GLIE A MIKROPROSTREDI BUNEK V CNS
E. Sykova, Ustav experimentilni mediciny AV CR

Historicky Gvod.
Z morfologického hlediska jsou gliové buriky zndmy jiz témef 150 let, kdy byly

poprvé popsdny Rudolphem Virchowem jako “cement" (nervenkitt), ve kterém
jsou umistény nervové buriky, &i jako “neural glue* (lepidio) - z toho pak vznikl
nazev neuroglie. Camillo Golgi po impregnaci t&chto bunék stfibrem popsai
pavoutkovité bufiky (Spinnenzellen &i spider cells) nebo hv&zdicovité buriky
(Sternformigen Zellen ¢&i star-shaped cells). Byt to v3ak Mihaly Lenhossék v
Budape$ti, ktery navrhi, aby se tyto bufiky nazyvaly astrocyty. Rudolf von
Kolliker ve Wiirzburgu a William Lioyd Andriezen v Londyn& razdélili potom
astrocyty na fibrildrni  a protoplasmatické. Brzy poté co Andriezen popsal
perivaskularni systém hvézdicovitych buné&k okolo krevnich cév, byla rovn&2
popsana hematoencefalickd bariéra. Dnes vime, Ze vyb&2ky astrocytd (end feet),
spole¢né s kapilérnim endothelem, tvofi hematoencefalickou bariéru. Tyto a dalsi
studie vedly k zavéru, Ze gliové buriky maji jak ddleZitou tlohu morfologickou
{podplirné elementy a isolujici elementy), tak metabolickou (zdsobarny energie,
napf. glykogenu, astrocyty obsahuji glutamin syntetézu).

Daldi vyzkum ukézal typickou reakci astrocytd bé&hem nejrizné&jsich
patologickych stavl, pfedev&im glidzu, (proliferaci a hypertrofi) a zv&tSovani
objemu gliovych bunék akumulaci vody (tzv. swelling). Teprve v poslednich 20ti
letech v3ak doznal vyzkum strukturdinich viastnosti glie a predev&im vyzkum
funkce gliovych bun&k bshem fyziologickych a patologickych stavd obrovsky
pokrok. Bylo tomu tak proto, Ze zékladni vyzkum pfinesl zcela nové metodiky
napf.:

- specifické imunohistochemické zna&eni

- intracellularni z&znamy membrénového potencialu

- receptorové studie

- studium iontovych kandld a membranovych proudd metodou nap&tového a
teréikového zdmku (voltage clamp, patch clamp)

- iontové-selektivni mikroelektrody
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- modemi biochemické a zobrazovaci metody
- metody molekuldmi biologie, klonovani receptort, RNA, *Easnych” genl atp.

T liovych bunék a jejich morf ické viastnosti.

Gliové bufiky jsou riiznorodé elementy. V nervové tkani vedle sebe existuji
astrocyty, oligodendrocyty, Schwannovy bufiky tvofici myelin, mikroglie,
prekursorové gliové buiiky &i glioblasty a b&hem diouhodobého dréZdéni &i
patologickych stawvil také proliferujici a hypertrofujici astrocyty. V reting pini tlohu
gliovych b. Miillerovy bufiky. Tato riiznorodost se odraZi jak v rozdilng funkci
gliovych bunék, tak v jejich strukturdlnich a membranovych viastnostech.

Z morfologického hlediska ize jednotlivé typy gliovych bungk nesnadno
rozeznat béinym histologickym barvenim, jelikoZ i stejné typy gliovych bunék
maji Casto velmi rizny tvar. Nejlépe je moZné je rozeznat pomoci
imunohistochemickych metod, pfipadné v elektronovém mikroskopu (EM). Napf.
astrocyty se typicky zna&i pomoci glidiniho fibrilimiho kyselého proteinu (GFAP)
nebo vimentinu. Oligodendrocyty se znati pomoci specifickych protilatek napi.
galaktocerebrosidu, RIP, O1 a C4 . Pomoci O1 a O4 se znali i pozdni
prekursorové buiiky, av3ak Casto se prekursorové bufiky nezna&i vibec.
Prekursorové bufiky vSak miZeme pfi dobrych zkuSenostech rozpoznat v EM.
Na myelin existuje rovnéZ specifické barveni, podobné jako na mikroglii. Gliové
buitky, napf. Schwannovy buriky vytvéfejici myelin, Ize dobfe pozorovat v EM
pomoci zmrazovaci metody nazyvané mrazovy lom angl. “freeze fracture”.

JiZ Ramon y Cajal (1913) rozpoznal existenci 2 typd astrocytd - fibrilarnich
nebo-li typ 1 (vyskytuji se pfedev&im v bilé hmot&) a protoplasmatickych &i
plochych nebo-ki typ 2 (vyskytuji se pfedevsim v $edé hmoté mozkové). Oba typy
astrocytd v8ak mohou existovat vedie sebe a oba se barvi - specificky na
astrocyly - pomoci GFAP. Na druhé strang typ 2 se v nékterych tkarovych
kulturdch selektivné barvi pomoci monoklondlnich protilatek A2B5, které tudiz
slouZi k jejich rozliSeni in vitro. V jinych kulturach nebo in vivo A2B5 protilatky
selhévaji. '

Gliové buiiky maji pravd&podobné vyznamnou podplmou dlohu a vytvafeji
strukturdini oporu neurond. V neddvné dobé byly popsany gliaini sité slofené z

jemnych vyb&Zki, které obaluji nekteré neurony jako jemna pavudina,
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pravdépodobné&, aby mohly zajidfovat energetické naroky a iontovou a
objemovou homeostazu (viz dale). Gliové bufiky vytvéfeji a hraji vyznamnou
dlohu v hematoencefalické bariéfe, kde astrocyty svymi vybézky obkruZuji cévy.
Schwannovy butiky pak tvoii myelin, ktery slouZi k izolaci axond a k rychlejsimu

vedeni vzruch( saltatornim vedenim.

Uloha glie v energetickém metabolismu.

