufiku pofizenou fluorescencnim mikroskopem. (tdTomato — tandemovy dimer Cerveného
fluorescencniho proteinu Tomato)
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Obrazek 22: Proudovy profil (vlevo) s vné usmérnénymi draselnymi proudy a vyfotografovanou buiikou s vybézkatym
fenotypem (vpravo). Buiiky byly drZeny na -70 mV. Proudovy profil byl naméfen po hyperpolarizaci membrany na
-160 mV a nésledné postupnou depolarizaci na 40 mV v 10mV intervalech. Jeden puls trval 50 ms. Na horni fotografii
je patrna mérici mikropipeta v kontaktu s buiikou. Spodni obrazek znazoriuje tdTomato pozitivni buiiku a byl pofizen
fluorescenc¢nim mikroskopem. (tdTomato — tandemovy dimer cerveného fluorescencniho proteinu Tomato)

Obrazek 23: Proudovy profil (vlevo) s dovnitf usmérnénymi draselnymi proudy a fotografii buiiky (vpravo). Buiiky
byly drZeny na -70 mV. Proudovy profil byl naméfen po hyperpolarizaci membrany na -160 mV a nésledné postupnou
depolarizaci na 40 mV v 10mV intervalech. Jeden puls trval 50 ms. Na horni fotografii je patrnd mérici mikropipeta
v kontaktu s burikou. Spodni fotografie pofizena fluorescencnim mikroskopem znazorfiuje tdTomato pozitivni buriku.
Bila linie znaci obrys burtiky. (tdTomato — tandemovy dimer cerveného fluorescencniho proteinu Tomato)

47



40 mV

1.00nA

70mV

10.0ms 60 TV

Obrazek 24: Proudovy profil buriky (vlevo) se zanedbatelnymi draselnymi proudy nezavislymi na case a napéti
s fotografii buriky (vpravo). Buriky byly drZeny na -70 mV. Proudovy profil byl naméfen po hyperpolarizaci membrany
na -160 mV a nésledné postupnou depolarizaci na 40 mV v 10mV intervalech. Jeden puls trval 50 ms. Na horni
fotografii je patrnd méfici mikropipeta v kontaktu s buiikou. Spodni fotografie porizena fluorescenénim mikroskopem
znazornuje tdTomato pozitivni buiiku. Bila linie znaci pfiblizny obrys buiiky. (tdTomato — tandemovy dimer Cerveného
fluorescencniho proteinu Tomato)

5.1.1 Incidence jednotlivych glialnich populaci v bunécnych kulturach

Pro zjiSténi procentualniho zastoupeni bunécného typu v kulturach jsme pracovali s typy
proudovych profild, jejichZ charakteristicky prtbéh byl asociovan s jednotlivymi bunécnymi typy
markery astrocytd (Butenko et al., 2012; Kriska et al., 2021). Typ COM je charakteristicky pro NG2
glie (Kriska et al., 2021), nicméné Butenko a kolegové v kulturdch hipokampdélnich astrocytt
pozorovali COM profil i u astrocytti (Butenko et al., 2012). Pro OUT buriky je typicka asociace s
neurony a jejich prekurzory (Prajerova et al., 2010), pro IN s aktivovanymi mikrogliemi (Boucsein
et al., 2000; Muessel et al., 2013) a OLI proudy jsou charakteristické pro oligodendrocyty (Honsa
et al., 2012). Buriky s NC profilem jsou rozpoznavany jako pericyty (Honsa et al., 2016).

S proudovymi profily byla asociovana i morfologie méfenych bunék. Zatimco buiiky s COM
a OUT profilem zaujimaly velice prostorovy tvar a mély mnoho vybézki (viz obr. 21 a 22), PAS
a OLI buriky byly vyznacné plochym fenotypem bez vybézki (ebr. 19 a 20). Pro buriky s plochym
fenotypem zaroven byla charakteristickd vysoka hodnota C,, kterda je pfimo iumérna s velikosti
povrchu membrany. Naopak prostorové usporadané buiiky mély tuto hodnotu nizsi (viz kap. 5.1.2).

