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Abstrakt

Ischemické poskozeni mozku je souborem patofyziologickych dé&ji, které nastavaji po
pfechodné nebo trvalé redukci pratoku krve mozkovou tkdni. Dochézi pii ném k naruseni
funkce neuronti a astrocytl, pii del$im trvani i k jejich zaniku. V posledni dob¢ se vyzkum
stale vice zaméfuje na astrocyty, které se zdaji byt klicovou slozkou urcujici dalsi prezivani
bun¢k v pribéhu ischemie, vCetné neuronli. Astrocyty zastdvaji fadu dulezitych funkeci,
naptiklad udrzovani iontové homeostazy, prevence excitotoxicity, odstraiiovani volnych
radikali a dal$i. V dusledku toho mohou astrocyty v pribchu ischemie vyrazné zvétsit svij
objem a pfispét tak zna¢nou mérou ke vzniku cytotoxického edému v mozku. Edém
komplikuje jak prubéh, tak 1écbu ischemie, a proto je predmétem zajmu soucasné védy. Tato
prace obsahuje piehled mechanismt, které mohou prispivat ke zvétSovani objemu astrocytil
v pribéhu ischemického poskozeni mozku a déle popisuje metody umoziujicich kvantifikaci
a studium objemovych zmén astrocytii. Vzhledem k tomu, Ze edém vyrazné komplikuje jak
prabeh, tak 1éCbu ischemie, objasnéni mechanizmi vedoucich ke zvétSovani objemu astrocytil
a jeho regulaci v pribéhu ischemie/reperfize muize byt vyuzito k navrzeni novych

terapeutickych postupl vedoucich ke zmirnéni negativniho dopadu edému.

Klicova slova: ischemie, astrocyty, zvétSovani objemu astrocytli, iontovd homeostaza,

cytotoxicky edém



Brain ischemic injury is a complex of pathophysiological events following transient or
permanent reduction of brain blood flow. It results in a disruption of neuronal and astrocytic
physiological functions, long-term reduction of brain blood flow leads to the cell death.
Number of recent studies is focused on astrocytes, which might play key roles in surviving
cells, including neurons, during ischemic injury. Astrocytes provide many important
functions, such as maintenance of ionic homeostasis, prevention of excitotoxicity, scavenging
free radicals and others and thus astrocytes may dramatically swell during ischemic
conditions and contribute notably to the development of cytotoxic edema. This thesis
summarizes mechanisms possibly contributing to the astrocytic swelling during brain
ischemic injury as well as methods used for studying astrocyte volume changes and their
quantification. Since the brain edema dramatically complicates both course and treatment of
ischemic injury, knowledge of mechanisms leading to astrocytic swelling and their volume
regulation during ischemia/reperfusion might be used for developing new therapeutic
approaches for the treatment of cerebral ischemia, mainly for reduction of negative impact of

edema.

Key words: ischemia, astrocytes, astrocytic swelling, ion homeostasis, cytotoxic edema



Uvod

Ischemické poskozeni mozku ptedstavuje tfeti nejcastéjsi pri¢inu umrti pacientl
v rozvinutych zemich. Dochazi k ni naptiklad pfi zéastavé srdecni Cinnosti, cévni mozkové
ptihodé nebo po traumatickém poranéni hlavy. Ischemie vede k poskozeni mozku, které ma
za nasledek nejen dlouhodobou invaliditu, ale i umrti pacienta. V Ceské republice podlehne
nasledktim cévni mozkové ptihody zhruba 30 tisic lidi ro¢né (*).

Po desetileti byl vyzkum mozkové ischemie soustfedén hlavné na problémy souvisejici
s pratokem krve mozkovou tkani a neurony, které jsou citlivé k ischemickému poskozeni. V
soucasné dob€ je vyzkum zaméfen i na gliové buiky, predev§im astrocyty, které béhem
ischemie zastavaji jak ochranou funkci, tak mohou i ptispivat k dalSimu poskozeni nervové
tkané (Dirnagl and Priller 2004).

Astrocyty patii k nejpocetn€jSim gliovym bunkam v mozku a zastavaji fadu dulezitych
funkci, predevS§im udrZzovani iontové homeostdzy a hladin excitacnich aminokyselin
v extracelularnim prostoru (ECP). Podileji se také na odstranovani volnych radikala,
zajistovani dostatecného mnozstvi zivin a rastovych faktorGi a podporuji synaptogenezi a
neurogenezi. VSechny tyto vlastnosti astrocytl mohou mit potencialni vliv na prub¢h
ischemického poskozeni (Panickar and Norenberg 2005).

Mozkova ischemie je definovana jako nedostatecné zasobeni mozku kyslikem a
glukézou, pfi némz nastavaji na bunécné trovni komplexni zmény, jednou z nich je i vyvoj
mozkového edému. Za vznik mozkového edému jsou zodpoveédné zejména astrocyty, které
nejvice reaguji zménami svého objemu na naruSeni homeostazy extracelularniho prostiedi. Na
zvetSovani objemu astrocytil se podili fada iontovych kanalG a pfenaseci, a miize byt
zpusobeno mnoha riznymi mechanismy (Mongin and Kimelberg 2004), naptiklad inhibici
Na'/K" ATPazy, glutamatovou excitotoxicitou, acidozou a dal§imi mechanizmy, které budou
podrobnéji popisovany v této praci.

Objasnéni mechanism, které se podili na vzniku edému a regulaci bunééného objemu,
mize vést k vyvoji novych terapeutickych postupti zaméfenych na akutni fazi

ischemie/reperfize.

*) Ranéni mrtvici ztraceni v labyrintu ¢eského zdravotnictvi. Prazska petka [online]. 2008, 11, [cit. 2010-03-29].
Dostupny z www: http://www.prazskapetka.cz/files/PP_11_nahled.pdf.



1 Ischemie

Ischemické poSkozeni je ndsledek pfechodné nebo trvalé redukce mozkového priitoku
krve, v jehoz dasledku se snizuje zdsobeni mozku kyslikem a glukézou a dochazi k naruseni
funkce neuront a gliovych bunék. K redukci pritoku krve dochazi po srde¢ni zastavé nebo
cévni mozkové prihodé, kdy nastava omezeni priitoku krve jedné z hlavnich mozkovych tepen
trombem nebo embolem, ¢i po traumatickém poranéni hlavy (Rossi et al. 2007). Hrozi
predevsim ve vyssim véku, zaroven se ale v posledni dob¢ zvySuje mnozstvi vyskytu cévnich
mozkovych piihod u mladych lidi. Zatim jedina efektivni 1é¢ba je obnoveni krevniho pratoku
mozku. Obecné¢ existuji dva rozdilné typy mozkové ischemie: globalni a fokalni ischemie.

Globalni ischemie v mozku nastava po docasném zastaveni krevniho ob¢hu (naptiklad
pii zastaveé srdecni ¢innosti) s naslednou resuscitaci, nebo po kratkém tonuti. Nasledkem toho
se béhem sekund snizi mozkovy prutok krve z 8 ml/g/min na 0 ml/g/min a dochazi ke ztraté
védomi. Pokud zastava pretrva déle nez 5 minut, vede k nenavratnému poskozeni bunék. Za
normdlnich podminek je globalni ischemie trvajici 10 minut u ¢loveka smrtelnd (Nedergaard
and Dirnagl 2005). Pritok krve je sniZzen stejné¢ v celém mozku a poskozeni tkané je pak
umérné ruzné citlivosti bun€k v jednotlivych oblastech mozku. Béhem 5-10 minut trvani
globalni ischemie dochazi k zaniku pyramidalnich neuronti v CAl oblasti hipokampu a
vzniku glialni jizvy (Pforte et al. 2005).

