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Abstrakt

Uvod. Alzheimerova choroba je jedno z nejéastdjsich neurodegenerativnich onemocnéni,
pro které do dnesniho dne neexistuje zadna G¢inna 1é¢ba. V prabéhu choroby jsou v centralni
nervové soustavé popsany dva hlavni patologické nalezy — agregace amyloid-f3 (AB) peptidu
a formace hyperfosforylovanych tau proteinti. Stale vice diikazii vSak poukazuje na treti
vyznamny jev, a to chronickou imunitni reakci asociovanou s nadmérnou aktivaci gliovych
bunck a expresi zanétlivych cytokinti. Choroidalni plexus je husté prokrvena tkan tvotfena
specializovanymi epitelidlnimi bunikami, které produkuji mozkomis$ni mok, tvoii zaklad
hematolikvorové bariéry, a celkové tak zajiStuji homeostdzu centralni nervové soustavy.
Nejnovéjsi studie potvrdily zmény v jeho struktufe a imunitnich funkcich béhem Alzheimerovy
choroby. Prace se zabyva roli choroidalniho plexu v pribéhu Alzheimerovy choroby a jeho
potencialnim vztahem s pfitomnou neuroinflamaci.

Material a metody. Potkani epitelidlni buiiky choroidalniho plexu (bunécna linie Z310) byly
rizné dlouhou dobu inkubovany s odlisn¢ koncentrovanymi roztoky lidského AB1-42 peptidu.
Nésledné byly bunky podrobeny imunocytochemické metod€ pro detekci agregace AR

-----

mikroskopické preparaty byly vizualizovany fluorescenénim mikroskopem.

Vysledky. Agregace AB se v buitkkach Z310 projevila pii vSech experimentalnich podminkach.
Vyznamna formace agregatil byla detekovana po 72hodinové inkubac¢ni dobé u skupiny
ovlivnéné 5 uM roztokem AR. Dle tohoto vysledku byl vytvoten in vitro model, na kterém byla
zkoumana exprese IL-168 a IL-10. Po 72 hodinach pievazovala exprese IL-1B, nicméné
po nasledujici Sdenni inkubaci se podstatn€ navysila hladina IL-10. Nadmé&rna exprese 1L-10
po 5 dnech vsak byla stale niz§i nez exprese I1L-18.

Zavér. Vysledky ukazuji, Ze agregace A} peptidu zpiisobuje zanétlivou reakci v choroidalnim
plexu, kterd by potencidlné mohla modifikovat strukturu tésnych spojli, jeZ jsou nezbytné
pro fungovani hematolikvorové bariéry. Prace navic podporuje hypotézu o protektivnim
charakteru choroidalniho plexu béhem patologického stavu. Ziskana data poskytuji mozny
molekularni mechanismus neuroinflamace béhem Alzheimerovy choroby. Budouci vyzkum
zaméteny na dysfunkci choroidalniho plexu v prubéhu neurodegenerativnich onemocnéni se
tudiz jevi jako slibny terapeuticky cil.

Klicova slova

Alzheimerova choroba; agregace AB; choroidalni plexus; hematolikvorovd bariéra;
neuroinflamace; zanétlivé cytokiny



Abstract

Background. Alzheimer's disease is one of the most common neurodegenerative disorders,
with no efficient treatment so far. During disease, the main pathological hallmarks — amyloid-f3
(AB) peptide aggregation and hyperphosphorylated tau proteins formation are found in the
central nervous system. However, an increasing amount of evidence points to a third significant
finding, a chronic immune response associated with the excessive activation of glial cells
and the expression of inflammatory cytokines. The choroid plexus is a densely vascularized
tissue consisting of specialized epithelial cells that produce cerebrospinal fluid, form the
blood-cerebrospinal fluid barrier, and thus ensure homeostasis of the central nervous system.
Recent studies have confirmed changes in its structure and immune functions during
Alzheimer’s disease. This study deals with the role of the choroid plexus during Alzheimer's
disease and its potential relationship with the present neuroinflammation.

Material and Methods. Rat epithelial cells of the choroid plexus (cell line Z310) were
incubated with the human APB1-42 peptide in a concentration and time-dependent manner.
Subsequently, the cells were subjected to an immunocytochemical method to detect AP
aggregation and expression of the pro-inflammatory cytokine IL-1p and the anti-inflammatory
cytokine 1L-10. The prepared microscope slides were visualized using fluorescence
microscope.

Results. Ap aggregation occurred in Z310 cells in all experimental conditions. Significant
formation of aggregates appeared after a 72-hour incubation in the group treated with 5 uM AR
solution. According to this result, an in vitro model was developed in which the expression
of IL-1P and IL-10 was examined. After 72 hours, IL-1p expression predominated, but after
5-day incubation, IL-10 levels increased significantly. However, IL-10 overexpression
after 5 days was consistently lower than IL-1p expression.

Conclusions. Results show that A aggregation causes an inflammatory response in the choroid
plexus, which could potentially alter the structure of tight junction proteins, which are essential
for the functionality of the blood-cerebrospinal fluid barrier. In addition, this research supports
the hypothesis of the choroid plexus’ protective nature during pathological conditions. Overall,
the obtained data provide a possible molecular mechanism of the neuroinflammation during
Alzheimer's disease. Therefore, future research into dysfunction of the choroid plexus
during neurodegenerative disorders appears to be a promising therapeutic target.

Keywords

Alzheimer’s disease; AB aggregation; choroid plexus; blood-cerebrospinal fluid barrier;
neuroinflammation; inflammatory cytokines
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ab
AD
Ag
Ag-Ab
Al
APP
AB
BACE1
BSA
CNS
CSF
CT
DAPI

DMEM/F12

DNA

DSM

EEG
EGF
EKG
Fab
FBS
Fc

GJ

protilatka (antibody)

Alzheimerova choroba (Alzheimer’s disease)

antigen (antigen)

antigen-protilatka (antigen-antibody)

adhezni spoje (adherens junctions)

amyloidovy prekurzorovy protein (amyloid precursor protein)
amyloid- (amyloid-B)

B-sekretaza 1 (B-secretase 1)

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)

centralni nervova soustava (central nervous system)
mozkomis$ni mok (cerebrospinal fluid)

vypocetni tomografie (computed tomography)
4',6-diamidin-2-fenylindol (4',6-diamidino-2-phenylindole)

Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium/Hamova smés Zivin F12
(Dulbecco’s Modified Eagle’s medium/Nutrient Mixture F12)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

Diagnosticky a statisticky manual dusevnich chorob
(Diagnostic and statistical manual of mental disorders)

elektroencefalografie (electroencephalography)
epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor)
elektrokardiografie (electrocardiography)

antigen vazajici fragment (fragment antigen-binding)
fetalni bovinni sérum (fetal bovine serum)
krystalizujici fragment (fragment crystallizable)

mezerove spoje (gap junctions)



HEB

HLB

ChP

ICC

IF

IL

INOS

JAK/STAT

LRP1

MMSE

MRI

MS

NDS

NFTs

NGS

NMDAR

NPs

NSAID

PBS

PET

PFA

RAGE

ROS

hematoencefalicka bariéra (blood-brain barrier)

hematolikvorova bariéra (blood-cerebrospinal fluid barrier)

choroidalni plexus (choroid plexus)

imunocytochemie (immunocytochemistry)

imunofluorescence (immunofluorescence)

interleukin (interleukin)

indukovatelna syntdza oxidu dusnatého (inducible nitric oxide synthase)

Janus kinaza/prenase¢ signalu a aktivator transkripce
(Janus kinase/signal transducer and activator of transcription)

protein 1 souvisejici s lipoproteinovym receptorem s nizkou hustotou
(low density lipoprotein receptor-related protein 1)

kratky test kognitivnich funkci (Mini-mental test examination)
magnetickd rezonance (magnetic resonance imaging)
hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

normalni osli sérum (normal donkey serum)

neurofibrilarni klubka (neurofibrillary tangles)

sekvenovani nové generace (next generation sequencing)
N-metyl-D-aspartat receptor (N-methyl-D-aspartate receptor)
senilni plaky, neuritické plaky (neuritic plaques)

nesteroidni antiflogistika (non-steroidal anti-inflammatory drug)
fosfatovy pufr (phosphate-buffered saline)

pozitronova emisni tomografie (positron emission tomography)
paraformaldehyd (paraformaldehyde)

receptor pro produkty pokrocilé glykace
(receptor for advanced glycation endproducts)

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)



SPECT jednofotonova emisni vypocetni tomografie
(single-photon emission computed tomography)

SV40 opici vakuolacni virus 40 (simian vacuolating virus 40)
TGF-p transformujici rustovy faktor B (transforming growth factor 3)
TJ tésné spoje (tight junctions)

TNF-a faktor nadorové nekrozy o (tumor necrosis factor o)

TTR transtyretin (transthyretin)

Z0 zonulin (zonulin)
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1 UvoD

Neni zadné tajemstvi, ze svétova populace starne. Nepietrzité se zlepSujici zdravotni péce jiz
pred nékolika desitkami let zacala ptispivat jak ke zkvalitnéni lidskych Zzivotd, tak K jejich
prodluzovani. V disledku tohoto vyvoje se pochopitelné zvysil vyskyt chorob postihujicich
star§i obyvatelstvo véetné neurologickych onemocnéni, a to zejména demence (World Health
Organization a Alzheimer’s Disease International, 2012). Nej¢astéjsi pric¢ina jejiho propuknuti
ve stfednim a vy$$im véku, kterd se podili na 60—70 % pftipadd, je nevratné progresivni
neurodegenerativni onemocnéni nesouci nazev Alzheimerova choroba. Mezi jeji typické
behaviordlni a psychologické pfiznaky patii poruchy paméti a jinych kognitivnich funkci,
emocni labilita a zmény afektivity, které postupné vedou k celkové neschopnosti vykonavat
bézné denni Cinnosti. NejenZze ma nemoc zasadni vliv na pacienta, ale i na pecujici osoby,
na kterych je plné¢ zavisly. Alzheimerova choroba je fatdlni onemocnéni, pro které dodnes
neexistuje zadna G¢inna 1ééba (Povova et al., 2013; Zvétova, 2017; Alzheimer’s Association,
2021).

Pied vice nezZ sto lety byly jiz némeckym psychiatrem Aloisem Alzheimerem popsany dva
hlavni patologické nalezy, které dodnes zlstavaji jedinym vysvétlenim vzniku této choroby.
Jedna se o nadmérnou tvorbu senilnich plakt a neurofibrilarnich klubek vedouci ke globalnimu
ubytku mozkové kury, poskozeni synapsi a neuronti, které pak zapficinuji vySe popsané
ptiznaky. V mnoha studiich byla navic prokazana zasadni role chronické imunitni reakce
v patogenezi Alzheimerovy choroby. Takzvana neuroinflamace je asociovana S pfiliSnou
aktivaci gliovych bun€k a expresi zanétlivych cytokini ¢i kyslikovych radikalti. Nicméné
souvislost mezi senilnimi plaky, neurofibrilarnimi klubky a neuroinflamaci jesté zbyva objasnit
(Sery et al., 2013; Zhang a Jiang, 2015).