Vzhledem k necekané rozmanitosti proudovych profili nebyl zjiSt'ovan rozdil mezi CTRL a KO
bunikami. Misto toho byla data sjednocena do jedné skupiny kvili ziskani vétSiho vzorku pro
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statistické vyhodnoceni. Celkové jsme pozorovali nejvyssi zastoupeni OUT bunék, které tvorily
35,5£7,9 %. Dale jsme zaznamenali 22,1+5,9 % bunék s COM charaktery. Buiky s OLI
charakterem predstavovaly 17,8+4,3 % a bunék, které vykazovaly NC charakter, bylo naméfeno
12,943 %. Méné bylo ziskano PAS bunék, celkem 8,3+4,2 %, a nejmensi podil tvorily IN buriky,
které byly zastoupeny pouhymi 3,3+2,5 %. Namérené vysledky shrnuje obrazek 25.

Incidence bunéénych typt
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Obrazek 25: Graf ilustrujici incidenci jednotlivych tdTomato pozitivnich bunék v bunécnych kulturdch. Vzhledem
k takto vysoké variabilité bunécnych typt nebyl bran ohled na pfitomnost TRPV4 a data byla sjednocena. Hodnota
100 % znaci soucCet vSech 92 naméfenych bunék. Data jsou zndzornéna jako primér hodnot + S.EM. (S.EM. —
smérodatna odchylka, tdTomato — tandemovy dimer Cerveného fluorescen¢niho proteinu Tomato, TRPV4 — receptor
prechodného potencialu vaniloidniho typu 4)

EOUT mIN

5.1.2 Pasivni membranové vlastnosti bunék

Podobné jako pri zjiStovani incidence bunécnych populaci i pfi zjiStovani pasivnich
membranovych vlastnosti byla data analyzovana bez ohledu na pfitomnost TRPV4, tedy CTRL
a KO kmeny dohromady. Naméfena data jsou zaznamendna v tabulce 2. Z obrazku 26 jsou pak
lépe patrné rozdily mezi jednotlivymi naméfenymi hodnotami.

Tabulka 2: Souhrnna tabulka pasivnich membranovych vlastnosti namérenych bunék.

Typ proudového profilu
PAS OLI COM ouT IN NC
Primér | S.E.M. | Prumér | S.E.M. | Primér | S.E.M. | Primér | S.E.M. | Primér | S.E.M. | Primér | S.E.M.
Vu[mV] |-78,14 | 0,41 |-63,26 | 2,72 |-7342| 1,65 |-53,08 | 4,73 |-70,25| 5,21 |-40,62| 6,17
IR [M€2] 42,65 8,1 304,2 | 56,56 328 176,3 | 2155 | 488,1 | 1107 | 435,5 | 1275 | 232,1
C. [pF] 73,74 | 11,22 | 48,94 11,2 28,54 | 3,49 | 20,02 2,81 | 23,98 | 4,74 | 29,73 6,74
n 7 19 23 26 4 13

(Cn — membranova kapacita, COM — komplexni proudovy charakter, IN — dovnitf usmérnény proudovy charakter, IR —
vstupni odpor, n — pocet naméfenych bunék, NC — proudovy charakter se zanedbatelnymi proudy, OLI — proudovy
charakter typicky pro oligodendrocyty, OUT — vné usmérnény proudovy charakter, PAS — pasivni proudovy charakter,
S.E.M. — smérodatné odchylka, V, — klidovy membranovy potencial)
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Obrazek 26: Graficky znazornéné pasivni membranové vlastnosti bunék na zdkladé tabulky 2. Sekce A znazornuje
klidovy membranovy potencial, obrazek B vstupni odpor membréany a v obrazku C je patrna kapacita membrany. Data
jsou znazornéna jako prtimér hodnot + S.E.M. (COM - komplexni proudovy charakter, IN — dovnitf usmérnény
proudovy charakter, NC — proudovy charakter se zanedbatelnymi proudy, OLI — proudovy charakter typicky pro
oligodendrocyty, OUT — vné usmérnény proudovy charakter, PAS — pasivni proudovy charakter, S.E.M — smérodatna
odchylka)

Kapacita [pF]

=

Neékolik bunék také vykazovalo na napéti zavislé Na* proudy. Tato data ovSem pro tcely této prace
nejsou relevantni, proto amplitudy ani proudové hustoty nebyly analyzovany.
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5.2 Vliv delece TRPV4 kanalu na vapnikovou signalizaci astrocytu in
situ

vvvvvv

v mozkovém kortexu. Na zakladé tohoto predpokladu byla navrzena sada experimentti, pti kterych
byla zjiStovana cetnost astrocytti odpovidajicich na GSK101 aktivator. Porovnavany byly mezi
sebou mySi po MCAO a SHAM operaci a mysi bez operace u obou transgennich mysich kment,
KO i CTRL. Nasledné byly porovnany i vysledky napri¢ obéma kmeny.