V neposkozeném dospélém mozku jsou metabolické potfeby mozku jako
organu téméf vyluéné zajiffovany oxydaci glukdzy, kterd voiné difunduje pies
hematoencefalickou bariéru. Specificky glukdzovy transportni mechanismus se
zvySuje jestlize stoupaji metabolické nédroky a naopak. Jednotlivé typy bunék
(neurony, astrocyty, oligodendrocyty) a subcelluldrni elementy (dendrity, nervova
zakongeni) vdak mohou pfednostné vyuZivat i jiné typy substratd, jestlize jsou
tyto produkovény z glukézy a degradovany oxydativnimi procesy. )

Zatimco neurony jsou vyluZné zdvislé na oxydativni degradaci glukézy nebo
jejich metabolitd jako napf. pyruvétu, astrocyty vyuZivaji &etné zdroje energie.
Mochou metabolizovat jak glukbzu tak pyruvat, ale také mastné kyseliny a
glutamat. Karboxylace pyruvétu na oxalacetat ma zdsadni vyznam pro syntézu
intermedidinich produktd trikarboxylového cyklu a jeho derivatd glutamatu a
GABA. Vyskytuje se pouze v astrocytech, nikoliv v neuronech. Tato skute&nost
svédCi pro vyznamnou ilohu astrocytd v glutamét- a GABAergnim nervovém
pfenosu.

Je zfejme, Ze aktivni transport spotfebovava v mozku nejvice energie, a to pro
znovuobnoveni iontovych gradientl (zvid3té K+ a Na*) po ak&nich potencidlech
tj. neurondlni aktivité. Stimulaci Na*-K+ ATPasové aktivity je zajistén aktivni
pfijem K+ a vypuzovani Na*. Tento enzym je pfitomen jak v neuronech, tak v
gliovych burtkdch. Pfi opakované nebo diouhodobgji zvy3ené neurondélni aktivité
se K+ hromadi v gliovych burikach (viz niZze), ale odtud se nakdnec musi vratit
zp&t do neuron(. Nékteré transporni mechanismy v gliovych bufikéch k tomu
také vyuZivaji ATP.

Glykogen, nejvétsi zdsobédrna energie v mozku, je uloZen a resyntetizovén v

gliovych bufikach. Je jiz dlouho zndmo, Ze glykogenové reservy jsou rychle

spotfebovéavany b&hem patologickych stavi a nedostatku energie jako je anoxie,
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‘ischemie a hypoglykémie. V posledni dobé se v3ak ukazalo, Zze i b&hem
fyziologickych podminek, napf. elektrického, ale i taktiintho driZdéni, stoupa
utilizace glykogenu. Tyto nélezy ukdzaly pfimy vztah mezi neuronélni aktivitou a
metabolismem glykogenu v gliovych buiikich. Glykogen je mobilizovan
pravdépodobné jak pro pokryti metabolickych ndrokd neuronl, tak
metabolickych nérokd gliovych bunék. Vyhodou miZe byt rychlejsi tvorba ATP z
glykogenu neZ z glukdzy. Tyto ndlezy svédéi pro t&snou metabolickou interakci
neuron a gliovych bungk.

M nové kan receptory.

| kdyZ gliové bufiky nejsou schopny generovat ak&ni potencidly, maji nap&fova
nezavislé K+ kandly a celou fadu napéfové zdvislych kandld. Jiz prvni
elektrofyziologické studie na optickém nervu niZSich obratlovcl (Necturus)
ukdzaly, Ze gliové buiiky jsou charakterizovany vysokou, témé&f linedrni a
napétové nezavislou, propustnosti pro K+ (Kuffler a spol., 1966, obr. 1).
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Obr. 1: Zdvislost membranového potencidlu na extraceluldmi koncentraci K* u
neuront (pferuSovand Céra) a u gliovych bunék (prdzdné krouzky). Povsiméte si,
2e Nernstova zavislost pro K+ (plna &dra} velmi dobfe souhlasi s membranovym
potencidlem glie, a to i v nizkych koncentracich K+, zatimco membranovy

potencidl neurond se v nizkych koncentracich K* prakticky neméni. Podle Orkand
a spol, 1966.
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Vysledkem toho je, Ze gliové bufiky maji negativni klidovy membranovy
potencial okolo - 90 mV. Skuteénosti, Ze membranovy potencidl gliovych bunék
je vy3&i neZ u neuronl se vyuzivd pro pfedb&inou identifikaci gliovych bunék
béhem intracelularnich zaznamu in situ.

V poslednich letech se uk&zalo, Ze gliové buiiky maji celou fadu napétove
zavislych (¢i napétim fizenych) a chemicky (ligandem) fizenych K+, Na*, Cl a Ca?*
kandll. Tento vyzkum umozZnila metoda ter&ikového zamku (Hamill a spol., 1981)
popsana podrobngji v Kapitole 1. Tuto metodu, b&2né i u nds nazyvanou “patch
clamp”, rozpracovali Bert Sakmann a Erwin Neher v r. 1976-81 (Nobelova cena
r. 1981). Lze pomoci ni snimat i z gliovych bun&k, a to jak proudy tekouci
jednotlivymi kandly, tak celou burikou. Obr. 2 zndzorfiuje “idedini" astrocyt se
vsemy typy dosud zndmych kandld (K, K, K, , Nag, Na,, Ca,;, Ca_,Cl',
jejich popis viz déle). Registrace t&chto proudd se v3ak dosud prevaing