Jednou z nejméné prozkoumanych struktur centralni nervové soustavy navzdory jejimu
velkému klinickému vyznamu je choroidalni plexus. Tato husté prokrvena tkan se sklada
ze specializovanych epitelialnich bunék, které produkuji mozkomisni mok v mozkovych
komorach. Burky choroidalniho plexu jsou navic souéasti hematolikvorové bariéry, ktera
zabezpecuje stalost vnitiniho prostfedi regulaci chemickych vymén mezi krvi a mozkomis$nim
mokem. V pribéhu Alzheimerovy choroby prochéazi choroidalni plexus a hematolikvorova
bariéra morfologickymi zménami, které maji za nésledek jak sniZeni produkce mozkomiSniho
moku, tak znemoznéni eliminace senilnich plakt, a tedy naruseni rovnovahy (Solar et al.,
2020). Vyjasnéni vlivu poskozeni choroidalniho plexu na pribéh Alzheimerovy choroby se jevi
jako slibny cil pro potencialni 1écbu. V nedavné studii Taipa et al. (2019) byly navic prokazany
zvySené hladiny cytokinii v mozkomi$nim moku, avSak zda se ptimo choroidalni plexus,
produkujici mozkomisni mok, podili na neuroinflamaci pfi Alzheimerové chorobg, neni dosud
Znamo.

Otazkou tedy zGstava, zda existuje vztah mezi choroiddlnim plexem a neuroinflamaci
Vv pritbéhu Alzheimerovy choroby, a pokud ano, jaky?
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Choroidalni plexus

Choroidalni plexus (plexus chorioideus, ChP) je husté prokrvena tkan tvofena specializovanymi
epitelialnimi bunikami. Nachazi se v mozkovych komorach, v tzv. komorovém systému mozku
(ventrikularni systém). Podstatnou funkci ChP je produkce mozkomi$niho moku (liquor
cerebrospinalis, CSF). V neposledni fad¢ se podili na hematolikvorové bariéte, ktera tvofi
rozhrani mezi krvi a mozkomisnim mokem (Javed et al., 2021).

2.1.1 Lokace

Ventrikularni systém lze rozdé€lit do ¢ty komor, ve kterych se nachéazeji tkané choroidalniho
plexu. V mozkovych hemisférach se lateralné rozkladaji parové postranni komory, které jsou
Casto oznacovany jako I. a Il. komora mozkova. Postranni komory jsou propojeny ptes foramen
Monroi (foramen interventriculare) s neparovou III. komorou mozkovou ulozenou v blizkosti
mezimozku. Komorovy systém dale pokracuje pies Sylvitv kanalek (aqueductus
mesencephali) do oblasti zadniho mozku, kde se nachazi neparova IV. komora mozkova (Butler
et al., 2005). Tkan¢ ChP (obr. 1) se nachazeji ve vSech vyse zminénych mozkovych komorach
s vyjimkou ¢elniho a tylniho rohu postrannich komor a Sylviova kanalku (Javed et al., 2021).

Subarachnoidalni prostor PEStEERRT koot

Foramen Monroi
Choroidalni
plexus

I1l. komora mozkova
Sylvillv kanalek
IV. komora mozkova

Obrazek 1: Komorovy systém mozku
Upraveno podle (Santos et al., 2017).
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2.1.2 Struktura

Mozek a michu obaluji mozkové pleny, meningy (obr. 2), mezi které patii od nejsvrchnéjsi
po nejspodnéjsi: tvrda plena mozkova (dura mater), pavucnice (arachnoidea) a omoze¢nice
(pia mater) (Esteves et al., 2020). Choroidalni plexus vznika u nejniternéjsi mozkové pleny
(Javed et al., 2021). Pia mater spole¢né s epitelem specializovanych ependymalnich bunék
(ependym)? tvoii tkan nazyvanou tela choroidea. Pii pronikéani cév do tela choroidea se formuji

vychlipeniny do mozkové komory, které nazyvame choroidalnimi plexy (Haines et al., 2013).

Anatomicky zéklad ChP je tvofen prokrvenym stromatem obsahujicim fenestrované kapilary
a pojivovou tkan. Na povrch pojivové tkané (pia mater) nasedaji epitelialni buiiky kuboidniho
tvaru, které obklopuji fenestrované kapilary (Lun et al., 2015). Apikalni strana buiiky je pokryta
fasinkami (cilia), zajistujicimi proudéni CSF, a mikroklky (microvilii). Mikroklky utvati
tzv. kartaCovy lem, ktery znatelné¢ zvySuje plochu choroidalniho plexu, a navic napomahé
zpétnému vstiebavani CSF (Javed et al., 2021). Sousedici bunky jsou navzajem lateralné
propojeny tésnymi spoji (zonulae occludens). Tyto spoje jsou povazovany za jednu z hlavnich
slozek hematolikvorové bariéry (Strazielle a Ghersi-Egea, 2000).

Dura mater

/ Arachnoidea

Subarachnoidalni prostor

Arachnoidalni klky
v Zilnich splavech

Pia mater
Ependym

Choroidalni plexus

o | ;
Mozkova komora
Perivaskularni

prostor Mozkova ktira

Obrazek 2: Formovani choroidalniho plexu
Upraveno podle (Waxman, 2017).

! Ependymalni buiiky vystylaji vnitini stény mozkovych komor a centralniho miniho kanalu. Epitelialni buiiky
choroidalniho plexu jsou pouze typem modifikovanych ependymalnich buné&k (Snell, 2009).
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2.1.3 Funkce
2.1.3.1 Mozkomi$ni mok

Mezi dulezité funkce choroidalniho plexu patii produkce mozkomiS$niho moku. Celkovy objem
CSF v lidském mozku se pohybuje okolo 150 ml. Denn¢ vznika piiblizné 450 ml nového CSF
(tzn., ze se obméhuje 3x dennd), z toho az 70 %? produkuji choroidalni buiiky (Damkier et al.,
2013). Mozkomisni mok obklopuje mozek a michu; oddéluje je od okolnich kosti
a chrani je pfed poSkozenim bchem urazli a otfesti hlavy. Svym biochemickym slozenim
zabezpecuje homeostazu a optimalni prostfedi pro bunky centralni nervové soustavy (CNS).
Plni také ochrannou funkci pii zanétu (Dotiwala et al., 2021).

Subarachnoidalni prostor
Dura mater

Arachnoidalni klky

IS LTI L1772 s
I e

Postranni Sinus sagittalis
komora superior
Choroidalni
plexus
Foramen
Monroi
IIl. komora Sinus
mozkova 4 transversus
'o,,' \ \‘ V. komora mozkova
Sylvilv kanalek '»,,% \ Choroidalni plexus
'

Foramen Magendii Centralni mi$ni kanal

et Lushkae

Obriazek 3: Cirkulace CSF
Sinus transversus, sinus sagittalis superior — Zilni splavy.
Upraveno podle (URL 1).

r~_r

Cirkulace pocina tvorbou mozkomisniho moku primarné v lateralnich komorach (obr. 3).
Odtud odtéka do III. komory mozkové pies foramen Monroi a pokracuje do IV. komory
skrze Sylvitv kanalek. Dale se mozkomisni mok dostava do mozkovych cisteren
a Subarachnoidalniho prostoru prostiednictvim neparového otvoru apertura mediana ventriculi
quarti (foramen Magendii) a parového otvoru apertura lateralis ventriculi quarti (foramen
Lushkae). V subarachnoidalnim prostoru se ¢ast moku vstiebava do Zilnich splavi (sinus durae
matris) pomoci arachnoidalnich klkt (granulationes arachnoideae, Pacchioniho granulace).
Zbyla cast CSF kon¢i v miSe; zde se absorbuje prostiednictvim misnich cév do zilnich pleteni
plexus venosi vertebrales interni (Snell, 2009).

2 Zbyly objem denni vyroby CSF zajistuji ependymalni buiiky (Damkier et al., 2013).
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2.1.3.2 Hematolikvorova bariéra

Hematolikvorova bariéra (HLB) (obr. 4) je tvofena kuboidnimi epitelidlnimi buitkami ChP
(Laterra et al.,, 1999). Odd¢luje od sebe mozkomisni mok v mozkovych komorach
a fenestrované kapilary (kapilary visceralniho typu®). Tésné spoje (TJ) mezi epitelialnimi
buiikami HLB reguluji diftzi vody, iontd a molekul z krve do mozkomis$niho moku (Santos et
al., 2017; Javed et al., 2021). Mezi hlavni transmembranové proteiny TJ zabezpecujici
mezibunéény kontakt patii ocludin a claudin. Ocludin je prvnim proteinem TJ popsanym u ChP.
Tento protein upeviluje té€sné spoje a omezuje permeabilitu HLB. Skupina tésnych spojli
s nazvem claudiny zahrnuje transmembranové proteiny omezujici piestup molekul o riznych
molekularnich hmotnosti pfes HLB. Mezi submembranozni komponenty TJ patii proteiny
zonuliny (ZO). K této skupiné nalezi ZO-1, ZO-2 a ZO-3, které jsou zodpoveédné za ukotveni
ocludinu a claudinu k aktinovym filamentim (cytoskeletu) epitelialnich bun¢k (Kratzer et al.,
2012; Solar et al., 2020).

Mikroklky Q\

Fenestrovana
kapilara

Pojivova tkan

Epiteliaini buriky SE
choroidalniho plexu\
SR Bazalni

~ 2 membrana

Obrazek 4: Hematolikvorova bariéra
Vytvoreno podle (Solar et al., 2020), (URL 2) a (URL 3).

Adhezni spoje (AJ) jsou lokalizované na bazolateralni strané epitelialnich buné€k ChP. Podile;ji
se na regulaci bunécného kontaktu, urCuji polaritu epitelidlnich bun€k a jsou dulezité
pti formovani TJ (Vorbrodt a Dobrogowska, 2003; Redzic, 2011). Na regulaci HLB se podili
I mezerové spoje (GJ). Tyto spoje jsou tvofeny proteiny — Konexiny, které utvareji pory
Vv cytoplazmatickych membranach bun¢k. GJ zprostiedkovavaji mezibunéénou komunikaci,
vyménu metabolitt, iont a sekundarnich posli mezi sousednimi epitelialnimi buikami (obr. 5)
(Dermietzel a Spray, 1993; Jovanova-Nesic et al., 2009).

3 Kapilary vystlané endotelovymi buiikami s vytvofenymi fenestracemi (otvory) (Vajner et al., 2018).
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Obrazek 5: Bunééné spoje epitelialnich bunék choroidalniho plexu
Vytvoreno podle (Solar et al., 2020) a (URL 2).

V porovnani s hematoencefalickou bariérou (HEB) jsou buiikky HLB prostupnéjsi, coz mize
mit za nasledek jednodussi prinik patogent do mozkomisniho moku, a tak i do centralni
nervové soustavy. Jako prevence vstupu Skodlivych patogeni do CNS slouzi rizné typy
imunitnich bunék vyskytujicich se v blizkosti tkani choroidalniho plexu (Santos et al., 2017;
Javed et al., 2021).