Fokalni ischemie nastava po prechodném nebo trvalém zmenSeni pritoku krve v oblasti
nekteré z mozkovych tepen, typickym pfipadem je embolické nebo trombotické uzavieni
jedné z mozkovych cév. V misté, kde je krevni pritok zcela zastaven, se vytvoii tzv.
sinfarktové jadro”, v némz dochédzi k odumieni vSech typti bun¢k (neurony, astrocyty,
oligodendrocyty, endotelové bunky cév). V okoli jadra vznikne oblast zvana ,penumbra®,
ktera je charakteristickd snizenym priutokem krve (~2—4 ml/g/min), kde mohou bunky jesté
uréitou dobu prezivat (Obr. 1). Zivotaschopnost bunék penumbry je uréena v nasledujicich
dnech a zavisi na cévni oblasti, zavaznosti redukce pritoku krve, reperfuzi a na dalSich
faktorech (Nedergaard and Dirnagl 2005). Bud’ vSechny bunky v penumbfie zaniknou, nebo
muze penumbra zistat strukturné nedotéena a vykazovat jenom izolované neuralni postizeni

(Katchanov et al. 2003).



Obr. 1: Schéma fokalni ischemie. V
Nenarusena tkan . ) . .
NenaruZena tkaf infarktovém jadfe je pratok krve zcela

zastaven, ATP je vyCerpano a buiiky podléhaji
Penumbra
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I!g]:‘;rgqove dobu ptezivat (Upraveno dle Mehta, Manhas
g and Rahubir 2007)
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1.1 Bunécné déje pri ischemii

V prvni fazi ischemického poskozeni mozku dochazi k poklesu hladin glukézy a
kysliku, nasledkem je zpomaleni nebo zastaveni glykolyzy, ¢i oxidativni fosforylace a tedy i
syntézy ATP. Rychlost vycerpani ATP je zavisla na dostupnosti alternativnich substratii pro
glykolyzu ¢i fosforylaci a na rychlosti jeho spotfeby. Nedostatek kysliku okamzité a prudce
snizuje produkci ATP, mnozstvi intracelularniho ATP rychle klesd nasledkem jeho stalé
spotieby (Silver, Deas and Erecinska 1997). Navic pferuseni oxidativni fosforylace zptisobi
zpétny chod ATP syntetazy a tedy i dalsi ztraty ATP. Pokud dojde k pireruseni oxidativni
fosforylace v komplexu IV respiracniho fetézce, dochazi k tvorbé kyslikovych radikali (ROS
- z angl. Reactive Oxygen Species). Tvorba ROS souvisi s pomérem NAD/NADH v buiice,
béhem hypoxie/ischemie dochazi k znaénému snizovani NADH, a s aktivitou NADPH
oxidadzy a xantin oxid4dzy (Abramov, Scorziello and Duchen 2007). V dalsi fazi, kdy je
respirace inhibovana, ale pretrvava glykolyza alternativnich substratii (naptiklad glykogenu),
dochdzi k nahromadéni protont a kyseliny mlécné v buiice, coz zpiisobi silnou intracelularni
acidifikaci. Takové podminky (trvald ztrdta ATP, acidifikace a produkce kyslikovych
radikall) jsou pro mnoho buné¢k stresujici, vyCerpani ATP nasledné zptisobi chybnou funkci
transportérit zavislych na ATP, které jsou dulezité pro udrzovani bunééné homeostazy (Silver
et al. 1997).

Pii vy&erpani ATP dochazi k inhibici Na'/K™ ATPazy. Ta béhem nékolika minut
zpusobi zdvazné naruSeni iontového gradientu a depolarizaci membrany v neuronech a

astrocytech (Silver et al. 1997). NaruSeni iontového gradientu je spjato se zvysujici se
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extracelularni koncentraci K', glutamatu a dalsich neurotransmiterti. Uvolnény glutamat

zaroven plsobi pozitivni zpétnou vazbou na glutamatové receptory, které zajisti dalsi

uvolnéni glutamatu a prodlouzeni depolarizace neuronti (Rossi, Oshima and Attwell 2000).

Zvysena koncentrace glutamatu a dal$ich aminokyselin ptisobi excitotoxicky na neurony i na

astrocyty. Aktivaci glutamatovych transportérii a napétové zavislych vapnikovych kanall

;o r ’ v r 2+ v 29 ] ’ ’ 2+
dochazi také ke zvySenému vstupu Ca™ do bun¢k. Zvysena intracelularni koncentrace Ca

“r v .o p. 2+ . . C 1
vede k dal$imu uvolfiovani neurotransmiterti cestou zavislou na Ca™, aktivaci proteolytickych

enzymi degradujici cytoskeletdrni proteiny, uvoliiovani kyseliny arachidonové, aktivaci

fosfolipazy A,, tvorby kyslikovych radikali a dal$im procestim, které vedou k poSkozeni az k

zaniku neuronti a potencialné i astrocytli (Farooqui and Horrocks 1994). D¢je, souvisejici

s poklesem ATP béhem globalni a fokalni ischemie jsou znazornény na obr. 2 a obr. 3.

Ischemia
N
100%
ATP __\\______
0-25%
60 mM
K, ‘
3 mM
140 mM
[Na‘], \
80 mM
30 uM
[Ca™], /
70 nM
-20 mV _/—
" _70 mV
100-300 uM
[Glu], f
<1 uM
7.3
pH _\L
6.7
Obr. 2: Déje po globalni ischemii nebo

v infarktovém jadie po fokalni ischemii. PreruSeni
tvorby ATP vede kinhibici Na'/K" ATPazy a
nasledné ke sniZzeni transmembranového iontového
gradientu. NaruSeni iontové homeostazy depolarizuje
buniky a zplsobi nadmémé uvolnéni glutamatu do
Dochazi také

extracelularniho prostoru.

k intracelularni acidifikaci (Rossi et al. 2007).

Partial ischemia

140 mM . )
[Na'], ‘f |/
80 mM
30 puM S
[Ca®], ,'\ '\
70 nM
" _70mV . :
2.5-200 pM

=1 uh

Obr. 3: Déje vpenumbie po fokalni ischemii.
Snizené mnozstvi ATP spousti opakované pifechodné
depolarizace spojené s presunem iontl, zatimco se
koncentrace glutamatu pomalu ale trvale zvySuje.
Pokud se tkan reperfunduje dostate¢né brzy, muize
dojit ke kompletnimu zotaveni vSech bunék, nebo
pouze k selektivnimu poskozeni neuronti. Pokud
ischemie pietrvava dale, prechodné depolarizace se
mohou vyvinout vterminalni depolarizace, které
vedou k nekroze bunék a rozsifeni infarktového jadra

(Rossi et al. 2007).
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2 Gliové buriky a jejich funkce

Gliové bunky se rozd¢luji do dvou hlavnich skupin: mikroglie a makroglie. V CNS jsou

hlavnim typem makroglii astrocyty, oligodendrocyty a NG2 glie (Obr. 4).

fibrilarni astrocyt

\ —

mikroglialni burka

protoplézmétitk-_&
astrocyt

Obr. 4: Gliové buiikky v CNS. Astrocyty jsou relativné Siroké, poskytuji jak strukturdlni tak metabolickou
podporu neuroniim. Zobrazeny jsou dva hlavni typy astrocyt. Fibrilarni astrocyty, lokalizované v bile hmot¢
maji dlouhé a malo rozvétvené vybézky. Protoplazmatické astrocyty, lokalizované v Sedé hmot€, maji kratsi
bohat¢ rozvétvené vyb&zky. Oligodendrocyty jsou relativné malé, tvoii myelinovy obal kolem axonti v CNS a
navic maji metabolickou tlohu. Mikroglie jsou malé s protahlym bunécnym télem. Maji schopnost fagocytozy a

jsou fidce rozptylené v CNS (Upraveno dle *).

