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Abstrakt

T aRyav

lidi. Objev neurogeneze a moznosti jeji indukceokiyty v dosglém centralnim nervovém
systému (CNS) poskytl n&jil na moZnou I8bu ischemie. Tato prace se zZ#aje na popis
mechanismi neurogeneze na b&imé a molekularni drovni &erpa z poznaik ziskanych
béhem poslednich deseti let. Prvni kapitola této g@r@czanitena na popis vzniku novych
neurorii v gyru dentatu hippokampu a subvenrikularni &oérhlavnich neurogennich
oblastech dosfho CNS, za fyziologickych podminek. Dal&ist je zarffena na strény
popis modal pouzivanych ke studiu ischemie u potkana a my3naa patofyziologii
ischemického poskozeni mozkuii xterém dochazi k aktivaci astrodyt mikroglialnich
burgk. Dale je popsana aktivace neurogenzéchto dvou hlavnich neurogennich oblastech.
Zminéna je i tloha NG2 glii, které se vyskytuji v celémzku, a které se podle nejrisich
vyzkumi jevi jako potencialni zdroj bk, jejichz cilenou diferenciaci by bylo mozné
vytvorit specifické typy nervovych bwk (oligodendrocyty, astrocyty a praymbdobré i
neurony), které by se daly vyuZzit pro reparaci pagké nervové tké&n Poslednicast prace
se zabyva vlivem jednotlivychistovych fakto#, které vytvéeji mikroprostedi vhodné pro
neurogenezi. Krog téchto faktoti je zdirazreéna i Uloha dlezitych signalizanich drah,
jmenovig Notchl, Sonic hedgehog a WHatenin signalizéni drahy, které progdnictvim

vnitinich burénych signat ovliviuji buiky v jejich ristu a vyvaoiji.

Kli¢ova slova:
Neurogeneze, ischemické poskozeni mozku, hipocangpuss dentatus, subventrikularni

z6na, fistové a neurotrofni faktory



Abstract

Ischemic injury (stroke) is one of the most comneamses of death and disability in
humans. Discovery of adult neurogenesis and pdisgibi to induce neurogenesis by
cytokines brought new approaches and hopes inrtgetite ischemic lesion in future. The
aim of this thesis is to describe cellular and roolar mechanisms of neurogenesis, mainly
those discovered within last ten years. The fiest pescribes generation of new neurons in
the brain under physiological conditions, whichlegalized in the dentate gyrus of the
hippocampus and in the subventricular zone of #teral ventricles (i.e. in principal
neurogenic regions). The second part describesahmmdels used for studying ischemic
injury in rodents and moreover, it focuses on playsmwlogy of ischemic brain injury, which
is accompanied by astrocyte and microglia activatiGurther, the ischemia-induced
neurogenesis is described in these two major neniogegions. Also the important role of
NG2 glial cells in central nervous system (CNS)ersggration is pointed out. According to
recent findings NG2 glia that are present in affisas of CNS might serve as a potential
source of cells for directed differentiation intigodendrocytes, astrocytes and even neurons
during CNS repair/regeneration. In the last parthid work, the effect of specific growth
factors that form appropriate microenviroment feurogenesis is reviewed. In addition the
role of important signaling pathways, such as Nbt®onic hedgehog and WpHi¢atenin is
depicted. These signaling pathways act via inthalegl signaling and specifically influence

the cell fate.
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Neurogenesis, brain ischemia, ischemic stroke,dudampus, gyrus dentatus, subventricular
zone, growth and neurotrophic factors
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1. Seznam pouzitych zkratek

ATP - adenosin trifosfat (adenosine triphosphate)
bFGF — hlavni tistovy faktor fibroblast (basic fibroblast growth factor)
Blll-Tubulin  —B-tubulin #idy Il (podjednotka mikrotubull, specificky pro neurony)
BDNF — mozkovy neurotrofni faktor (brain-derived newophic factor)
BLBP — protein vazajici lipid (brain lipid binding peah)
BMP — kostni morfogeneticky protein (bone morphogengetotein)
CD24 - glykoprotein exprimovany neuroblasty (clustediferentiation 24)
cGMP - cyklicky guanosin monofosfat (cyclic guanosinenophosphate)
CNS - centralni nervovy systém
CXCR4 — chemokinovy receptor 4 (CXC chemokine recepjor 4
DCX —protein asociovany s mikrotubuly (doublecortin)
DG — gyrus dentatus
Dkk-1 — transkrigni faktor dickkopf 1 (dickkopf-related protein 1)
DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleicdci
EGF — epidermalnitstovy faktor (epidermal growth factor)
EGFR — receptor epidermalnihéstového faktoru (epidermal growth factor receptor)
EGFR/ErbB1 — receptor heparin-vazajiciho epidermalnilistavého faktoru (epidermal
growth factor receptor/ErbB1)
EPO — erytropoetin (erythropoietin)
FGF — rastovy faktor fibroblast (fibroblast growth factor)
FGFR-1 — receptoriistového faktoru fibroblasgtl (fibroblast growth factor receptor 1)
G-CSF - faktor stimulujici kolonie granuloay{granulocyte colony-stimulating factor)
GCL - vrstva granularnich btk (granular cell layer)
GDNF - neurotrofni faktor sekretovany glidlni kinou linii (glial cell line-derived
neurotrophic factor)
GD - gyrus dentatus
GFAP — glialni fibrilarni acidicky proteirfglial fibrillary acidic protein)
GFR-L1 — receptor alfa 1 neurotrofniho faktoru sekret@ran glialni butcnou linii (glial
cell line-derived neurotrophic factor receptor dlja
GL - vrstva glomerularnich bk (glomerular layer)
GLAST - glutaméat-aspartatovy transportér (glutamate+éesigatransporter)
Glil — s gliomem spojeny onkogenni homolog 1 (gliomssamted oncogene homolog 1)
GSK-3p — glykogen syntdza kindz#-8glycogen synthasa kinas)3
HB-EGF — heparin vazajici epidermalnistovy faktor (heparin-binding epidermal growth
factor)
HIF-1 — hypoxii-indukovatelny transkripi faktor 1 (hypoxia-inducible factor 1)
ChSP-4- chondroitin sulfat proteoglykan 4 (chondroitinghate proteoglycan 4)
IGF-1 — insulinu podobnyutstovy faktor 1 (insulin-like growth factor 1)
LIF —inhibicni faktor leukémie (leukemia inhibitory factor)
Mash1 — transkrigni faktor (mammalian achate schute homolog 1)
MCAO - okluze prosednich mozkovych arterii (middle cerebral arterglogion)
MCL - vrstva mitralnich butk (mitral cell layer)
NG2 — chondroitin sulfat proteoglykan 2 (neuron-gliatigen 2 chondroitin sulphate
proteoglycan)
NO — oxid dusnaty (nitric oxide)
NOS - syntaza oxidu dusnatého (nitric oxide synthase)
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MT — metalothionaza (methalothionase)

NeuroD — transkrigni faktor regulujici neurogenezi

NeuN —neurdlni jadrdneuronal nuclei)

OB —¢ichovy lalok (olfactory bulb)

Olig2 — transkrigni faktor oligodendrocyit (oligodendrocyte transcription factor 2)

Prox1 — transkrigni faktor (prospero homeobox protein 1)

PSA-NCAM - polysialova adhézni molekula neuronu (poly-sabdi-neural cell-adhesion
molekule)

RMS — rostrélni migréni proud (rostral migratory stream)

S100 — astrogliaini C& - vazajici protein (astroglial-derived €ainding protein)