2.1.4 Poruchy

Vyznamnou, avsak dosud malo prozkoumanou roli hraje choroidalni plexus v neurologickych
onemocnénich véetné neurodegenerativnich, zanétlivych, traumatickych aj. (Wolburg a Paulus,
2010). V n¢kolika klinickych a preklinickych studiich byly prokazany jak anatomické, tak
fyziologické zmény ChP v pribéhu starnuti a neurodegenerace (Emerich et al., 2004). Mezi
plexu), které mohou zptisobovat nadmérnou produkci CSF (Javed et al., 2021). Infekéni
choroidalni plexitida (zanét nervové pleten¢) se projevuje u onemocnéni, jako je tuberkul6za
nebo kryptokokoza, intenzivnim zvétSenim choroidalni tkané (Wolburg a Paulus, 2010).
Choroidalni plexus se aktivné podili na zneSkodnéni a odklizeni patogenti z CSF a mozku.
Nicméné v pribc¢hu Alzheimerovy choroby dochazi k morfologickym a fyziologickym
zménam postihujicim i ChP. Schopnost HLB odstranit nahromadény amyloid-B peptid (viz
kapitola 2.2.3.1 Senilni plaky) selhava (Lun et al., 2015). K dal§im projevim se fadi zhorSena
mitochondrialni funkce a poskozeni v dusledku oxida¢niho stresu v tkanich choroidalniho
plexu (Wolburg a Paulus, 2010). ZvySena atrofie choroidalniho plexu byla popsana také
U mrtvice, roztrousené sklerozy a schizofrenie. Uvedené poznatky vedou k mozné roli, kterou
poskozeni ChP muze hrat pfi mnoha onemocnénich CNS (Lun et al., 2015).

16



2.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je nevratné neurodegenerativni onemocnéni centralni nervové
soustavy vyust'ujici v demenci (Zvétova, 2017). Jedna se o nejcastéji se vyskytujici piic¢inu
demence ve stifednim a vy$$im véku prispivajici az k 60—70 % vsech piipadu (World Health
Organization a Alzheimer’s Disease International, 2012). Typicky klinicky obraz je
charakterizovan poruchami paméti a dalSich kognitivnich funkci vedoucimi az K aplné
neschopnosti vykonavat bézné Cinnosti. Mezi dal$i pfiznaky patfi emocni labilita ¢i zmény
afektivity (deprese, apatie atd.) (Nevsimalova et al., 2002). V disledku siln¢ progresivniho
zhor$eni choroby je pacient pIn¢ odkazan na péci druhych osob (Zvétova, 2017).

2.2.1 Historie

Objev Alzheimerovy choroby a pocatek jejiho vyzkumu se obvykle datuje do roku 1907, kdy
svou praci uvefejnil némecky psychiatr Alois Alzheimer. Jeho prace pojednavala o piipadu
51leté pani Auguste Deter, ktera vykazovala ptiznaky tézké demence. U pacientky byla popsana
neurofibrilarni klubka, jeden z hlavnich patologickych nalezti. Naproti tomu senilni plaky byly
objeveny jiz o ptiblizné 30 let diive francouzskym patologem Blocquem a rumunskym
neurologem Marinescem. Ve stejném roce jako Alzheimer publikoval Cesky psychiatr
a neuropatolog Oskar Fischer obdobnou praci tykajici se stejného onemocnéni. Terminu
Alzheimerova choroba pak poprvé uzil némecky psychiatr Emil Kraepelin roku 1910 (Koukolik
a Jirak, 1998; Zvéiova, 2017).

2.2.2 Stadia Alzheimerovy choroby

Priibéh choroby lze rozlisit do nékolika stadii podle riznych kritérii. Star$i Reisbergova Skala
celkové deteriorace* déli AD na sedm pfesné popsanych stupiiti. V klinické praxi je viak vice
rozsiteno rozdéleni na tf1 stadia:

I. Rané stadium

Prvotni stadium (14 let od prvnich ptiznakd AD) se urcuje slozité, protoze zacatek choroby je
charakteristicky nendpadny a tzv. plizivy. Proto je rané (lehké) stddium casto piehliZzeno
a mylné zaménovano za normalni ptiznaky staii (World Health Organization a Alzheimer’s
Disease International, 2012; Zvéfova, 2017). U nemocného lze pozorovat poruchy uceni
novym vécem a nezavazné vypadky paméti. Nastavaji potize S pozorovanim, v§tépovanim
(zapamatovanim) a vybavovanim si béznych udalosti. Zminéné symptomy ztéZuji kazdodenni
¢innosti, avsak neomezuji jedincovu sobéstaénost (NevSimalova et al., 2002). Tato faze
odpovida 2.—4. stupni® Reisbergovy $kaly (Simkova, 2010).

4 Termin deteriorace oznaduje dogasné, kratkodobé zhorSeni rozumovych schopnosti.
5 Prvni stadium Reisbergovy $kaly je bezptiznakové, Ize ho tedy pokladat za preklinické stadium (Koukolik a Jirak,
1998).
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1. Stfedni stadium

Nasledujici stiedni (mirné) stadium obvykle trva v rozmezi 2—10 let od pocatku AD. Problémy
uz jsou ziejmé; obvykle v této fazi dochazi k navstéveé lékare. Porucha paméti se znaéné
prohlubuje; pacient si vybavuje pouze siln¢ vstipené tidaje. Nevzpomina si na jména blizkych
osob ¢i svoji domaci adresu. Je dezorientovan i ve znamém prostfedi a nepamatuje si zakladni
informace o tom, kde se nachazi. Sobé&sta¢nost je narusena; nemocny neni schopen bezpeéné
samostatné zit (NevSimalova et al., 2002). Na Reisbergové skale odpovida mirné stadium
4.-5. fazi (Simkova, 2010).

111. Pozdni stadium

Pacienti v pozdnim (té¢Zkém) stadiu (7—14 let od prvnich ptiznakd AD) téméi kompletné ztraci
pamét. Vybavuji si pouze nesourodé utrzky diive dobfe znamych informaci (Nevsimalova et
al., 2002). Casta je uplna nevédomost o &ase, misté a okolnim déni. Nemocni nepoznavaji
znamé osoby nebo pifedméty. Jsou postizeny fe¢ové funkce a mobilita. Navic slabnou ¢i Gplné
selhavaji té€lesné funkce (napi. dochazi k inkontinenci); vegetativni funkce probihaji spontanné
(World Health Organization a Alzheimer’s Disease International, 2012). Objevuji se emo¢ni
poruchy (podrazdénost), zmény v chovani, nebo dokonce psychotické projevy (bludy,
halucinace). Clovék trpici AD v t&Zkém stadiu je absolutnd nesob&statny a zcela zavisly
na pecujicich (Nevsimalova et al., 2002). Tteti stadium odpovida 6. a 7. stupni Reisbergovy
skaly (Simkova, 2010).

2.2.3 Patologie

Pfesnd patogeneze AD dosud neni fadné objasnéna; podili se na ni vSak néckolik
faktord. Neurobiologické zmény v Alzheimerové chorobé Ize rozlisit na makroskopické
a mikroskopické (Nevsimalova et al., 2002).

Nejlépe pozorovatelnou makroskopickou zménou je globalni mozkové atrofie projevujici se
nejdiive v mediotemporalni oblasti. Postupné pak zasahuje temporalni lalok, parietalni lalok
a zadni cingularni kortex (Nikolai, 2013). Pacientovi s AD se zten¢uje mozkova kira, zmensuje
se objem a hmotnost mozku, a navic se tak rozsiiuji mozkové komory (Koukolik a Jirak, 1998).

V ramci mikroskopickych zmén jsou popsany klasické patologické nalezy u AD — senilni plaky,
neurofibrilarni klubka® a rozsahly ibytek neuroni spojeny se synaptickou destrukci (obr. 6)
jsou pfitomny v mozkovych oblastech spojovanych s u¢enim a paméti (Pesak, 2013). Rada
nejnovéjsich studii navic poukazuje na zasadni roli neuroinflamace, chronické imunitni reakce,
v progresi patologickych zmén u Alzheimerovy choroby (Kinney et al., 2018).

® Zminéné patologické zmény nejsou unikdtni pro AD, jsou pfitomny i pii jinych neurodegenerativnich
onemocnénich (Yaari a Corey-Bloom, 2007). Bézné se také vyskytuji u klinicky normalné starnouciho mozku;
AD je charakterizovana zietelné vyssi mirou (Koukolik a Jirak, 1998).

18



2.2.3.1 Senilni plaky

Extracelularni senilni (neuritické) plaky (NPs) jsou sférické heterogenni tUtvary o velikosti
ptiblizn¢ 10-200 pm (Koukolik a Jirak, 1998). Centralni jadro sestava z vlaknitého amyloid-f3
(AB) peptidu, ktery obklopuji dystrofické axony. Amyloid-f peptid je slozeny ze 36 az 43
aminokyselin. Vznika amyloidogennim S$tépenim amyloidového prekurzorového proteinu
(APP) sou¢asnym pusobenim B3- a y-sekretazy (Yaari a Corey-Bloom, 2007). Nejvice patogenni
formou amyloid-B peptidu je AB1-42 (obsahujici 42 aminokyselin). Podstata cytotoxického
ucinku AR spociva v tvoreni fibrilarnich agregatti (NPS), coz ma za nasledek poskozeni bunék
a buné¢nych membran; mj. nejspise vede k hyperfosforylaci tau proteinu (viz kapitola 2.2.3.2
Neurofibrilarni klubka). Pfesné mechanismy agregace AB nejsou jasné, piredpoklada se vsak,
7ze zahrnuji naruSeni neurotransmiterovych systému vedoucich K oxidativnimu stresu,
mitochondrialni dysfunkci, zanétu, a nakonec k apoptoze (typ programované bunééné smrti)
(Manova, 2011; Pesak, 2013).

Axonalni degenerace Synapticka destrukce
/Neuroﬁbrilérni \ s
S NE klubka P
7 & "
@’ £ b

Senilni plaky

\\ { [ ,\':_ -
Mitochondrialni 7% . A Neuroinflamace

dysfunkce

Obrazek 6: Patologie AD
Neuroinflamace viz kapitola 2.3. Neuroinflamace.
Vytvoreno podle (Chaudhry et al., 2020) a (URL 3).

2.2.3.2 Neurofibrilarni klubka

Intracelularni neurofibrilarni klubka (NFTs) se nachézeji uvnitf neuroni; jsou tvoieny
parovymi spiralnimi vlakny hyperfosforylovaného tau proteinu (t-protein) (Yaari
a Corey-Bloom, 2007). Za normalnich podminek k sobé& pfipojuje t-protein mikrotubuly
v axonech, poskytuje jim tak stabilitu a pfispiva k regulaci intracelularniho transportu latek
(Querfurth a LaFerla, 2010). Pti Alzheimerové chorobé je ovSem tau protein nadmérné
fosforylovan prostiednictvim proteinovych kinaz’ a fosfataz® (Koukolik a Jirak, 1998). Takto
modifikovany t-protein zpisobuje naruseni normalniho cytoskeletu a nasledné odumirani
neuronll. Nékteré studie naznacuji, Ze nerovnovaha mezi produkci a odstranovanim AR
predchazi vzniku NFTs (Pesak, 2013).