Celkem bylo analyzovano 263 bunék. Z toho 49 bunék bylo CTRL MCAO, 67 KO MCAO,
51 CTRL SHAM, 45 KO SHAM, 45 CTRL bez operace a 20 KO bez operace. Buiiky byly
klasifikovany jako ,,odpovidajici“ v pripadé, Ze bylo po pridani GSK101 aktivatoru pozorovano
zvySeni intenzity OG fluorescence nad 120 % oproti pfedchozim 4 minutdm se samotnym aCSF
(viz obr. 27 a obr. 28). Kvantifikace zmén ve velikostech amplitudy nebyly v této praci zahrnuty.

Zmeéna intenzity fluorescence po pridani GSK101
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Obrazek 27: Zvyseni v koncentraci Ca®* zptisobené aplikaci GSK101 u reagujici buiiky. Graf v horni ¢asti obrazku
znazoriiuje zménu intenzity fluorescence OG a tim hladiny intracelularniho Ca®* v Case. Fotografie A a B zachycuji
buriku pred aplikaci (A) a v pribéhu aplikace GSK101 (B). Na obrazku C je stejna burika vyfotografovana pod svitem
fluorescencni lampy s vlnovou délkou excitace tdTomato pro ovéfeni, zda je builka skute¢né astrocyt. (aCSF — umély
mozkomisni mok, Ca** — vapenaty kation, GSK101 — GSK1016790A, OG — Oregon Green 488 BAPTA-1 AM,
tdTomato — tandemovy dimer cerveného fluorescencniho proteinu Tomato)
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Obrazek 28: Zmény v koncentraci intracelularniho Ca®* v odpovédi na aplikaci GSK101 aktivatoru v priibéhu Casu
u typické neodpovidajici buiiky. (aCSF — umély mozkomi$ni mok, Ca** — vapenaty kation, GSK101 — GSK1016790A)

5.2.1 Zmény ve vapnikové signalizaci v astrocytech bez manipulace TRPV4
genu

U CTRL experimentti bylo v MCAO skupiné z celkového poctu 49 bunék pozorovéano 1,75+1,41 %
bunék reagujicich na GSK101 aktivator. U SHAM operovanych mysi nebyla z 51 bunék
zaznamenana Zadna, kterd by na GSK101 reagovala a u mysi bez operace odpovidalo 1,96+1,6 %
bunék, pfi¢emZ hodnota 100 % u kazdé skupiny zna¢i pocet vSech bunék dohromady. Zadna
z pokusnych skupin se pfi statistickém porovnavani neliSila signifikantné. Vysledky jsou shrnuty na
obrazku 29.

Procentualni zastoupeni bunék
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Obrazek 29: Graf ilustrujici procentudlni zastoupeni bunék reagujicich na aplikaci GSK101 aktivatoru v kontrolnim
kmeni bez manipulace s TRPV4 genem. Méfitko bylo pro lepsi rozliSeni nastaveno na rozmezi od 80 do 100 %. Data
jsou znazornéna jako primér hodnot + S.E.M. (GSK101 — GSK1016790A, MCAO - okluze stiedni mozkové tepny,
S.E.M. — smérodatna odchylka, SHAM - kontrolni operace k MCAQ bez elektrokoagulace tepny, TRPV4 — receptor
prechodného potencialu vaniloidniho typu 4)
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5.2.2 Zmény v vapnikové signalizaci v astrocytech s deleci TRPV4 genu

