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Ciel’ Cielom tejto prace bolo posudit vplyv vzdialeného kondicionovania na indukciu ischemickej tolerancie, ako aj na
imunoreakciu gliového fibrilarneho kyslého proteinu (GFAP) a ubikvitinu v gliovych bunkach v mieche kralika po isché-
mii/reperfuzii.

Material a Metodika Kondicionovanie je moznym sposobom indukcie ischemickej tolerancie. Ischemicka tolerancia pred-
stavuje schopnost tkaniv a buniek reagovat na subletalne podnety vybudovanim mimoriadne silnej endogénnej ochrany,
ktora im umoziuje prezit inak smrtelné ischemicko-reperfiizne poskodenie.

Vysledky Zistili sme, Ze vzdialené perkondicionovanie mad na miechu po ischémii/reperfiizii protektivny ucinok porovnatel-
ny s protektivnymi ucinkami vzdialeného postkondicionovania.

Zaver Nase zistenia otvaraju nové okno pre dalsi vyskum inych potencialnych spésobov ziskavania ischemickej tolerancie

v mieche.
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Uvod

Paraplégia je zavaznou a nepredvidate'nou komplika-
ciou chirurgickych zakrokov na brusnej aorte alebo zakro-
kov v hrudnej oblasti [15]. Hoci sa na zniZenie rizika
poskodenia miechy spojené¢ho s tymito chirurgickymi
zakrokmi pouzilo niekolko stratégii, vratane indukovane;j
hypotermie a drendze mozgovomiechového moku, terape-
uticky prinos tychto zakrokov zostava neisty [11]. Nervo-
vé bunky a podporné gliové maji rézne funkcie a ich
reakcia na stresové situacie sa lisi. Na rozdiel od naSich
predchadzajucich publikovanych prac orientovanych na
zmeny v sivej hmote miechy sa tato §tadia zameriava na
bielu hmotu miechy. Biela hmota obsahuje myelinizované
axony a gliové bunky (fibrilarne astrocyty, oligodendrocy-
ty a mikrogliu). Nenachadzaju sa v nej bunkov¢ teld neu-
rénov, dendrity alebo synapsie [21]. Astrocyty obsahuju
vlaknité proteiny vimentin a gliovy fibrilarny kysly prote-
in (GFAP) vo svojej cytoplazme. Tieto intermediarne
filamenty st vysoko exprimované vo fibrilarnych astrocy-
toch bielej hmoty v porovnani s protoplazmatickymi as-
trocytmi v sivej hmote [7]. V momente, ked” ischemicky
podnet spusti destruktivny metabolicky proces v bunke, je
jeho zastavenie a obnovenie normalnych fyziologickych
podmienok v bunkéach naro¢né. V poslednych rokoch bola
zaznamenana zvySena pozornost' fenoménu ischemickej
tolerancie [27]. Potvrdil sa v roznych zvieracich modeloch
fokalnej mozgovej ischémie, globalnej mozgovej ischémie
[28] a ischémie miechy [23, 32]. Ischemicka tolerancia
spo¢iva v schopnosti buniek reagovat’ na subletalny pod-
net vybudovanim mimoriadne silnej endogénnej ochrany,
ktora im umoziuje prezit' inak smrtel'né ischemické po-
Skodenie. Tkaniva alebo bunky si mézu poskytovat’ tole-
ranciu navzajom - vzdialena tolerancia. Ak je stresovym
podmienkam s adekvatnymi stresormi vystavena len jedna
cast’ tela, toleranciu moze uplne ziskat' cely organ, resp.

celé telo [28]. Vzdialeny ischemicky perconditioning
alebo postconditioning aplikovany vo forme subletalnej
ischémie na organ (napr. koncatinu) vzdialeny od cielo-
vého organu, ako je mozog alebo miecha [13], vyvolava
globalnu endogénnu toleranciu a chrani aj vzdialené cie-
lové organy alebo tkaniva pred naslednym dlhotrvajicim
ischemicko-reperfuznym poskodenim. Celkovo mozno
ochranny uc¢inok ischemického kondicionovania navodit
nielen priamo in situ, ale aj vo vzdialenych organoch [10].

Material a metédy

V praci bolo pouzitych 83 klinicky zdravych samcov
novozélandskych bielych kralikov s hmotnost'ou 2,5-3 kg.
Kraliky boli dodané spolo¢nostou Velaz, s.r.o. (Praha,
Ceska republika) a boli umiestnené v $tandardnych kliet-
kach, v miestnosti s kontrolovanym svetlom, teplotou (15
- 21 °C) a vlhkostou (55 % = 10 %) v uzivatel'skom za-
riadeni SKP03014. Kraliky mali vol'ny pristup k potrave
a vode. Prezentovany pokus s kralikmi Ro-1347/15-221,
Ro0-3524/17-221 bol povoleny Etickou komisiou Lekar-
skej fakulty Univerzity Pavla Jozefa Safarika v Kosiciach
v sulade so smernicou Rady Eurépskeho spolocenstva
(2010/609/EHS).

