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Typy gliovych bunék - funkce astrocytd, NG2 gliovych bunék,
oligodendrocytd a mikroglii v CNS, Gloha gliovych bunék v pribéhu
patologickych stavi CNS: trauma, ischemie, Alzheimerova choroba -
cytotoxicky edém mozku a objemové zmény astrocytt - reaktivni
gliéza a zmény morfologie a exprese gent u gliovych bun¢k, gliové
bunky a regenerace poskozené nervove tkané.
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Gliové bunky (neuroglia)
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Astrocyty

Funkce gliovych bunék

« fibrilarni astrocyty v bilé hmoté
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hvézdicovité buniky s dlouhymi vybézky.
vybézky naléhaji na sténu kapilary a dotykaji
se neurontu




Alexandrova choroba —jedina znama primarni astrogliopatologie

Heterozygotni mutace GFAP genu

Alexander disease

GFAF gene
17g21

Opozdény vyvoj

ZvétSeni (progresivni) - ruce
Zachvaty

Kiece

Zmatenost

GFAP tvoii cytoplasmatické inkluze
Asociace se stressovymi proteiny
(beta-krystalin, heat shock proteiny)
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Astrocvt Zakladni funkce astrocyti v CNS

1. vyvoj
-regulace neurogeneze a gliogeneze (NSCs)
2. strukturni
-tvori mikroarchitekturu nervoveho systemu
-tvori syncytium
3. kontrolni
-regulace extracelularnich koncentraci iontu
-odstrafiovani neurotransmiterti z ECS
- homeostaza vody v CNS
-regulace pH
4. metabolicka
-energetické substraty pro neurony
-odstrafiovani neuronalnich metabolitu
5. signalni
-modulace synaptického prenosu
-uvoliovani neurotransmiteru
-signalizace uvnitr syncytia
6. vaskularni
- souCast BBB
-regulace mikrocirkulace v mozku

Blood vessel 2o
Oligodendrocyte




Cerebralni iIschemia

Globalni cerebralni ischemie: dochazi k redukci pratoku krve v
celém mozku, vétSinou zpusobena zastavou srdecni ¢innosti

Fokalni ischemie: dochazi k okluzi cévy krevni srazeninou
(trombdza) —redukce pratoku krve v urcité oblasti mozku
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Globalni cerebralni ischemie
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Rossi et al., Nat Neurosci 10 (11):1377-1386 ,2007

Partial ischemia




Astrocyty funkce v poskozené nervové tkani

svychytavani glutamatu
svychytavani K* iontt a

jejich redistribuce

(K*-uptake, K* spatial buffering)

senergeticka zasobarna pro neurony
glykogen

sanaerobni metabolismus za hypoxickych
podminek — produkce laktatu, alaninu a
a-ketoglutaratu

sodstranovani volnych radikala kysliku
-vysoké hladiny antioxidantt (askorbat,
glutation)

sreaktivni astroglioza-chrani okolni tkan

Proliferace/neurogeneze

o /7

ozvEétSovani objemu astrocytl -cytotoxicky

+ vasogenni edem

suvolnovani neurotransmitert-glutamatu, ATP,
taurinu..

oZmény v extrasynaptickém prenosu v
dusledku zmenSeného/zvétsSeného ECS,
morfologie astrocytl

«“Spreading depression”- Sifici se deprese
(opakujici se depolariza¢ni vina doprovazena
vysokymi koncentrace K*,

ktera se §ifi od rozhrani nekroticke oblasti
ptes penumbru)

*Ca’* viny — propagace poranéné nervové tkané

ereaktivni astroglioza brani migraci bunék
do mista poSkozeni, limituje proristani a
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Benesova et al., J. Neurosci, 2008

-udrzovani fyziologickych koncentraci
glutamatu v extracelularnim prostoru

odstraniovani glutamatu transportery
EAAT1 (GLAST) a EAAT2 (GLT1)