V pokusech s KO mySim kmenem bylo u MCAO mysi celkem (z 67 bunék) identifikovano
1,43£1,28 % bunék odpovidajicich na GSK101. U SHAM varianty (z 45 bunék) experimentu opét
nebyla zaznamendana Zadna reagujici buiika. Naopak pomérné vysoké procento bylo pozorovano
u neoperovanych mysi, a to 9,52+7,78 % (z 20 bunék). Pfi srovnavani téchto vysledki nebyl
nalezen statisticky vyznamny rozdil u Zadné z pokusnych skupin. Vysledky jsou graficky
zpracovany na obr. 30.
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Obrazek 30: Graf ilustrujici procentudlni zastoupeni bunék reagujicich na aplikaci GSK101 aktivatoru v kontrolnim
kmeni s deleci genu pro TRPV4. MéFitko bylo pro lepsi rozliseni nastaveno na rozmezi od 80 do 100 %. Data jsou
znazornéna jako primeér hodnot + S.E.M. (GSK101 — GSK1016790A, MCAO - okluze stfedni mozkové tepny, S.E.M.
— smérodatna odchylka, SHAM - kontrolni operace k MCAO bez elektrokoagulace tepny, TRPV4 — receptor
prechodného potencialu vaniloidniho typu 4)

5.2.3 Rozdily v Ca* signalizaci v zavislosti na pFitomnosti TRPV4

Nakonec byly porovnavany vysledky fluorescencniho zobrazovani Ca®* signalizace mezi KO
a CTRL kmeny pro kazdou variantu experimentt, tedy MCAO, SHAM a variantu bez operace.
Nebyl vSak nalezen Zadny signifikantni rozdil, pfi kterém by hodnota P byla niZsi neZ 0,05. Souhrn
vysledki je uveden na obrazku 31.
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Srovnani vysledki mezi CTRL a KO kmeny
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Obrazek 31: Porovnani procentualniho zastoupeni bunék reagujicich na GSK101 aktivator TRPV4 mezi CTRL a KO
experimentalnimi kmeny mysi. Data jsou znazornéna jako primeér hodnot + S.E.M. (CTRL - kontrolni mysi populace
bez manipulace s TRPV4 genem, GSK101- GSK1016790A, KO — kmen s genetickou deleci TRPV4 kanéalu, MCAO —
okluze stfedni mozkové tepny, S.E.M. — smérodatnd odchylka, SHAM - kontrolni operace k MCAO bez
elektrokoagulace tepny, TRPV4 — receptor prechodného potencialu vaniloidniho typu 4)
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6 DISKUZE

Protein TRPV4 je v buiikdch jednim z hlavnich prostfednika pfijmu volnych Ca** z prostiedi a ma
mnoho roli jak za fyziologickych podminek, tak v patologickych stavech. Doposud se vSak
vyzkumy tohoto kandlu v mozku soustfedily predevSim na jeho tlohu v neuronech a jeho funkce na
membranach astrocyti zistava neobjasnéna jak ve zdravém mozku, tak v riznych Zivot
ohroZujicich situacich, napfiklad v ischemii. Jak Ca*" signalizace, tak astrocyty maji pfi ischemii
klicovou roli. Tato prace se tedy soustfedila na objasnéni vlivu TRPV4 na vlastnosti astrocytt
nejprve v astrocytalnim in vitro modelu a dale po fokalni ischemii v mozkovych fezech mysi.

Vysledky nicméné naznacuji, Ze za fyziologickych podminek ve vySe popsaném experimentalnim
prostiedi je aktivita TRPV4 v kortikalnich astrocytech u tfimésicnich mysi velmi nizka. Ani po
ischemickém poskozeni se vSak aktivita signifikantné nezvysila. Ca** signalizace je tedy
pravdépodobné obstaravana jinymi proteiny a TRPV4 se ji v astrocytech mySiho kortexu neticastni.

6.1 Heterogenita bunécnych typii v astrocytalnich kulturach

In vitro model pouZity v této praci vykazoval pfi méfeni metodou tercikového zamku vysokou
variabilitu buné¢nych populaci. Procentudlni zastoupeni pozorovanych bunécnych typt ukazanych
v této praci se ovSem muze mirné liSit od skutecnosti. Nevyhodou metody tercikového zamku totiz
je, Ze riizné bunécné typy se méri rizné obtizné. To je pravdépodobné zplisobené morfologii bunék,
pri¢emZ obecné plati, Ze prostorové buiiky se méfi snaze a naopak u plochych bunék ¢asto nevydrzi
spojeni mezi membranou a mikropipetou a buiika v pribéhu méfreni ztrati kontakt s méfici
aparaturou. Heterogenita je vSak presto znaCna a tento model byl tedy pro navazujici experimenty
vyhodnocen jako nevhodny.