Obr. 2: Idealizovany a pravdépodobné neexistujici astrocyt se véemi dosud
zndamymi kandly, podrobnosti viz text. Na*_ - gliova forma sodného kandlu; Na-, -
neurondlni forma sodného kandlu; Ca?, - L-typ vdpnikového kandlu; Ca?, - T-typ
vapnikového kandlu; CI - chloridovy kandl; K*, - draselny kandl typu “delayed
rectifier'; K+, - pfechodny, A-typ draseiného kanalu; K., - vapnikem aktivovany
draselny kanal;, K-, - draselny kanal typu “inward rectifier”; K-,. - draselny
kanal typu "stretch activated". Podlg Sontheimer, 1392,
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uskute&fiovala na bufikdch pé&stovanych v tkafovych kulturdch, a teprve v
poslednich 2-3 letech i v tkafovych fezech, kde jsou gliové buriky ve svém

normdlnim mikroprostfedi a spoletn& s neurony, coZ ma vliv na jejich

membranové vlastnosti. Seznam iontovych kandll v gliovych bufikéch stale
nartists, je véak nutné pfiznat, Ze funkéni vyznam v8ech t&chto kanald neni jesté
objasnén. Pouze v jednom pfipadé se zatim podafilo spojit funkci iontovych
kanall s fyziologickou funkci gliovych bufiek. Kontrola extracelularni
koncentrace K* pomoci prostorového pufraéniho mechanismu, angl. *spatial
buffering”, je zaloZena na napéfov& =zévislych K-+ kandlech, které jsou
nepravidelné rozmistény podél buriky a s_krze které K+ putuji do gliovych bunék v
mistech, kde je jejich koncentrace zvy3ena. K+ difunduji cytoplasmou a opou&téj
tuto buriku v mistech kde je extracelularni koncentrace K- nizka. Existuji i dal3i
poznatky, které sv&d&i pro vyznam napéfové &i ligandem fizenych kandld v
gliovych buiikdch, jako napf. aktivace kandll b&hem draZdéni okolnich neurontl.
Astrocyty maji rdzné typy iontovych kanald, jelikoZ jsou velmi heterogenni.
Syntéza iontovych kandll je dynamicky proces a jejich vyskyt se méni bdhem
vyvcje (Kettenmann a spol., 1990, obr. 3). Vyskyt iontovych kandld gliovych
bunék je pravdépodobné vysledkem jejich interakce s neurony, mozn4 s urgitym
typem neuronl. Zbyva ukdzat, zda se aktivita iontovych kanald méni b&hem
patologickych stavil, napf. s proliferaci a hypertrofii astrocytl. Gliové buriky v&ak
vykazuji komplexni odpovédi na celou fadu medidtord dfive vylucné spjatych s
neurondini aktivitou a tak se nabizi my3lenka, 2e existuje i pfenos signald pomoci
gliovych butiek.

Napéfové zavislé kanaly.
Za membréanovou vodivost astrocytl jsou pfedevdim zodpovédné K+ kanély.

Rozeznavame nejméné 4 typy nap&fové zavislych K+ kanald (obr. 2): 1. K+,

(delayed outward rectifier) majici préh okolo -40 mV, je blokovatelny pomoci
tetraethylamonia (TEA) a 4-aminopyridinu (4-AP), iednotlivé kandly maji vodivost
7 a 20 pS. 2. K+, (delayed inward rectifier), je aktivni okolo klidového
membranového potencidlu a zvi. b&hem hyperpolarizace, je citlivy k Cs-,
rektifikace zdvisi na pfitomnost Mg?. Tyto kandly jsou pravdépodobné
nejdileZit®j3i pro K+ “spatial buffering”, vyskytuji se i v Miillerovych bufikach,
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Obr. 3: Schema piitomnosti membrdnovych proudd a receptord u
prekursorovych gliovych bunék oligodendrocytové linie. Rané prekursorové

buriky i glioblasty (typické proudy vyvolané depolarizacnimi a hyperpolarizaénimi
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napéfovymi skoky jsou zndzomény v ramecku) jsou positivnl na A2B5 antigen,
pozdé&jsi prekursorové buriky pro O4 antigen. Z téchto prekursor mohou
vzniknout bud GFAP positivnl astrocyty nebo O1 positivni oligodendrocyty majici
JiZ jiné proudy, prevdiné typu inward rectifier - K, Zatimco fada receptord a
aktivovanych proud( /podrobny popis viz text/ mizi béhem vyvoje, gliové buriky
V};tvéfejr’ syncitium a jsou elektricky zpfa¥eny pomocif gap junctions. Na,,, - sodny
proud aktivovany pH; Na, - napétim aktivované sodné proudy; Ca,, - vysokym
napétim aktivované vépnfkové proudy; Ca, - nizkym napétim aktivované
vdpnikové proudy; K, - draselny proud typy “delayed rectifier’; K, - A-typ
draseiného proudu; K, -védpnikové-zavislé draseiné proudy; K, - Easové-nezdvislé
draselné proudy typu “inward rectifier”. Z Kettenmann a spol., 1990.

jednotlivé kanaly maji vodivost 40-105 pS, 3. K+,,, Ca?*-aktivované K+ kanaly
vyZaduji zvySenou koncentraci intracelularniho Ca?* (typicky nad 10+ M), stejné

jako u neuron( maji i astrocyty tzv. malé a velké K, s jednotlivymi kanély s
vodivosti okolo 10-25 pS a pak 200-300 pS. Stejné jako u neuron’ se blokuji tyto
kanaly pomoci extracelularniho TEA, ale ne 4-AP, a také napf. pomoci Skorpion
toxinu charibdotoxinu. 4. K+, , Atyp K+ kandld se rychle inaktivuje a jejich
zvyraznéni vyZaduje pfechodnou hyperpolarisaci, kterd pfedchazi depolarizaci
bufiky. Tyto proudy jsou typicky superponovany na tzv. delyed rectifier Ky a
mohou byt isolovany jestliZe se odeltou proudy ziskané depolarizaci. Tyto
proudy jsou citlivéjsi k 4-AP neZ k TEA (dalsi detaily viz Sontheimer, 1992).