Kralikom bola anestézia navodena i.m. podanim zola-
zepamu (20 mg/kg; Virbac; Carros, Franctizsko), tiletami-
nu (20 mg/kg; Virbac) a xylazinu (3 mg/kg; ECUPHAR
N.V.; Oostkamp, Belgicko). Zvieratd boli operované v
sterilnych podmienkach. Pred 20min ischémiou miechy
bolo podané kralikom antibiotikum cefotaxim (50 mg/kg,
i.m.; Sandoz Pharmaceuticals d.d.; Ljubljana, Slovinsko).
Ischémia miechy (SC-ischémia) bola vyvolana okluziou
aorty pod odstupom lavej rendlnej artérie na 20 mintt
[36]. Casové obdobie 24 alebo 72 hodin po odstraneni
okluzie aorty bolo oznacené ako obdobie reperfuzie (R).
Vzdialené ischemické kondicionovanie bolo vyvolané
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kompresiou l'avej prednej koncatiny pomocou skrtidla v
troch cykloch 2min ischémie prednej konéatiny, po kto-
rych vzdy nasledovali 2 minatové reperfuzie. Vzdialeného
kondicionovania sa vykonalo v jednom z troch ¢asovych
bodov: pocas poslednych 12 minut okluzie aorty (perkon-
dicionovanie-PerC), 1hod po okluzii (skoré¢ postkondicio-
novanie-PostC) alebo 3 hodiny po okluzii (neskoré po-
stkondicionovanie-PostC). Kraliky boli rozdelené do 9
skupin. Kraliky kontrolnej skupiny (skupina 1) boli po-
drobené proceduram suvisiacich s anestéziou a chirurgic-
kymi zasahmi, ale nie ischémiou miechy a vzdialenym
kondicionovanim. Kraliky kontrolnej skupiny boli bezpro-
stredne po tychto procedurach transkardialne preplachnuté
0,9 % fyziologickym roztokom a 4% paraformaldehydom
v 0,1M fosfatovom tlmivom roztoku (pH 7,4). Kraliky s
SC-ischémiou (skupiny 2 a 3) podstipili iba 20min is-
chémiu miechy, po ktorej nenasledovala Ziadna terapia.
Dalsie kraliky boli tiez vystavené SC-ischémii ale aj
vzdialenému kondicionovaniu. Tri striedavé 2 minatové
kompresie a 2 minitové uvolnenia kompresie l'avej pred-
nej koncatiny Skrtidlom boli vykonané pocas poslednych
12 minat SC-ischémie (vzdialené PerC, skupiny 4 a 5),
alebo 1 hodinu (1hod) po SC-ischémii (vzdialené skoré
PostC, skupiny 6 a 7), alebo 3 hodiny po SC-ischémii
(vzdialené neskoré PostC, skupiny 8 a 9). Po 24 (vSetky
parne skupiny) alebo 72 hodindch (vSetky neparne skupi-
ny okrem kontrolnej skupiny 1) reperfuzie boli kraliky
uvedené do anestézy a transkardialne preplachnuté 0,9 %
fyziologickym roztokom a 4 % paraformaldehydom v 0,1
M fosfatovom tlmivom roztoku (pH 7,4). Odobraté seg-
menty (L4 - L6) miechy boli postfixované v 4 % roztoku
paraformaldehydu a spracované na ucely konvencnej
svetelnej mikroskopie.

Motorické funkcie zadnych koncatin hodnotili dvaja
nezavisli, odborne vySkoleni pozorovatelia, ktori nepozna-
li skupiny zvierat. Hodnotilo sa v ¢ase 24hod a 72hod R.
Na hodnotenie sa pouzil modifikovany Tarlov skérovaci
systém. Kazdému zvierat'u bolo pridelené skore 0 - 5: 0 -
uplna paraplégia, 1 - slaby pohyb zadnych koncatin, 2 -
aktivny pohyb, ale neschopny sediet bez pomoci, 3 -
schopny sediet, ale neschopny skakat’, 4 - slaby skok, 5 -
uplnd normalna motoricka funkcia zadnych koncatin.

Primarna protilatka proti ubikvitinu (Ub) bola pouzita
na zistenie priestorovej lokalizacie ubikvitinu v gliovych
bunkach [6]. Parafinové rezy s hrabkou Spm boli upevne-
né na silanizovanych sklicka a vysuSené. Deparafinované
a rehydratované rezy boli osetrené 20 % metanolom s 3 %
H>0, vo fosfatovom pufri (PBS). Po premyti 0,1M PBS
pocas Smin sa rezy permeabilizovali v 0,1M PBS s Tri-
tonom X-100 (9002-93-1; SIGMA-ALDRICH, Co.) a1 %
hovédzieho sérového albuminu a 5 % normalneho kozieho
séra. Na detekciu Ub sa rezy oSetrili primarnou polyklo-
nalnou rabbit anti-ubiquitin  protilatkou (U-5379;
20K9001; 1:100; SIGMA-ALDRICH, Co.) cez noc pri
4°C. Po premyti v PBS sa rezy inkubovali so sekundar-
nym Dbiotinylovanym anti-rabbit IgG (B6648-3ML;
077K4848; 1:20; SIGMA-ALDRICH, Co.) poc¢as 70 mi-
nat a nasledne s ExtrAvidin-Peroxidase (E8386-3ML;
077K4849; 1:20; SIGMA-ALDRICH, Co.) poc¢as 70 mi-
nut vo vlhkej komérke pri izbovej teplote.