2.1 Astrocyty:

Morfologické vlastnosti: Primérna velikost téla astrocytl je ~20 pum, jejich vybézky

dosahuji délky ~60-80 um. Jsou nejpocetnéjsi skupinou gliovych bunék v mozku, zaujimaji
20-30% jeho celkového objemu v zavislosti na oblasti mozku a svym poctem znacné

pfevysuji neurony.

*) T.F., Fletcher. Veterinary Neurohistology atlas [online]. University of Minnesota: 2007, 2007-03-29 [cit.
2010-03-29]. Neuroglia and myelin. Dostupné z www:http://vanat.cvm.umn.edu/neurHistAtls/pages/glial .html.
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Typickym morfologickym rysem astrocytli je exprese intermedidlnich filament v
cytoplazmé, ktera jsou tvofena zejména glidlnim fibrildrnim acidickym proteinem (GFAP -
z angl. Glial Fibrilary Acidic Protein) a vimentinem. Glialni filamenta jsou tvofena ve vyssi
mife ve fibrilarnich astrocytech, ve srovnani s protoplazmatickymi (Panickar and Norenberg
2005 podle Ludwin, Kosek and Eng 1976). Exprese GFAP je bézné€ pouzivana jako specificky
marker pro identifikaci astrocytd, a celkoveé je to jeden z nejvice syntetizovanych proteini
v mozku (Verkhratsky and Butt 2007).

Na =zaklad¢ jejich morfologie rozliSujeme vlaknité a protoplazmatické astrocyty
(Obr. 4). VIaknité astrocyty se nachazeji v bilé hmoté a maji vétsi pocet delSich (okolo
300pm) a méne rozvétvenych vybeézki. Protoplazmatické astrocyty maji velky pocet bohaté
vétvenych vybézkl orientovanych ve vSech smérech jejich primérna délka je okolo SOum.
Tyto tenké vybézky se setkdvaji s neurony a tvoii piimé kontakty s mnoha synapsemi.
Vybézky protoplazmickych astrocytli pronikaji také k mozkovym cévam a pokryvaji témér
celou vaskularni soustavu v CNS (Obr. 5); nachazeji se predevsim v Sedé hmoté (Nedergaard
and Dirnagl 2005, Matyash and Kettenmann 2009). Astrocyty jsou organizovany v doménach
(Obr. 6), kazda doména mize obsahovat vice nez 100 000 synapsi pokrytych vybézky
z jednoho astrocytu (Bushong et al. 2002).

Jadérka i Obr. 5: Astrocyt obklopujici kapilairu svymi

vybéZzky. Schématicky nakres kontaktu astrocytu

s kapilarou (*).

Kapilara

Zakonceni

astrocytarnich
vybézki

*) Astrocyte in association with a blood vessel. In : Dorland\'s Medical Dictionary for Healthcare Consumers.
[s.1.] : Merck & Co., 2007 [cit. 2010-03-30]. Dostupné z www:
http://www.mercksource.com/pp/us/cns/cns_hl_dorlands_split.jsp?pg=/ppdocs/us/common/dorlands/dorland/one
/000009788 .htm.
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Obr. 6: Organizace astrocyti
vdoménach. 3D rekonstrukce
obarvenych astrocytli z gyru dentatu
hipokampu. Zlutd zéna ukazuje
oblast, kde dochézi k vzajemnému
proplétani  vybézkd  jednotlivych
astrocytll. (Wilhelmsson et al. 2006)

Ackoli vétsina astrocytli ma podobné morfologické rysy, jsou v jednotlivych oblastech mozku
prokazatelné funkéné odlisné. Jejich heterogenita je popisovdna na odliSnostech
v membranovych proudech, iontovych kanalech, expresi receptord, glutamatovych
transportérti, enzymovém slozeni, ve vzajemném propojeni pomoci mezerovych spoju a
genové expresi neuropeptidi. Kromé obecného rozliSeni na fibrilarni a protoplazmatické
astrocyty, existuje dal$i rozdéleni astrocytd, napi. podle Emsleyho a Macklinse. Na zékladé tii
komplementarnich metod znaceni s vyuzitim GFAP a S100p imunohistochemického barveni
u transgennich mysi, které exprimuji zeleny fluorescencni protein (GFP - zangl. Green
Fluorescent Protein) pod lidskym promotorem pro GFAP, rozdélili astrocyty do 9 skupin:
tanycyty, radidlni glie, Bergmannovy glie, protoplazmatické astrocyty, fibrilarni astrocyty,
velate glie, marginalni glie, perivaskularni glie a ependymalni glie (Emsley and Macklis

2006).

Funk¢ni vlastnosti: Mezi zékladni funkce astrocytli patii vychytdvani excitani

aminokyseliny glutamatu ze synaptické Stérbiny, které je diilezité pro optimalni glutamatergni
transmisi a pro prevenci excitotoxicity. Astrocyty reprezentuji hlavni ¢ast glutamatového
pfijmu a metabolismu v mozkové tkani. Vychytavani glutamatu astrocyty je zprostfedkovano
pomoci glutamatovych transportérd. Dva hlavni glutamatové transportéry nalezené u lidi jsou
transportér excitacnich aminokyselin-1 (EAAT1) a transportér excitacnich aminokyselin-2
(EAAT?2); analogy transportéri nalezené u hlodavct jsou glutamat/aspartatovy transportér
(GLAST) a glutamatovy transportér (GLT-1). Hlavni role GLT-1 transportéru je udrzovani
nizkych hodnot extracelularniho glutamatu v mozku potkand. Pomér GLAST a GLT-1 se
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meéni v odlisnych oblastech mozku: v mozkové ktite je veétsi mnozstvi GLAST, v hipokampu
je vice GLT-1 (Danbolt 2001).

Astrocyty maji ve své membrané zabudované proteinové struktury tzv. konexony
slozené z hexameru konexint, které slouzi ke komunikaci buiiky s extracelularnim prostorem
a umoziuji pfimy ptenos malych molekul o velikosti do 1kDa. Jejich propustnost je relativné
neselektivni a je synchronizovana fadou faktorti. Spoleéné s K™ kandly se podileji predevsim
na lokalnim pufrovani K" iontii z extracelularniho prostoru pii depolarizaci neurontl. Spojeni
konexonii mezi dvéma astrocyty tvofi mezerové spoje (gap-junctions). Slouzi k vzajemné
intracelularni komunikaci mezi astrocyty a umoznuji Sifeni kalciovych vin podél syncytia
astrocytii na relativné velkou vzdalenost. Uplatiiuji se zejména pii prostorovém pufrovani K*
iontll v astrocytech, pomoci mezerovych spoji ho transportuji do okolnich astrocyt s mensi
koncentraci tohoto iontu. ZvySuji tak pufracni kapacitu astrocytti (Obr. 7) (Contreras et al.