" Enzym piendaSejici fosfatovou skupinu z vysokoenergetické molekuly na danou cilovou molekulu (proces
fosforylace).
8 Enzym odstrafiujici fosfatovou skupinu.
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2.2.4 Rizikové faktory

Alzheimerovou chorobou trpi ptiblizné 10 % populace starsi 65 let; nad 85 let choroba postihuje
skoro polovinu této vékové kategorie. Riziko vyvoje nemoci u jedince tedy nepochybné stoupa
s vékem. Z hlediska dostaveni se prvnich klinickych ptiznakt Ize rozlisit dva typy AD.

Familiarni (rand) AD se projevuje pied 60. az 65. rokem zivota a obvykle trva Sest az osm let.
Rana forma muize byt podminéna genetickymi mutacemi geni pro APP, presenilin 1
a presenilin 2 (Koukolik a Jirak, 1998).

Sporadicka (pozdni) AD propuka po 65. roce zivota. Jedna se o nejcastéji se vyskytujici formu
tvotici 80-90 % vsech ptripadii Alzheimerovy choroby (Crews a Masliah, 2010). Prub¢h
onemocnéni je Vtomto piipadé delsi — zhruba 10 let. Pozdni forma ma pravdépodobné
souvislost s €4 alelou genu pro apolipoprotein E.

Ptijem alkoholu a koufeni jsou jednémi z mnoha faktorti, které mohou pfispivat k propuknuti
AD. Piijem antioxidantl a strava bohata na ovoce nebo ryby snizuji riziko propuknuti AD,
zatimco Se zvySenym piijmem potravin obsahujicich nasycené tuky a cholesterol toto riziko
roste. Stejné tak je s vétSim rizikem spojovano nizké vzdélani a nedostatek socialni interakce
(Povova et al., 2012).

2.2.5 Diagnoéza

Pii diagnostikovani AD se vychdzi predevsim z kritérii pro diagnézu demence®. Zaroven musi
byt vylouceny jiné mozné pii¢iny demence, kterymi mohou byt napt. demence s Lewyho
télisky, vaskularni demence, demence pii Parkinsonové chorobé aj. (Nevs§imalova et al., 2002;
Raboch et al., 2012). Pro stanoveni diagndzy AD se uplatiuji klinicka vySetieni v podobé
neuropsychologickych testli, modernich zobrazovacich metod, elektrofyziologie a jinych
pomocnych vySetfeni zahrnujici napf. hematologické, endokrinologické, EKG a EEG
(Simkova, 2010).

Pii podezfeni na demenci jsou pacienti podrobeni vySetieni stavu kognitivnich funkei pomoci
testl skladajicich se z otdzek a ukoli zamétfenych na orientaci, pamét’, pozornost a na fecCové
Ci praktické schopnosti (NevS§imalova et al., 2002). Nejvice vyuzivany je test MMSE
(Mini-mental state examination) sestavajici ze 30 otazek (napf. stanoveni dne, mésice, roku;
obkresleni dvou prolinajicich se pétithelnik(; zapamatovani si tfi podstatnych jmen atd.).
Clovék s neposkozenymi kognitivnimi schopnostmi by mél dosdhnout 30 bodii (1 bod
za otazku), od 26 bodi a nize se urcuje stupen kognitivni poruchy. Pod 10 bodi se stav pacienta
hodnoti jako tézka demence. Jind pouzivand zkouSka je test kresleni hodin. Nemocny ma
za kol nakreslit hodinovy cifernik s rucickami, ktery ukazuji zadany cas. Kresba je poté
zhodnocena dle navodu (Raboch et al., 2012).

% Kritéria jsou stanovena podle Diagnostického a statistického manualu duSevnich chorob (DSM) (Nevsimalova
et al., 2002).
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Zobrazovaci metody dovedou Iépe rozliSit AD od jinych potencidlnich pficin demence.
Neinvazivni metody, jako jsou vypocetni tomografie (CT) a magnetickd rezonance (MRI),
komor; jsou vsak diagnosticky nespecifické (Nevs§imalova et al., 2002; Raboch et al., 2012).
Navazujicim vySetfenim je pfesnéjsi pozitronova emisni tomografic (PET), ktera detekuje
mozkovy cévni pratok a mozkovy metabolismus, ktery je pifi demenci znaéné
narusen. V soucasné dob¢ je dokonce mozné pomoci PET zobrazit hromadéni AB nebo
hyperfosforylovaného t-proteinu (Scheltens et al., 2021). Obdobnou zobrazovaci metodou je
jednofotonova emisni pocitacova tomografie (SPECT). Ptestoze PET a SPECT patii
k nejmodernéj$im a nejpiesnéjsim zobrazovacim technikam, nejsou natolik specifické, aby
byly zafazeny do rutinniho diagnostického vyuziti (NevSimalova et al., 2002).

2.2.6 Lécba

Terapie Alzheimerovy choroby zahrnuje jak farmakologické, tak neméné dulezité
nefarmakologické pfistupy. Farmakoterapeutické postupy lze rozdélit na symptomatické
a neuroprotektivni (preventivni), které se soustiedi na ovlivnéni projevii onemocnéni, nebo
dokonce jeho zpomaleni a zastaveni — souhrnné se jedna o tzv. kognitivni farmakoterapii.
RozliSujeme 1 nekognitivni farmakoterapii (dopliikové postupy), jejiz cilem je lécba
pfidruzenych, nekognitivnich symptomi, jako jsou depresivni a uzkostné stavy, poruchy
spanku a stavy neklidu (Koukolik a Jirak, 1998; Nevsimalova et al., 2002; Raboch et al., 2012).

Symptomaticka terapie zahrnuje 1écCiva, ktera maji za cil zlepSeni zejména pamétové
vykonnosti (tzv. kognitiva) (Nev§imalova et al., 2002). V soucasnosti patii kK nejucinnéjsim
prostfedkiim 1éky ze skupiny inhibitord acetylcholinesteraz a antagonisti N-metyl-D-aspartat
receptoru (NMDAR). U AD je nejvice postizeno né€kolik neurotransmiterovych systému
véetné acetylcholinergniho, ktery je dulezity pro spravné fungovani paméti a védomi.
Pfi onemocnéni dochazi k nadmérnému odbouravani a ubytku acetylcholinu ¢innosti enzymu
acetylcholinesterdzy, tudiz spolu nervové builky nejsou schopny komunikovat a zkracuji se
(Novékova, 2020). Na bazi inhibitor acetylcholinesterazy (jejiho zablokovani, a tedy zvyseni
hladiny acetylcholinu) se pouzivaji Iéky donepezil (Aricept), rivastigmin (Exelon) a galantamin
(Reminyl, Razadyn) (Koukolik a Jirak, 1998; Yaari a Corey-Bloom, 2007). Piilisné ptsobeni
excitanich aminokyselin glutamatu a aspartaitu na N-metyl-D-aspartat receptory vede
k destabilizaci a zaniku neuronu. Jako antagonista NMDAR se uplatiiuje pfredev§im memantin
(Namenda) (Koukolik a Jirak, 1998).

Neuroprotektivni terapie se soustfedi na zmirnéni ¢i iplné vyvraceni patologie AD. V soucasné
dobé probiha vyvoj 1é¢iv zabranujicich akumulaci AB, tvorbé hyperfosforylovanych t-proteint
a potla¢eni neuroinflamace (Scheltens et al., 2021). U¢innost zadné neuroprotektivni 16¢by
ovsem nebyla dosud potvrzena (Koukolik a Jirak, 1998; Raboch et al., 2012).

Doplikova farmakoterapie zahrnuje hlavné psychotropni latky ovliviiujici nekognitivni funkce.
Pii zvoleni 1ékd se upfednostiiuji 1é¢iva bez anticholinergnich efektt (napi. tricyklicka
antidepresiva proto nejsou vhodna). Pro ovlivnéni deprese se pouzivaji antidepresiva II.
generace — maprotilin (Ludiomil), mianserin (Lerivon), fluoxetin (Deprex, Portal, Prozac) aj.
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Poruchy spanku se vétSinou tlumi atypickymi neuroleptiky — tiaprid (Tiapridal) ¢i risperidon
(Risperdal). Poruchy chovani (agitovanost) se 1é¢i jak zminénymi atypickymi neuroleptiky, tak
typickymi — melperon (Buronil) a haloperidol (Haloperidol, Haldol). Je nutno dodat, ze
psychotropni 1écbé by vzdy meél predchazet pokus o nefarmakologické feSeni formou
psychoterapie a adekvatni socialni pomoci (Nev§imalova et al., 2002; Raboch et al., 2012).

Nefarmakologické pristupy jsou nedilnou soucésti terapie AD. Psychoterapii 1ze v ranych
stadiich docilit zpomaleni progrese pamétové poruchy za pomoci technik, které procvicuji
pamét’ a orientaci nebo naopak vytvaii nahradni mechanismy pro bézné denni aktivity
(napf. zapisovani si poznamek) (Neviimalova et al., 2002). Casto byvaji potadany skupinové
terapie pro pacienty, jejichz naplni je procvicovani riznych dovednosti uplatiujicich se
v kazdodenni rutin€. Mozna je i muzikoterapie (Koukolik a Jirak, 1998). Velmi dilezita je vak
I starost o pecujici osoby. Velky vyznam ma jejich edukace a seznameni se S AD. Pro rodinné
ptislusniky nemocného je také nezbytnd psychoterapeutickd a socidlni podpora. Existuje
nékolik organizaci, které sdruzuji pfibuzné pacienti, vzdélavaji je a zajist'uji jim pecovatelskou
sluzbu. V Ceské republice pisobi Ceskd alzheimerovska spole¢nost, ktera je &lenem
mezinarodni Alzheimer Europe a Alzhiemer’s Disease International (Koukolik a Jirak, 1998;
Nevsimalova et al., 2002).

2.3 Neuroinflamace

Po dlouhou dobu se véfilo, Ze imunitni systém v ramci nervového systému nehraje Zadnou roli;
nejspise kvuli unikatni anatomii mozku, kterd prostfednictvim svych bariér do centralni
nervové soustavy vpusti jen minimum bunék a molekul pfenasenych krvi. V soucasnosti je jiz
objasnéno, Ze imunitni, nervovy a endokrinni systém mezi sebou spolupracuji a vzajemné se
ovlivituji a dopliuji. Vytvareji tak superinformacéni systém, ktery pouziva spolecné signalni
molekuly a jejich receptory — zejména neurotransmitery, cytokiny (viz kapitola 2.3.1.3
Cytokiny) a peptidové hormony. Hlubsi objasnéni vzajemnych interakci mezi informaénimi
systétmy imunity a CNS by pot¢ mélo velky vyznam v hledani terapeutik u nékolika
neurologickych onemocnéni (Havrdova, 2001; Schwartz et al., 2016).