Riiznorodost namétrenych bunécnych typt byla zjiSténa pozorovanim riiznych bunék exprimujicich
tdTomato. Tento protein je specificky vytvaren pouze u bunék tvoricich GFAP, protoZe pfi expresi
GFAP se zaroven vyrobi restrikéni endonukleaza Cre. Tato rekombinéza zpiisobuje v Rosa26 lokusu
ireverzibilni vystfiZzeni useku DNA mezi LoxP segmenty, ktery blokuje expresi tdTomato (viz kap.
4.1, obr. 11). Pro spusténi exprese fluorescencniho tdTomata tedy staci, aby burika alesponi jednou
vyrobila GFAP a to i v pripadé, Ze ho dale jiZ vytvaret nebude.

Exprese tdTomata v burikach se zjiSténym proudovym profilem typickym pro jiny bunécny typ nez
astrocyt mohla byt zplsobend pfiliSnou manipulaci s builkami (gentleMACS disociace,
centrifugace, kontakt s mnoha enzymy) v procesu izolace a pripravy astrocytalnich kultur. VytrZeni
bunék z kontextu celé tkané v nich miiZe spustit signalizacni mechanismy typicky aktivované
v patologickych situacich (Neumann et al., 2010). Tyto signalizace méni expresi geni a mnoho
bunék ve stresovych situacich vytvari pravé i GFAP, prestoZe jejich ostatni vlastnosti neodpovidaji
definici astrocytl (Zwirner et al., 2021). To v naSich experimentech koresponduje s néalezem
proudovych profilG charakteristickych pro aktivované mikroglie, které zménou svého fenotypu
reaguji na nevyhovujici podminky. U populace glii reagujicich na poSkozeni byla dokonce jiZ dfive
v lidském mozku ukazana koexprese GFAP s markerem mikroglii (chemokinovy receptor
1 s motivem CX3C; Wilhelmsson et al., 2017).
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Pozorovana variabilita tdTomato exprimujicich bunék miize byt vysvétlena také produkci GFAP
v embryogenezi. Nékteré burky, které v prenatalnim mozku funguji jako progenitory, mohou
vytvaret GFAP a s nim i Cre rekombinazu. Po diferenciaci vSak mohou expresi GFAP zastavit a stat
se bunécnym typem od astrocytt velmi odlisSnym (Casper et al., 2006; Guo et al., 2018).

V dalSich experimentech by pro eliminaci vySe zminénych nedostatkti astrocytalnich kultur bylo
vyhodnéjsi pouZiti jiné varianty Cre-LoxP systému pro kontrolu genové exprese. Hojné vyuZivany
je inducibilni Cre-LoxP systém, pfi kterém je Cre po cely Zivot geneticky modifikovaného
organismu v inaktivnim stavu. Schopnost rekombinace ziskava az po kontaktu s exogennim
faktorem, ktery mize byt do téla mysi dodan nékolik dni pfed samotnym experimentem. Nejcastéji
vyuZivana varianta tohoto typu Cre-LoxP systému je tamoxifenem nebo tetracyklinem inducibilni
rekombinace (Honsa et al., 2016; Kim et al., 2018; Kriska et al., 2021).