SDFla — faktor In sekretovany stromalnimi bliami (stromal cell-derived factom}

SGZ - subgranularni zéna (subgranular zone)

Shh - sonic hedgehog homolog

Sox2— SRY-gibuzny transkripni faktor (SRY-related transcription factor)

SVZ — subventrikularni zéna (subventricular zone)

TGF — transformani rastovy faktor (transforming growth factor)

TH — tyrosin hydroxyladza (tyrosine hydroxylase)

TLX — orfanovy jaderny receptor (orphan nuclear remgpt

Tuj-1 — lll trida B-tubulinu (neuron-specific class fttubulin)

VEGF - vaskularni endotelialnfistovy faktor (vascular endothelial growth factor)

VZ - ventrikularni zéna (ventricular zone)



2. Uvod

Ischemicka cévni mozkovéipoda, neboli ischemie, je druhou ®eptjSi pricinou
amrti na celém si¢. Rainé postihne asi 15 milianlidi, pficemz tetina z nich umira a dalsi
tretina lidi ma trvalé nasledky (http://eltex.wgzropzkova-mrtvice). Jen €eské republice
se vyskyt tohoto onemoéni pohybuje kolem 250fpadi na 100 000 obyvatel,&ehoz 12 %
umira (tzn.nasledkem ischemie umira kazdy SestsirobR)*.
Ponerné dlouhou dobu byl obeémpiijiman nazor, ze centralni nervovy systém (CNS) &em
Zadnou schopnost regenerace. AZ vroce 1965 Altemdpas publikovali praci, ve které
objevili buns¢nou proliferaci v dosggém mozku potkana (inkorporaci zremého thymidinu
poukazujici na syntézu DNA). OvSem nebylo jednémbiajisttno, u kterych buk k této
proliferaci dochazi (Altman a Das, 1965), a zdd KHaochazi také u lidi. To bylo definitign
prokadzano az v roce 1998, kdy byla popsana neueageftvorba novych neurdpnu primaf
a také v lidském mozku (Eriksson et al., 1998).t®dloby je ¥decky vyzkum zagien na
objasréni mechanisrh, které se uplauji jak v neurogenezi za fyziologickych podminedkk t

Vv neurogenezi v [@béhu patologickych stavCNS.

Cilem mé bakalgdké prace je shrnout zakladni poznatky o mechaisme
neurogeneze a gliogeneze v CNS, jak za fyziologickpodminek, tak i vischemicky
poSkozené nervové tkani. V pruiasti této prace jsou stime popsany zakladni mechanismy
neurogeneze, které probihaji v neposkozeném CNSter@ slouzi zejména k nahrazeni
starych, nebo poskozenych kkn

V dalSi¢asti jsou pak popsanyizné formy ischemického poskozeni mozku a reakce
jednotlivych bug¢nych typi CNS na ischemické poSkozeni mozku se&anim na gliové

buiky a neurony.

*Prevzato z:
http://www.medicabaze.cz/index.php?sec=term_detait&gld=22&cname=Neurologie&letter=C&termid=120
5&tname=C%C3%A9vn%C3%AD+mozkov¥%C3%A9+p%C5%99%C3%Ad+ischemick%C3%A9&h=em
pty#jumpdne 2.4.2010




V poslednicasti gedkladané bakaigké prace jsou pak popsany&m probihajici na
molekulérni drovni, kteréifspivaji k vytvaeni specifického mikroprasdi, které vyraznym
zpisobem pispivd k nastartovani a udrZzovani neurogeneze ageglieze v ischemicky

poSkozené nervove tkani.



3. Neurogeneze a gliogeneze v dé@sgm CNS

V dosglém mozku probihd neurogeneze zejména ve dvou genndch oblastech,

v gyru dentatyGD) hipokampu a v subventrikularni Z6(8VZ2).

3.1. Hipokampus

3.1.1. Oblasti hipokampu

Dosply hipokampus sedi na rékolik oblasti: CA1, CA2, CA3 a GD (Obr. 1). V GD
dochéazi v dosflosti k neurogenezi (Dayer et al., 2003, Seri et 2004, Suh et al., 2007),
jejiz funkci je pravépodobré pribéZzné nahrazovani oduslych neurof a zvyseni plasticity
dosglého mozku (van Praag et al., 2002) pfedhictvim neustalé tvorby bék které pak

mohou byt zéazeny do jiz stavajiciho nervoveého systému (Torl.e2008).

Obr.1: Schéma koronalnihi@zu mozkem (vlevo), ve kterém je zvyramacast hipokampu —gyrus dentatus, kde
probiha neurogeneze (Seri et al., 2004). Detail ggntatu (vpravo), kde je imunohistochemickym bafin
pomoci doublecortinu (mad) detekovana probihajici neurogeneze. Doublec(@iX) je marker no¥
generovanych neurdn(prevzato z http://www4.utsouthwestern.edu/Hsiehlrad@k.html).

3.1.2. Uspgadani neuralnich burk v gyru dentatu
U savd, vcetrg ¢loveka, vznikaji nové neurony v dodpm GD v subgranularni zén

(SGZ = subgranular zone), ktera lezi mezi graniarstvou (GCL = granular cell layer) a



hilem hipokampu (Palmer et al., 2000). V SGZ sekyigi dva typy astrocyt, horizontalni a
radialni astrocyty. Oba dva typy produkuji glidfiirilarni acidicky protein (GFAP), ktery je
povazovan za marker astrotyfTyto dw populace astrocfitse od sebe daji odliSit pomoci
dalSich marker (Tabulka 1) jako je nestin, ktery se nachazi pawzadialnich astrocgta
S10@, ktery je typicky pro horizontalni astrocyty. Raldii astrocyty, které jsou povazovany
za primarni progenitory, se¢lfl za vzniku D busk, jejichz typickym markerem je DCX
(doublecortin) a PSA-NCAM (poly-sialated neurall @hesion molecule).

A buinky B bunky Cbuiiky D buiky Neurony OLIG

GLAST X
GFAP
S10G

Vimentin

BLBP

X X X X X

Nestin X
Mash 1 X
PSA-NCAM
DCX X X
NeuroD
NeuN
Prox 1
Blll-Tubulin
ChSP-4
NG2 X

X X X X

Tabulka 1: Hlavni markery jednotlivych populaci békngyru dentatua subventrikularni zony.

Bl-Tubulin- B-tubulin #idy 11l (podjednotka mikrotubul, specificky pro neurony), BLBP-protein vazajigidi
(brain lipid binding protein), DCX-protein spojeny mikrotubuly (doublecortin), GFAP-glialni fibrilar
acidicky protein (glial fibrillary acidic protein)GLAST-glutamat-aspartatovy transportér (glutansgpartate
transporter), ChSP-4-chondroitin sulfat proteogiyka(chondroitin sulphate proteoglycan 4), NG2-ahoitin
sulfat proteoglykan 2 (neuron-glia antigen 2 choitdr sulphate proteoglycan), PSA-NCAM-polysialova
adhézni molekula neuronu (poly-sialylated neurall @@hesion molecule), Mashl-transkuiyp faktor
(mammalian achate schute homolog 1), NeuN-markarah@ho jadra, NeuroD-transkeipi faktor regulujici
neurogenezi, S1QAC&" vazajici protein, Prox1-transkiipi faktor (prospero homeobox protein 1).