Akutni zdnét v mozku slouzi jako dobfe vyvinutd ochrana proti patogeniim a poranénim.
Jakmile ptetrvava akutni zanétlivy proces, dojde K naruSeni rovnovahy prozanétlivych
a protizanétlivych signalizacnich molekul a akutni zanét vyusti v chronicky zanét, a tj. v ramci
CNS neuroinflamace, ktera jiz ptisobi toxicky (Kinney et al., 2018). Neuroinflamace souvisi
sodpovédmi a reakcemi vrozeného imunitniho systétmu CNS zprosttedkovanymi
aktivovanymi neurogliemi (mikrogliemi a astrocyty), které produkuji zanétlivé faktory,
chemokiny?®, cytokiny, reaktivni formy kysliku (ROS) a oxid dusnaty (NO) (Zhang a Jiang,
2015). Neuroglie mohou byt aktivovany jak bakterialnimi a virovymi slozkami, peptidy, jako
je AB, tak prozanétlivymi cytokiny, a to napf. interferonem-y, TNF-a a IL-1p (obr. 7).

10 Chemokiny neboli chemotaktické cytokiny patii do skupiny malych cytokini o molekulové hmotnosti
7-12 kDa. Jejich hlavni funkci je regulace migrace riznych typti bunék (chemotaxe) (Rossi a Zlotnik, 2000).
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Bakterie, viry, peptidy
(AR), priony Mrtvé bunky

Obriazek 7: Mechanismus aktivace neuroglii.
Mikroglie (¢i jiné neuroglie) mohou byt aktivovany
Mikroglie patogeny. Nasledn¢ spusti produkci prozanétlivych
/ ' \ cytokint IL-18 a TNF-a, které dale spole¢né s patogeny

aktivuji dalsi mikroglie a astrocyty. Zaktivované
\ IL-1R TNF-a

| neuroglie indukuji iNOS (indukovatelnd syntaza oxidu
‘ ) ;; dusnatého) k produkci NO, ktery usmrcuje dalsi
\ Neuroglie i neurony, coz ma za nasledek prohlubovani zanétu.

Ve schématu nejsou zahrnuty T-lymfocyty produkujici
prozanétlivy cytokin interferon-y, ktery rovnéZz aktivuje
neuroglie.

\ NO / Vytvoreno podle (Brown a Bal-Price, 2003).
ROS

2.3.1 Alzheimerova choroba

ey oeen

Nespocet studii jiz prokazalo, Ze neuroinflamace hraje podstatnou roli v progresi patologickych
zmén U AD. Zanétlivé procesy zahrnuji fadu bunéénych a molekuldrnich zmén, zapojeni bunék
periferniho imunitniho systému, indukci intracelularnich signalnich drah a uvolfovani
zanétlivych mediatord v mozku. Vsechny tyto faktory mizou pfispivat K neuronalni dysfunkci
a smrti bud’ samostatn¢, nebo v kombinaci (Zhang a Jiang, 2015). Na rozdil od jinych
rizikovych faktord neni vyjasnéno, zda je neuroinflamace ustiednim déjem v patofyziologii
AD, nebo spise vysledek jinych charakteristickych patologickych nalezt (Kinney et al., 2018;
Korabecny et al., 2020). V CNS jsou hlavnimi typy neuroglii mikroglie a astrocyty (obr. 8),
které jsou zodpovédné za zanétlivé reakce pii neuroinflamaci u AD svou produkei zanétlivych
cytokinti (Zhang a Jiang, 2015).

2.3.1.1 Mikroglie

Mikroglie jsou hlavnimi buikami vrozeného imunitniho systému CNS. Tvofi asi 10 % bun¢k
centrdlni nervové soustavy dospélého mozku. V ramci CNS predstavuji rezidentni makrofagy
a prvotni obranu proti patogentim a poranénim mozkové tkan¢ (Rubio-Perez a Morillas-Ruiz,
2012; Zhang a Jiang, 2015). Pii patologickych stavech se mikroglie aktivuji (tvarové se pfeméni
od klidové mikroglie) a zahaji vrozenou imunitni odpovéd’ migraci k poskozenym ¢i mrtvym
bunkam, které nasledné odklidi, a zajisti reparaci poskozenych tkani. Mikroglie jako
prvni uvoliuji zanétlivé cytokiny a o zanétu informuji astrocyty a neurony (Rubio-Perez
a Morillas-Ruiz, 2012).

23



Béhem AD je aktivace mikroglii asociovdna s vyskytem AR plak. V ranych fazich AD
aktivované mikroglie migruji k agregatim AB a fagocytuji je. Mnozstvi imunitnich reakci tak
poskytuje pozitivni G¢inky na patologii AD — odklizeni a vymizeni AB. Nicméné pretrvavajici
aktivace mikroglii vede ke zhorSeni patologického stavu. Mikroglie jsou pfetizené velkym
mnozstvim produkovaného AB a uvoliuji prozanétlivé cytokiny (TNF-a, IL-18, IL-6, 1L-18),
NO a ROS, a tudiz ptsobi cytotoxicky. Poskozené neurony pak aktivuji dal$i mikroglie;
z imunitnich reakci se pak stava smycka, tzv. reaktivni mikroglioza (obr. 9) (Zhang a Jiang,
2015; Kinney et al.,, 2018). Zanétlivé mediatory a stresové podminky navic zvysuji
amyloidogenni Stépeni APP, a tedy produkci AB. Schopnost mikroglii interagovat s AR
a eliminovat je, se postupné vytraci. Nov¢jsi studie ukazuji, ze kvuli této skutecnosti jsou
rekrutovany periferni imunitni buniky (makrofagy) ve snaze odstranit A3 plaky. Tyto periferni
makrofagy vsak neuroinflamaci i patologii AD zhorSuji (Rubio-Perez a Morillas-Ruiz, 2012).

Ependym

Kapilara

Oligodendrocyt

Astrocyt
Mikroglie

Obrazek 8: Neuroglie
Vytvoreno podle (Snell, 2009) a (URL 3).

2.3.1.2 Astrocyty

Astrocyty (astroglie) se nachazi ve vSech oblastech CNS a tvoii asi 35 % jejiho celkového poctu
bundk. Na rozdil od mikroglii patfi ktzv. makrogliim spole¢né s oligodendrocyty®!
a ependymalnimi buiikami lemujicimi mozkové komory (Jennes, 2017). Astroglie rozdélujeme
podle morfologie na plazmatické astrocyty v sedé hmoté mozkové a vlaknité (fibrilarni)
astrocyty v bilé hmoté mozkové. Mezi astrocytické funkce patii odklizeni tkanového detritu
(poskozené nebo mrtvé buiiky) a toxinll z mozkomiSniho moku, regulace neurotransmiterii
aprodukce trofickych (vyzivujicich) faktori pro podporu neuronti (Rubio-Perez
a Morillas-Ruiz, 2012; Zhang a Jiang, 2015).

11 Oligodendrocyty jsou relativné malé buiiky, které fadime k neurogliim. Jejich hlavni funkci je izolace axonovych
vybézkl neuroni za ucelem zvySeni rychlosti vodivosti elektrickych signali. Oligodendrocyty svymi vybézky
obaluji jednotlivé axony a vytvafeji myelinovou pochvu (Bradl a Lassmann, 2010).
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Aktivace astrocyti u AD muze byt vyvolana cytokiny IL-18 produkovanymi mikrogliemi.
Naopak aktivaci mikroglii zptsobuji stimuly, které uvolnuji astroglie. Astrocyty také mohou
byt aktivovany samotnym ARB. Tvorby NO, a jeho cytotoxickych uc¢inkt, v astrocytu Ize snadno
dosdhnout kombinaci pusobeni IL-1B a interferonu-y nebo TNF-a (Havrdova, 2001).
Pii prodlouzené aktivaci jsou astrocyty, stejné jako mikroglie, ve stavu reaktivni astrogliozy
(obr. 10), ktera je charakteristicka proliferaci a hypertrofii (zvétSenim) astrocytt a naslednou
produkci zanétlivych mediatora (Tozaki-Saitoh et al., 2011). Vylucuji, ale zaroven i reaguji
na velké mnozstvi zanétlivych cytokini vcetné IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-B,
interferonu-y a interferonu-f (Zhang a Jiang, 2015). Studie Talantova et al. (2013) prokazala
synaptické ztraty v dusledku AB, ktery indukuje uvoliiovani glutamatu z astrocytd, coz nato
aktivuje NMDAR (viz kapitola 2.2.6. Lécha). V jiné studii provedené na mySich bylo
objasnéno, ze astrocyty v dusledku zanétlivého cytokinu interferonu-y a chronického stresu
nadmérné exprimuji B-sekretazu 1 (BACEL), ktera $t€pi APP na A3 (Hong et al., 2003).

Zanétlivé cytokiny a mediatory
IL-18, TNF-a, NO

Neuronalni dysfunkce
Aktivovana

mikroglie

Klidova
mikroglie

: Signalni molekuly,
aktivatory mikroglii

Obrazek 9: Mikroglioza
Vytvoreno podle (Calsolaro a Edison, 2016) a (URL 3).

Zanétlivé mediatory,

aktivatory mikroglii
Aktivovana v g

mikroglie B
(]

f f ( ‘
Oxidativni [ O O Klidova
stres [ mikroglie
/ Prozanétlivé I
/ cytokiny

. Klidovy
astrocyt

Aktivovany ,'2*)-"1
astrocyt e\

Degenerace

Obrazek 10: Role astrocytii v aktivaci mikroglii béhem neuroinflamace
Vytvoreno podle (Calsolaro a Edison, 2016) a (URL 3).
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2.3.1.3 Cytokiny

Cytokiny jsou malé nestrukturované proteiny imunitniho systému, které reguluji biologickou
odpovéd’ navdzanim Se na receptory svych cilovych bunék. Jsou Secernovany hlavné
imunitnimi bunikami (tj. lymfocyty, makrofagy, neurogliemi atd.), ale i nékterymi bufikami
pojivovych tkani (napf. fibroblasty) (Havrdova, 2001; Rubio-Perez a Morillas-Ruiz, 2012).
Uginky cytokind zahrnuji stimulaci, ¢ inhibici bundéné proliferace, bunéény rist, diferenciaci,
ale i cytotoxicitu, zanétlivé reakce, a mnoho dalSich. Jejich hlavni imunologickou funkci je

w1
rrrrr

Prozéanétlivé cytokiny jsou uvolfiovany imunitnimi bunkami, kdyz pfijdou do styku se
zanétlivym podnétem. Kdyz je prozanétliva odpoveéd’ regulovana ve vhodném mnozstvi, je
pro hostitele prospésna, jakmile je v8ak nadbyte¢na a deregulovana, ptsobi toxicky (Arango
Duque a Descoteaux, 2014). Prozanétlivé cytokiny jsou béhem neuroinflamace produkovany
mikrogliemi ¢i astrogliemi a soustfedi se okolo AB plakd. U AD byla prokézana zvySend
hladina cytokint TNF-a, IL-18, IL-6 a IL-18 a jejich interakce s A} (Walters et al., 2016;
Kinney et al., 2018).