Na/K pumpa Na/Ca antiport ~ 9lutamatovy

Lt =
1Ca’ g 3Na *

v X
Forward Reverse 1H'E

mode mode
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transportér

5mM —» 20-30 mM

Verkhratsky a Butt, Glial Neurobiology, 2007



Obracené¢ fungovani glutamatového transportéru v ischemii: glutamat je uvoliovan do
extracelularniho prostoru

Astrocyty prispivaji k dalSimu poSkozeni nervove tkané  -excitotoxicita
-depolarizace bunieénych membran
-aktivace Na* a Ca?* iontovych kanalt

-akumulace Ca2+ v cytoplasmé a mitochondriich
-inhibice ATP syntézy v mitochondriich

: bunécna smrt
2 G ey : Na/K pump
Ca PMCA

NMDA GluR Na K
channels

depolarization !
depolarization Cessation of

ATP-dependent
Lack of aTP fon transport

\ Loss of ion
homeostasis

Mitochondrial depofarization Loz -
Inhibition of ATP synthesis = f‘;‘;’:ﬂi’; alprotelite
Opening of permeability i

transition pore \ -

Cell death

Exocylotic release :
of glutamate  *+— ?[C a’],




Astrocvt -udrzovani fyziologickych koncentraci K*

iontu v extracelularnim prostoru a K*
redistribuce

Kotransportéry- NKCC1, KCC1
Nat*/K* pumpa

Fyziologické podminky
2.5mM K*

Neuronalni aktivita
4-4.2 mM

Epilepsie
10-12 mM K*

Ig(;:f;%miel\//l S}B Astrocytarni Na/K/Cl kotransport
e m Na*/K* pumpa +H,0
Saturace 10-15 mM K*

zvetSovani objemu astrocytli




Astrocvt -udrzovani fyziologickych koncentraci K*

iontu v extracelularnim prostoru a K*
redistribuce - K* iontove kanaly

n K;, potassium channel 4 Action

Potential
Gap junction

’ [K+]o Presynaptic terminal
\

Local K™ uptake

g "%
¥ "

Spatial K~ buffering (' tK 1; " Spatial K' buffering

rd

Verkhratsky a Butt, Glial Neurobiology, 2007

Fyziologické podminky 2-2,5mM K* oo
Zvysena neuronalni aktivita ~4.5 mM K* -
Epilepsie max 20 mM K* g ;

Ischemie ~70 mM K* GAPDH “--------
= : —30
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AStrocyty objemové zmény astrocytu vyvolané patologicky stavy CNS

Cytotoxicky edém
Zvétseni objemu bunék
Gliové a endotelové buiiky,
HEB neporusena

}

zmenseni extracelularniho
prostoru

Vasogenni edém
Poruseni HEB -aktivita
matrix metaloproteinaz
makromolekuly do ECP

|

zvetSeni ECP




Nasledky zvétSovani objemu astrocytu

-redukce extracelularniho prostoru

-snizeny extrasynapticky prenos

-zvyseni extracelularnich koncentraci K* a glutamatu
-depolarizace neuronti

-bunécna smrt neuronti, oligodendrocytt

-stlaCeni cév-redukce pritoku krve

-aktivace 1ontovych kanalu, které reaguji na zménu objemu bunky
-dalsi uvolnéni glutamatu, ATP

Ischemie
Trauma
Selhani jater
Hyponatremie



Hypotonicky stres Extracelularni [K*]

Depolarizace,
aktivace Cl-kanala,
K+ akumulace

Glutamat Acidifikace

1. Aktivace
antiportu
Na*/H*
CI/HCO;

kotransport
Na*/HCOy

2. Inhibice K* kanalu,akumulace K*,
inhibice RvD



Astrocyt redistribuce vody a regulace ECP

AQP4 a Kir4.1 —kolokalizovany na membrané astrocyta

Glutamate .
Presynaptic x transporter n Aquaporin (AQP4)
terminal

Na/HCO,
cotransporter

n K channel (K 4.1)