Nezralé DCX prekursory (D1 biiky) jsou v GCL usptadany do shluk dvou azstyt
burgk, které sedi v hnizdtvoreném vylksZzky astrocyit (Obr. 2). Tim vznika tzv. neurogenni
nika, v niz dochazi k diferenciaci D hiknve zralé granularni neurony. Diferenciace probiha
tak, Ze se D1 hika rozali na dw dcediné buky (D2 buiky), z nichZz ¥tSinou jen jedna
pokraiuje v dalSim vyvoji. Tato D2 hika prodluzuje své vydiky, piicemzZ jeden z nich roste
az k gicnému zesileni GCL. &em tohoto procesu se D2 ika postupd preméni na
D3 buiku, ktera posléze dospiva v novy granularni neug®ari et al., 2004). Timto
zpusobem je obe@npopisovana tvorba novych biknv dosglém gyru dentatu hipokampu.
Existuje vSak i studie popisujici &populace Sox2-pozitivnich bék (Sox2 = SRY-related
transcription factor, v této studii pouzivany jakwarker kmenovych buk), tzv. radialni a
neradialni biiky, které mohou byt povazovany za neuralni kmenmigky. Ty se mohou
delit za vzniku jedné neradialni bky a jednoho DCX prekursoru. Z neradialnich Sox2-
pozitivnich burk vznikaji astrocyty a z DCXprekursoit neurony (Suh et al., 2007).

Samotné astrocyty, které tvoneurogenni niku a odbhji D buiky od hilu, se
nachazeji vé&sném kontaktu s krevnirecisttm (Palmer et al., 2000). Mohou tak pomoci
mnoha faktaoit ovliviiovat diferenciaci, maturaci a migraci D ln Takovéto usp@dani
neurogenni niky rize byt vyhodné pro zamezeni migrace novych néuroBCL, nebo pro

odctleni neurogenni niky od faktibpiitomnych v hilu (Seri et al., 2004).

Obr. 2: Model uspsadani subgranularni zény (SGZ) v korondlni révilsstrocyty (modra cytoplasmacarné
jadro) s tangencialnimi v¢liky na bazi SGZ. D hiky (Cervena cytoplasma a zelené jadro) vigyiashluky,
které jsou umishy v hnizé tvoreném vylkzky astrocyit. D1 buiky v ném dozravaji v D2 a D3 hiky, které se
usadi v GCL pobliz starSich granularnich netiron

D1, D2 (D2h-horizontalni D2 kika) a D3-populace D bghk, G-glialni buika, rA-radialni astrocyt (Seri et al.,
2004).



3.2. Subventrikularni zéna (SVZ)

SVZ je zarodéna vrstva, ktera vznikaéhem embryonalniho vyvoje, a ktera se
prostednictvim fady znmén prenenuje do stavu, ve kterém si udrZzuje své neurogenni
vlastnosti az do dosjfosti (Peretto et al., 2005). Tato vrstva je ugriatna lateralni shé

postrannich komor mozku.

3.2.1. Typy buék v dospglé SVZ
SVZ je tvaenactyimi zakladnimi typy bugk (Obr. 3):

A buiiky — migrujici neurdlni prekursory (neuroblasty);

B buniky — astrocyty, které odtlji fetzce A burk od ependymalni vrstvy a zardvésou
povazovany za neuralni kmenovéiky;

C bunky — tzv. ,transit amplifying cells”, které se velmychle cli a vytvaeji shluky
spojené setézci A burek;

E1 buiiky — multicilialni ependymalni biky;

E2 buiiky — ependymalni biky se d¥ma cilii a komplexem bazalnicHisek.
Ependymalni biky obecr vystylaji povrch komor, ale existuji rozdily vifh
prostorové distribuci. Ndp E1 buiky predstavuji mé& nez 5 % z celkového
poctu burek pokryvajicich povrch komor (Mirzadeh et al., 2R08

Postranni komora

Obréazek 3: Umisgni a struktura subventrikularni zény (SVZ). SVZumisgna na lateralni &b postranni
komory a je tveena 4 typy bukk: ependymalnimi htkami (fialové), které vystylaji postranni komoruvesji
pohybliva cilia; typem B butk (modré); typem C butk (swtle zelené) a typem A bgk (Cervené). (viz
prehledny¢lanek Kaneko a Sawamoto, 2009).

2.2.2. Uspsadani dosplé SVZ
B buiky, které se nachazeji v SVZ, funguji jako pomatudsici neuralni kmenoveé

buiky, které na svém povrchu exprimuji EGF receptoGKE= epidermal growth factor)
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(Obr.4) (Pastrana et al., 2009). Kmenové BKyuprodukuji intenziv se dlici C buiky,
které generuji A biky. A buiky pak migruji datichového laloku (OB = olfactory bulb), kam
putuji ve forng fetézci rostralnim migréanim proudem (RMS = rostral migratory stream)
(Doetsch et al., 2002). RMS je glialni tunel formay vylEZzky B burék (Peretto et al., 2005),
kterym setettzce A burk pohybuji ve srru pohybu cerebrospinalni tekutiny, a to na
zaklad koncentraniho gradientu Slit-protein Ty jsou produkovany choroidalnim plexem a
podileji se na navédi A burek do OB (Sawamoto et al., 2006). V OB z A Bkirvznikaji
periglomerularni a granularni fiky (Obr. 5). Tyto biiky pa¥i mezi interneurony a moduluji
aktivitu neuror, které misobi natichovou oblast v mozkovéike.

Periglomerularni bitky vytvéreji tii populace buék (buiky, které exprimuji kalretinin,
kalbindin a tyrosin hydroxyldzu- TH). Granularnitly se pak dli na hluboké a povrchové a

vSechny produkuji kalretinin (Merkle et al., 2007).

| GFAP |
[ GLAST
* ~ Mashl
Ostatri * S S il Tubulin |
astrocyty Akt A 4
SVZ B &?‘iﬂnﬂ C buriky >

Meuroblasty

Obrézek ¢.4: Schéma ukazuje vyvoj kmenovych kknv SVZ a markery, které tyto hky exprimuji Ehem
jednotlivych bug¢nych stadii. Z aktivovanych kmenovych B Bkrvznikaji intenzivié se dlici C buiky, ze
kterych vznikaji migrujici neuroblasty. Ty nakoneéichovém laloku dozravaji v do&g neurony. Dlezité je,
Ze zadny marker neni specificky pouze pro jederkdnyntyp, ale Ze fetrvava i do dalSiho b&dného stadia.
Blll-tubulin- B-tubulin fidy 1l (podjednotka mikrotubdl, specificky pro neurony), CD24-glykoprotein
exprimovany neuroblasty v diferenéidm stadiu (cluster of differetiation 24), EGFReptor epidermalniho
ristového faktoru (epidermal growth factor recept@RAP-glidini fibrilarni acidicky protein (glial Birillary
acidic protein), GLAST-glutamat-aspartatovy trams@o (glutamate-aspartate transporter), Mash1-rgoisi
faktor (mammalian achate schute homolog 1) (Pasteaal., 2009).
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Obréazek 5: A) Migrace neuroblagt Now vytvorené neuroblasty v subventrikularni Zéputuji sngrem

k ¢ichovému laloku (OB-olfactory bulb) pomoci rostriflo migr&niho proudu (RMS-rostral migratory stream).
Neuroblasty {ervené) vytvéeji iet€zcim podobné shluky, které jsou obklopeny pochvoutagti (modré).
Toto uskupeni astrodys neuroblasty se nazyva gliaini tunel.

B) Neurogeneze v OB. V OB se neuroblasty ragSradialre a neni se ve dva typgichovych interneurain
granularni bitky a periglomerularni hiky. Tyto buiky se nachazeji ve vrstgranularnich butk (GCL-
granular cell layer) nebo ve vrgtglomerularnich butk (GL-glomerular cell layer).