Na dokaz GFAP v astrocytoch boli pouzité parafinové
rezy (hribka Spm), ktoré boli deparafinované, rehydrato-
vané, oSetrené 20 % metanolom s 3% H»O, v PBS, bloko-
vané v PBS s 3 % hovédzieho sérového albuminu (BSA) a
inkubované s mouse anti-GFAP (1:100; MU020-UC Bio-
genex Lab, San. Ramon, CA;), potom sa pri izbovej teplo-
te inkubovali s biotinylovanou sekundarnou anti-mouse
protilatkou (1:50; LINK-Biogenex, Lab, San Ramon, CA)
a potom so streptavidinovou peroxidazou (1 : 50; LABEL-
Biogenex Lab, San Ramon, CA).

Reakcia sa v oboch imunohistochemickych metodach
bola vizualizovana pomocou 3,3- diaminobenzidinu
(32750; SIGMA-ALDRICH, Co.). Na dofarbenie rezov sa
pouzil Mayerov hematoxylin (32750; SIGMA-ALDRICH,
Co.). Rezy sa prejasnili ponorenim do xylénu a prekryli sa
vrstvou Pertexu (Histolab Products AB).

Vsetky hodnotenia boli vykonané dvoma odborne
zdatnymi pozorovateI'mi (bez znalosti skupin) pre vSetky
experimentalne skupiny a metody. Nezavisli pozorovatelia
hodnotili vzorky kazdého segmentu miechy (L4, L5 a L6)
za rovnakych podmienok. Vsetky histologické analyzy sa
uskutocnili pri zvacseni 200x. Na vyhodnotenie vSetkych
spracovanych metod bolo pouzitych 5 histologickych
rezov zo vsetkych segmentov miechy vo vsetkych skupi-
nach zvierat. Na analyzu imunohistochemickych metdd sa
pouzil svetelny mikroskop OLYMPUS BX50 s digitalnym
fotoaparatom OLYMPUS SP350 (Olympus; Tokio, Ja-
ponsko) a softvér na analyzu obrazu QuickPHOTO Indus-
trial 2.3 (Promicra; Praha, Ceska republika). Statisticka
analyza sa vykonala v programe GraphPad InStat ver.
3.10 pre Windows (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA). Kvantitativne hodnotenie je vyjadrené ako
priemer (M) = SEM. Vyznamnost rozdielov medzi skupi-
nami sa analyzovala pomocou ANOVA a Tukey-
Kramerovho post foc testu. Hodnota p<0,05 sa povazova-
la za Statisticky vyznamnu.

Vysledky
Neurologické hodnotenie

Hodnotenie neurologickych funkcii zadnych koncatin
sa hodnotilo v dvoch réznych ¢asovych bodoch: 24 a 72
hodin po SC-ischémii. Hodnoty ziskané modifikovanym
Tarlovym skérovacim systémom vykazovali trend k po-
klesu vo vSetkych skupinach, ktoré podstapili ischémiu
miechy v porovnani s kontrolnou skupinou. Statisticky
vyznamny pokles hodndt bol zaznamenany 72 hodin po
ischémii v skupine 3 v porovnani s kontrolnou skupinou 1.
Vysledky Tarlovho skore vo vsetkych skupinach so vzdia-
lenou kondicionovanim vykazovali trend k zlepSeniu v
porovnani s oboma skupinami s SC-ischémiou, v oboch
¢asovych bodoch R. Najvyssie Tarlovo skore zo vsetkych
skupin, ktoré boli vystavené SC-ischémii, sa pozorovalo v
¢asovom bode 24 hodin R u kralikov, u ktorych bolo us-
kuto¢nené vzdialené kondicionovanie lhod po ischémii
miechy (6. skupina so skorym PostC/24hod R). Tarlovo
skore v tejto skupine bolo Statisticky vyznamne vysSie v
porovnani s 3. skupinou s SC-ischémiou v ¢asovom bode
72 hodin R (Tab.1).
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Table 1 Tarlov score

Group n | Tarlov | £ SEM p
score
M)
1. Control 9 5 0
2.SC-ischemia/ 6 2.7 0.250
24hod R
3.SC-ischemia/ | 9 1.9 0.585 | <0.01:1**
72hod R £ 0.05:6°
4.PerC/24hod R | 10 | 3.1 0.657
5.PerC/72hodR | 10 | 2.9 0.721
6. early PostC/ 10 4.5 0.341
24hod R
7. early PostC/ 10| 32 0.628
72hod R
8. late PostC/ 10 2.8 0.757
24hod R
9.late PostC/ 9 34 0.728
72hod R

Significant decrease of Tarlov score in 3. group (**value
differs from control significantly; p < 0.01), increase of
Tarlov score in 6. group (° value differs from 3. group
significantly; p < 0.05). Values are showed as average
(M) £ S.EM., the one-way ANOVA test with a multiple
comparison Tukey—Kramer post hoc test.