Verkhratsky a Butt, Glial Neurobiology, 2007




Astrocyt uvoliiovani neurotransmitert do

extracelularniho prostoru - glutamat,
Transport relativné velkych molecul, az 1kDa aSpartét, tauri n, ATP

-reverzné fungujici transportéry (I U
oligodendrocyti) v dasledku zvysenych

intracelularnich koncentraci Na* a neurotransmiteru,
+ depolarizace (K*)

-aniontove kanaly aktivované zménami
objemu - CI-

Glutamate D-Serine 1

-konexony “hemichannels”

-ionotropni purinergni receptory -P2X,

= -exocytoza v dusledku zvySené koncentrace
- ¥ -I-.lf’ r Ca2+

L 20 ym

odli$né schopnost astrocytii regulovat objem zavisi i na intracelularni obsahu taurinu



-anaerobni metabolismus za hypoxickych podminek

Fresynaptic
terminal

MCT-1
Lactate

Pyru\;ate

14 ADP
ATP Pyruvate
ATP Glucose

Glutamine

Glutamate Glutamate " 2ATP

+

Na

Verkhratsky a Butt, Glial Neurobiology, 2007




P2X receptor
, 2009

gap junction
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Astrocyty

astroglioza

anisomorfni astroglioza iIsomorfni astroglidza
hypertrofovane astrocyty rastoveé faktory
proliferace (NGF, FGF, cytokiny, Shh)
permanentni glialni jizva -proteiny extracelularni matrix
produkce chondoitinu a keratinu -adhézni molekuly
inhibice regenerace axon -podpora neuron-astrocyt interakci

-podpora riistu axonti, Synaptogeneze




Astrocyty Morfologie astrocytii a exprese GFAP

Astrocytes

Control
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GCI

Hipokampus potkana




Hipokampus potkana - GCI




Astrocyty Reaktivni astrocyty vykazuji charakteristiky NSC

uuuuuu

H+nestin

i)
.........

-exprimuji markery radialnich glii-vimentin
-v pritomnosti NGF a bFGF —neurosféry
-diferenciace v neurony a oligodendrocyty

GFPGFAP

IGFPGFAPO#




Apoptoza
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Apoptoza




Casové zavislé zmény v poctu bunék CAI oblasti
hipokampu po GCI
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Proliferace-mikroglie, NG2 glie a astrocyty
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Alzheimerova choroba

Amiloid

Verkhrats

a Butt, Glial Neurobiolo

2007

Control

Astrocyty detekuji beta-amyloid
uvoliiovany neurony, odtazeni

astrocytarnich vybézki od neuronti

Degenerace nervovych zakonceni
v blizkosti atrofovanych astrocytl
Astrocyty akumuluji beta-amyloid

Odumirani neuronti a astrocyti,
Aktivace mikroglii, reaktivni
astrocyty- plaky




Epl IepS|e Vapnikova vina mize vyvolat synchronizované uvoliiovani glutamatu
Synchronizovana depolarizace neuronil = epilepticky zachvat

)G
Ca” wave

Paroxismal depolarization
shift




Funkce gliovych bunék
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Normal conditions

,.Klidova mikroglie* =

bunka neustale kontrolujici ECS — nahodily
pohyb vybézki (1.2-1.5um/min), jejich
prodluzovanim a zkracovanim kontroluje
oblast CNS v prabéhu nékolika hodin

aktivace:
Signal-ATP uvolnéné z astrocytt
-purinergni receptory na mikrogliich
Microgli .
Up-regulace K* kanali-Kir, vn¢ usmérnéné
Initial stage of brain damage Aktivace GLT-1

Damaged . c c e . , v

»synaptic stripping® —selektivni odstranéni

‘ ‘\M glutamergnich synapsi
A

~@
Produkce cytokinil a chemokinii-

- R NGF, BDNF, NT-3, NT-4

] Produkce imunokompetentnich molekul-

| ILs, TNFa, TGFp (kontrola imunitni

odpovédi)