MCL-vrstva mitralnich bugk (mitral cell layer) (viz pehledny¢lanek Kaneko a Sawamoto, 2009).

3.2.3. Rivod a tvorba neuralnich bdk SVZ

V prabéhu embryonélniho vyvoje vznika tzv. ventrikularnbna (VZ), ktera je
zdrojem primérnich neuralnich progenito¢radialnich glii). V prvnich deseti dnech po
narozeni nejsou tyto gliové fiky jeS€ organizovany do typickych struktur, ale uz se
postup z&inaji peménovat na B biky. Béhém 11. az 21.dne dochazi k vyteai
glidlniho tunelu a k formovariettzci A burgk, jejichz spravné uspadavani daetézci je
zavislé na produkci adhezivni molekuly PSA-NCAMpwvrchu glidinich bugk, které svymi
vybézky (tvaricimi glialni tunel) tytoretzce A burk obklopuji (Peretto et al., 2005). Tak
dochéazi Bhem prvnichitech tydri k vytvoreni SVZ v jeji dosglé podols.

Dosgila SVZ je tvdena tzv. neurogenni nikou (pod@bjako u hipokampu), ktera
obsahuje A, B a C hiky. B buiky maji dlouhé bazalni vyiky, kterymi se dotykaji cév a

vytvareji na ni typické zakamni tzv. patku. Dale pak maji apikalni ¥yRy, s jejichz pomoci

-12 -



se dotykaji povrchu komor. Takto uspdané bikky jsou v gimém kontaktu s krevnim
fecistém, jehoz vlivem je regulovano jejich chovani (Mideh et al., 2008).

B buiky v takto usptadané dospé SVZ nejsou identické, ale liSi se v produkciafekych
typt burék. To je zmgisobeno tim, Ze dmem embryonalniho vyvoje radialni glie produkuji
raizné typy butk v zavislosti na tom, z jaké oblasti VZ pochazéjfi jejich postnatalni
piemeEné na B buiky pak dochazi kigtrvavani &chto vlastnosti i u B buk, a ty pak také
produkuji izné sub-populace bk (Merkle et al., 2007).

SVZ tak Ize rozdit na rekolik oblasti, podle toho, z jak&sti embryonalniho epitelu
radialni glie pochazeji. A to na oblast lateralnfamgliového vinélku a embryonalni formy
kary. Dosglé B buiky, které vznikly z radialnich glii laterdlniho gdiového vygnélku i
embryondlni Ery, produkuji A buiky, ze kterych vznikaji interneurony v désgm OB.
Kazda subpopulacesdhto B burkk produkuje jiné mnoZzZstviaenych tym interneuroi
(tyrosin hydroxylaza (TH)-, kalbindin- a kalretinpozitivni interneurony). Zatimco TH
interneurony jsou produkovany @ha oblastmi podohin existuji velké rozdily v produkci
kalbindin- a kalretinin-pozitivnich interneurbn Od kiry odvozené B biky produkuji
pievazrie kalretinin-pozitivni interneurony, zatimco od l&t@iho gangliového wnélku

odvozené B biiky produkuji kalbindin-pozitivni interneurony (Yogret al., 2007).

4. Neurogeneze v ischemicky poskozené SVZ a SGZ péigho mozku

4.1. Ischemie

Ischemie mozku je definovana jako neurologickyiaiiezptisobeny poruchou cévniho
zasobeni mozkové tk&nPodle piibéhu ischemie ji mizeme rozdiit na dva typy, fokalni a
globalni ischemii. Fokalni ischemig&aktjsi) je zmisobena poklesem krevnihoupku
krvacenim do parenchymu mozku nebo do subarachndidaprostoru*, zatimco globalni

ischemie je zfisobena zastavou skahé ¢innosti.
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4.2. Modely pro studium mozkové ischemie

Ke studiu mozkové ischemie se ¢agtji pouziva laboratorni potkan nebo laboratorni
myS, a to proto, Ze tyto organismy maji podobnétaneké a fyziologické usgadani
mozku jako ma mozekloveka (Yamori et al., 1976). V laboratornich podmirtkge

provadna bul’ tzv. globalni ischemie, nebo fokalni ischemie.

4.2.1. Globalni ischemie

Globalni ischemii Ize provést &wma zmsoby. Ri prvnim z nich se uzdwu ok
arterie carotisa prostednictvim latek jako je trimetafan nebo pentolasersnizi krevni tlak
(Smith et al., 1984). i druhém zfisobu se zastavi ok krve vedtyiech cévach, které
zasobuji mozek. Nefive trvalym uzavenim vertebralnich cév a po 24 hodinackasmym
uzawenimarterii carotis, v nichZ je po tité doke pratok krve znovu obnoven. Pro globalni
ischemii je typicka tzv. zpoZd4 burcna smrt, kterd se vyzéiaie postupnym odumiranim
nervovych busk béhem rekolika dni po ischemii (viz fghlednyclanek Pulsinelli a Buchan,
1988). Oblasti, ve kterych dochazi k odumirani aeiurpo globalni ischemii jsou zejména

hipokampus (oblast CA1 a CA4), striatum a neokofkxno a Sano, 1984).

4.2.2. Fokalni ischemie

Model fokalni mozkové ischemie se da rétdpodle formy ischemického porami
na trvalou ischemii afpchodnou ischemii. &iem trvalé ischemie dojde k vytemi tzv.
ischemického jadra, které je obklopeno oblasti émgmEkozené tkan(tzv. penumbrou) (viz
piehlednyclanek Hunter et al., 1995).

NejcastjSim modelem fokalni ischemie jergghodna ischemie, ktera se provadi
uzawenim stedni mozkové artérie a to pomoci filamenta, kierél®e ni zavede. Pr&apodle
stredni mozkové artérie dostal tento model i své jmBI@AO, coz je zkratka anglického
nadzvu ,middle cerebral artery occlusion“. Fokalsichemie v provedeni MCAO vede

k infarktu striata a filehlé temenni &ry (Arvidsson et al., 2002). DalSimi moznostmi jak

*Prevzato z:
http://www.medicabaze.cz/index.php?sec=term_detait&gld=22&cname=Neurologie&letter=C&termld=120
5&tname=C%C3%A9vn%C3%AD+mozkov%C3%A9+p%C5%99%C3%Adhrischemick%C3%A9&h=em
pty#jumpdne 2.4.2010
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provést MCAO jsou nap tromboembolicky model (Zigobeny injekci krevni srazeniny)
(Kudo et al., 1982), model fotochemicky indukovar@mbdzy (u kterého se vyuzivéa latek,
které i kontaktu se sitlem zpisobuji smrt buék, nag. bengalsk&erverg, a ischemické
porareni se vytvdi jejich naslednym os¥ienim) (Watson et al., 1985) a model endotelinem
indukované MCAO, u kterého se vyuzivéirpzené schopnosti endotelinu zuZovat cévy
(Sharkey a Butcher, 1995).

4.3. Reakce mozkovych bukk na ischemické poskozeni

Dospily mozek savé reaguje na ischemické powgun nekolika zpisoby, které se
uskute€nuji prostednictvim zmdn jak na buscné arovni (znény tvaru a velikosti astrocyt
odctleni poskozené tké&nod zdraveé), tak i na urovni molekularnichémfuvokhovani latek,

které zmisobuji poSkozeni buh, ale také latek, které se uglafi pii ochrarg téchto burk).