Napéfové zavisié Ca* kanaly byly poprvé popsany u astrocytd (MacVicar,
1984). Caiz' proudy jsou typicky velmi malé a tudiz nepfispivaji vyznamé k
celkové bun&&né vodivosti, kter je pfedevsim nesena K-. Vstup Ca? do buriky
témito kanaly v3ak vede ke zvySeni koncentrace intraceluldmich volnych Caz,
které mohou ovlivilovat tzv. druhé posly. V bun&nych kulturach byly
pozorovéany 2 typy Ca? proudd tzv. L-typ a T-typ, které maiji rozdiinou kinetiku a
farmakologii. ‘

Napéfové zavislé Na* kandly se vyskytuji asi ve 30 procentech astrocyt ve
tkafovych kulturdch. Byly prokézény i u prekursorovych gliovych bunék v
tkanovych fezech. Existuji 2 typy téchto kandld, tzv. "neuronalni™ Na+ , proudy
které jimi prochazeji jsou velmi podobné Na+ prouddm u neurond, a tzv. "gligini*

¢

116



Na- , které jsou napf. méneé citlivé k tetrodotoxinu neZ neuronéini. MnoZstvi Na-
proudl je u v3ech dosud studovanych astrocytG malé, mnohem mensi ne2 u
neurond nebo axonl. Vyjimku tvofi pouze astrocyty v minich kulturach mysi a
potkana, kde je densita téchto kandld b&hem prvnich dvou tydnd v kultufe
vysokd, téméf jako u neurond.

Napé&fové zavislé kandly propustné pro CI, askorbat (ale ne glutamat) se
rovngZ vyskytuji v kulturdch astrocytd . Byly pozorovény kandly jak s vysokou
(385 pS), tak s nizkou (5 pS) vodivosti. Tyto kandly jsou aktivovany okolo
klidového membranového potencidlu, a proto se mohou CI- za&astnit
prostorovéha pufrovani - "spatial buffering", t.j. vstupovat do buné&k spolu s K+ a
vodou v mistech vysoké koncentrace K. Navic se ukézalo, 2e b&hem neuronélni
aktivity stoupé nejen intragliaini koncentrace K+ ale i Cl-. Hromadéni K*a Cl- je v
disledku osmotického gradientu provdzeno pohybem vody do nitra butky, &im2
dochézi ke zvétZovan/ jejiho objemu (viz déle).

| kdyZ jsem se zde zmifiovala &asto o astrocytech, vétdinu popsanych kanald
maji také oligodendrocyty, prekursorové buriky, ale i mikroglie. Vysledné
membranové proudy pfi depolarizaci a hyperpolarizaci bun&k se viak vyrazné u
rznych typd gliovych bunék li§i. Lze tedy podle prib&hu membrénovych proudd
rozlisit jednotlivé typy gliovych bunék (obr. 4, Kettenmann a spol., 1993/.

Napé&fové nezavislé napinanim ("stretch*) aktivované kanaly

Mechanické nataZeni membrdn vidken kufeciho svalu aktivuje tzv. “stretch
channels". Tyto kanaly byly rovn&Z nalezeny u astrocytl, jsou selektivné
propustné pro K+ (K+5o) @ maji snad vyznam u akutniho zvé&tSovani objemu
astrocytl napf. v hypotonickém mediu.

Ligandem aktivované kanal

Astrocyty, oligodendrocyty i prekursorové buriky maji celou Fadu receptori a
ligandem aktivovanych iontovych kanald. Mezi nejvice prozkoumané patii
GABA, a glutamétové receptory. GABA i glutamét depolarizuji gliové burky.
GABA otevird u astrocytt Cl kandly, glutamat aktivuje Na*/K+ propustnost. U
astrocytd v mozkovych kulturdch nebyla tato vodivost aktivovana pomoci
NMDA, takZe se jednd o non-NMDA glutamétovy receptor.
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Obr. 4: Typické proudy vyvolané depolarizaénimi a hyperpolaizacnimi napéfovymi
skoky u 4 typd gliovych bunék: A: mikroglie v kultufe z mozku potkana mé proudy
charakterizované jako inward rectifier K, B: gliovd prekursorovég bunka z corpus
callosum 8 dni staré mys$i vykazuje proud typu delayed rectifier K+, C: pasivni
napéfové nezavislé K+ proudy typické pro astrocyty, hipokampélni fez 10 dni
staré mysi. D: oligodendrocyt z corpus callosum vykazuje podobné proudy jako

astrocyty, které majf v8ak typicky pokles proudu béhem aplikace napétovych
skokd. Z Kettenmann a spol. 1993.
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Obr. 5. Schema dvoukandlové iontové-selektivni mikroelektrody pro K* zavedené

do extraceluldrniho prostoru v mesencephalické retikuldmi formaci potkana a
zdznam akCnich potencidld snimanych referentnim kandlem. K+-selektivni

mikroelektroda registruje vzestup koncentrace extraceluldrniho K+ v tésné

s | .
blizkosti aktivnihc neuronu. TeCkovand ¢ast elektrody zndzoriiuje iontoménic ve
hrotu mikroelektrody. Podle Sykové, 1992.

Mezi dalSi receptory popsané u gliovych bunék patfi napf. glycinové a
neurokininové receptory, které jsou aktivované pomoci substance P a
neurokininem A, vyvolavajicich pfevdiné depolarizaci membrany. Na astrocytech

byly rovn&Z prokazény a-adrenergni a opiatové receptory.

Uloha gliovych bun&k v iontové homeostaze.
Gliové bufiky nespomé zajistuji extraceluldmi ionovou homeostazu,
pfedevsim K+, pH a pravdépodobné i Cl.. Zde bych se chtéla nejprve zminit o

tom, Ze dynamické méfeni iontovych zmén v extracelularnim prostoru (ECP) a
uvnitt  gliovych bunék umo?Znila pfedeviim metoda iontov&-selektivnich

mikroelektrod (ISM} jejiz schema vidime na obr. 5. Podstatou ISM je membrana,
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Obr. 6. fontové zmény v extracelluldrnim prostoru zadnich rohé misnich Z4by
béhem drézdéni periferniho nervu elektrickymi pulsy o frekvenci 30 Hz. Pomocr tii
fontové-selektivnich mikroelektrod byl snimén kysely posun extracelularniho pH,

vzestup K+ a pokles extracelularniho Ca?+. 7 Chvétal a spol., 1988.

kterou ve hrotu sklenéné mikropipety tvofi tekuty intoméni. Potencidl této
membrany reaguje pfednostné na aktivitu urditého iontu ve zkoumaném
prostredi. O selektivité mluvime proto, Ze membranovy potencial maze byt
ovlivnén vice druhy iontd, ale elektroda si mezi nimi selektivng, t.j. pfednostné
"vybira" urcity druh iontd napf. K+, Ca®, H*, Na+. Tak napf. b&hem neuronaini
aktivity dochazi k pfesunu iontd pfes membrany neurond a vysledkem je, Ze
béhem kafdého akénho potencidly se uvoliiuji K+, které se pfi opakované
aktivité hromadi v ECP, kde jejich koncentrace vyrazné stoupd a Ize i proto méfit
pomoci K+-I1SM (obr. 3).