2004).

n K, potassium channel

! Gap junction
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|
1
|
|
|
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Presynaptic terminal
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\

Local K" uptake

Spatial K’ buffering

Obr. 7: Astrocyty zajist'uji lokalni a prostorové pufrovani draselnych ionti. K pufrovani extracelularniho
drasliku doch4zi pomoci dovnité usmériujicich K kanaléi K;, (lokalni pufrovani drasliku). Draselné ionty se
uvoliji do extracelularniho prostoru b&hem neuronalni aktivity (vytok K z neurontl pfispiva k repolarizaci
buiiky). Astrocyty piijimaji nadbytek K™ piedeviim pomoci Kj, distribuuji ho podél astroglidlniho syncytia
pomoci mezerovych spojii (prostorové pufrovani drasliku) a uvoliiuji ho do extracelulaniho prostoru v mistech

s niz§i koncentraci drasliku opét pomoci K;; kanala (Verkhratsky and Butt 2007).
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Astrocyty jsou také dulezitym zdrojem energie a hraji vyznamnou roli pfi dodavani
substrati neuronim za podminek energetického stresu. Glykogen je hlavni energetickou
rezervou v mozku a je ukladan zejména v astrocytech (Dringen, Gebhardt and Hamprecht

1993).

2.2 DalSsi typy gliovych bunék:
Oligodendrocyty — jejich hlavni funkci je produkce myelinu, ktery ma izola¢ni vlastnosti,
obaluje axony v CNS a napomahd rychlejSimu saltatornimu vedeni akcéniho potencidlu
(Keirstead and Blakemore 1999).
NG2 glie — Pfesny vyznam téchto bunék v CNS =zatim neni zcela objasnén. Jejich
charakteristickych rysem je exprese NG2 chondroitin sulfat proteoglykanu. Kromé toho
exprimuji markery, specifické pro progenitorové builky oligodendrocyti a jsou obecné
zatazovany do jejich vyvojové linie (Bu et al. 2004). Behem vyvoje muzou dat vznik
dospélym oligodendrocytiim, ale existuje i skupina NG2 bungk, které se vyskytuji v dosp€lém
mozku. Nejsou mitoticky aktivni, ale mohou se stat aktivnimi pfi riznych poSkozenich
mozkové tkané, naptiklad pfi naruseni myelinizace neurond, kdy z nich mohou vznikat nové
oligodendrocyty. Mohou davat vznik i neurontim a astrocytim, tudiz jsou povaZovany za
multipotentni dospélé neuralni kmenové buiiky (Lin and Bergles 2002; Berry et al. 2002).
Vedle astrocytti maji také podil na tvorbé glidlni jizvy (Alonso 2005).
Mikroglie — reprezentuji dulezitou slozku imunitniho systému mozku, tvoifi 10% vsech
gliovych bun€k a jsou myeloidniho ptivodu. Vyskytuji se ve 3 zakladnich stavech: klidovy,
aktivovany a fagocytujici (Stoll and Jander 1999).
Schwannovy bunky — jsou lokalizovany v perifernim nervovém systému, kde plni funkei jako
oligodendrocyty v CNS. Po kontaktu s axonem v priméru vétsim nez 1pm produkuji myelin
kolem axonu a formuji internodialni oblasti. Axon s primérem menSim nez 1pm neobaluji
myelinem, ale tvofi okolo n&j pouze membranovy obal, ktery odd€luje axony jeden od

druhého (Verkhratsky and Butt 2007).
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3 Vyznam astrocyti v pribéhu ischemie

3.1 MensSi citlivost astrocyti k ischemii

Astrocyty jsou vice rezistentni k anoxickému/ischemickému poskozeni nez neurony.
Napftiklad kultura astrocytll je vice rezistentni k deprivaci glukézou a kyslikem (OGD — z
angl. Oxygen-Glucose Deprivation) nez kultura neuront (Almeida et al. 2002). Odoléva také
prodlouzenému putisobeni t€zké hypoxie (vice nez 18-24h) s minimalnim poskozenim tak
dlouho, pokud je dostupna gluk6oza (Sochocka et al. 1994). Jednou =z pfiCin takovéto
rezistence miZe byt zvySené mnoZzstvi enzymu a proteintl, které jsou zodpovédné za ochranné
mechanismy bunky. Astrocyty maji naptiklad vysokou hladinu glutationu, maji velké
mnozstvi antioxidacnich enzymi a zvySené hodnoty antiapoptotickych proteini (Bcl-2)
(Gabryel and Trzeciak 2001). Navic maji rozsahlé zasoby metabolickych substratti (glykogen,
glutamin, glutamat), které jim umoziuji udrzovat vysokou rychlost metabolické aktivity pfi
absenci glukozy po dobu 1-2 hodin (Panickar and Norenberg 2005 podle Yu and Hertz 1983).

Pfi ischemii jsou astrocyty schopny déle udrzovat potfebné mnozstvi ATP nez neurony,
a proto i stim souvisejici iontova deregulace postupuje pomaleji. Astrocyty maji mensi
hustotu glutamatovych receptori nez neurony a mohou tak lépe vyrovnavat iontovou a
antioxidacni kapacitu. Neurony maji vyssi hustotu iontovych kanalti, proto i vyssi pozadavky
na energii vlozenou do uchovavani iontového gradientu (Silver et al. 1997). Na obr. 8 je
schematické znazornéni ulohy astrocytti v priabéhu ischemického poskozeni.

Astrocyty v odlisSnych oblastech mozku vykazuji rozdily v senzitivite¢ k OGD.
Hipokampalni astrocyty z potkana a mysi jsou vice citlivé k OGD, nez kortikalni astrocyty.
Za tyto rozdily v citlivosti k poskozeni jsou zodpoveédné nejspise antioxidacni systémy a anti-

apoptotické proteiny (Zhao and Flavin 2000).
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Obr. 8: Uloha astrocytdi v pribéhu
ischemického poskozeni. A: Mirné ischemické
poskozeni v piipadé TIA (z angl. Transient
Ischemia/Hypoxia), zplsobi poskozeni, ale
neusmrti neurony. Astrocyty, které nejsou
zasazené mirnou ischemii, uplatiuji svij
neuroprotektivni ucinek, zajist'uji metabolickou
podporu  neurontim, neutralizaci  volnych
radikal v pfeZivajicich neuronech, funkéni
neurologickou obnovu a napomahaji k udrzeni
optimélniho iontového a aminokyselinového
slozeni. B: Pii t€zké nebo déle trvajici ischemii,
dochazi k zavaznému poskozeni neurontt az
k jejich nekréze. Astrocyty nejsou schopny plnit
svoji spravnou funkci a pfispivaji k poskozeni
neuront, jehoz vysledkem je selektivni
neurondlni nekréza. Cerné jadro a nepravidelny
tvar bunééného téla reprezentuji nekrotickou
burtku. C: Pii vétSim rozsahu ischemie se
vytvotri infarktova oblast. V jadfe infarktu
neurony i astrocyty zanikaji. V oblasti penumbry
pfezivaji poSkozené neurony, zatimco astrocyty,
které je obklopuji, pfezivaji a jsou schopny plnit
své neuroprotektivni funkce, jak je popsano u

TIA (A). Po nékolika dnech po ischemii se

projevuje reaktivni astrocytoza. Reaktivni astrocyty se nachazeji periferné od penumbry a mohou piispivat

k obnoveni ¢innosti neuronti poskytovanim zivin, ristovych faktort, indukci vaskularizace a dal$imi faktory. A,

astrocyt; N, neuron; prerusSovana linie a tmava jadra signalizuji poskozené neurony; RA, reaktivni astrocyt

(Panickar and Norenberg 2005).
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3.2 Mezerové spoje

Mezerové spoje se podileji se na rozsifovani infarktového jadra a na zaniku bunék
v penumbie a to tim, Ze umoznuji pfenos stresovych signall a toxickych molekul (napf.: oxid
dusny, superoxidovy radikal, NAD" ) z astrocyti v infarktovém jadfe do astrocytdl v jejich
okoli. Na druhou stranu mohou Zivotaschopné astrocyty podporovat oslabené astrocyty
v penumbie (naptiklad pfenosem glukézy, NADH, redukované formy glutationu). Mezerové
spoje také zvySuji pufracni kapacitu astrocytli pro draselné ionty a mohou tak uc¢inné
odstrafovat prebytek K™ z extracelularniho prostoru pii prodlouzené depolarizaci neuronti v

prabéhu ischemie (Contreras et al. 2004).