4.3.1. Znény po ischemickém porami na bur@c¢né drovni

Prvotni reakci mozkové tk&dma ischemické por&ni je korova a podkorova reaktivni
gliéza (Jin-giao et al., 2009),élbem které dochézi k uzisani poSkozené tkén jejimu
odcleni od tkag zdravé a také k neurdlni smrti. Reaktivni gliozaikd na zéklagl
zaretlivého podrtu, ktery vytvaeji mikroglie, makrofagy a astrocyty, a na zaklad
prozartlivych cytokini, které jsou jimi produkovany. Druhym typem reakeeaktivace
burg¢né proliferace, éhem které dochazi ke zvySené proliferaci prekurstigodendrocy,
mikroglii a rekterych astrocyt (Amankulor et al., 2009).

4.3.1.1. Aktivace astroayt

Zakladem reaktivni gliézy jsou astrocyty, kteréng@ni na tzv. reaktivni astrocyty a
jsou charakteristické svymi #8enymi €y a vykeZky a také zvySenou expresi
progenitorovych markérGFAP a nestinu (Pforte et al., 2005). Tyto asttpsg také podileji
na tvorlg gliaini jizvy, kterd uzavird misto porari (Rudge a Silver, 1990). Po potan
dochazi k tzv. dediferenciaci astrotyktera je doprovazena re-expresi nestinu a vimenti

(markery radiélnich glii) a jejich zvySenou protdei (Burns et al., 2009a).
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4.3.1.2. Aktivace mikroglii

V neposkozeném dodgm mozku jsou mikroglialni biky v tzv. klidovém stavu, ale
i béhem rgého jsou to vysoce dynamické struktury, které jsodpowdné za imunitni dozor a
pohlcovani mrtvych butk v CNS (Nimmerjahn et al., 2005). Nasledkem iscic&gho
poraréni dochazi v migt poskozeni k uvokni velkého mnozstvi ATP z okolnich hikn
(astrocyti, oligodendrocyit a endotelialnich buik), které je zodpasdné za zprogedkovani
prudké a rozséhlé mikroglialni reakcej piz dochazi k tzv. aktivaci mikroglialnich btkn
(Davalos et al., 2005). ddem této aktivace se ,klidové" mikroglialni tky premenuji na
vysoce aktivni aipmo migruji k poSkozenym/mrtvym Blkam, které fagocyticky pohlti.iP
tomto procesu nedochéazi k aktivaci vSech mikrogdlie jen jejich utittho mnoZstvi.
Neaktivované mikroglie dale igtrvavaji v klidovém stavu a jsoufipraveny v pipac
potteby na okamzitou aktivaci (ndklad @i vycerpani jiz aktivovanych mikroglialnich béig
(Petersen a Dailey, 2004).

4.4. Neurogeneze a gliogeneze po poksni

V dos@lém mozku sauvt dochazi vlivem ischemického powm ke zvySené
proliferaci gliovych bugk, ale i k produkci novych neurénK tomuto jevu dochazi ve dvou
hlavnich neurogennich oblastech: SVZ (Arvidssomalet2001, Zhang et al., 2004) a SGZ
gyru dentatu (Jin et al., 2001).

4.4.1. Aktivace buf@né proliferace v SVZ

Dulezitym zdrojem novych nervovych btk je SVZ, kde dochazi k tvogbretzch
A burgk, které vypadaji stefnjako v neposSkozeném da$@m mozku (Zhang et al., 2004).
Tyto fet€zce ovSem neputuji do OB (jako kipadt migrace za fyziologickych podminek), ale
jsou navadny do mist poSkozeni, a to na zaklagnati, které jsou vysilany poskozenymi
nervovymi butkami.

Mezi faktory, které se podileji na naswvaniiettzci do poskozenych oblasti, piait
faktor lo sekretovany stromalnimi blkami (SDF-1. = stromal cell-derived factorel, ktery
je ve vy§Sim mnoZstvi produkovan v pafiaych oblastech, a jehoz prisinictvim dochazi

k aktivaci chemokinového receptoru CXCR4 (CXC chkme receptor 4), ktery se vyskytuje
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v progenitorovych bitkach SVZ. Dochéazi tak k chemickému navedeni migichi A burgk
do poSkozenych oblasti (Thored et al., 2006).

Na zprostedkovani neurogenni a migra odpowdi A burgk se podileji matrix-
metaloproteinazy, které poskytuji Aikam signal pdaebny k jejich Sieni a migraci (Lee et
al., 2006). Tato migrace probiha podél krevnich ¢éamashita et al., 2006), diky kterym
jsou migrujici A buiky obklopeny vhodnym mikropragtdim, které jim umaiije
diferencovat se do do&lgch nervovych buék (Arvidsson et al., 2002). Cilovou lokalitou
téchto burk je pak pora#né striatum (v &m se neurogeneze v neposkozeném mozku
nevyskytuje), ve kterém se da&gp neurony integruji do stavajiciho systému a gja

synaptické struktury, kter&gtrvavaji i 90 dni po ischemii (Yamashita et aD0@).

4.4.2. Aktivace bufané proliferace v hipokampu

Pri ischemii aktivované neurogenezi dochazi ke zvw§y3sorke D burek v SGZ, ale
pievaznacast z nich nefezije. Celkové mnozstvi novych neutiorkteré nahradi mrtvé, tak
¢ini pouze 0,2 % z celkového ¢ia now vytvorenych neuroi, které vznikly hem Sesti
tydni po ischemickém por&ni. Tato nizka schopnostgziti je pravdpodobré zpisobena
negiznivym okolnim prosedim (s nedostatkem vyZivové podpory a s obsaherligich
latek) a malym mnoZstvim spigjkteré by poskytovaly signaly pragziti (Arvidsson et al.,
2002).

4.4.3. Buiky exprimujici proteoglykan NG2 chondroitin sukaiNG2 gliové biaky

V oblasti vyzkumu regeneracereparace poskozené nervové tkggou vyznamnym
burg¢cnym typem NG2 gliové hiky (neboli polydendrocyty, pdpsynantocyty), které maji
velky potencial pro tvorbu oligodendrodyiastrocyd, ale i novych neuranpo poragni CNS.
NG2 buiky dostaly swj nézev podle neuron-glidiniho antigenu 2 chondroisulfat
proteoglykanu, ktery je soasti jejich plasmatické membrany (vizcepledny ¢lanek
Levine et al., 2001). Po ischemickém par@indochazi ke zvysSeneé tv@iNG2-pozitivnich
burgk v ischemické penunib (v jade jejich mnoZstvi naopak klesa), a to zejména 1Beai
7. dnem po obnavpiitoku krve do poSkozeného mozku. Vyrazné sniZzelkioeého pa@tu
burgk v jadre je zpisobeno zejména velkym odumiranim oligodendninckteré jsou velmi
citlivé na nedostatek kysliku (Ohta et al., 2003).
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Kromé penumbry, kde se NG2 tky vyznamr déli, dochazi k produkci astrodyta
oligondendrocyt z NG2 burk i vglidlni jizv¢. Zda dojde k diferenciaci NG2 b
v astrocyty nebo oligodendrocyty zalezi na Olig2; e transkripni faktor oligodendrocyit
(oligodendrocyte transcription factor 2) vyuzivgako marker d&chto burgk. Pokud je Olig2
zadrzovan v jai, dojde k diferenciaci liky v oligodendrocyt, zatimcorgsun Olig2 z jadra
do cytoplasmy vede k postupnému sniZzeni exprese BG k diferenciaci hiky v astrocyt
(Zhao et al.,, 2009). Je prokazadno, Ze NGikgu se mohou diferenciovat jak
v oligodendrocyty, které remyelinizuji axony po @aini, tak i v protoplasmatické astrocyty
(Obr. 6). Oba typy butk jsou produkovany jak v Sedé hrsotak i v bilé hmat (Zhu et al.,
2008b). Zda dochazi také k tvérbeuror z NG2 bugk je prednEtem mnoha studii. &oli
v nekterych studiich (Zhu et al., 2008b) nebyla dok@&zg@rnodukce neurdn v jinych bylo
naopak prokadzano, Ze rédgad v postnatalnim hipokampu (kde dochéazi v dospi
k neurogenezi) dokazi NG2 iky produkovat funkni, elektricky vzruSivé neurony
(Belachew et al., 2003).