Dékaz ubikvitinu v gliovych bunkach bielej hmoty
kralika

V tejto studii bola hodnotena distribticia ubikvitinu
v gliovych bunkéch bielej hmoty miechy kralika. V cytop-
lazme gliovych buniek bielej hmoty miechy v kontrolnej
skupine 1 sa pozorovala normalna - slaba imunopozitivita
na ubikvitin. V cytoplazme gliovych buniek v 2. skupine s
SC-ischémiou v ¢asovom bode 24hod R boli viditeI'né
tmavohnedé agregaty ubikvitinu, ako aj tmavé ubikvitin
pozitivne jadra gliovych buniek. V 3. skupine s SC-
ischémiou bola pozorovand v 72 hodine R pritomnost’
poskodenia vicsSiny gliovych buniek bielej hmoty kralika.
Cytoplazma poskodenych gliovych buniek bola svetla, bez
imunoreakcie na ubikvitin a v niektorych poskodenych
gliovych buniek boli viditelné tmavohnedé bunkové jadra
nepravidelného tvaru so silnou imunoreakciou na ubikvi-
tin. V ¢asovom bode 24 hodin R sa v 4. skupine so vzdia-
lenym PerC, v 6. skupine so vzdialenym skorym PostC a
v 8. skupine so vzdialenym neskorym PostC prejavila
slabd imunoreakcia na ubikvitinu v cytoplazme gliovych
buniek. Jadra gliovych buniek boli bez imunoreakcie na
ubikvitin. Cytoplazmatickd imunopozitivita na ubikvitin
bola pritomna v ¢asovom bode 72 hodin R v podobe jem-
nych ubikvitinovych agregatov v cytoplazme gliovych
buniek v 5. skupine so vzdialenym PerC, 7. skupine so
vzdialenym skorym PostC a 9. skupine so vzdialenym
neskorym PostC. Niektoré gliové bunky v ¢asovom bode
72 hodin R vykazovali silni imunoreakciu na ubikvitinu v

jadrach nepravidelného tvaru, ostatné jadra gliovych bu-
niek boli bez imunoreakcie na ubikvitin (Obr.1).

Figure 1 Ubiquitin (Ub) immunoreaction in glial cells

A. Dark brown Ub aggregates (thick arrow) B. strong Ub
positivity in nuclei of some glial cells (thick arrow),
shrinked pale cells without Ub positivity (thin arrow). C.
weak nuclear Ub positivity (thick arrow) D. strong nucle-
ar Ub positivity (thick arrow), glial cells without Ub posi-
tivity (thin arrow). Scale bar: 50 um.

Dékaz GFAP v astrocytoch bielej hmoty kralika

Astrocyty v bielej hmote miechy v kontrolnej skupine
1 wvykazovali iba slabu imunoreakciu na GFAP
v cytoplazme tenkych vybezkov. V 2. skupine s SC-
ischémiou boli v bielej hmote miechy pritomné GFAP
pozitivne aktivované astrocyty, ktorych hypertrofické
vybezky obklopovali eferentné axony vybiehajuce z pred-
nych rohov sivej hmoty. V 3. skupine s SC-ischémiou boli
pritomné reaktivne astrocyty s intenzivnejSou imunoreak-
ciou na GFAP, predovsetkym v blizkosti opuchnutych
eferentnych axénov. V ¢asovom bode 24 hodin (24hod) R
v 4. skupine so vzdialenym PerC, v 6. skupine so vzdiale-
nym skorym PostC a v 8. skupine so vzdialenym nesko-
rym PostC bola zaznamenana mierna astrocytéza. Vybez-
ky reaktivnych astrocytov boli vyrazne hrubsie a vykazo-
vali silnej$iu imunoreakciu na GFAP. V ¢asovom bode 72
hodin (72hod) R sa v 5. skupine so vzdialenym PerC, 7.
skupine so vzdialenym skorym PostC a 9. skupine so
vzdialenym neskorym PostC objavili vyrazné reaktivne
astrocyty s intenzivnou GFAP imunoreakciou v ich hyper-
trofickych telach ako aj vybezkoch cytoplazmy. Vyssiu
hustotu GFAP imunopozitivnych astrocytov bola pritom-
na na hranici sivej a bielej hmoty miechy (Obr.2).
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Figure 2 GFAP immunoreaction in astrocytes

A. weak GFAP positivity in thin processess B. GFAP
positive astrocytes with hypertrophic processes in close
vicinity of efferent axons C. strong GFAP positivity in
reactive astrocytes in close vicinity of efferent axons D. F.
H. moderate astrocytosis E. G. I. strong GFAP positivity
in reactive astrocytes. Scale bar: 50 um.