3.3 Reaktivni astrocytéza

Astrocyty, které prezily ischemické podminky, pfiléhaji k poskozené tkani a nasledné
jich ¢ast hypertrofuje a proliferuje v procesu nazyvaném reaktivni astrocytdza. Takovéto
cytoplazmatické zbytnéni je na vrcholu asi ve 2 tydnech a je spojeno s tvorbou novych
tenkych, dlouhych cytoplazmatickych vyb&ézkt. Hlavni ultrastrukturni zménou je
nahromadéni intermedialnich filament, obsahujici hlavné GFAP a vimentin, jehoz tvorba je
zvySena v reaktivnich astrocytech pfi ischemii. Glialni cytoplazmatické vybézky nakonec
vytvori sitovinu kolem nekrotického mista a utvoii tak glialni jizvu (Pekny et al. 2007).
Zvysena tvorba GFAP v astrocytech miize mit dalezitou ulohu pii ischemickych procesech.
Bylo prokazano, ze GFAP deficientni mySi maji vétsi rozsah mozkové 1éze zasahujici do kury
a casti hipokampu, snizeny lokdlni mozkovy pritok krve a zvySeny intrakranialni tlak po
reperfizi ve srovnani s kontrolou. GFAP deficientni mysi jsou vice citlivé k ischemickému

poskozeni (Nawashiro et al. 2000).
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4 Udrzovani iontové homeostazy a regulace bunécného objemu

Obecné plati, Ze zvySeni intraceluldrni osmolarity vede ke vstupu vody do burky a tim
zpasobi zvétSeni jejiho objemu. Naopak zvySenim extracelularni osmolarity dochazi
k ptesunu vody z buiiky ven a buitka zmenSuje svlij objem. V buiice je prirozené¢ vysoka
koncentrace osmoticky aktivnich latek, pro které je plazmatickd membrana nepropustna, jako
jsou napft. aminokyseliny, nukleové kyseliny, karbohydraty a proteiny. Ty vytvaii osmotickou
silu mezi intracelularnim a extracelularnim prostorem. Diky propustnosti membrany pro
anorganické ionty, se ustavi rovnovaha (tzv. Donnanova rovnovaha), pii niz je na obou
stranaich membrany stejna koncentrace iontll. Pro udrzeni rovnovahy je nezbytna Na'/K'
ATPaza, ktera transportuje 3 Na' z buiiky za 2 K* do buiiky. ProtoZe je membrana obvykle
malo propustna pro sodné ionty a vysoce propustna pro draselné ionty, K™ difunduji podle
svého chemického gradientu pies membranu zbunék ven, zatimco nedifuzibilni koloidy
zUstavaji uvnitt bunék. Tim vznikd maly potencidlovy rozdil (membranovy potencial, Vy,)
mezi zevnim a vnitfnim povrchem membrany, zptisobeny nepatrnym nadbytkem kationtti vné
buiiky a aniontd uvniti buniky. Tento potencidlovy rozdil také pasivné smétuje chloridové
anionty z bunky (Waldegger et al. 1998).

Jelikoz membrana astrocytdl je velmi dobie propustnd pro K, je jeji klidovy
membranovy potencial (V) blizky hodnotdm rovnovazného potencialu pro K (Ey). Vi
nabyva hodnot ptiblizné -90mV.

Na udrzeni iontové homeostdzy a bunééného objemu astrocytl se podili tada
transportértt a iontovych kanali (Obr. 9). Astrocyty pfedstavuji bunéény typ, ktery se
nejvyznamnéji podili na odstrafiovani K z extraceluldrniho prostoru. Maji schopnost jak
lokdlniho piijmu K' v mistech jeho zvySené koncentrace, tak prostorového pufrovani a
odvadéni K™ do mist sjeho nizsi koncentraci pomoci mezerovych spojii mezi astrocyty
(Contreras et al. 2004). Lokalni piijem K" je zajistovan zejména dovniti usmériiujicimi K
kanaly tzv. Kj;. Hlavnim typem u astrocytt je Kj 4.1, ktery umoznuje jak dovnitt, tak vné
usmérnény pohyb K'. Ke sniZovéani extracelularniho K™ také pfispiva astroglidlni Na"/K"
ATPaza, ktera sméfuje 3K™ do buiiky a 2Na’ z buiiky na 1 molekulu ATP. Svij podil nese i
Na'/K'/2CI" kotransportér, ktery ale zaroveii zpiisobuje hromadéni CI" a Na' v buiice.
Koncentrace Ca" je v astrocytech zvySovana uvoliiovanim Ca®" ze zasob endoplazmatického
retikula aktivaci IP;-signalni drahy. Z astrocytii jsou vapenaté ionty pfenaSeny pomoci Ca**

pumpy nebo pomoci Na™/Ca>" antiportéru (Verkhratsky and Butt 2007).
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Oxid uhlicity (CO,), ktery je koneénym produktem oxidativniho metabolismu
neuront, difunduje do astrocytti. V nich reaguje s vodou a pomoci enzymu anhydrazy se tvoii
kyselina uhligita (H,COs), ktera vzapéti disociuje na uhli¢itanovy anion a proton (HCO™ +
H"). Protony jsou z astrocytll uvoltiovany pomoci Na'/H' antiportéru a uhli¢itanovy anion
pomoci CI7HCO™ antiportéru a elektrogeniho Na"/HCO® kotransportéru, ktery je vyznamny
tim, Ze mize prenaset bikarbonat v obou smérech, do bunky i z bunky. Kapacita pro pfijem
ionth musi byt limitovana, protoze, jak jiz bylo zminéno, zvySujici se intraceluldrni
koncentrace iontd je doprovazena vtokem vody, coz vede ke zvétSovani objemu (Verkhratsky

and Butt 2007).

Presynaptic
terminal
Na’/Ca™
exchanger
K" channels
Na'/K™ pump
Astrocyte 3
5 e K channels
o O anhydrase Blood
Water channels vessel
co, Co,~ HCO,, b (Aquaporins)
N s
W
Na'/H’
antiparter
- Swell-activated
Na'/H'/HCO, Cl channel
cotransporter Cl channel
Spine CITHCO Na'/K'/2CI"

exchanger cotransporter

Obr. 9: Iontovy transportni systém v astrocytech. Hlavni astroglidlni iontové transportéry jsou: Na'/H'
antiportér, Na'/H'/HCO™ a Na'/K'/2CI" kotransportér, CI/HCO® a Na‘/Ca®*", antiportéry, Na'/K* ATPazy, vodni
kanaly — aquaporiny, K" a Cl kanaly a objemem-aktivované C1 kanaly. Astrocyty také obsahuji anhydrazu,
ktera katalyzuje preménu H,0 + CO, na kyselinu uhli¢itou (H,COs), ktera snadno disociuje na H' a HCO?*,
usnadnény pfijem CO, a regulace extracelularniho pH b&hem neuronalni aktivity pro aktivaci Na' kanald,
neurony se stanou neexcitabilni, protoze Na' kanaly se inaktivuji a tim je blokovana vodivost. Astrocyty
napomahaji predchézet zvysené koncentraci extracelularniho K' a tim stabilizuji neuronalni aktivitu

(Verkhratsky and Butt 2007).