Protoplasmaticky
astrocyt
I Premyelinizovany
s s oligodendr
MNeurdlni kmenova Polydendrocyt J i Myelinizovany

burika — oligodendrocyt

Meuron

Obrézek ¢. 6: Schéma ukazuijici vyvoj oligodendrotyt polydendrocyt neboli NG2 busk. Polydendrocyt se
mize krong oligodendrocytu diferencovat v protoplasmatick§r@syt a pravépodobi i ve funkéni neuron (viz
piehlednytlanek Nishiyama et al., 2009).

-18 -



5. Mikroprost fedi mozku ovliviujici neurogenezi

Ischemické poskozeni mozku indukuje zvySenou tvdektort, které pispivaji ke
vzrastu aktivity B bugk produkujicich nové nervoveé tky. Tak dochazi ke vzniku &itého
mikroprostedi, které obsahujetstové a neurotrofni faktory, jejichz pém se Ilisi
v zavislosti natasovém horizontu po ischemii, a hraje tak podstatilohu v proliferaci,
diferenciaci a migraci novych neutiblo mista poSkozeni (Obr. 7), kde se podili i fiahe
integraci do stavajiciho nervového systému (Nakateiral., 2002). Vzhledem k tomu, Ze
tvorba novych neuranv dosglém mozku je omezena (Arvidsson et al., 2002), jsiedana
feSeni, jak poskozenou nervovourtk@ahradit, a to jak transplantaci neuralnich kmgobv
¢i progenitorovych bugk, tak i indukci endogenni neurogeneze. Nicénaplikace velkého
mnozstvi fistovych faktoé, které by zvySily endogenni neurogenezi, by v r@spm
c¢asovém useku po ischemii mohla mit negativni dgpadomiya et al., 2006), a proto je
prozkoumani mechanigma funkci neurotrofnich auastovych fakto#,, které ovlivauji
neurogenezi, nutné pro vyttemi vhodné l&ebné strategie u ischemicky poSkozené nervové
tk&reé (Sugiura et al., 2005, Sun et al., 2009).
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Bed zragnim Omezena neurogeneze po gafan Indukovana neurogeneze

Obr. ¢. 7: Mobilizace endogennich neuralnich kmenovychékunlidské mozku po ischemickém poskozeni.
A) B buiiky pritomné v subventrikularni zérdosglého¢lovéka @ervert). B) Proliferace B butk, ktera vzista
po porakni, a umoiuje ¢ast&nou nahradu buk v mistech poskozeni. C) Mobilizace B bBkns pomoci
ristovych a neurotrofnich faktiprkteré podporuji proliferaci, migraci, diferendiacpeziti burgk po ischemii
(viz prehlednyclanek Burns et al., 2009b).
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5.1. Ristové a neurotrofni faktory

5.1.1. Mozkovy neurotrofni faktor

Po ischemii dochazi v mozku k produkci mozkovéheurntrofniho faktoru
(BDNF = brain-derived neurotrophic factor), kterflezré pisobi na zvySeni neurogeneze.
V neokortexu ovliviuje putovani progenitorovch beékndo mist poraéni a steji tak zaji$uje
putovani SVZ progenitorovych bék do striata. Jeho nejisi produkce je vSak v gyru
dentatu hipokampu, kde zvySuje mnoZstvieytvorenych granularnich bk, a podili se
na jejich diferenciaci (Schabitz et al., 2007). ®B&ylo zjiStno, Ze zvySené mnoZstvi novych
burgk v pritomnosti BDNF neni izjm¢ zpasobeno jejich zvySenou tvorbou, ale tim, Ze

BDNF zvySuje schopnost jejictigzivani (Choi et al., 2009).

5.1.2. Kostni morfogeneticky protein a inliidi faktor leukémie

Kostni morfogeneticky protein (BMP = bone morphuogggc protein) a inhikini faktor
leukémie (LIF =leukemia inhibitory factor) se ujplaji v signaliz&nich drahéach, které
ovliviwuji progenitorové vlastnosti astro@ytV pritomnosti LIF dochazi ke vstupu itky do
burééného cyklu a ktvorb GFAP. Timto zpsobem dochézi k udrZzovani kmenovych
(progenitorovych) vlastnosti u GFAP-pozitivnich BkinProti LIF pisobi BMP, jehoZ vlivem
GFAP-pozitivni buky diferencuji ve zralé astrocyty. BMP je inhibovaroteinem noggin
(exprimovan v SVZ a SGZ v dodpm mozku), ktery je produkovan vivov mnozstvi, které
je nedostatné pro Uplnou inhibici BMP, ale je dostgici pro jeho¢ast&nou inhibici a k
udrzeni progenitorovych vlastnosti Wwitg sub-populace bwk (Chmielnicki et al., 2004,
Bonaguidi et al., 2005).

5.1.3. Epidermélniidstovy faktor a hlavniistovy faktor fibroblast

Epidermalni @stovy faktor (EGF = epidermal growth factor) a mawvistovy faktor
fibroblasti (bFGF = basic fibroblast growth factor) jsou cytok které jsou ve vySSi i@
produkovany po ischemickém poean Oba faktory zvysSuji neurogenezi v SVZ a gyru
dentatu poratmého mozku (Baldauf a Reymann, 2005). EGBopi prostednictvim EGF
receptoru, ktery se vyskytuje v SVZ pouze u dvauiitpurgk. U B burgk, které slouzi jako
kmenové biiky a jsou aktivovany po porami, a dale u Cbutk, u kterych je

v nepoSkozeném mozku oproti Biilidm exprimovan ve velkém mnozstvi (Pastrana et al.,
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2009). Po navazani EGF na EGF receptor dochaai&ené tvorb C burek v SVZ, ale jen
pokud je EGF fitomen Bhem prvniho tydne po ischemii. Pokudefpvava, dochazi
Kk inhibici premgny C burgk na A buiky (Ninomiya et al., 2006), které by jinak vyresy
fetzce migrujici k misim poskozeni, n&pdo striata (Baldauf a Reymann, 2005).

Klasickou ulohou bFGF je podilet se na vystagbganismu Bhem embryonalniho
vyvoje a také na udrZzovani homeostézy tkani. Téaktor pisobi prostednictvim FGFR-1
receptoru, ktery byl detekovan i v neurogennictastgich, SVZ a gyru denta{Bun et al.,
2009). Po ischemii dochazi jeho vlivem ke zvySevoliferace B butk a zarove k podpde
jejich dalSiho dozravani v neurony a astrocyty. m&otoho bFGF stimuluje dozravani
B burek v oligodendrocyty, které po ischemickém pair@n nahrazuji poskozené
oligodendrocyty (Jin-giao et al., 2009).

PrestoZze oba faktory podporuji neurogenezi, jejicmusianni aplikace anebo
nadnérné mnozstvi vede k zeslabeni neurogeneze. Tougobpno progednictvim snizené
proliferace astrocyt ktera je zaficinéna pra¥ kombinaci bFGF a EGF (Baldauf a Reymann,
2005).