-----

rrrrr

u AD k reaktivni mikrogliéze a astrogliéze, ktera vytstuje v cytotoxicitu (Arango Duque
a Descoteaux, 2014). V minulosti byla zjisténa prospésna G¢innost nesteroidnich antiflogistik
(NSAID), které zptusobovaly az 50% snizeni rizika rozvoje AD u pacientd, ktefi dlouhodobé
NSAID pouzivali. Studie provedené na zvifecich transgennich modelech s AD demonstrovaly,
ze NSAID dokaze potlacit patologii nemoci. Nicméné klinické studie na lidech vykazovaly
ruzné vysledky bez presvédCivého dikazu. U AD byla celkové prokdzana aktivita

-----

a IL-13 (Kinney et al., 2018).
2.3.1.4 Ependymalni buiky

Ependym je stejn¢ tak jako mikroglie, astrocyty a oligodendrocyty fazen ke gliovym bunkam
CNS. Ependymalni buiiky vystylaji vnitini stény mozkovych komor a centralniho misniho
kanalu. Jedna z modifikaci té€chto bun¢k dava vzniku epitelidlnim bunkam choroidalniho plexu
(Jennes, 2017).

Béhem starnuti se ChP komprimuje a vykazuje zanétlivé reakce. Ve zvifecich modelech byly
zjistény zvySené hladiny cytokini a naruseni HLB. Zhor$ené funkce, morfologické zmény ChP
a zanétlivé abnormality v CSF u AD siln€ naznacuji vztah mezi dysfunkci ChP, neuroinflamaci
a AD. Potencialni role ChP v priib&hu AD vsak jesté musi byt objasnéna (Carna et al., 2021).
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3 CILE PRACE

Prace si klade za cil odhalit ptfipadny vztah mezi choroiddlnim plexem a neuroinflamaci
Vv prib¢hu Alzheimerovy choroby, k dosazeni cehoz bylo zapotiebi:

1. zjistit agregaci amyloid-B3 peptidu v potkanich epitelialnich butikach choroidalniho plexu
2. zjistit expresi cytokini Vv téchto bunkach v reakci na agregovany amyloid-f peptid
Konkrétné byly stanoveny tyto dil¢i cile:
e analyzovat agregaci amyloid- peptidu v buikach pomoci imunocytochemické

metody

e porovnat miru agregace V buiikdch po ovlivnéni tfemi roztoky, a to 1 uM, 5 uM
a 10 uM, a ve dvou €asovych intervalech, a to po 24hodinové a 72hodinové inkubaci

e stanovit vhodnou koncentraci amyloid- peptidu pro navazujici experiment
odhalujici moznou expresi zanétlivych cytokini v bunkach v reakci na néj

e vytvorit in vitro model Alzheimerovy choroby v potkanich epitelidlnich bunkach
choroidalniho plexu

-----

Vv in vitro modelu pomoci imunocytochemické metody

e porovnat miru exprese téchto cytokint vin vitro modelu ve dvou casovych
intervalech, a to po 72hodinové a 5denni inkubaci
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4 MATERIAL

Praktickd ¢ast prace byla uskute¢néna na pracovisti Anatomického ustavu Lékatské fakulty
Masarykovy univerzity v Brn¢.

4.1 BunécCna lini

YV s

V experimentech byla pouzita imortalizovana buné¢na linie Z310 (obr. 11). Bunééna linie Z310
byla odvozena z primarnich kultur choroidalnich epitelidlnich bunék laboratorniho potkana
obecného (Rattus norvegicus domestica), outbredni kmen Sprague-Dawley, které byly
transfektovany plazmidem nesoucim T-antigen z opi¢iho viru SV40'% Buiiky vykazuji
typickou polygonalni morfologii choroidalnich epitelidlnich bunék. Jedna se o adherentni
burniky tvofici monovrstvu (Zheng a Zhao, 2002). Bunécna linie byla poskytnuta jako dar
od vyzkumného tymu profesora Weie Zhanga ptsobiciho na Purduové univerzité v americkém
staté Indiana.

Obrazek 11: Bunécna linie Z310
Foto Alemeh Zamani, Ph.D., Anatomicky ustav LF MU.

4.2 Amyloid-$1-42

Lidsky AB1-42 peptid (kat. ¢. #A14075; AdooQ Bioscience) byl poskytnut Loschmidtovymi
laboratoremi proteinového inzenyrstvi, RECETOX na Masarykové univerzité v Brné.
Pro vytvofeni zasobniho roztoku AR byla pouzita nasledujici metoda. V 80 pl 1% NHsOH
byl rozpustén 1 mg lyofilizované formy ARB. Roztok byl podroben sonikaci po dobu 30 s. Poté
byl pfidan 1 x koncentrovany fosfatovy pufr (PBS)™® na finalni koncentraci 220 uM; roztok byl
nasledné rozdélen do alikvotli a uskladnén v —20 °C do dalsiho pouziti.

12 Chemicka tiprava pomoci onkogenu (T-antigenu z opi¢iho viru SV40) slouzi k uéelu transformace bunék, a tedy
k jejich imortalizaci (znesmrtelnéni).
131 x PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na;HPOs; 1,8 mM KH,PO4; pH = 7,4).
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4.3 Reagencie

Reagencie Zdroj

akutaza Serana Europe

antibiotika (penicilin,
streptomycin, gentamicin)

0,3% BSA

DAPI

DMEM/F12

EGF

FBS

Sigma-Aldrich

kolagen typu |

MOWIOL

3% NDS

PBS

4% PFA

0,1% TWEEN 20

Tabulka 1: Seznam pouZitych reagencii
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4.4 Protilatky

Nazy é‘iz;:l(’gove Pivod Redéni | Inkubace Zdroj
AB oklondlni | 1:400 | bokojous Ab
monoklonélni : pokojova cam
(#ab11132) protilatka teplota
IL-18 krali¢i pfes noc, LifeSpan
) polyklonalni 1:100 pokojova S
(#LS-C801255) protilétka teplota Biosciences
IL-10 kralici pres noc,
(#AAR29) polyklonalni 1:100 pokojova CiteAb
protilatka teplota
osli
CYS anti-mysi 1:100 90 min, Immj?]%lggsnearch
(#715-175-150) polyklonalni ' 37°C Eurone Ltd
protilatka P
osli
CvYs anti-krdlici | |00 90 min, Immj?gggsne arch
(#711-175-152) polyklonalni ' 37°C Europe Ltd
protilatka P

Tabulka 2: Seznam pouzitych primarnich a sekundarnich protilatek

4.5 Laboratorni vybaveni

Zarizeni

Vyrobce

epifluorescencni mikroskop Nikon Eclipse NI-E
Motorized Microscope System

mikroskopova kamera Nikon DS-Ril

Nikon Instuments Inc.

inkubator IFA-32-8

Esco Lifesciences Group

laminarni box BBS-V1300

BIOBASE

Tabulka 3: Seznam pouZitého laboratorniho vybaveni
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4.6 Software

Nazev

Funkce

ImageJ (FIJI)

zpracovani obrazu z
mikroskopu

GraphPad Prism 8

statisticka analyza dat

NIS Elements

analyza obrazu z mikroskopu

Tabulka 4: Seznam pouzitych softwari
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5 METODY

5.1 Bunééna kultura

Buné¢na kultura je pojem oznacujici rust a udrzovani bun€k ve vhodném uméle vytvoreném
prostiedi, tj. in vitro (ve skle), za piesné¢ stanovenych podminek, které stimuluji jejich
fyziologicky stav (Kocarek et al., 2006). Kultivace (péstovani) bunék probiha v kultivacni
nadobé¢ (napt. v kultivacni 1dhvi) obsahujici ristové médium poskytujici buiikdm optimalni
prostfedi pro jejich rust; nadoba je ulozena v inkubatoru, ktery zajistuje vhodnou teplotu,
vlhkost a troven CO2 a Oz. Nartust bun¢k v kultute 1ze vyjadiit tzv. ristovou kiivkou, kterd
popisuje zmény Cetnosti bunék v zavislosti na ¢ase (obr. 12). Jakmile buné¢né kultura dosahne
vysokého procenta konfluence (~80 %), tj. stav, kdy je spotiebovana vétsina rustového média

a bunky zaplni dané procento prostoru v kultivaéni nadobé, je tifeba buiky pasazovat
(subkultivovat) (Segeritz a Vallier, 2017; Bhatia, 2019).

Stacionarni .
faze Faze ubytku

Exponencialni (log)
faze

Pocet bunék

Mrtvé buiiky Zivé buiky %o

Obrazek 12: Rustova krivka. Lag faze — pocatecni faze, pocet bunék nejprve mirné klesne a pak rychle roste.
Log faze — exponencialni rust poctu bunék; pasazovani bunék. Stacionarni faze — rist bunek postupné klesa,
dochazi ke kontaktni inhibici; pasazovani bunék. Faze ubytku — postupné odumirani bunék.

Upraveno podle (Bhatia, 2019) a (Kocdrek et al., 2006).

5.1.1 Kultivace a pasazovani bunék

Bunky Z310 byly uchovavany v kultivac¢nich lahvich (kat. ¢. #90076, Techno Plastic Products)
v médiu DMEM/F12, které bylo doplnéno 10% FBS, 10 ng/ml EGF a antibiotiky (penicilin,
streptomycin a gentamicin). Bunécna linie byla kultivovana ve sterilnim inkubatoru udrzujicim
stalou teplotu 37 °C, 5 % CO; v atmosféie a vysokou vzdusnou vlhkost.

Jakmile byly buitky z 80-90 % konfluentni, byly pasazovany do nového riistového média. Dle
rychlosti rustu probihala pasaz kazdé 2—3 dny. Pfed zahajenim experimentu je nutno sterilizovat
laminarni box a pomucky 70% etanolem. Po celou dobu prace v laminarnim boxu je tifeba
pouzivat sterilni nitrilové rukavice. Nejdiive bylo odsato staré médium a nésledné byly buiky
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promyty 1 x PBS. Pro uvolnéni buné¢k od povrchu byl pouzit proteolyticky enzym akutaza, se
kterym byly bunky inkubovany po dobu dvou minut v inkubatoru. Pisobeni enzymu bylo
pozastaveno piidinim DMEM/F12. Vznikld bunécnd suspenze byla sesbirdna pipetou
a prenesena do sterilni zkumavky, kde byly buiiky Setrné resuspendovany®. Na zakladé
pozadované koncentrace bun€k v nové bunécné kultufe se odebralo dané mnozstvi bunécné
suspenze, ktera byla pfidana k novému DMEM/F12 ve sterilni kultiva¢ni 1ahvi. Kultiva¢ni
nadoba byla pfi kazdé pasazi popsana informacemi o typu bunck, datu pasazovani, Cislu
pasazovani, koncentraci bunék a o jméné pracovnika provadéjici pasaz.

5.2 Priprava bunécnych vzorki pro detekci agregace Af}

Agregace A3 v bunikach Z310 byla posuzovana ve dvou ¢asovych intervalech — po 24 hodinach
a 72 hodinach, pfti inkubaci bunék s roztoky Af o tfech koncentracich — 1 uM, 5 uM a 10 uM.