Jako vétsina savcich bungk tak i gliové bunky véetné€ astrocyti dokazou regulovat svij
objem pomoci objemové regulacnich procest. V pripadé zvétSeni objemu mluvime pfi jeho
nasledné regulaci o regulacnim poklesu objemu (RVD - z angl. Regulatory Volume Decrease)

naopak na zmenseni objemu reaguji bunky tzv. regula¢nim narGstem objemu (RVI - z angl.
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Regulatory Volume Increase) (Obr 10). RVD je sled udalosti ovladany objemovymi senzory
buiky; signalizacni kaskada pro pienos informace o zméné bunécného objemu, slouzi
k aktivaci vylevu osmoticky aktivnich latek z buiky, vedouci k obnoveni plvodniho
bunééného objemu. RVD je u astrocytd zajistén piedevSim objemové regulovanymi
aniontovymi kanaly (VRACs - z angl. Volume-Regulated Anion Channels) a dale draselnymi
kanaly, které zajistuji uvoliiovani nadbytku osmolyti zcytoplazmy po jejich
elektrochemickém gradientu (Pasantes-Morales 2007). Voda pasivné doprovazi tok osmolytt
pies membranu, a tak dochdzi ke zmensovani objemu bunky. Astrocyty maji své specifické
transportni proteiny pro vodu, a to aquaporin-4 (AQP4) (Papadopoulos, Krishna and Verkman
2002) a aquaporin-9 (AQP-9) (Badaut et al. 2001). Tyto proteiny formuji tzv. vodné kanaly a

jsou hlavnim zprostiedkovatelem osmotického toku vody pfes plazmatickou membranu

astrocytu.
Obr. 10: Zmény objemu buiiky v hypotonickém
roztoku. Kultura gliovych bunék vystavena
e hypotonickému prostiedi. Buiiky nejdfive intenzivné
16 zvétSovaly svij objem, poté se aktivoval proces
obnovy bunécného objemu. Objem bunck se
1.4 - snizoval 1 pfes pretrvavajici hypoosmotické
‘-30 podminky (Pasantes-Morales 2007).
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Nicméné za patologickych podminek (napt. ischemie) mize byt regulace bunééného
objemu ¢astecné nebo zcela potlacena, jak bylo prokazano ve studiich v tkanovych fezech a in

vivo (Mongin and Kimelberg 2004).
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5 Podil astrocyti na vzniku mozkového edému

Pribéh a 1é¢bu ischemického poskozeni mozku komplikuje mozkovy edém. Na rozdil
od ostatnich tkani je mozek uzavieny uvnitt lebky a i nepatrné zvétSeni objemu tkané zptsobi
vyznamné zvySeni intrakranidlniho tlaku, stlaceni mozkové tkdn€é a mozkovych cév, a
nasledné dalsi poskozeni mozku v diisledku snizeni krevniho pritoku a znesnadnéni pozdéjsi
reperfize.

V souvislosti s mozkovym edémem mluvime o dvou typech — vazogennim a cytotoxickém.
Oba druhy edému se navzajem nevylucuji a mohou koexistovat spolecné. V patologiich casto
cytotoxicky edém piedchazi vazogenni. Vazogenni edém se vyviji pii poruseni
hematoencefalické bariéry, dochazi k hromadéni krve a vody v mozku. Pti cytotoxickém
edému dochazi k presunu extracelularni vody do intracelularniho prostoru buiiky, protoze tok
Na" a CI' do buiiky je mnohem vétsi nez tok K" iontll z bufiky, coz ma za nasledek zvyseni
osmolarity cytoplazmy. Proto jsou Na" a Cl” vstupujici do cytoplazmy pasivné doprovazeny
vodou a bunky zvétSuji sviij objem (Kimelberg 1995). Uplatnuji se pfi tom piedevSim
astrocyty, protoze pravé u tohoto bunécného typu, diky vysoké expresi rtiznych iontovych
kanall a pfenasect, dochazi k vyraznym objemovym zménam. ZvétSovani objemu se u
astrocytll projevuje nejdiive na koncich vybézki, které obklopuji kapilary, a nakonec zvétSuje
objem cela bunka (Panickar and Norenberg 2005). Nedavna pozorovani vsak ukazuji, ze
astrocyty zveétSuji svilj objem nezavisle na vzdalenosti od krevnich kapilar; astrocyty, které
jsou v ptfimém kontaktu s krevnimi kapilarami, zvétSuji svlij objem v Case stejné jako ty, které

s nimi v pfimém kontaktu nejsou (Risher et al. 2009).

5.1 Zmény objemu u astrocyti:

V pribéhu ischemie dochézi, jak jiz bylo dfive zminéno, k vycCerpani energetickych
substratti, k poklesu ATP a tedy naruseni ATP-zavislych procesii, jako je Cinnost ATP-
zavislych pump nezbytnych pro udrzovani iontové homeostazy. Disledkem je nadmérna
depolarizace bunék, pfedevSim neurond, a snaha astrocytll odstranit excitabilni faktory
z extracelularniho prostfedi a zabranit tak dal$i depolarizaci. V astrocytech tak nardsta
koncentrace iontll ¢i jinych osmoticky aktivnich latek a vznika osmoticky tlak, ktery je
kompenzovan vtokem vody do buniky a mé za nasledek zvétSeni objemu astrocyttl (Obr. 11A)
(Kimelberg 2005). V souvislosti s témito d¢ji dochazi také k depolarizaci samotnych astrocytl

a dal$im udalostem prispivajicich ke zvétSovani jejich objemu.
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. + + r o roo 7 7 . + r ~ v ror
Inhibice Na' /K~ ATPazy zptsobi intracelularni akumulaci Na’, ziroven zvySovani

extracelularni koncentrace K™ a naslednou depolarizaci membrany neurontl i astrocytil. To je
doprovazeno vtokem CI” a vody do bunky a naslednym zvétSovanim jejiho objemu (Obr. 12)
(Silver et al. 1997).

Depolarizace astrocytli také zplsobi aktivaci somatodendritickych a presynaptickych

nap&tové-zavislych Ca®” kanalii, dochazi ke vtoku Ca®* do buitky a vylevu glutamatu

(glutaméatova excitotoxicita) ¢i jinych excitatnich aminokyselin (Pasantes-Morales 2007).
Jejich puisobenim na neurony dochazi mimo jiné i k dalsimu vylevu K™ do extracelularniho
prostoru a dal$i depolarizaci.

Astrocyty ve snaze snizit extracelularni koncentraci K™ a zabranit tak dal$i depolarizaci

o Moy e r ~ e + e r ’ 710 . ,
neurontl, piijimaji velké mnozstvi K™ pomoci draslikovych kanald, to je doprovazeno vtokem

CI" a vody a zvétSovanim objemu astrocytll (Obr. 11B) (Kimelberg 2005).

Na zvySenou koncentraci extracelularniho drasliku je citlivy také Na'/K'/2CI
kontransportér, ktery taktéz pfispivda k hromadéni K™ a CI" v bufice (Obr. 11E). Tento
kontransportér je navic stimulovan samotnym zvétSovanim objemu builky a pfispiva tak
k sekundarnimu zvySovani objemu astrocytil (Mongin et al. 1994).