5.1.4.Erytropoetin

Produkce erytropoetinu (EPO = erythropoietin) jgutevana progednictvim hypoxii-
indukovatelného transkriipiho faktoru-1 (HIF-1 = hypoxia-inducible factor, kjery aktivuje
expresi EPO po hypoxii (ta je¢inou sodasti ischemie, tajiz globalni nebo fokalni).
Samotny EPO je produkovan astrocyty ésqbi na EPO receptor, ktery se nachazi na
neuronech. Pokud dojde k navazani EPO na jehotmceipjde zaroviei k ochrag neurori
pied apopt6zou a mikroglialni fagocytézou po ischdiiii et al., 2006).

EPO se také zprastdkovar uplatiuje v ochratt CNS gred reaktivnimi sloéeninami
kysliku a volnymi radikaly, a to prasidnictvim metalothionaz (MTs = methalothionases),
které aktivuje v ischemii poSkozeném mozku. MTs plkani neuronyied poSkozenim po
trvalé MCAO. Tim, Ze MTs dokazi chranit nervovénky pied volnymi radikaly a
reaktivnimi slodeninami kysliku, fispivaji ke zmenSeni objemu ischemické penumbry
v mozkové kie (Wakida et al., 2007).
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5.1.5.Granulocyty-stimulujici faktor

Faktor stimulujici kolonie granuloayt(G-CSF = granulocyte colony-stimulating
factor) dokaze stimulovat hematopoetické kmenovéikpu které migruji do mist
poSkozenych ischemii. Dadhto oblasti se dostanou fegs hematoencefalickou bariéru,
protoZze pi ischemii dochazi k jejimu naruSeni. Takto pordsSékér produkuje stromalni
faktor-1 (SDF-1 = stromal cell-derived factor-1)tely funguje jako atraktant pro
hematopoetické kmenové iy, které se pak podileji na zvySené plastiaifunkeni obnow
poSkozené tkan Samotny G-CSF zmenSuje objem ischemické penunabrgtimuluje
bung¢né cleni (Shyu et al., 2004).

5.1.6. Neurotrofni faktor sekretovany glialni Bamou linii

,Glial cell line-derived neurotrophic factor* nebaheurotrofni faktor sekretovany
glialni burs¢nou linii (GDNF) pati k rodirg rastovych faktoh (TGF) $. Uginkuje
prostednictvim receptoru, ktery se nazyva GDNF recemtia 1 (GFRel). GDNF
podporuje zvySenéiezivani busk, migraci bugk smérem k poskozené tkani a uplaje se
pii diferenciaci neuroih Jeho zvySena exprese wikach utenych Kk transplantaci
(C17.2 butkach) zlepSuje kognitivni funkce a jejictiegivani v tkani hostitele. GDNF také
shizuje apoptickou budnou smrt A budk v burgé¢nych kulturachin vitro (Bakshi et al.,
2006).

5.1.7. Heparin vazajici epidermalnistovy faktor

Heparin vazajici epidermalnfistovy faktor (HB-EGF = heparin-binding epidermal
growth factor) pat do rodiny EGF istovych faktoi, které zvySuji proliferaci a stimuluji
neurogenezi v mozku jak za fyziologickych podmirtek,i v ischemicky poskozené nervové
tkani (Jin et al., 2005, Ninomiya et al., 2006)|$a&pol€nou vlastnosti s EGF je jehdinek
na angiogenezi nez EGF (Sugiura et al., 2005). irecesm HB-EGF je EGFR/ErbB1, ktery
pro spusni buréc¢né proliferace vyzaduje navazani obou domén HB-H&FHB doménu,
tak EGF-podobnou domeénu), a toiegto, Ze pouze HB doména je zodfmna za optimalni
navazani HB-EGF na EGFR (Jin et al., 2005).
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5.1.8. Insulinu podobnyistovy faktor-1

Mezi dalSi faktory, které maji vliv na ochranu nair po ischemii, pat i insulinu
podobny #stovy faktor-1 (IGF-1 = insuline-like growth factaj, ktery se podili igdevsim
na tvorlk novych cév v mozku. Po ischemickém pdaran vznikaji jeho vlivem
v periinfarktovych oblastech mala kreuv&ist¢ se zesilenym jptokem krve, ktery zvySuje
piezivani nervovych bk a podporuje neurogenezi (Zhu et al., 2008a). Fgmym
pritokem navic dochazi Kisunu ¥tSiho mnoZstvitstovych faktol a latek patebnych pro
nahradu poskozené tkarke zvysené produkci IGF-1 dochazi bezpmexdtt po ischemii, ale
jeho mnozstvi neni dostéte pro pirozenou obnovu poskozené oblasti. To Ize ovSepsitle
jeho exogenni aplikaci do jedné hodiny po ische@iySené mnozstvi IGF-1 pak sniZzuje
odumirani bu#k apoptézou a zaroise vyrazre zvySuje tvorbu a zrani neurbna
oligodendrocyi (Lin et al., 2009).

5.1.9. Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO = nitric oxide) patv biologickych systémech k chemickym
posiim a funguje jako neurotransmiter v mozku. Je sigdeén z L-argininuiemi isotypy
NO syntdz (NOS): neuralni, endotelidini a indukelradu NOS. V neurélnich
progenitorovych bik&ch se nachazi endotelialni a neuralni NOS. NGueyproliferaci
burék v SVZ a v GD, a tim vyznangnpodporuje neurologické zotaveni. Jehisgbenim
roste mnozstvi cGMP v mozkovéik (jak uischemickych, tak u ne-ischemickychiat)i
coz poukazuje na mozny vliv cGMP na bémou proliferaci a neurogenezi. NOuge
zesilovat vapnikové signaly v nervovychikéch, a zvySovat mnoZstvi vnitrokidného C4',
coz mize ot vést ke zvySeni proliferace nebo ockraeurori pied burkénou smrti. Diky
NO migruji progenitorové hiky do mist poskozeni (Zhang et al., 2001), kde [@atiuji
pii nahraé@ mrtvych burk. Pokud je v mozku #ed vznikem ischemie ffiomné tSi
mnozstvi NO, dochazi k ochramervovych bugk pied poSkozenim (Nandagopal et al.,
2001).

5.1.10.Vaskularni endotelialniistovy faktor
Vaskularni endotelialniastovy faktor (VEGF = vascular endothelial growdictor) je
rastovy faktor, jehoz zakladnimi vlastnostmi jsourb novych cév a ochrana neutoMezi

jeho dalSi vlastnosti patzmenSovani velikosti poSkozeni po ischemii, dets i zlepSeni
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motorickych funkci u dosgych jedindi. Dale se podili na zvySené neurogenezi v SVZ, a to
tak, Ze umotuje migracifettzci A burgk ze SVZ do korové oblasti okolo mista poSkozeni, a
zvySuje pdet nov vytvorenych korovych neurdn(Wang et al., 2007).

5.2. Signaliz&ni drahy ovliviiujici neurogenezi a gliogenezi

DalSim moZnym terapeutickynifiptupem k regeneraci ischemicky poSkozené nervoveé
tkare je aktivace signalizaich drah, ktera by vedla ke zvySené proliferadifarenciaci

endogennich kmenovych (progenitorovych) &um vivo (Palma et al., 2005).

5.2.1. Notchl signalizai draha

Notch1l signalizeni draha hrajetdezitou ulohu v proliferaci a zrani bév dosglém
mozku (Breunig et al., 2007). Z&kladem této dréhyjigand Jagged 1/2 a nebo Delta 1-4,
ktery se vaze na transmembranovy receptor Notchd. nBvazani dojde k uvaini
vnitroburééné Notchl domény, ktera vcestuje do jadra, kdeasipdnictvim dalSich faktdr
podili na transkripci gen(viz prehlednyclanek Artavanis-Tsakonas et al., 1999).