5.2.1 Priprava roztoku AR

Pro experimenty byly vyrobeny tfi roztoky AR o koncentracich 1 uM, 5 uM a 10 uM, a to vzdy
0 objemu 500 pl. Roztoky vznikly smichanim zasobniho roztoku A o koncentraci 220 uM
s ristovym médiem DMEM/F12. Na zaklad¢ vypoctl byla stanovena tato mnozstvi: roztok A3
o0 koncentraci 1 uM: 497,97 ul DMEM/F12 + 2,27 pl AB (220uM); roztok AR o koncentraci
5 uM: 488,64 ul DMEM/F12 + 11,36 ul AB (220uM); roztok AB o koncentraci 10 puM:
477,24 ul DMEM/F12 + 22,72 ul AB (220 uM).

5.2.2 Nasazeni bunék a inkubace s A}

Pro stanovené¢ udaje byly nachystany dv€ Sestijamkové kultivacni desticky (kat. ¢. #92006,
Techno Plastic Products). V kultivacni desti¢ce €. 1 byly bunky inkubované s Al po dobu 24 h
a v kultivacni desticce ¢. 2 po dobu 72 h. Ob¢ desti¢ky obsahovaly vzdy v jedné jamce pravé
jedno kulaté kryci sklicko o priméru 13 mm, tzn. Ze, v jedné kultivacni desti¢ce byla tii kryci
sklicka urCend pro bunky inkubované s pozadované koncentrovanym roztokem Af
(experiment) a tfi kontrolni kryci sklicka pro bunky nevystavené AB (kontrolni skupina).
Pfed nasazenim buné¢k byla kryci sklicka ponofena v 97% roztoku etanolu pifes noc. Sklicka
byla nasledujici den podrobena tiihodinovému oSeteni kolagenem za tc¢elem lepSiho pfilnuti
bunck. Kryci sklicka byla tfikrat promyta redestilovanou vodou a ponechana Vv lamindrnim
boxu pro uplné uschnuti. Na kultiva¢ni desticku ¢. 1 byly nasazeny alikvoty (100 pl)
bunééné suspenze o koncentraci 4 x 10* bun&k/ml; na kultivaéni desti¢ku &. 2 o koncentraci
2 x 10* bun&k/ml. Buiiky byly inkubovany po dobu dvou hodin za béZnych podminek, aby se
uchytily k povrchu. Po uplynulém c¢ase bylo ptidano 900 pl ristového média DMEM/F12.

Druhy den bylo médium odsato a kontrolnim skupinam bylo poskytnuto 500 pl nového média.
Do zbylych jamek byly pfidany tfi roztoky AR o koncentracich 1 uM, 5 uM a 10 uM. V obou

14 Proces pipetovani, pti kterém dochézi k rozbiti shluku bunék.
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destickach byla vzdy pravé jedna jamka obsahujici jeden stanoveny roztok. Kultiva¢ni desticka
¢. 1 byla inkubovana 24 h a kultiva¢ni desti¢ka ¢. 2 72 h, ob¢ za stejnych podminek.

5.3 Priprava bunécnych vzorki pro detekci exprese cytokini

Exprese cytokinli v buitkach Z310 byla posuzovana ve dvou casovych intervalech —
po 72 hodinach a 5 dnech, pii inkubaci bunék s roztokem AB o koncentraci 5 pM, ktera byla
stanovena na zakladé vysledku piedchoziho experimentu. Tento pokus byl zaméfen na detekci

rrrrr

prozanétlivého cytokinu IL-18 a protizanétlivého cytokinu IL-10.

5.3.1 Nasazeni bunék a inkubace s A}

Pro stanovené udaje byly nachystany dvé Sestijamkové kultivacni desticky (kat. ¢. #92006,
Techno Plastic Products). V kultivaéni desti¢ce €. 3 byly bunky inkubované s Al po dobu 72 h
a v kultiva¢ni destic¢ce ¢. 4 po dobu 5 d. Kultivaéni desticky obsahovaly vzdy v jedné jamce
prave jedno kulaté kryci sklicko o praiméru 13 mm; jedna kultivacni desticka tedy obsahovala
dvé kryci sklicka urené pro experiment a dvé kryci sklicka jako kontrolni skupiny. Kryci
sklicka byla podrobena stejnému vySe uvedenému protokolu o jejich piipraveé. Na kultivaéni
desti¢ku &. 3 byly nasazeny alikvoty (100 pl) bun&ené suspenze o koncentraci 2 x 10% bunék/ml;
na kultivaéni desticku ¢&. 4 0 koncentraci 1 x 10* bunék/ml. Pro Gplné uchyceni k povrchu byly
buniky inkubovany dvé hodiny za béznych podminek. Po uplynulé dobé bylo pfidano 900 pl
rustového média DMEM/F12.

Nasledujici den bylo totozné¢ jako Vv prvnim experimentu kontrolnim skupinam poskytnuto
500 ul nového média. Ve zbylych jamkach byly bunky inkubovany s roztokem AR
o0 koncentraci 5 uM. Kultivaéni desti¢ka ¢. 3 byla inkubovana 72 hodin a kultiva¢ni desticka
¢. 4 5 dni, ob¢ za stejnych podminek.

Celkové schéma obou experimentl bylo nasledujici (tab. 5).

Koncentrace
Experiment bunécné suspenze | Doba inkubace s A3 1 uM 5uM 10 uM
[burniky/ml]

4 x 10* 24 h + + +
Agregace A3
2 x 10 72 h + + +
2 x 104 72 h - + -
Exprese cytokini
1 x10% 5d - + -

Tabulka 5: Shrnuti pouzitych koncentraci bunéénych suspenzi, inkubaénich dob a koncentraci roztoki
AR v provedenych experimentech

34



5.4 Imunocytochemické metody

Imunocytochemie (ICC) je laboratorni metoda umoznujici detekci a vizualizaci antigent (AQ)
pritomnych na cilenych strukturach v buné¢ném vzorku na zakladé jejich vazby se specifickou
protilatkou (Ab). Protilatky jsou bud’ pfimou, nebo neptimou metodou spojeny s reportérem
(enzym nebo fluorochrom). Poté, co se protilatka navaze na antigen, vykazuje reportér (marker)
barvu z enzymatické reakce nebo fluorescenci. Signaly lze pozorovat urCitym druhem
mikroskopu podle typu markeru (Burry, 2010).

Fluorochromy N
},‘:u.,_,

epitop

s

primarni protilatka

Fc cast

\.‘ \‘\\\\
o
V Fab cast / \

sekundarni protilatka

a) Piima metoda b) Nepfima metoda

Obrazek 13: Imunocytochemicka detekce antigeni
Upraveno podle (Burry, 2011) a (URL 4).

Pro detekci AB a exprese cytokinii byla konkrétné zvolena nepfima imunofluorescencni
metoda. Imunofluorescence (IF) je metoda zaloZend na stejném principu jako ICC, tedy
na vazb¢ antigen-protilatka (Ag-Ab). Pro zviditelnéni vazby Ag-Ab se vyuziva fluorochromi,
které slouzi jako markery na protilatkach. Podle zptisobu navazani konjugatu (fluorochromu)
existuji dva zpisoby detekce antigent (obr. 13). Pfi pfimé metod¢ je fluorescenénim reportérem
znacena protilatka (primarni protilatka), ktera se vaze na epitop antigenu (oblast antigenu,
na kterou se vazou protilatky). V nepifimé metod¢ je fluorochrom konjugovan s jinou
protilatkou (sekundérni protilatku), kterd se az poté navaze na primarni protilatku spojenou
s epitopem antigenu (Odell a Cook, 2013). Protokol imunofluorescence probihal pro oba
experimenty, a tedy vSechny kultivacni desticky, totozné.

5.4.1 Detekce agregace AB

Po inkubaci s roztokem AR bylo odsato staré médium a buiiky byly dvakrat promyty v 1 x PBS.
Pro udrzeni bunék a jejich intracelularnich struktur bezpecné ve své poloze bylo nutné bunky
zafixovat. Po oplachu v 1 x PBS bylo dno jamek pokryto fixacnim roztokem 4% PFA, ktery
byl inkubovan po dobu 20 min pfi pokojové teploté. Pied permeabilizaci byly buiiky oplachnuty
pétkrat v 1 x PBS. V permeabilizaénim roztoku aceton : metanol (1 : 1) byly pak bunky
inkubovany po dobu 3 min v —20 °C. Krokem permeabilizace se zajisti penetrace bunéénych
membran, atak je umoznéno proniknuti protilatek do nitra bunék. Nasledné byly bunky
pro uplny oplach ponechany v roztoku 0,1% Tween 20 a 0,3% BSA v 1 x PBS po dobu 30 min.

35



Pred barvenim musely byt bunécné vzorky podrobeny blokovani vSech nespecifickych
vazebnych mist pro zabranéni navazani protilatek na necilové struktury. Blokovani probéhlo
v 3% NDS po dobu 30 min.

Bunky byly inkubovany s primarni protilatkou (kat. ¢. #ab240360) natedénou v 3% NDS
v poméru 1 : 400 pies noc pii pokojové teploté. Dalsi den byly vzorky opét promyty v 1 x PBS
a inkubovany se sekundarni protilatkou (kat. ¢. #715-175-150) konjugovanou s fluorescen¢nim
barvivem CY5 nafedénou v 3% NDS v poméru 1 : 100 po dobu 90 min pfi teploté 37 °C.
Po inkubaci byly vzorky proplachnuty v 1 x PBS. Nasledovala pétiminutova inkubace
v roztoku fluorescen¢niho interkalacniho barviva DAPI v 1 x PBS, ktery slouzi ke znaceni jader
bun&k?®.

5.4.2 Detekce exprese cytokini

Exprese cytokini byla detekovana stejnymi metodami jako v predchozim experimentu, rovnéz
byly ob¢ kultivaéni desticky podrobeny stejnému protokolu popsanému vyse.

Po provedeni fixace, permeabilizace a blokovani byly buinky inkubovany s odliSnymi
primarnimi protilatkami. Pro detekci IL-1 byly buiiky inkubovany s primarni protilatkou (kat.
¢. #LS-C801255) natedénou v 3% NDS v poméru 1 : 100 pies noc pii pokojové teploté;
pro detekci IL-10 s primarni protilatkou (kat. ¢. #AAR29) rovnéZz nafedénou v 3% NDS
v poméru 1 : 100 ptes noc pii pokojové teploté. Po oplachu v 1 x PBS nasledovala inkubace se
sekundarni protilatkou (kat. ¢. #711-175-152) konjugovanou s fluorescenénim barvivem CY5
a s fluorescen¢nim barvivem DAPI.

5.5 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je typ optické zobrazovaci techniky zalozené na schopnosti
fluorescence pozorovanych vzorki. Prvné je ze zdroje vyzaieno excitacni svétlo blizici se svou
vinovou délkou ultrafialovému zafeni. Poté prochazi skrze excita¢ni filtr selektujici paprsky
0 pozadovanych vInovych délkach, které se odrazi od povrchu dichroického zrcadla
umisténého pod uhlem 45° vzhledem ke zdroji svétla. Odrazené paprsky dopadaji
na fluorochromy v buné¢ném vzorku a v disledku toho dochazi v atomech k excitaci elektrond.
Elektrony po chvili ptechdzi zpét na nizsi energetickou hladinu a piebytecnd energie je
vyzatena v podobé emisniho svétla s delsi vinovou délkou®. Emitované svétlo z fluorochromi
je kolektovano objektivem a opét propusténo dichroickym zrcadlem. Nasleduje emisni
(bariérovy) filtr, ktery selektuje paprsky o pozadovanych delsich vinovych délkach emisniho
svétla (paprsky o kratkych vinovych délkach excitaéniho svétla zadrzi). Timto zptisobem se
v objektivu ¢i digitalni kamefe zobrazi jen fluorescencni zafeni. Vyse popsany epifluorescencni
mikroskop je znazornén na obrazku 14 (Kocarek et al., 2006; Dobrucki a Kubitscheck, 2017).