Jinou mozZnosti je vyuZiti odliSného in vitro modelu, pri kterém bude manipulace s bufikami po
vyjmuti mozku z lebky zredukovana na minimum. Butenko a kolegové pri kultivaci astrocytti po
izolaci hipokampu tkan mechanicky rozruSili a pro ziskani bunécné suspenze kousky tkané
3 minuty inkubovali v 0,05% roztoku trypsinu. Enzymaticka aktivita trypsinu byla nasledné
inhibovana, buriky centrifugovany, ptivodni supernatant byl vyménén za kultivacni médium a buriky
byly premistény do 24jamkové kultivacni desticky pokryté poly-L-lysinem. Tyto experimenty byly
vSak provedeny na potkanech a nejsou tedy vylouceny rozdily ve vyslednych kulturach mysich
astrocyti. Navic se autofi nesnazili separovat specificky jen astrocyty a jiné bunécné typy
vyskytujici se v kulturdch tedy mohou mirné ovliviiovat konecné vlastnosti jimi kultivovanych
astrocyti (Butenko et al., 2012). Mnoho autorti také uspésné izolovalo astrocyty z neonatélnich
mozkil potkant (Fu et al., 2007; Benfenati et al., 2011; Borrachero-Conejo et al., 2020; Mola et al.,
2021) i mysi (Pivonkova et al., 2018). Pro naSe experimenty jsou vSak vyhodnéjsi astrocyty ze
starSich zvirat, aby lépe simulovaly situaci po ischemii u dospélého ¢lovéka. Ve studii Sun a kolegti
byly vSak kultivovéany i astrocyty z kortexti dospélych mysi (Sun et al., 2017).

Kromé primarnich kultur astrocytti izolovanych z mozku se v zamrazené podobé daji poridit také
imortalizované bunécné linie pochézejici z potkani ¢i lidi, které maji vyssi schopnosti proliferace.
Casto pouZivanym astrocytalnim modelem jsou i C6 gliomové buiiky izolované z nadorti. Oba dva
typy kultur se vSak od primarnich kultur astrocyti ziskanych pfimo z mozku mohou liSit svym
proteinovym sloZenim a tedy i funk¢énimi vlastnostmi (Galland et al., 2019).

6.2 Pritomnost TRPV4 na membranach astrocytti v mozku mysi

Vysledky z této prace naznacuji, Ze se TRPV4 kandal nepodili na Ca*" signalizaci astrocyti anebo
jen minimalné, nebot v jejich bunécnych télech nebylo pozorovano signifikantni zvySeni Ca*
koncentrace po aplikaci GSK101. Déle nebyl zaznamenan Zadny rozdil v poctu bunék reagujicich
na tento aktivator mezi mySmi s ischemickym poranénim a bez.

vvvvvv

TRPV4 v astrocytech v reakci na ischemické poSkozeni jiZ 1 hodinu po ischemii, ktera navic dale
stoupala aZ do sedmého dne od indukce ischemie. Autofi rovnéZ pozorovali koexpresi TRPV4
s GFAP a navrhovali moZnou tcast TRPV4 pri formaci glidlni jizvy (Butenko et al., 2012). V této
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publikaci vSak byly veSkeré experimenty provadény na potkanech bez delece v TRPV4 genu po
globalni mozkové ischemii. Jejich oblasti zajmu byl CA1 region hipokampu, oproti nami zkoumané
fokalni ischemii v mySim mozkovém kortexu. Jako aktivator TRPV4 autofi pouZivali synteticky
40PDD, na ktery sedmy den po ischemii odpovidalo 57 % bunék, coZ je v rozporu s 2 %
pozorovanymi v této praci tfeti den po ischemii. Je vS8ak moZné, Ze pro zvySeni exprese TRPV4 a
tedy i pozorovani uc¢inku TRPV4 aktivatoru je potfeba setrvat aZ do sedmého dne po indukci
ischemie. S naSimi vysledky se nicméné shoduje pocet reagujicich bunék u kontrolnich
neoperovanych zvifat, ktery tvoril 3 % ve studii Butenko a kolegii a 2 % v této praci. Nizk4 exprese
TRPV4 na astrocytech koresponduje také s vysledky publikace z roku 2018 (Pivonkova et al.,
2018), kde rovnéz pozorovali pouhda 3 % bunék s TRPV4 proteinem. Naopak star$i studie
popisovaly vyrazné vyssi produkci TRPV4 u astrocytii. Shibasaki a kol. nasli priblizné 20-30 %
hipokampalnich astrocytii exprimujicich TRPV4 (Shibasaki et al., 2014) a Benfenati a kol.
predpokladali expresi TRPV4 u vétSiny astrocyti a na 4aPDD odpovidalo 60-70 % bunék
(Benfenati et al., 2007).