Microglia

Verkhratsky a Butt, Glial Neurobiology, 2007 TGFB _aStrOg lioza




Aktivace mikroglii
Astrocyty, neurony — ATP, cytokiny

klidova mikroglie Aktivovana-reaktivni mikroglie

[

Circulating Monocyies

proliferace , migrace, transformace ve fagocyty, buné¢na smrt




Aktivace mikroglii-GClI




A Linear moedel
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B Plasticity model
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Charakter poranéni, intenzita a trvani stimulu ovliviiuji produkei
cytokinii




Funkce gliovych bunék
Ol igodendrocyty obklopuji vybéZzky neuronii
vytvareji myelinové pochvy axonii

v PNS jsou obdobou Schwanovy bunky




Oligodendrocyt

Corpus callosum

NMDA AMPA KA

y

Neuron

200s

Karadottir et al., 2005 Nature
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Exosomes o

Mechanismy vedouci k poSkozeni oligodendrocyti
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Frihbeis et al., Frontiers in Cell Neurosci (7), 182, 2013



Wallerova degenerace- po pteruseni axonu dochézi k odlouéeni od
Oligodendrocyt bunééného téla a k degeneraci jeho distalniho pahylu

Wallerova regenerace: télo buiky reaguje na oddéleni axonu produkci

stavebnich proteinti, novy axon roste rychlosti cca 1 mm/den a snaZi se spojit

s puvodnimi efektory nebo receptory, poté dochazi k tvorbé myelinovych
pochev a funk¢éni regeneraci-PNS

[ Jegeneration in

Muscle

Axon Myelinating Perisynaptic
Schwann cell

/ ;\ N-«ann cell

Transection
]

Schwanovy bunky dediferencuji
Fragmentace myelinu

Makrofagy odstraiiuji poSkozené bunky
Bazalni lamina Schwanovych bun¢k intaktni

axon prorusta do trubice bazalni laminy
Schwanovy bunky —produkce faktora

axon regeneruje a inervuje svaly
Schwanovy buiiky myelinizuji axon

Verkhratski a Butt| Glial Neurobioloii| 2007



OI 10 Odend rocvt Wallerova degenerace- po pteruseni axonu dochéazi k odlouéeni od

bunééneho téla a k degeneraci jeho distalniho pahylu

Wallerova regenerace: télo buiky reaguje na oddéleni axonu produkci
CNS x PNS stavebnich proteinli, novy axon roste rychlosti cca 1 mm/den a snazi se spojit

s puvodnimi efektory nebo receptory, poté dochazi k tvorbé myelinovych

pochev a funk¢éni regeneraci-PNS

Resting Astrocyte

A)l(on% ‘/Olugoxdeim‘ microglia > ;‘:} V;gg

Synaptic
terminal

Astrocyte/ \
NG2-glia Myelm -
Activated Reactive

' i astrocyte/
: microglia NG2-glia

Dezintegrace a fragmentace

- myelinu
Macmphagei( 7_% Aktivace mikroglii, astrocytu
Transectlon d NGZ g|||,

l Wﬂ; Makrofagy-odstranéni bunéc.
. A= debris

S;’:: Permanentni glialni jizva
Q ;:2; ?é; ;

Verkhratsky a Butt, Glial Neurobiology, 2007




Demyelinizacni onemocnéni

Vanishing white matter disease ve véku 2-6 let, ztrata myelinu, degenerace bilé hmoty

RoztrouSena sklerdza

mozkové, cystickda BH, kolem cyst ztrata oligodendrocyt,
abnormalni morfologie oligodendrocytii

autoimunitni zanétlivé demyeliniza¢ni onemocnéni CNS
-primarn¢ progresivni-smrt oligodendrocytil, neurodegenerace,
zanet,
bez relapsii, bez remyelinizace OPC,