Notch1l receptor je exprimovan v rovytvorenych neuronech, zatimco Notchl ligand
(Jaggedl) se nachazi v astrocytech. Vyskyt toheteptoru a ligandu poukazuje na
vzajemnou spolupraci mezémito buikami (Wang et al., 2009b). Dale bylo ziso, ze
ischemie spousti Notchl drahu, ktera se podilivyaené proliferaci progenitorovych hikg
a také na jejich diferenciaci v dagem mozku (Wang et al., 2009a). Pokud dojde k iithib
této drahy, dojde zaroiiel k zablokovani neurogeneze. Krértéchto dilezitych funkci se
Notchl signalizéni drdha uplaiuje i pi aktivaci Sonic hedgehog genu (Shh), ktery je
zakladem pro Shh signaliga drahu (ktera je popsana nize) (Wang et al., BD09

5.2.2. Sonic hedgehog signalipddraha

Sonic hedgehog (Shh = sonic hedgehog homolog) ujezitly faktor, ktery se
v organismu poprvé vyskytujeéhbem rané embryogeneze, a téi pentralizaci nervové
trubice i tvorbé CNS (viz grehlednyc¢lanek Jessell, 2000).éBem pozdni embryogeneze
pasobi na kmenové lky v SVZ a SGZ, z nichxast (tzv. tiché kmenové bky) je
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prostednictvim Shh signalizace udrZzovana ve stavu, @2kt mohou produkovat sami sebe
a zarova dalsi typy busk (Ahn a Joyner, 2005).

DuleZitou sodasti Shh signalizai drahy je Glil, cozZ je transktipi faktor pouzivany
jako marker efektorovych bgk Shh signalizéni drahy. V dosgiém mozku byly nalezeny
dva typy bugk, které ho exprimuji, a to B hky a C butky. Shh prosednictvim Glil
udrzuje v dosgiém mozku neurogenni potencial B Bkr{Palma et al., 2005) a zodpovida za
zvySenou proliferaci C bwk. Déle bylo zjistno, Ze v nefitomnosti Shh nedochazi k migraci
A burgk do OB, ale naopak k jejich hromad ve striatokortikalnim Uhlu, kde podléhaji
apoptéze. To znamena, Ze krowlivu Shh na A a B btky dochazi jeho {sobenim i ke
spravné migraci A butk do cichového laloku (Balordi a Fishell, 2007) Pporaréni
produkuji astrocyty zvySené mnozstvi Shh, kter@sopi na zvySenou proliferaci
Olig2-pozitivnich bugk, které nasledh dozravaji v oligodendrocyty. Samotna aktivace
Shh-Gli drahy je zfisobena jak poranim, které aktivuje buftné zdroje z&ktu (mikroglie,
makrofagy a astrocyty), tak fipomnosti prozéttlivych cytokini (Amankulor et al., 2009).

5.2.3. Wni#-katenin signalizeni draha

Wnt signaliz&ni draha je dlezitou sodasti molekularnich mechanisnprobihajicich
uvnité nervovych budk. Tato draha se uplaije @i migraci neurof, nava@ni rostoucich
axoni, vyvoji tvaru dendrit a @i vyvoji synapsi Bhem neuralniho vyvoje. Zakladni s@sti
této drahy jeB-katenin, ktery aktivuje neuralni progenitory aatfije se pi diferenciaci a
zrani no¢ vytvorenych neurom (Lei et al., 2008)p-katenin je ovliwiovan prosiednictvim
Whnt signélu, ktery kdyZ chybi, dojde k fosforyldekateninu glykogen syntazou kinazofi-3
(GSK-33), a takto fosforylovanyB-katenin je degradovan v ubiquitin-proteasomalrézdr
(viz prehlednyclanek Wodarz a Nusse, 1998).

Signalizace p-kateninem je spoudta vB a C biikkach (Adachi et al., 2007).
V B bunkach jep-katenin zodpo¥dny za regulaci jejich proliferace a schopnost ebhevy
v pritomnosti EGF a FGF, a to préstinictvim TLX receptoru (coZ je orfanovy jaderny
receptor), ktery aktivuje Wrfifkatenin signalizéni drahu v dosfié SVZ. TLX je dilezitym
bodem, ktery je zodp@dny za udrZzovani rovnovahy mezi sebeobnovou a atitgaci
B burek (Qu et al., 2010). V C hikach je pak3-katenin gi¢inou zvySené proliferac€dhto
burgk, ale neuplatuje se pi jejich dalSim dozravani na A bky (Adachi et al., 2007).
Souasti Wnt signalizéni drahy jsou i faktory, které ji negati&meguluji. Rikladem ntize
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byt Dickkopf-1 (Dkk-1 = Dickkopf related protein,1) kterého bylo zji&nho, Ze jeho inhibici
(napriklad pomoci oligonukleotit] které ho blokuji) dochazi k ochkameuror pied
spusEnim programu, ktery kaih jejich smrti. Stejného efektu je dosazeno i itikbSK-3B

(Cappuccio et al., 2005).

- 26 -



6. Zawr

Objasrni mechanisrin, které se podili na regeneraci nervové &kge naprosto
nezbytné pro vyvoj kebnych strategii ischemicky poskozeného CNS, gmivytvaeni
zpisohn prevence fed timto civiliz&nim onemocénim. | presto, Zze se vtéto oblasti
vyzkumu intenzivl bada a existujéada publikaci na toto téma, ziskané vysledky jsaitne
nedostaténé pro vyvoj vhodnych t@bnych postujp F¥icinou je pongrné velké mnozstvi
neprozkoumanych mechani8ma bugcné a molekularni drovni, ale i to, Zét$ina praci je
provadna na mysSich a potkanech, jejichz fyziologie seobddlidské jen v &kterych
aspektech. Kromtoho, zavaghi novych terapeutickychiistupi do klinické praxe s sebou
piindsi i etické problémy. DalSim z mnoha probiée i to, Ze mySi a potkani, na kterych je
vyzkum provadn, jsou relative mladi jedinci. Je sice dokazano, Ze se stoupajicikem
dochéazi ke zvySovani neurogeneze, ale také, Z& kldsopnost n@vvytvorenych bugk ve
star§im organismurezit. Ve vysledku je pak u starSich jedimanozstvi now vytvorenych
burek, které pezily, sedmkréat nizsi (viziphlednyclanek Lichtenwalner a Parent, 2006).

Po ischemickém por&ni CNS dochazi u nervovych biknk radé specifickych reakci,
jejichz objaskni je zakladem pro dalSi vyzkum zé&mny na ovliviovani vlastnosti a chovani
nervovych butk po ischemii nebo na zvySeni produkce faktpfispivajicich ke zvysené
neurogenezi a gliogenezi v mozkil na transplantaci neurdlnich kmenovych &urdo
ischemické léze. V oblasti vyzkumu regenerace &liébp CNS bylo v poslednich letech
dosazeno vyrazného pokrokuedevSim v odhaleni prolifefaiho a diferenciéniho
potencialu NG2 gliovych butk v poSkozeném CNS. Vzhledem k tomu, Zze NG2 glimweky
jsou schopné diferenciovat v oligodendrocyty, astty a pravédpodobr i neurony, dalsi
vyzkum by n¢l byt zangren na cilenou diferenciaci NG2 glii déchto bur¢nych typi.
Prestoze vliv istovych fakto#i na neurogenezi a gliogenezi je pon¢ doke prozkouman,

jejich tloha v proliferaci a diferenciaci NG2 glioh burgk zistava neobjasima.
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