Mozny divod, pro€ jsme v ramci experimenti zobrazovani Ca®" signalizace u vétSiny bunék
nepozorovali zvySovani hladiny Ca®* po pfidani GSK101 muZe byt ten, Ze TRPV4 byl na
membranach astrocyti pozorovan predevsim na vybéZcich a v kontaktu s cévami (Benfenati et al.,
2007; Dunn et al., 2013). V ramci analyzy experimentti v této praci byla vyhodnocovéana pouze
odpovéd’ z bunécného téla a je pravdépodobné, Ze volné Ca** jsou rychle eliminovany riznymi
kalcium véazajicimi proteiny. Reakce TRPV4 kanalu na GSK101 tedy nemusela byt zaznamenana
proto, Ze Ca*" se difuzi nestihl dostat do buné¢ného téla. Oviem dodatecna kvantifikace odpovédi
ve vybézcich by byla velmi obtiZzna, nebot’ vybézky astrocyt by se mohly navzajem prekryvat s
jinymi astrocyty v ramci bunécného syncytia, coZ by mohlo zkreslovat vysledky. Butenko a kol.
vSak pozorovali reakci TRPV4 i navzdory tomu, Ze analyzovali také pouze bunécna téla (Butenko et
al., 2012).

Kanal TRPV4 je termosenzitivni, aktivovany pfi teplotach bliZicich se teploté télesné. VesSkeré naSe
pokusy probihaly pfi pokojové teploté, kdy je TRPV4 v inaktivni formé. Jako vysvétleni velmi
nizkého poctu bunék reagujicich na GSK101 se tedy nabizi i moZnost, Ze nedostatecna teplota
ptisobi na TRPV4 inhibicné a GSK101 aktivator nedokaze ptisobit protichiidné. To ovSem
nesouhlasi s vysledky Jin a kolegi, ktefi zkoumali vlastnosti GSK101 na funkci TRPV4 v HelL.a
burikach, rovnéz za pokojové teploty. V téchto experimentech po aplikaci GSK101 v burikach autofi
pozorovali statisticky vyznamny nartist koncentrace Ca®* v cytosolu (Jin et al., 2011).

Vysledky mohou byt mirné zkreslené také kviili vybéru ndmi pouZzitého Cre-LoxP systému, kdy, jak
jiz bylo zminéno v predchozi kapitole, mtiZze dochazet k expresi GFAP (a s nim i Cre rekombinazy)
jiZ v embryonalnim vyvoji. PIné diferencované buiiky v dospélém mozku vsak jiZ GFAP tvorit
nemusi, ale tdTomato exprimuji stale (Guo et al., 2018). Je tedy mozZné, Ze mohlo byt analyzovano i
nékolik bunék, které nejsou astrocyty a tedy viibec nemusi exprimovat TRPV4. Neni to vSak prilis
pravdépodobné kviili specifické kefickovité morfologii astrocytti, podle které jsou astrocyty snadno
rozpoznany.

V této praci bylo také pozorovano priblizné 1,5 % bunék naméfenych v MCAO KO buiikach
a dokonce 9,52+7,78 % KO bunék z mySi bez operace, které reagovaly na GSK101. Vysvétleni
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miiZe opét poskytnout Cre-LoxP systém. V pripadé, kdy je v embryogenezi exprimovan GFAP s Cre
rekombinazou a TRPV4 je vystfiZen uZ v tento okamzik, buiiky ho mohou v prenatalnim vyvoji pro
své signalni drahy potfebovat a dokazi jeho absenci kompenzovat jinymi proteiny podobné, jako se
to déje u jinych dilezitych proteini i z rodiny TRP (Kim et al., 2016; Dooley et al., 2019). Ve
vétSiné studii provadénych na neonatalnich astrocytech byla také zaznamenana vysoka exprese
TRPV4, coz mtiZe podporovat vyznamnost tohoto kanalu v mladém mozku (Benfenati et al., 2007;
Shibasaki et al., 2014). Slabinou této hypotézy je vSak fakt, Ze GSK101 je v literatufe uvadén jako
vysoce specificky aktivator TRPV4 kanalu a neni tedy priliS pravdépodobné, Ze by na néj reagoval
jiny TRP protein (Jin et al., 2011). U MCAO KO bunék reagujicich na GSK101 je moZné, Ze byl
gen pro TRPV4 vystfiZzen az po MCAO, kdy jsou v mozku velmi extrémni podminky a buiiky
mohou ménit svou genovou expresi. Pokud tedy buiika tvorila TRPV4 jesté pred okluzi tepny, ale
neexprimovala zadny GFAP, mohla, v dtsledku nastalych patofyziologickych pochodt, néjaky
GFAP protein spolu s Cre vyprodukovat a TRPV4 gen vystfihnout. De novo exprese TRPV4 tedy
jiZ neni moZna4, ale stary protein na membrané jiz tdTomato pozitivnich bunék stale miizZe plnit svou
funkci, dokud nebude pfirozené degradovan. SniZena rychlost degradace TRPV4 po ischemii je
navrzena také v publikaci Butenko a kol. Nicméné podle jejich vysledkd dochazi k expresi TRPV4
az po ischemii, nikoli pred ni (Butenko et al., 2012).