Diskusia

Konjugacia ubikvitinu s cielovymi proteinmi, po kto-
rej nasleduje ich néslednd proteazomalna degradacia, sa
stala charakteristickym znakom mechanizmu, ktorym
bunky Specificky odstraiujil regulacné proteiny, modulujt
ich aktivitu alebo odstrafiuji poSkodené proteiny [35].
Ubikvitin-proteazémova draha sa podiela na ochrane
buniek pred ischemicko-reperfuznym poskodenim. Zistilo
sa, ze inhibicia agregacie ubikvitinom konjugovanych
proteinov moze mat’ zasadnti ulohu pri navodeni ische-
mickej tolerancie v mozgu pomocou izoflurdnového pre-
kondicionovania v modeli prechodného globalneho moz-
gového ischemicko-reperfuzneho poskodenia u mysi [34].
Degradacia dysfunkénych, poskodenych alebo nespravne
zlozenych proteinov je kI'icovou castou zlozitého procesu
kontroly kvality proteinov na udrzanie bunkovej homeos-
tazy. Dysfunkcia v regulacii homeostazy nastava v do-
sledku nerovnovéhy v syntéze, skladani a degradacii po-
zmenenych proteinov a podporuje hromadenie tychto
proteinov, ktoré mozu participovat’ na poskodeni bunky.
Ubikvitin-proteazomovy systém preto zohrava dolezitu
ulohu v mnohych z tychto bunkovych procesoch [1].
Moznym mechanizmom, ktory sa podiela na ziskani is-
chemickej tolerancie, je obnovenie proteosyntézy v bun-
kach [17, 18]. Ubikvitin-proteazémovy systém zohrava
rozhodujucu ulohu pri odstrafiovani toxickych metabolitov
v bunkach, abnormalnych poskodenych proteinov a je

zoc¢ku a v talamickych oblastiach pri viacerych neurode-
generativnych ochoreniach [3, 4, 5, 14]. Predpoklada sa,
ze ubikvitin je jednym z proteinov stresovej odpovede,
ktoré sa podiel’aju na eliminacii poSkodenych proteinov v
bunkach, a jeho zvySend imunoreakcia sa pozoruje pri
oxidaénom strese [8]. Dysfunkcia ubikvitinproteazo-
mového systému je ustrednym prvkom vSetkych degene-
rativnych mechanizmov [31].