Polydendrocyty a jejich funkce v CNS

Oligodendrocyty ‘
— Mikroglie =
Hortegovy
Astrocyty

Ependymové
bunky
3

Gangliové

(satelitni)

bunky =
Schwannovy @ amficyty
bunky




Polydendrocyty

5-8 % gliovych bunek NG2-gliové buiiky
Synantocyty-(kontakt)
Neuron-Glia GIuR gliové bunky
Prekurzory oligodendrocytii
WAy ' \’ - Polydendrocyty
re: o .
i \ 2 \:
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NG2 : PDGFRa : Merged - PVDVGF i
prezivani
Proliferace

NG2 = chondroitin sulfat  a receptor rustového faktoru )
proteoglykan 4 produkt krevnich destiCek migrace

Komitova et al., 2009 J Comp Neurol



Polydendrocyty exprimuji S1008, transcripcni faktor Olig2 a APC

LY ‘1
- l H .
P e
EGFP — g EGFP s
P g o
~ - . ; !"j
EVAG, I
J )R *
NG2 Merged <\ ° APC
C % D
- b -
EGEP i EGFP
S1008 Merged _s NeuN

Komitova et al., 2009 J Comp Neurol



Polydendrocyty-vyvoj

a
Neural Polydendrocyte Premyelinating
tem cell ol goJu du.x.\-h.
NG2-
PDGFRa - PDGFRu~-
OLIG2+/~ 04+
SOX10- OLIG2+
- SOXI0+
Galactocerebroside«
MBP-
roliferujici e o,
P -u) , proliferujici
progenltorova ol dendrocyt
buiika poly

Nishiyama et al., 2009, Nature Reviews/Neuroscience

Myelinating
JIIS(...A. Ju\yt-‘

NG2-

PDGFRa-

Q4+

OLIG2+/~

SOX10+
Galactocerebroside+
MBP+




Vm ~ -85 -90 mV

Membranové viastnosti polydendrocytu
IR ~ 200 - 300 Mohms

NG2+
Olig2+
S100p-

oligodendrocyt astrocyt

+10 mY NG2+
Olig2+
S100B+

Exprese Na*, K*, Ca ?* kanali

Glutaméatove a GABA receptory 2 typy polydendrocyti

Glutamatové transeortery
GFAP

Karadottir et al., Nature Neurosci,




Polydendrocyty aktivne komunikuji s neurony a gliovymi bunkami

Tvofi synapse s neurony-
presynaptické zakonceni, postsynaptické
zakoncCeni, NG2 glia a astrocyty

termuinal

Vasicle containing Glu

Trephic

Glutamat, ATP....

b White matter Ranvierovy zarezy

NG2 glie kontaktuji Ranvierovy zatezy
(propagace akéniho potencialu)

-piima signalizace mezi neurony a NG2
gliovymi buinikami

-exocytdza- uvolnéni glutaméatu-aktivace
AMPA R (depolarizace, Ca2+ increase)

proliferace/diferenciace

Gl uvolnéni ristovych faktora

. Ca''-pammesble ANMPA recapos Ca-Imparmaeabie
APAPS, receptar

[ll_m CGlutamate fransporter

Nishiyama et al., 2009, Nature Reviews/Neuroscience




Polydendrocyty a jejich tloha v ischemickem poskozeni mozku

2 modely ischemického poskozeni mozku -globalni cerebralni ischemie

-fokalni cerebralni ischemie

* Morfologické zmény polydendrocytii
* Membranove vlastnosti polydendrocytl

* Proliferace polydendrocytii v ischemicky poskozené nervove tkani

* Diferenciacni potencial polydendrocytil in vivo po ischemickém poskozeni
mozku



Zvysena proliferace gliovych bunek po GCI
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Anderova et al., 2011, JCBFM
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Proliferace a membranoveé viastnosti polydendrocytii

NG2 ' ! overlay Y
s A
!
. Y, = }.,; e
- , . = - -
- . — .
. AN A
> St O i~ P
- ) - ~\ S0
‘ ; —5
108Lm
nestin  # overlay »
- " =
¥ s
“ P
. e ‘ RL
b h. ’, : } ﬁ
" > \ p L e

i

0.5nA

Vm, IR, proudova hustota

Ka current density (pA/pF)

kontola. 6H 1D 3D

Pivonkova et al., 2009 Neurosci Int.