Obr. 6 ukazuje zmény koncentrace K+, pH a Ca? v ECP snimaneé soucasné
béhem drazdéni perifernino nervu u zaby tfemi pfisludnymi iontové-selektivnimi

mikroefektrodami zavedenymi do zadnich roh(l midnich. Ukazalo se, Ze vECP se
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béhém kaZdé aktivity, vyvolané bud draid&nim pfirozenymi podnéty (svétlo,
hluk, totyk), bolestivou aferentaci nebo elektricky, m&ni iontovd homeostaza.
VE&tsi a diouhodobgjsi zmé&ny iontové homeostazy ovliviiuji pfenos informaci v
CNS, t. j. mé&ni tzv. excitabilitu. V&S zmény by viak poskodily nervové buntky. Je
préavé Glohou gliovych bunék branit za fyziologickych podminek velkym, pro CNS
kritickym, ptipadn& poSkozujicim zmé&nam v iontové homeostdze ECP (viz
Sykova, 1991, Sykovéa 1992).

Obr. 7 znazorfiuje mechanismy jimiZ neurony a gliové bufiky zajidfuji K+
homeostazu v ECP a cbnovuji svoje intracelularni iontové sloZeni. Zatimco
neurony vyuZivaji pfedeviim Na/K pumpy pro obnovu intraceluldami koncentrace
K+ v disledku ztraty K+ b&hem aké&nich potencidll, gliové bufiky *hlidaji* sloZzeni
ECP, a proto efektivn odstrafiuji K+ z ECP. K+ homeostazu zajistuji gliové buiky
nejméné& 4 mechanismy (pro pfehled viz Walz, 1989, Sykov4, 1991, Sykov4,
1992).

Prostorovy pufraéni mechanismus K+, angt. K+ spatial buffering, byl
formulovén jiZ v r. 1966 (Orkand a spol., 1966). Tito autofi ukézali, 2e zvySi-lise v

ECP koncentrace K+, vyvold to tok K proudd membranou gliovych bunék do

jejich nitra. Ukézalo se, Ze 1. veSkeré proudy pfes membranu gliovych bunék
jsou neseny K+, 2. gliové buriky jsou vysoce propustné pro K+ a 3. gliové buriky
jsou spojeny v syncitium pomoci tzv. gap junctions, nizkoodporovych spojl
(elektrické zpfaZeni). Oblast v syncitiu gliovych bunék, kde jsou gliové bufiky
depolarizovany pom'oci zvy3eni K+ se chova jako positivni pél baterie a oblast
kde je nizkd koncentrace extracelularniho K+, tj. kde maji bufiky normalini
membrénovy 'potenciél nebo jsou hyperpolarizovény, jako negativni pdl baterie.
JelikoZ syncitium ma tendenci byt isopotencidlni, vytvofi se tok proudu mezi
obé&ma poly. K poteCou v mistech kde je jejich koncentrace zvy3end do bunék a
skrze gliové buiiky do mist ni2&i koncentrace, kde gliové buriky opusti (obr. 7).
Tato proudova kliCka je uzaviena v ECP, kde je proud predeviim nesen pomoci
Na+ a Ci. Tento transport K+ je energeticky nenérolny, pfizplsobuje se
aktudinim potifebdm a nezvy3uje obsah K+ v gliovych burikdch.

Gliové buiky v8ak zajiStuji K* homeostdzu v ECP je&té také pomoci Na/K
pumpy, ktera zahrnuje tzv. transmembranovy cyklus Na* znazornény na obr. 7.
Tretim mechanismem je KCI pfesun (uptake), ktery je zaloZen na pfitomnosti Ct-
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Na-K pumpa
Na cyklus

K* prostorovy pufraéni

mechanisius
A

» K*

Ca*

KCI uptake

Obr. 7. Schema dosud zndmych mechanizmit které zajistuji homeostdzu
extraceluldrniho K*. V neuronech se uplatr')ujé Na*/K* pumpa. Ta se uplatfiuje i v
gliovych burikach v tzv. Na+ cyklu. V glii se déle uplatriuje prostorovy pufraéni

/mechanismus a KCI uptake. K jsou efektivngfi otevirany pfi vzestupu
intraceluldrnifio Caz-.
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kandll, které se oteviraji jestliZe jsou gliové buiiky depolarizovany. Tento
mechanismus mize ukladat K+ uvnitf gliovych bunék pro zpétnou reabsorbei do
neuronll. Transport je provdzen pPesunem vody, cof vidy vede ke zvétSeni
objemu gliovych buné&k f{angl. “swelling"). Poslednim dosud popsanym
mechanismem je pfesun K+ tzv. Ca?-K* interaktivnim systémem. Depolarizace
gliovych bunék pfi zvySeni K* v ECP- otevira napétové zdvislé Ca?* kanaly, a tak
se zvy§i intraceluldrni koncentrace Ca?:. Ca?* nepiimo oteviraji K+ kandly. Tento
mechanismus zvy3uje uginnost prostorového pufrainiho mechanismu (obr. 7).
Aktivita nervovych bun&k je doprovazena také kyselym posunem v jejich
intracelularnim pH, alkalicko-kyselym posunem v ECP a alkalickym posunem
intraceluldrnino pH gliovych bunék. Ukazuje se, Ze gliové bufiky velmi efektivné
pufruji alkalické zmé&ny v ECP. Obr. 8 ukazuje Eetné membrinové transportni
systémy, které vedou k regulaci intracelularniho a extracelularniho pH v
neuronech a v gliovych burikach. Podrobnosti o t&chto transportnich procesech
presahuji ramec této kapitoly. Je v3ak zfejmé, Ze v neuronech pfevldda tok H+