Podra nasich ziskanych vysledkov, v 2. skupine s SC-
ischémiou a 24hod R, sme pozorovali v cytoplazme glio-
vych buniek agregaty so silnou imunoreakciou na ubikvi-
tin. Jadra tychto gliovych buniek mali jasne detekovatel'nu
imunopozitivitu na ubikvitin. Pritomnost’ tychto ubikviti-
novych agregatov je jednym z prvych priznakov poskode-
nych, degenerovanych buniek, ktoré stratili schopnost’
vnutrobunkovej hydrolytickej degradacie pozmenenych
proteinov [22]. Vo vyrazne poskodenych oblastiach bielej
hmoty, boli pritomné poskodené bunky glie bez imunopo-
zitivity na ubikvitin v bunkovom jadre aj cytoplazme.
Naopak, v skupine so vzdialenym PerC, skupine so vzdia-
lenym skorym PostC a skupine so vzdialenym neskorym
PostC sa po 24hod R detegovala slaba imunopozitivita na
ubikvitin v cytoplazme gliovych bunek. Po 72hod R sa
poskodenie bielej hmoty miechy plne rozvinulo v 3. sku-
pine so SC-ischémiou, kde vécsina gliovych buniek mala
bledl cytoplazmu bez imunopozitivity na ubikvitin, na
rozdiel od ich zmenseného a nepravidelne tvarovaného
jadra s intenzivnou imunopozitivitou na ubikvitin. Axony
a s nimi spojené¢ gliové bunky vykazovali Strukturalne
poskodenie a vakuolizaciu bielej hmoty. V 5. skupine so
vzdialenym PerC, 7. skupine so vzdialenym skorym PostC
a 9. skupine so vzdialenym neskorym PostC vykazovala
vacsina gliovych buniek 72hod R imunopozitivitu na
ubikvitin vo svojej cytoplazme, jadra boli bez imunopozi-
tivity na ubikvitin. Iba v poSkodenych oblastiach bielej
hmoty boli v gliovych bunkach pozorované vyrazné
ubikvitin imunopozitivne agregaty cytoplazme aj v jad-
rach nepravidelného tvaru. V bunkovych jadrach sa po
prechodnej ischémii zvySuje mnozstvo poskodenych pro-
teinov a na prezitie ischemického inzultu, je délezité tieto
proteiny eliminovat’. Za normalnych podmienok je ubikvi-
tin mierne exprimovany v cytoplazme buniek, ale jeho
pozitivita sa nepozororuje v ich jadrach [31]. Astrocyty su
najpocetnejSie neurogliové bunky, ktoré maji mnohé
funkcie vratane Strukturalnej podpory, podpory metabo-
lizmu, udrziavania extracelularneho prostredia, regulacie
prietoku krvi, stabilizacie komunikacie medzi bunkami a
obrany proti oxida¢nému stresu [29]. V bielej hmote maja
fibrilarne astrocyty fyzicky kontakt s oligodendrocytmi a
zohravaju kl'ucovu ulohu pri podpore myelinizacie [19].
Aktivacia astrocytov je charakterizovana zvySenou expre-
siou GFAP a vimentinu. GFAP je protein, ktory sa nacha-
dza v elementoch cytoskeletu astrocytov [33]. Aktivacia
astrocytov zvycajne vedie k ich morfologickym zmenam,
napriklad k hypertrofii, zvySenej produkcii GFAP [24] a
zvysuje sa aj pocet GFAP pozitivnych astrocytov [20, 25].
V nasej praci sme poukdazali na to, Ze vzdialené kondicio-
novanie aplikované pocas alebo po SC-ischémii ovplyv-
fyje imunoreakciu GFAP v astrocytoch. Aktivované as-
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liéza je multifaktorialny jav, ktory zvycajne nastava po
poraneni miechy. Astroglidza minimalizuje sekundarne
poskodenie nervového tkaniva tym, Ze poskytuje rastové
faktory a cytokiny v posSkodenej oblasti [2]. Reaktivne
astrocyty su jednym z prispievajucich faktorov pri zniZo-
vani sekundarnej degeneracie nervového tkaniva po is-
chémii/reperfuzii. Na druhej strane, v skupinach s SC-
ischémiou bez vzdialeného kondicionovania sme zazna-
menali zvySenie imunoreakcie na GFAP v aktivovanych
astrocytoch v oblastiach, kde axény vystupovali zo sivej
hmoty do bielej hmoty miechy. Ich zastupenie bolo vyssie
a vyraznejSie. Axony v tychto oblastiach prechadzali vy-
raznymi morfologickymi zmenami ako je napr. opuch.
Astrocyty bielej hmoty maji vysSiu kapacitu na metabo-
lizmus glutamatu ako astrocyty v sivej hmote [9]. Preta-
zenie glutamatom moze sposobit’ cytotoxicitu v oligoden-
drocytoch, ¢o naznacuje, ze odburavanie glutamatu astro-
cytmi v bielej hmoty chrani oligodendrocyty. Okrem toho
su astrocyty schopné odstranovat’ reaktivne formy kyslika
a dusika ako vc¢asna reakcia na oxidaény stres [30]. Cela
zlozitost’ interakcie tychto drédh sa neustale skima, avsak
astrocyty okrem tejto pozitivnej schopnosti zvySuju Sancu
na obnovu v bielej hmoty ale naopak mozu prispiet’ aj k
oslabeniu procesu obnovy po ischemickom inzulte [12].
Dovod tohto kontrastu vo funkcii aktivovanych astrocytov
je spdsobeny tym, zZe okrem ochrannych tloh, ktoré mozu
byt posilnené aktivaciou astrocytov, ako napr. produkcia
protizapalovych faktorov, mézu tieto bunky ziskat' aj
toxicky reaktivny fenotyp, a tak produkovat cytokiny,
ktoré zhorSuju poskodenie v mieche [19, 33]. Predpokla-
dame, ze vzdialené kondicionovanie moéze vyvolat pozi-
tivnu odpoved’ v reaktivnych astrocytoch. Na druhej stra-
ne, vskupinach s SC-ischémiou naruSenie alebo strata
tychto funkcii pocas procesu reaktivnej astrogliozy moze
byt zakladom pre dysfunkciu bielej hmoty [26]. Nie je
jasné, ako aktivacia astrocytov vedie k roznym reakcidm v
skimanom modeli vzdialeného kondicionovania, kde je
jej Casové okno, v ktorom sa prejavuje prospesna funkcia
aktivovanych astrocytov, a kde je ta hranica, ked’ sa zmeni
na toxicku funkciu. Predpokladame, ze nami aplikované
vzdialené¢ kondicionovanie méze iniciovat’ funként akti-
vaciu astrocytov, ktora vedie k zvySenej imunoreakcii na
GFAP apravdepodobne to zohrava uréita ulohu pri
ochrane axoénov v bielej hmote. Poskodenie nervového
tkaniva nastdva, ked’ zavaznost zmien nastavajucich
v bielej hmote, prekroci protektivne pdsobenie astrocytov
azaroven sa presiahne kapacita schopnosti ubikvitin-
proteazémového systému odstrafiovat’ poskodené protei-

ny.
Zaver

Nase zistenia dokazuju, ze vzdialené perkondiciono-
vanie ma protektivne ucinky na miechu porovnatelné s
ucinkom vzdialeného skorého a neskorého postkondicio-
novania. Vzdialené kondicionovanie, realizované na
vzdialenom organe po vzniku ischémie miechy alebo az
pocas reperfuzie ma velky potencidl. Tento model je jed-
noduchy, klinicky relevantny a poskytuje silni neuropro-
tekciu v modeli ischemicko-reperfizneho poskodenia
miechy. Tato §tadia tiez otvara nové okno pre d’alsi vy-
skum spdsobov ziskavania ischemickej tolerancie v mie-
che. Je mozné konstatovat’, Ze jednoduchost’ a neinvaziv-

nost’ tohto modelu vzdialeného kondicionovania, ako aj
jeho flexibilita nacasovania, méze mat’ slubné klinické
dosledky u pacientov, ktori podstupuju napr. operaciu
torakoabdominalnej aorty.