3D morfometrie - morfologicke zmeény polydendrocytii

A B

Alexa-Fluor-hydrazide 594- Confocal sectioning Confocal plane used for
labeled astrocyte area calculation

Benesova et al., J Neurosci Res, 2009




Soucast glidlni jizvy

Zmeény morfologie NG2-glii po GCI
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Globalni cerebralni ischemie ma za nasledek
zvySenou proliferaci polydendrocytu 3-7 den po GCI

pocet polydendrocytu ani oligodendrocytii
v hipokampu po ischemickém poskozeni nestoupa

pocet astrocytii vyznamneé vzrustd, i prestoze
proliferace astrocytii je nizkd




Proliferace/diferenciace polydendrocytii In situ (P4)
—NG2 glie, oligodendrocyty

A. Symmetric division generating fwo NG2 cells

symetrické déleni
-vznik 2 NG2 glii

B. Asymmetric division generating 1 NG2 cell and 1 oligodendrocyte
u |24 |42 o 19 i
o

asymetrické déleni
-vznik 1 NG2 gliea 1 oligodendrocytu

i symetrické déleni
- D0 -vznik 2 oligodendrocyti

Zhu et al., 2011, Development



Polydendrocyty davaji vznik subpopulaci astrocyti

NG2creER™:ZEG P14
A ventral forebrain “[ B
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Indukce Cre E16.5

Zhu et al., 2011, Development



Polydendrocyty

heterogenni populace

/\

NG2 glia in GM NG2 glia in WM
Astrocyty, :
Polydendrocyty, Oligodendrocyty

Neurony? Polydendrocyty



Middle Cerebral Artery Occlusion
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Vizualizace polydendrocytit: = NG2CreBAC:ZEG

Cre recombinéza exprimovana v polydendrocytech (NG2 gliich)
indukuje permanentni expresi EGFP

Polydendrocyty

NG2 [ reporter

NG2-Cre reporter *
Potomci polydendrocytd

loxP-STOP-oxP reporter .

Reporter




EGFP pozitivni polydendrocyty
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Honsa et al., 2012, PlosOne




Fokalni cerebralni ischemie




Zvysenda proliferace polydendrocytii 3 dny po FCI

3d MCAo




Zvysend proliferace polydendrocytii po FCI

control 3d MCAo 7d MCAo 14d MCAo

B Ipsilateral hemisphere &
35000 | -

30000

000 ¥ W Ll
25000
20000 i *
10000
5000
I

control 3d 3dcontra 7d 7Tdcontra 14d 14d contra
MCAo MCAo MCAo MCAo MCAo MCAo

Tmm

Contralateral hemisphere

Q.
E
-
—
w
[
(]
+
0
LL
Qo
w
—
o
Lo
i)
L
=
= |
=




Polydendrocyty davaji vznik i astrocytium a neuronum

7-14 dni po FCI

7d MCAo




Polydendrocyty davaji vznik i astrocytium a neuronum

7-14 dni po FCI

\Percentage of EGFP" cells expressing markers

—
control 3d MCAo 7d MCAo 14d MCAo




Membrdanove viastnosti EGEFP+ bunék v neposkozené nervove tkani

overlay, . .
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Membranové viastnosti EGFP+ bunéek po FCI
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Gliomy

e Nekontrolovana proliferace astrocytu, polydendrocytu,
oligodendrocytu

e uvolnovani glutamatu, excitotoxicita, buné¢na smrt neuronti
(expanze gliomu)

o exprese metaloproteinaz, destrukce extracelularni matrix v
oblasti gliomu

» zmensSovani objemu bunék gliomu-snazsi migrace, Cl- kanaly,
aguaporiny 1,4,9




Dékuji za pozornost
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