dovniti buriky, zatimco u gliovych bunék tok H+ ven z bufiky. Je si viak nutné

uvddomit, Ze ke stejnému efektu dochédzi jestlife se misto H+ pohybuji v
opa&ném sméru HCO, nebo jejich ekvivalenty. Skute&nost, Ze neuronélini aktivita
vede k alkalickému posunu a depolarizace gliovych bunék ke kyselému posunu
prokéazaiy studie in vivo a studie po RTG ozdfeni b&hem vyvoje (obr. 9). Obr. 9
znézorfivje zmény K+ a pH b&hem postnatéiniho vyvoje potkna, v dospélosti a po
RTG ozéfeni. V prvnim tydnu po narozeni neni jesté dokonlena gliogeneze a
proto je draZdénim vyvolané zvySeni K+ v ECP v&t&i neZ v dospélosti. Rovnéz
typicky kysely posun, ktery v dospélosti pfekryvd alkalické zmé&ny spojené s
neuronélni aktivitou, neni bdhem po&ate&ni fdze gliogeneze pfitomen, a proto
drézdéni perifernfho nervu vyvold pouze alkalicky posun. Nervové butfiky z tohoto
hlediska dozravaji dfive. Podobné i blokdda gliogeneze pomoci RTG ozafeni
aplikovaného v nizkych dévkach, které jesté nepofkodi neurony, zablokuje
kontrolu K* a pH homeostézy v ECP.

Gliové buriky pravdépodobné zajidfuji i extracelularni homeostazu Cl-. Zde se
. nabizi jedno z moZnych vysvétieni pro& maji gliové bufiky GABAergni receptory.
Bylo prokézéno, Ze na rozdil od neuronl, otevirdni Cl- kanalG bomoci GABA
zplsobuje pohyb CI- z gliovych bunék do synaptickych §t&rbin a ECP. Tim
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extracelularni prostor

Obr. 8: V neuronech i v gliovych burikdch se uplatriuje celd Fada membrénovych
transportnich procest regulujicich intra- a extraceluidrni pH. Nékteré, jako Na*/H-
vyména a H*/Na*/CHHCO, kotransport, jsou piitomny v obou typech bunék. Jiné
jsou specifické pro gliové buﬁky, fako napf. Na*-HCO, kotransport. H* nebo
HCO; prochézeji také riznymi kandly oteviranymi medigtory, napi. GABA a
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glutamdtem. Je viak ziejmé, Ze v gliovych burikdch pfevldada hromadéni HCQO;
nebo jejich ekvivalentl uvniti a vypuzovani kyselych ekvivalentG ven do ECP.
Gliové buriky za patologickych podminek produkuji lakidt. Energeticky
metabolismus je spojen se vznikem CO, ktery lehce pronika pres bunétnou
membrénu a s vodou tvoii kyselinu uhliditou. Ta se rychle disociuje na vodu a
HCO,. Tato reakce je znacné urychlena pomocl enzymu anhydrdzy kyseliny
uhlicité /CA/, ktery je piftomen zvI4sté v gliovych burikéch.

stafi 12 dni
stafi 4 dny 11 dni po RTG ozafeni
7.2
72
] pH pH pH
7.3
73
€
ik
M
“an K
3 mM
10 Hz 3
stafi 11.dni Stafi 90 dni

Obr. 9: Zmény extracelulérniho K+ -a pH vyvolané opakovanym elektrickym
dra¢dénim zadntho kofene miSniho /frekvence 10 Hz/ naméfené
fontové-selektivnimi mikroelektrodami v miSe potkana b&hem vyvoje gliovych
bunék mezi 4-11 dnem po narozeni, po blokddé gliogeneze RTG ozdfenim a v
dospélosti (stafi 90 dni). Gliogeneza v miSe potkana vrcholi okolo 10 dne
postnatdiné. V této dobé se puvodné piitomny alkalicky posun piekryva kyselym
posunem generovanym gliovymi bunkami. RTG ozéfenf tento procas zéblokuje.
Povsiméte si i vy3si hladiny K+ v dobé, kdy gliové buriky v disledku své nezralosti

nezaji3tuji iontovou homeostazu (stafi 4 dny) nebo po RTG ozéfeni. Ze Sykova a
spol., 1992,
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dochazi k "nahrazeni" Cl-, které se v dlsledku neurconalni aktivity pfesouvaji do
nitra neurond i gliovych bunék.

Zmény objemu v gliovych bufikdch a zmé&ny difdznich parametrd v CNS.

Popsané iontové pfesuny pfes buné&né membrany jsou v nervovém systému
vidy provazeny pfesunem vody, v disledku jak pfesunu iontl, tak zmény
osmotickych poméri b&hem neurondini aktivity. Pfesun vody do nitra bunék
neurondl i glie vede ke zvétleni jejich objemu. Ukazuje se, Ze jsou to v&ak
predev&im gliové bufiky, které v disledku své ulohy v zajiStovani a udrZovani
iontové homeostazy hromadi mimo iontd i vodu, a tak zv&tiuji svij objem na
ukor ECP. Gliové bunky dynamicky zvétsuji svij objem nejméné E&tyfmi
mechanismy: 1. Hromadé&nim vody v dlsledku zvySené osmolarity, kterd je
vysledkem presunu K+ a Cl- dovnitf buriky. 2. V dlsledku extraceluldrni acidézy,
b&hem které presuny iontd pomoci ‘membranovych transportnich procest

regulujicich intracelularni pH vedou ke hromadéni NaC! a tim ke zvy3eni

intracelutdrni osmolarity. 3. V hypo-osmotickém mediu v disledku osmotického
gradientu a 4. V dasledku pfesunu iontd pfes membranové kanaly otevirané -
riznymi mediétory.