Literatara

1. Bax, M. et al.: The Ubiquitin Proteasome System Is a
Key Regulator of Pluripotent Stem Cell Survival and
Motor Neuron Differentiation. Cells. 8, 2019, (6):581.
doi: 10.3390/cells8060581.

2. Braten, O. et al.: Generation of free ubiquitin chains is
up-regulated in stress and facilitated by the HECT do-
main ubiquitin ligases UFD4 and HULS. Biochem J.
444,2012, (3):611-17. doi: 10.1042/BJ20111840.

3. Bylicky, M.A. et al.: Mechanism of Endogenous Neu-
roprotective Effects of Astrocytes in Brain Injury. Ox-
id Med Cell Longev. 2018, doi:
10.1155/2018/6501031.

4. Ciechanover, A.: Intracellular protein degradation:
from a vague idea through the lysosome and the ubig-
uitin-proteasome system and onto human diseases and
drug targeting. Bioorg Med Chem. 21, 2013,
(12):3400-10. doi: 10.1016/j.bmc.2013.01.056.

5. Fagoe, N.D. et al.: Spinal cord injury and the neuron-
intrinsic regeneration-associated gene program. Neu-
romolecular Med. 16, 2014, (4):799-813. doi:
10.1007/s12017-014-8329-3.

6. Fagova, Z. et al.: Ubiquitin and endogenous antioxi-
dant enzymes participate in neuroprotection of the
rabbit spinal cord after ischemia and bradykinin post-
conditioning. Acta Histochem. 121, 2019, (6):732-41.
doi: 10.1016/j.acthis.2019.06.009.

7. Goursad, S., et al.: Cultured astrocytes derived from
corpus callosum or cortical grey matter show distinct
glutamate handling properties. J Neurochem. 108,
2009, (6):1442-52. doi: 10.1111/5.1471-
4159.2009.05889.x.

8. Gubellini, P., et al.: Ubiquitin-mediated stress re-
sponse in a rat model of brain transient ische-
mia/hypoxia. Neurochem Res. 22, 1997, (1):93-100.
doi: 10.1023/a:1027389623767.

9. Hassel, B., et al.: Glutamate transport, glutamine syn-
thetase and phosphate-activated glutaminase in rat
CNS white matter. A quantitative study. J Neurochem.
87, 2003, (1):230-37. doi:  10.1046/.1471-
4159.2003.01984 .x.

10.Hess, D.C., et al.: Remote ischaemic conditioning-a
new paradigm of self-protection in the brain. Nat Rev
Neurol. 11, 2015, (12):698-710. doi: 10.1038/ nrneu-
rol.2015.223.

11. Huang, H., et al.: Effect of ischemic post-conditioning
on spinal cord ischemic-reperfusion injury in rabbits.
Can J Anaesth. 54, 2007, (1):42-8. doi: 10.1007/
BF03021898.

Ateroskleréza 2022; XXVI (1-2)

1649



Dankova A. a kol.: Kondicionovanie ako sanca ...

12.Huang, L., et al.: Glial scar formation occurs in the
human brain after ischemic stroke. Int J Med Sci. 11,
2014, (4):344-8. doi: 10.7150/ijms.8140.

13. Changhong, R., et al.: Limb remote ischemic per-
conditioning in combination with post-conditioning
reduces brain damage and promotes neuroglobin ex-
pression in the rat brain after ischemic stroke. Restor
Neurol Neurosci. 33, 2015, (3):369-79. doi:
10.3233/RNN-140413.

14. Jankowska, E., et al.: The proteasome in health and
disease. Curr Pharm Des. 19, 2013, (6):1010-28.
PMID: 23016682.

15.Kim, W., et al.: Tat-HSP70 protects neurons from
oxidative damage in the NSC34 cells and ischemic
damage in the ventral horn of rabbit spinal cord. Neu-
rochem Int. 129, 2019, 104477. doi: 10.1016/
j-neuint.2019.104477.

16. Kumar, D, et al.: Ubiquitin biology in neurodegenera-
tive disorders: From impairment to therapeutic strate-
gies. Ageing Res Rev. 61, 2020, 101078. doi:
10.1016/j.arr.2020.101078.

17.Liang, J., et al.: Ischemic postconditioning protects
neuronal death caused by cerebral ischemia and reper-
fusion via attenuating protein aggregation. Int J Med
Sci. 9, 2012, (10): 923-32. doi: 10.7150/ijms.4878.

18.Liu, C., et al.: Ischemic preconditioning prevents pro-
tein aggregation after transient cerebral ischemia. Neu-
roscience. 134, 2005, (1):69-80. doi: 10.1016/j. neu-
roscience.2005.03.036.

19. Lundgaard, 1., et al.: White matter astrocytes in health
and disease. Neuroscience. 276, 2014, 161-73. doi:
10.1016/j.neuroscience.2013.10.050.

20. Marrif, H., et al.: Differential vulnerability of oli-
godendrocytes and astrocytes to hypoxic-ischemic
stresses. Adv Mol Cell Biol. 31, 2003, 857-67. doi:
10.1016/S1569-2558(03)31037-9.