Dalsi vlastnosti, diky niz astrocyty chrani neurony pired excitotoxickym poskozenim, je
schopnost vychytavani glutamatu =z extracelularniho prostoru pomoci glutamatovych
transportérti (viz funk¢ni vlastnosti astrocyttl). Glutamat je transportovan do bunky spole¢né
s Na'. Béhem prodlouzené depolarizace neurontl, kdy dochazi k uvoliiovani velkého mnoZstvi
glutamatu, se tak glutamatové transportéry podileji na akumulaci glutamatu a Na'
v astrocytech a zvétSovani jejich objemu (Obr. 11D) (Kauppinen and Swanson 2007).

Dalsi komplikaci mlize byt zvySovani intracelularniho pH v astrocytech béhem ischemie,

které také muze zplsobit zvétSovani objemu buiiky, pievazné pies aktivaci Na'/H' a
CI/HCO™ transportérii. Hydratace CO, na H" a HCO5™ (viz udrZovéni iontové homeostazy a
regulace bunééného objemu) zvysuje intracelularni koncentraci H' a podporuje vstup Na"
pomoci Na"/H" antiportéru spoleéné s hromadénim CI" pomoci CI/HNO™ antiportéru. To
zpusobi akumulaci NaCl v cytoplazmé nasledovanou vtokem vody do bunky a zvétSovani
jejiho objemu (Obr. 11C). Nicméné Na'/H" antiportér je zcela inhibovan pii pH nizsim nez 6
a proto je pravdépodobné, Ze miizeme t€zkou acidézu vyloucit z mechanismu piispivajicich k
bunéénému swellingu (Kimelberg 2005 podle Jakubovicz, Grinstein and Klip 1987)
Nasledkem zvétSovani objemu bun¢k mize byt zména v koncentraci signalnich molekul a
druhych poslt, napiiklad cAMP, IP3, arachidonové kyseliny a jejich metaboliti a dalSich. Ty

mohou také pfispivat k dal$i deregulaci objemu bun¢k tim, ze pfimo nebo zprostfedkované
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podporuji dfive zminéné dé&je navozujici zvétSovani objemu bunék (Kimelberg 2005,

Pasantes-Morales 2007). Arachidonové kyselina ma také vyznamny vliv na inhibici RVD,

pomoci pifimého blokovani objemové regulovanych aniontovych kandlti (VRACs) (Sanchez-

Olea et al. 1995)

A. B.

k1]

Glutamate

Obr. 11: Transportni mechanismy podilejici se na zvétSovani objemu astrocytii v pribéhu ischemie.

A: Snizeni osmolarity média navodi zvétSovani objemu pomoci osmotického vtoku vody. Voda difunduje do
bunky pies akvaporiny propustné pro vodu nebo piimo pfes lipidovou dvojvrstvu. B: Zvysenim extracelularni
koncentrace draselnych iont dojde k naruseni Donnanovy rovnovahy, buika zvétSuje svilj objem, membrana se
depolarizuje a vytvati dovniti usmérnénenou hnaci silu pro CI', které vstupuji do buiiky ptes aniontové kanaly
(AQ). Vtok Cl' zplisobi nahromadéni K pomoci K™ kanald (KC) diky tendenci obnovit neutralitu. C:

Acidifikace zplsobi zvétSeni objemu diky nékolika moznym mechanismiim: 1) Cytoplazmaticka acidéza
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aktivuje Na'/H" transportér (NHE), ktery zplisobi nahromadéni Na" v buiice. V kombinaci s difiizi CO, a jeho
hydrataci na H'+ HCO5™ zvysuje intracelularni koncentraci H" a podporuje vstup Na spoleéné s hromadénim CI°
diky CI/HCO; trasportéru. H' se také pohybuje pfes membrinu pomoci laktat/H™ transportéru. 2)
Cytoplazmatické acidoza inhibuje vné usmérnéné K" kanaly (KC), coZ vede k nahromadéni intracelularniho K a
neucinné regulaci bunééného objemu. D: Zvétseni bunéfného objemu navozuje také glutamat pomoci
astrocytarnich glutamatovych transportéri (GluT), které zprostiedkuji vtok Na' a glutamatu. E: Na'/K'/2CI
kotransportér pfispiva k osmotické sile cytoplazmy, protoZze jeho aktivita je pod pozitivni kontrolou

extracelularniho K a objemu buiiky. AC: aniontovy kanal. (Kimelberg 2005)

K..

Obr. 12: ZvétSovani objemu je diisledkem vyéerpani ATP. Na'/K" ATP4za udrzuje nizkou koncentraci Na' a
vysokou koncentraci K" v bufice. Diftize K" podle chemického gradientu vytvaii membranovy potencial (PD),
ktery pasivné sméfuje CI” z buiiky. A: Vy&erpani energie snizuje funkci Na'/K* ATPazy, to vede k naruseni Na"
a K' gradientii, depolarizaci membrany, vstupu Cl" do buiiky a zvétSovani objemu buiiky (Waldegger et al.

1998).
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6 Metody méreni objemovych zmén

Pro spravné pochopeni objemovych zmén astrocytii je dulezité pouziti vhodnych
detekénich metod, které umozni vizualizovat morfologické vlastnosti astrocytii a zaroven
kvantifikovat jejich dynamické zmény objemu v pribéhu ischemického poskozeni mozku.

Pro méfeni bunécného objemu in vitro byla popsana tada technik, jako je pratokova
cytometrie, bunécna kolonova chromatografie, zaznamenavani intracelularnich zmén cholinu
a tetrametylamonia, méfeni intracelularni fluorescencni aktivity, snimani iontové vodivosti,
nebo méfeni tlakovych gradientti a dalsi. Tyto metody umoznuji méfeni relativnich zmén
objemu, ale neddvaji ndm Zzadnou informaci o morfologii buiiky (viz ptfehledny clanek
Chvatal et al. 2007b). Za ucelem kvantifikace objemovych zmén bun€k a zaroven vizualizace
jejich morfologické struktury byly vyvinuty metody hodnotici objemové zmény bunék
v trojrozmérmém zobrazeni (3D — zangl. Three Dimension) v kombinaci s riznymi

mikroskopickymi technikami.

Diky elektronové mikroskopii mohou byt rozliSeny velmi jemné morfologické
struktury astrocytll. Nicmén¢ pouziti bunécné morfometrie v téchto preparatech neni vhodné,
jelikoz vznikaji odchylky od skute¢ného pfirozeného tvaru a prostoru buiiky, protoze tkan a
jeji jednotlivé bunécné elementy mohou v pribéhu procedury perfize a barveni zvétSovat sviyj
objem, nebo naopak zmensovat sviij objem v diisledku fixace a zalévani preparatu (Chvatal et
al. 2007b). Tyto limity elektronové mikroskopie byly castecné odstranény pouzitim 3D

fluorescencnich zobrazovacich technik, aplikovanych na studium osmotického stresu na

astrocytech v kultufe buncék v realném case (Allansson et al. 1999), nicméné¢ nevyhodou
téchto technik je malé rozliseni, slozity vypocetni soubor a mozny fototoxicky ucinek
fluorescencni barvy.

Pro studium bun¢k pevné adherovanych k podkladu byla vyvinuta technika digitalni
mikroskopie fadzového kontrastu, umoziujici métfeni bunééného objemu a velikosti povrchu
buiiky. Buiiky rostou na sklenéném podkladu a jsou umisténé v komurce navrzené pro bo¢ni
pohled, kde mohou byt vystaveny hypotonickému stresu. Nasnimané obrazy bo¢niho pohledu
na zvétSujici se bunku, nakonec vytvoii obraz stejné buiiky, ale z pohledu kolmého na
podklad. Pomoci ziskanych dat je sestaven 3D obraz morfologie buiiky, na jehoz zaklade
muizeme méfit bunéény objem, vysku a povrch bunék na riznych mistech v prubéhu zmény
objemu bunky. Naméfené hodnoty jsou srovnatelné s témi, které jsou ziskavany pomoci

konfokalni laserové skenovaci mikroskopie, ale tato metoda ma lepsi rozliSeni v Case, které je
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limitovano pouze potizovanim jednotlivych snimkt (Boudreault and Grygorczyk 2004). Tato

metoda je vSak také navrzena pouze pro studium objemovych zmén bungk in vitro.