in vivo lze zmény velikosti bun&k a- ECP mé&fit pomoci ISM a iontoforetické
ablikace n&jaké tatky, pro kterou jsou ISM selektivni a pro kterou jsou bun&éné
membrany relativn& nepropustné /tzv. extraceluldrniho markeru/ napf. tetraethyl-
nebo tetramethylamonia /TEA or TMA/. Difizi této latky, ktera zlstava pouze v
ECP a nepronik4 do bunék, Ize sledovat v realném &ase. Velikost koncentra&ni
zmény aplikované latky v ECP je pfi konstantni aplikaci nepfimo umé&rma velikosti
ECP (obr. 10). U dospélych potkanl se v mozku i miSe podafilo pfimo zmé&fit, 2e
ECP za fyziologickych podminek tvofi 15-25 % celkového objemu nervové
tkdnd&. Tzv. objemova frakce ECP o = 0,15 -0,25. Ukdzalo se v3ak, e ECP v

miSe potkana se zmen3uje v dlsledku zvétseni buné&ného objemu jiZ b&hem
neurondini aktivity vyvolané elektrickym nebo adekvatnim draZdénim, napf.
transkutannim  elektrickym drazd&nim koncetin, chronickou bolesti kloubu
vyvolanou zanétem, popdlenim kdZe, a to aZ o 50 %. K znatnym zmé&ndm
velikosti ECP, ale i ke zmé&nam jeho zakfiveni tzv. tortuosity A, dochazi b&hem
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Mezibunécény prostor

I
lontoforéza -ISM

v klidu: 20%
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Obr. 10: Méfeni difuznich parametri nervové tkdné in vivo. lontoforeticky
aplikujeme do ECP tetraethylamonium (TEA*) ve velmi nizkych koncentracich.
Vzestup koncentrace TEA* v ECP muiZeme méiit pomocl K*-selektivnf
mikroelektrody, kterd je 600x citlivéjsf k TEA+, neZ ke K+. Cim je ECP mensi, tim
jsou zmény koncentrace vét§i. Pomoci difuznich rovnic [ze vypoditat absolutnf
velikost ECP, kterd je v kiidu asi 20 %, béhem neurondini aktivity Klesa a na 12 %
a u hypoxie nebo ischémie aZ na 4 %.
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neurony, gliové buriky
a ECP za fyziologickych
podminek

poruseni
hematoencefalické bariéry

bunécné poskozeni
asmrt

drazdéni
chronicka bolest
poranéni
epilepsie

anoxie

Obr. 11: Schemna znézorfiuje dynamické zmény velikosti ECP, K+ a H* /pH/ ve
tkdni za fyziologickych podminek; pii jejim poskozeni zdnétem, edémem nebo
nekrézou (smrti bunék) t.j. kdy se ECP objem zvétuje; a v situaci kdy buriky
zv&t3uji svij objem a kdy se ionty vice hromadi v ECP (draZdéni, bolest, periferni
poranéni, epilepticka aktivita a anoxie). ‘
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patologickych stav(l. Napf. ECP se zmen3i b&hem ischemie nebo anoxie (v
disledku zvatseni objemu buné&k zvl. gliovych) z normaélnich hodnot okolo 20 %
ECP na 4-6 % (obr. 10 a obr. 11) a tortuosita se zvy4i. Tortuosita je definovana
jako komplex v8ech pfekaZek v ECP (napf. glykoproteind, peptidd, receptord,
nabitych &dastic atp.), kieré brani difuzi latek timto prostorem. PFi vyrazném
zmenden{ ECP dochazi proto ke zvy3eni tortuosity. Prakticky to znamenad, Ze
pohyb latek skrz ECP se b&hem anoxie sniZi a uvolfiované latky, napf. K-,
excitacni aminokyseliny, kyslikové radikdly, metabolity atp., dosdhnou vy3sich,
tasto toxickych, koncentraci. Tim se situace je%t& zhor8uje a doch4zi tak snadno
k irreversibilnimu poSkozeni tkané.

Naopak pfi zanétlivych procesech (obr. 11), kdy dochdzi k edému, nebo v
nekrotické nervové tkéni, kdy se objem bungk zmensuje, nebo je-li je porusena
hematoencefalickd bariéra, objem ECP se zvétSuje na 30-60 % a tortuosita se
miZe zmensSit. Je tedy zfejmé, Ze pohyb viech latek, napf. iontd, medistort,
peptidd, rastovych faktorli, metabolitd, ale i ldtech vyuZivanych k
terapeutickym uceliim, uréuji v ECP jeho difdzni parametry.

Nedavno byla studovana velikost ECP b&hem postnatdintho vyvoje v kife
mozkové, v corpus callosum (bilé hmot&) a v mide potkana. Ukazalo se, fe
b&hem vyvoje je ECP asi dvojndsobng vétsi ne? v dospélosti, coX ma
pravd&podcbné vyznam pro to, Ze velky ECP miZe nahrazovat nedostate&nou
vaskularizaci, mohou jim iépe difundovat velke molekuly jako napf. ristové
faktory atp. B&hem vyvoje je vétdi odolnost vO&i anoxii , moZn4 téZ proto,'ie
nedostatetnd zralé gliové buitky nezvét$uji b&hem patologickych situaci tak
efektivn® a rychle svij objem a 3kodlivé latky (excitacni aminckyseliny,
metabolity, kyslikové radikdly) nedosahuji ve vétSim prostoru tak extrémné
vysoké koncentrace jako v dospé8losti, eventuelng mohou rychleji difundovat z
poskozené oblasti.