21.Matute, C., et al.: Protecting white matter from stroke
injury. Stroke. 44, 2013, (4):1204-11. doi:
10.1161/STROKEAHA.112.658328.

22.Mechirova, E., et al.: Extract EGb 761 pretreatment
limits ubiquitin positive aggregates in rabbit spinal
cord neurons after ischemia/reperfusion. Cell Mol
Neurobiol. 26, 2006, (7-8):1443-52. doi: 10.1007/
s10571-006-9035-y.

23.Mukai, A., et al.: Protective effects of remote ischemic
preconditioning against spinal cord ischemia—
reperfusion injury in rats. J Thorac Cardiovasc Surg.
163, 2022, (2):137-156. doi: 10.1016/.jtcvs.
2020.03.094.

24.0zen, O.A., et al.: The protective effect of fish n-3
fatty acids on cerebral ischemia in rat prefrontal cor-
tex. Neurol Sci. 29, 2008, (3):147-52. doi:
10.1007/s10072-008-0926-1.

25.Ransom, B.R., et al.: Astrocytes: Multitalented stars of
the central nervous system. In: Milner, R. (eds) Astro-
cytes. Methods in Molecular Biology. 814, 2012, 3-7.
doi: 10.1007/978-1-61779-452-0 1.

26.Pekny, M., et al.: Astrocytes: a central element in
neurological diseases. Acta Neuropathol. 131, 2016,
(3):323-45. doi: 10.1007/s00401-015-1513-1.

27.Pignataro, G., et al.: Sodium/calcium exchanger as
main effector of endogenous neuroprotection elicited
by ischemic tolerance. Cell Calcium. 87, 2020,
102183. doi: 10.1016/j.ceca.2020.102183.

28.Riksen, N.P., et al.: Ischaemic preconditioning: from
molecular characterisation to clinical application - part
I. Neth J Med. 62, 2004, (10):353-63. PMID:
15683090.

29. Sofroniew, M.V, et al.: Astrocytes: biology and pa-
thology. Acta Neuropathol. 119, 2010, (1):7-35. doi:
10.1007/s00401-009-0619-8.

30.Suzuki, T., et al.: Toward clinical application of the
Keapl-Nrf2 pathway. Trends Pharmacol Sci. 34,
2013, (6):340-46. doi: 10.1016/j.tips.2013.04.005.

31.Yamauchi, T., et al.: Ubiquitin-mediated stress re-
sponse in the spinal cord after transient ischemia.
Stroke. 39, 2008, (6):1883-9. doi: 10.1161/ STROKE-
AHA.106.455832.

32.Yazar, U, et al.: Effects of Metoprolol on Experi-
mental Spinal Cord Ischemia-Reperfusion Injury in
Rats. J DU Health Sci Inst. 11, 2021, (1):33-8. doi:
10.33631/duzcesbed.739536.

33. Yokobori, S., et al.: Acute Diagnostic Biomarkers for
Spinal Cord Injury: review of literature and prelimi-
nary research report. World Neurosurg. 83, 2015,
(5):867-78. doi: 10.1016/j.wneu.2013.03.012.

34.Zhang, H.P., et al.: Isoflurane preconditioning induces
neuroprotection by attenuating ubiquitin-conjugated
protein aggregation in a mouse model of transient
global cerebral ischemia. Anesth Analg. 111, 2010,
(2):506-14. doi: 10.1213/ANE.0b013e3181e45519.

35.Ziv, N.E., et al.. A possible non-proteolytic role of
ubiquitin conjugation in alleviating the pathology of
Huntingtin’s aggregation. Cell Death Differ. 28, 2021,
814-17. doi: 10.1038/s41418-020-00617-7.

36.Zivin, J.A., et al.: Spinal cord infarction: a highly
reproducible stroke model. Stroke 11, 1980, (2):200-2.
doi: 10.1161/01.str.11.2.200.

CONDITIONING AS CHANCE FOR ACTIVATION OF ISCHEMIC TOLERANCE IN RABBIT SPINAL CORD

AFTER ISCHEMIA/REPERFUSION

Dankova M., Fagova Z., Domorakova 1., Stebnicky M., Toth S., Mechirovd E., Vdoviakovad K., Poldk S.
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Aim The aim of present work is to assess the effects of remote conditioning on induction of ischemic tolerance as well as
on the immunoreaction of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and ubiquitin in glial cells in the rabbit’s spinal cord after
ischemia/reperfusion.

Material and Methods Conditioning is possible way to induce the ischemic tolerance. Ischemic tolerance represents the
ability of tissues and cells to respond to sublethal stimuli by building of extremely powerful endogenous protection allow-
ing them to survive otherwise lethal ischemic injury.

Results Based on our results, we concluded that remote perconditioning has protective effect on the spinal cord after is-
chemia/reperfusion comparable to the remote early or late postconditioning.

Conclusion Our findings also open a new window for further research on other potential ways of acquiring ischemic tol-
erance in the spinal cord.

Key words: rabbit, ischemia, reperfusion, ischemic tolerance, conditioning
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