Vzhledem k tomu, ze vlastnosti a reakce bun¢k na zmény prostiedi za podminek in
vitro se mohou vyznamn¢ liSit od situace v tkadni, souCasny trend sméiuje k tomu, aby se
fyziologické mechanismy studovaly v tkanovych ftezech, kde zlstava do urcité miry
zachovano ptirozené mikroprostiedi bun¢k, poptipad¢ ptimo in vivo. Pro stanoveni zmén
bunééného objemu v tkani se pouzivaji pfimé i1 nepiimé metody. Mezi nepfimé metody patii
napiiklad méfeni elektrického odporu tkané¢ (Oconnor et al. 1993, Demirci et al. 1997),
meétfeni difuznich vlastnosti extracelularniho prostiedi s pouzitim iontoveé selektivnich
mikroelektrod (Zoremba et al. 2007) a meéfeni zmén transmitance v tkani (Andrew,
Lobinowich and Osehobo 1997, Kreisman and Olson 2003). Avsak tyto metody nam nedévaji
informace o morfologickych vlastnostech jednotlivych bunék.

Novy pfistup pro studium dynamickych zmén bunécné morfologie v tkadnovych fezech
je pouziti transgennich zvirat. Pfikladem mohou byt transgenni mysi, u kterych jsou astrocyty
oznacené pomoci zelené¢ho fluorescencniho proteinu se zvySenou expresi (EGFP - z angl.
Enhanced Green Fluorescent Protein) exprimovaného pod kontrolou lidského promotoru pro
glialni fibrildrni acidicky protein (GFAP) (Nolte et al. 2001). Vlastni vnitini fluorescence
EGFP neni toxicka a diky tomu miize byt bunééna morfologie astrocytli studovana na zivych
mozkovych fezech pfi zachovani extracelularniho mikroprostredi.

Metodou, ktera umoznuje jak meéfeni bunééného objemu tak analyzu cCasového
prabéhu morfologickych zmén v zivych butikach michy nebo mozkovych fezech (Chvatal et

al. 2007a) je 3D konfokalni bunétna morfometrie. Tato metoda vyuziva techniky laserové

rastrovaci konfokalni mikroskopie (LSCM - z angl. Laser Scanning Confocal Mikroskopy) a
vlastni vnitini fluorescence u transgennich mysi.

Kazdy 3D obraz astrocytu je nasniman jako soubor po sob¢ jdoucich 2D obrazi
s jednotnou vzdalenosti (v fadech jednotek pm) mezi nimi (Obr. 15). Tyto obrazy bun¢k jsou
snimany v ¢asovych intervalech. Pro kazdy opticky fez je vypocten obsah plochy vymezené
pixely s intenzitou pfesahujici hodnotu stanoveného prahu a objem astrocytu se kvantifikuje

jako soucet téchto ploch vynasobeny vzdalenosti mezi dvéma sousednimi rovinami:
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Kde V je objem buniky, T je vzdalenost mezi dvéma rovinami, 4 je plosny obsah a n je pocet
optickych tfezll. Zpracovani obrazu a morfometrické méfeni se provadi s pouzitim programu
CellAnalyst, ktery byl vyvinut na katedfe neurobiologie, Ustavu experimentalni mediciny,
Praha, Ceska republika. Umozituje filtrovani obrazu, odstraiovani rusivého signalu v pozadi,
vymezeni prahovych hranic svitivého signalu a morfometrické vypocty (Chvatal et al. 2007b).
Limitujicim faktorem této metody je, Ze ve velmi tenkych vybézcich astrocytli dochazi k slabé

az nulové expresi EGFP a mtize tak dochazet k podhodnoceni celkového bunééného objemu.

Obr. 15: 3D konfokalni morfometrie GFAP/EGFP astrocyti. A: Prekryvny obraz fluorescenéné znacené
bunky EGFP. B: 3D rekonstrukce bunky po stanoveni jejiho objemu. C: Obraz buné¢k je rovnomérné rozdélen
(1,1 pm) do sady paralelnich 2D optickych fezi (vlevo). Obsah plochy vyznacené hranici byl vypocten zv1ast
pro kazdy fez (vpravo). Pro vypocet objemu bunétného téla (zvyraznéného pevnou linkou) a celkového
bunééného objemu (zvyraznéného preruSovanou linkou), byla oblast zdjmu vybrana individualné pro kazdou

bunku (Benesova et al. 2009).

S vyuzitim transgennich mysi s fluorescen¢né znaCenymi astrocyty lze pozorovat i
zmeny objemu astrocytl in vivo, jak popsali naptiklad (Risher, Andrew and Kirov 2009). S

vyuzitim dvoufotonového laserového mikroskopu (2PLSM - zangl. Two-Photon Laser
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Scanning Microscopy) a vytvorenim kranidlniho okna k pozorovani mozkové tkanég, sledovali
objemové zmény GFAP/EGFP astrocytd v mozku zivych mysi. Ve své praci (Risher et al.
2009) mimo jiné ukazali, Ze reakce astrocytd na osmoticky stres in vivo je srovnatelna s

pozorovanimi provedenymi na mozkovych fezech.
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7 Zaveér

Ischemické poskozeni mozku je pfedmétem studia uz fadu let, doposud vSak neexistuji ucinné
lecebné postupy, které by vedly ke zmirnéni pribéhu a nasledkii onemocnéni. Vzhledem k
tomu, Ze rozsah poskozeni je zavisly na dobé, po kterou je redukovan pritok krve mozkem, je
prvnim krokem v 1é¢b¢ ischemického poskozeni obnova priutoku krve tkani. To je vSak
limitovano vzniklym edémem a zvySenim nitrolebniho tlaku, diky némuz dochazi k
mechanickému stlaceni kapilarni ¢asti krevniho fecisté. Edém vznikajici v pribéhu ischemie
mozkové tkan€ je ndasledkem narGstu objemu astrocytd, které jsou bunétnym typem
podléhajicim nejveétsim objemovym zméndm v priabehu patologickych zmén. Z tohoto divodu
se cast vyzkumu tykajiciho se mozkové ischemie zaméfuje na studium objemovych zmén
astrocytli a mechanismil za né¢ zodpovédnych. S tim souvisi i vyvoj metod, které umozni co
nejpresnéjsi stanoveni bunééného objemu a sledovani zmén v ¢ase za podminek co nejvice se
blizicich fyziologickym podminkam v Zzivé mozkové tkani. Existuje fada pfimych a
nepifimych metod umoziujicich méfeni bunééného objemu za podminek in vitro nebo v
tkanovych tezech. Teprve vyvoj transgennich zvitat se specificky znaCenymi astrocyty vSak
umoznil v kombinaci s modernimi mikroskopickymi technikami ptfesné stanoveni objemu,
morfologie a jejich dynamickych zmén jak v tkanovych tezech, tak i in vivo. Konecné
pochopeni mechanismit zodpovédnych za nariist objemu astrocytii v pribéhu ischemie,
konkrétn€ na vzniku mozkového edému, mize do budoucna pfispét k rozvoji terapeutickych

postupil v 1é¢bé ischemického ¢i traumatického poskozeni mozku.
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