Interakce neurond, gliovych bunék a ECP,

Je zfejmé, Ze pfes ECP se uskutelfiuje nesynapticky pfenos a komunikace
mezi neurony a gliovymi bufikami. Tak je zajiSténa dlouhodob4 interakce
neuron-glie-extracellulami prostor, kterd vyznamné ovlivituje excitabilitu v
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Obr. 12: Difuze ldtek v ECP je z4visi4 na difdznich parametrech ECP, tj. na jeho
velikosti a piekdZicich, které brénf difuzi ldtek (tortuositd). lonty, pfenalele,
hormony, peptidy, ristové faktory, metabolity atp. difunduji na vgété! vzddlenost,
neZ v synaptické Stérbiné. Difundujf a uvoliiuji se jak z neurond, tak z gliovych
bunék. Zmen3eni velikosti ECP, napr. v disledku zv&tSeni objemu gliovych
bunék, vede k vétdimu nahromadéni téchto ldtek v ECP, zvi4sté béhem
patologickych stavi. Létky zustdvaji v ECP delsf dobu ne v synaptickych
Stérbindch, kde jsou rychle inaktivovany. Difunduji také ke krevnim kapilaram. Tak

je zajidténa nesynapticka komunikace mezi neurony, i mezi neurony a gliovymi
burikami

CNS, nesynaptickou signalizaci, kterd mdze mit zvla5té vyznam u dlouhodobych,
plastickych a komplexnich procest jako napf. pamét, hlad, deprese, ospalost,

podrazdénost atp. Obr. 12 ukazuje, Ze latky difundujici v ECP mezi neurony a
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glioyymi burikami, mezi neurony a vidkny a mezi elementy a cévami tak vzdjemné
integruji a dlouhodobé ovliviiuji nervové funkce. Pfi dlouhotrvajici synapticke
aktivite, kdy nestadi inaktivagni procesy zabrdnit dniku mediétor( ze synaptické
§t&rbiny, mohou mediatory rovn&Z difundovat mimo synaptickou $térbinu. Zde
se nabizi vysvétleni pro funkci extrasynaptickych receptord a receptord, které
maji gliové buiiky. Tento systém prenosu rovnéZ zajistuje diouhodobé plsobeni
uvolfiovanych latek, i kdyz koncentrace mediatord nedosahuje pravdépodobné
takovych hladin jako v synapsich. V posledni dobé se ukazuje, Ze se u difuze v
ECP nemusi jednat pouze o nespecificky pfenos, ale v riiznych oblastech mazku
latky difunduji pfednostné jednim smé&rem napf. podél vidken.

Jinym mechanizmem interakce mezi tfemi kompartmenty, t.j. neuron - glie -
ECP, je pfesun iontl, pfedevdim K¢, a zmény pH b&hem neuronélni aktivity.
Nahromadéne K+ depolarizuji neurony, a tim ovliviiuji jejich excitabilitu.
Depolarizuji nejen postsynaptické membrany, ale i primarni aferentni vidkna, a
jsou tudiZ vedle GABA a axo-axonovych synapsi, jednim z mechanizmi
presynaptického Otlumu (podrobnosti viz Sykovd, 1991, 1992). Depolarizace
gliovych bunék vede k aktivaci celé fady jejich funkci. Schema na obr. 13
ukazuje, Ze neurondini aktivita vede ke zvy$eni K+ v ECP a tim k depolarizaci
gliovych bunék. Depolarizace gliovych bun&k vede k aktivaci membranovych
transportnich procesid, véetn& téch které reguluji pH, jejichz vysiedkem je
alkalicky posun intraceluldrniho pH gliovych bufiek. Gliové bufiky totiZ aktivné
ztréceji H+ nebo jejich ekvivalenty a tak dochazi ke kyselému posunu v ECP. Bylo
prokdzéno, Ze kyselé zmé&ny pH v ECP tlumi excitabilitu neurond. Tak je zajist&na
zpétnd vazba a utlum zvy$ené neuronéini aktivity.

Funkce gliovych bun&k v imunitnim systému.

Gliové buriky, jak astrocyty, tak mikroglie, hraji vyraznou ulohu v imunitnim
systému, pfi zdné&tu, poranéni a u ¢etnych onemacnéni CNS v&etné bakteridlnich
a virovych infekei i autoimunitnich onemocnéni napf. AIDS. Vytvéreji MHC,
presentuji antigeny, produkuji cytokiny, uvolfiuji enzymy a jejich inhibitory,
prostaglandiny, leukotriny, NO, fibronektin, fagocytuji Skodlivé latky atp. , viz
schemata na obr. 14 (astrocyty) a na obr. 15 (mikroglie).
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/ Mechanizmus nespecifické zpétné vazby \
potlaCujici neuronalni excitabilitu

- GLIE NEURON
\ J

Obr. 13: Mechanismus zpétné vazby potlalujici neurondini excitabilitu.
Podrobnosti viz v textu.

Zavér.

1. Gliové buitky jsou zésobémy energie.

2. Gliové burtky, i kdyz postradaji akéni potencialy vyluéné vyhrazené neuronéim,
maji podstatnou dlohu pfi prenosu signdli v CNS.

3. Gliové buiiky se plasticky méni po cely Zivot, podle potieby a stavu CNS.

4. Gliové buiiky jsou citlivé a odpovidaji na neuronéini signaly.

5. Gliové buriky zajistuji iontovou a objemovou homeostazu v CNS a vyrazné
oviiviwiji funkci a excitabilitu neurond.

6. Gliové buiiky a dynamické zmény ECP ovliviiuji dlouhodobé prenos informaci
v CNS. , '

7. Poskozeni a reakce gliovych bunék je pficinou, nebo se vyrazné uplatiiuje
pii onemocnénich CNS. Gliové bufiky hraji ddleZitou roli v imunitnim

systému.
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PORANENI ... fyzikalni, chemické
POSKOZEN! BUNEK........imunologické (EAE, MS)
INFEKCE....coa el virové, bakterialni
BIOCHEMICKE SELHANI. metabolické defekty
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Obr. 14: Kaskdda, kterou vyvold poranéni bunék, poskozeni bunék, infekce a
metabolické defekty atp., tj. jevy které vedou k astrogliéze.
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Obr. 15: Interakce mezi neurony a mikroglil. “Neurondinf stres®, jako vzdélens
féze, vede k signalizaci mezi neuronem a glil. Mikroglie reagujf ze viech gliovych
bunék nejdrive na poskozenf tim, Je vyplavi sekretorické produkty zndzoméné ve
schematu. Podle intensity poSkozenl mikroglie bud poskodi synapse /tzv.
‘jemna*® patologickd zména, synaptic stripping/ co? vede k deaferentaci neuronu.
V té&Zkych pﬁpédech, kdy dochdzi ke smrti neuronu, mikroglie odstranuje jejich
zbytky fagocytézou {neuronofagie). Podle Banati a spol., 1993.
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