Zavérem, v této problematice bude jeSté potfeba mnoho dalSich studii pro pochopeni presnych
mechanismti Ca®* signalizace, biologie astrocytli a patofyziologickych procesti doprovazejicich
ischemii, aby na téchto poznatcich mohly stat budouci 1écebné postupy zavaznych onemocnéni
vCetné mrtvice. Navazujici vyzkum by mohl pokracovat zjisStovanim, zda se 1iSi aktivita TRPV4
kanalu v jinych Casovych odstupech po ischemii (napfiklad po 7 dnech od inzultu) a porovnat
rozdily ve funkci TRPV4 mezi fokéalni a globélni ischemii u stejného laboratorniho organismu.
Zaroven by se dalSi experimenty mély vyvarovat pouzivani neinducibilniho Cre/LoxP systému pro
detekci GFAP pozitivnich astrocytl a pfi experimentech provadénych na astrocytalnich kulturach
bude nutné optimalizovat podminky izolace a kultivace bunék.
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7 ZAVER

Tato prace se zabyvala vlivem TRPV4 kanalu na vlastnosti astrocytii. Jejim cilem bylo jednak
charakterizovat zmény ve vlastnostech kultivovanych astrocytti pomoci metody tercikového zamku
a déle uréit zmény v Ca®" signalizaci astrocytt ve tkafiovych Fezech po fokalni mozkové ischemii za
pouZiti metody fluorescen¢niho zobrazovani volnych Ca*".

Prvniho cile bylo dosaZeno jen CasteCné, nebot se nepodatilo vytvorit spolehlivy in vitro model,
ktery by obsahoval pouze astrocyty. Misto toho byla pozorovana bunécna kultura s velmi vysokou
variabilitou bunécnych populaci. Proto byl nami zvoleny in vitro model shledan jako nevhodny
k pouZiti pro navazujici experimenty a dale byly tedy provadény pokusy na mozkovych rezech.

Vysledky ziskané v ramci druhého cile neukazaly Zadny signifikantni rozdil v Ca*" signalizaci po
aplikaci specifického aktivatoru TRPV4 pfi porovnavani dat naméfenych z mySi s chirurgicky
indukovanou fokalni ischemii s daty ziskanymi z kontrolni populace. Nebyl zaregistrovan ani
statisticky vyznamny rozdil mezi CTRL populaci a KO geneticky modifikovanou populaci s deleci
TRPV4 kanalu. Celkové bylo identifikovano jen velmi malo bunék, které na specificky aktivator
TRPV4 reagovaly. Tato zjisténi vedou k zavéru, Ze TRPV4 kanal v kortikalnich astrocytech mysiho
mozku je ziejmé exprimovan jen ve velmi malé mife. Jeho uloha je tedy pravdépodobné vice
vyznamna v in vitro modelech, jak ukazuji mnohé publikace, ovSem v kontextu celého mozku zatim
zUistava neobjasnéna.

Jak jiZ bylo shrnuto vySe, v ramci tohoto vyzkumného tématu bude v budoucnu jeSté potfeba
potvrdit ¢i vyvratit mnoho hypotéz jak na buiikach laboratornich zvitat, tak pozdéji i v klinickych
studiich u clovéka. Pochopeni biologickych procesti probihajicich ve zdravém i ischemickém
mozku je totiz pro vyvinuti efektivnich 1é¢ebnych metod, a tedy i zkvalitnéni lidského Zivota,
zasadni.
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