15 Fluorescenéni barvivo DAPI se vyuzivéa pro barveni bunéénych jader diky jeho schopnosti vazat se na oblasti
DNA s bohatym vyskytem adeninu a thyminu.
16 Emisni svétlo ma delsi vinovou délku neZ excitaéni svétlo. Tento rozdil se nazyva Stokestiv posun.
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a) Schematicky diagram invertovaného
epifluorescen¢niho mikroskopu.
HL — halogenova lampa;
SP —vzorek;
OB — objektiv;
OC — ¢ocka (okular);
DC — digitalni fotoaparat;
EXL — zdroj excita¢niho svétla;
CL - ¢ocka kolektoru;
EXF — excitaéni filtr;
Bunétnj vzorek DM - dichroické zrcadlo;
EM — emisni filtr;
EXC — excitaéni svétlo dopadajici na vzorek

Kryci sklicko

Zdroj . ;g L w7

St b) Schematicky diagram excita¢niho filtru,

N~ dichroického zrcadla a emisniho filtru.
Excitaéni filtr

Emisni filtr
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Obrazek 14: Epifluorescen¢ni mikroskop
Upraveno podle (Dobrucki a Kubitscheck, 2017).

5.5.1 Vizualizace

Kryci sklicka byla v obou experimentech po omyti redestilovanou vodou kladena na podlozni
sklicka do kapky montovaciho média MOWIOL. Aby nedoslo k vyschnuti bunék, byla kryci
sklicka na podlozni sklicka zafixovana prihlednym lakem. Po uschnuti laku byly preparaty
pozorovany pomoci epifluorescenéniho mikroskopu (Nikon Eclipse NI-E Motorized
Microscope System) vybaveného kamerou (Nikon DS-Ri1). Z kazdého preparatu bylo potizeno
ptiblizné¢ 20-25 mikroskopickych snimkii. Intenzita fluorescence mikroskopového obrazu byla
analyzovana v programu ImageJ (F1JI).

5.6 Zpracovani dat

Vysledky byly zpracovany a vyhodnoceny v programu GraphPad Prism 8. Ze ziskanych dat
0 intenzitach fluorescence byl ur€en aritmeticky primér a smérodatna odchylka. Statisticka
vyznamnost, jejiz hladina byla pfedem stanovena na p <0,05 *, p <0,01 **, p <0,001 ***
ap <0,0001 **** pyla provedena pomoci neparametrického Studentova t-testu. Pro ucely
experimentu byl zvolen neparovy dvouvybérovy t-test.
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6 VYSLEDKY

Primarnim ucelem prace bylo zhotovit in vitro model AD v potkanich epitelidlnich burnikach
choroidalniho plexu. K dosazeni tohoto cile byly buiiky vystaveny riznym koncentracim AB,
jehoz agregovana forma patii k hlavnim patologickym nalezim u tohoto onemocnéni. Mira
agregace A byla posuzovana v riznych ¢asovych intervalech. Ze ziskanych vysledki pak byla
uréena vhodna koncentrace A} a vhodny ¢asovy interval pro zhotoveni in vitro modelu AD.
Sekundarnim ucelem bylo pozorovani a studium bunéénych imunitnich regulacnich
mechanismu V in vitro modelu v reakci na agregovany AB.

U potizenych mikroskopickych snimkii byla urena intenzita fluorescence; ze ziskanych dat
pak byly vytvofeny grafy. Z mikroskopickych snimkl byla sestavena schémata objasnujici
vysledky provedenych experimentt.

6.1 Agregace AR}

Cilem prvniho experimentu bylo zjistit agregaci AR v builkkdch Z310. Agregace AR byla
hodnocena za pouziti roztokd o tfech riznych koncentracich AB. Na zaklad¢é inkuba¢ni doby
byly bunécné preparaty rozdéleny do dvou skupin. Agregace AB v bunkach byla navozena
pfidanim roztokti AB o koncentracich 1 uM, 5 uM a 10 uM k bunkam v jamkach dvou
kultivacnich desti¢ek. Kultivac¢ni desticky pak byly s AB inkubovany po dobu 24 hodin
a 72 hodin. Jako kontrolni skupiny byly pouzity buiiky inkubované pouze v ristovém médiu
DMEM/F12 s piidavkem FBS, EGF a antibiotik. Inkuba¢ni doba kontrolnich skupin byla vzdy
stejna jako pro experimentalni skupiny. Pomoci imunocytochemickych metod byl AB
vizualizovan a na zaklad¢ intenzity fluorescence (viz Prilohy, tab. 6, 7), kterou vyzafovala
sekundarni protilatka CY5 znacici ptitomny AB, byly poté stanoveny vysledky. Buné¢na jadra
byla detekovand pomoci fluorescen¢niho barviva DAPIL.

Pfi vSech experimentalnich podminkéch bylo mozné pozorovat agregovany AR. Po 24hodinové
inkubaci byla mira agregace AB obecné niZzSi neZ pii 72hodinové inkubaci. Nejvyssi mira
agregace byla pozorovana za pouziti 5 uM a 10 uM roztoku Af a inkubaéni doby 72 h, naopak
nejnizs$i miru agregace vykazovaly bunky pfi ovlivnéni roztoky o koncentracich 1 uM a 5 uM
a inkubovani po dobu 24 h. Nejvyznamnéjsi rozdil v agregaci AB vzhledem k inkubac¢ni dobé
byl pozorovan mezi skupinami vystavenymi roztoku o koncentraci 5 uM. Vzajemny vztah
a rozdily mezi pozorovanymi skupinami jsou znazornény na obrazku 15; schémata sestavajici
z vybranych mikroskopickych snimki experimentalnich skupin pak na obrazku 16. Vysledky
a porovnani kultivac¢nich desticek ¢. 1 a ¢. 2 jsou detailné&ji rozebrany nize.
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Agregace AR
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Obrazek 15: Agregace Af} v buiikach Z310. Potkani epitelialni bunky choroidalni plexu byly kultivovany
v roztocich AB o tfech koncentracich, 1 uM, 5 uM a 10 uM, a inkubovany po dobu 24 h a 72 h; pomoci
imunocytochemickych metod pak byla pro kazdou skupinu analyzovana intenzita fluorescence. Jako kontrolni
skupiny byly pouzity buiky inkubované pouze v DMEM/F12 dle inkubacni doby experimentalni skupiny
(kontrolni skupina neni v grafu vyobrazena, protoze pouzita sekundarni protilatka vykazovala nulovou intenzitu
fluorescence). Chybové usecky znadi smérodatnou odchylku. VSechny rozdily mezi skupinami vystavenymi
roztoku o stejné koncentraci, ale odli$né inkubacni dobé byly statisticky vyznamné. * = p <0,05; ** = p <0,01,;
**** = p <0,0001. Vytvoreno v GraphPad Prism 8 autorkou.

ctr 24 h 72 h
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Obrazek 16: Snimky z epifluorescenéniho mikroskopu zobrazujici agregaci AB v buiikich Z310.
Agregovany Af je znacen Cervené (8ipky) sekundarni protilatkou CY5 (kat. €. #715-175-150), jadra bun¢k modie
fluorescenénim barvivem DAPI. (A)(D)(G) Kontrolni skupiny. Jako kontrolni skupiny byly pouzity buiiky
inkubované pouze v DMEM/F12. Kontrolni skupiny nevykazovaly zadné znamky AB. Mikroskopické snimky
ukazuji kontrolni skupiny pro 24hodinovou inkubaci; v den nasazeni pochazely bunky z bunééné suspenze
o koncentraci 4 x 10* bunék/ml. (B) 1 uM roztok AB inkubovany 24 h. Agregovany AB byl pozorovatelny okolo
bunéénych jader, avSak mira agregace byla minimalni. AB se vyskytoval spi§e v méné &etnych seskupeni bunék.
(E) 5 uM roztok AB inkubovany 24 h. Agregace A pti 5 pM roztoku se velmi podobala agregaci pti 1 pM
roztoku v buiikach inkubovanych 24 h. (H) 10 pM roztok AB inkubovany 24 h. Mira agregace v builkach
inkubovanych s 10 uM AB 24 h se vyznamné lisila od agregace zobrazené na snimku (B) a (E). (C) 1 uM roztok
AB inkubovany 72 h. V porovnani s inkubaéni dobou 24 h za pouziti stejného roztoku byl rozdil statisticky
vyznamny na nejniz$i hlading (p <0,05). Stejné jako pii 24hodinové inkubaci se AB agregoval spise u jader bunék
v méné Eetnych koloniich. (F) 5 pM roztok inkubovany 72 h. V porovnani s pfedchozi skupinou se AB pfi pouziti
koncentrace 5 uM a inkubaéni dob& 72 h vyrazné zvysila; rozdil byl statisticky vyznamny na nejvy$si mozné
hlading (p <0,0001). Ze vSech zkoumanych skupin pravé tato prokazovala nejlepsi podminky pro agregaci AB.
(I) 10 uM roztok inkubovany 72 h. Agregace AB byla v porovnani s buiikami inkubovanymi s5 uM
AB po stejnou dobu podobna. V porovnani s 24hodinovou inkubaci za pouziti stejného roztoku je rozdil statisticky
vyznamny na hlading p <0,01. Vzhledem k vysledktim skupiny (F) byl z praktickych divodi 10 uM roztok AB
povazovan za nevhodny pro navazujici experiment. ctr = kontrolni skupina. Vytvoreno ve FIJI a Adobe
Photoshop 11 autorkou.

Jak jiz bylo zminéno, agregace A3 se pro ucely prace ukdzala byt vhodnéjsi pii inkubacni dobé
72 h. Skupiny, které byly inkubovany s odlisnymi roztoky AR po stejnou dobu 24 h, nevykazuji
statisticky vyznamné rozdily (obr. 17-A). Agregace AR za pouziti 1 uM a 5 uM roztoku
po 24hodinové inkubaci byla velmi podobna, zatimco pii pouziti 10 uM roztoku se mira
agregace jevila podstatné vyssi. V bunkach se pii inkubovani s roztokem o0 nejvy$si mozné
koncentraci 10 uM po 24hodinové inkubaci tvofily agregaty vétSinou samostatné z mensiho
poctu amyloidovych fibrila (obr. 18-A). Po 72 h se A} agregoval mnohem u¢innéji u bunek
inkubovanych s 5 uM a 10 uM roztokem Vv porovnani s bufikami inkubovanymi s roztokem
1 uM. Skupiny vystavené A3 po dobu 72 h m¢ly lepsi vysledky, co se tyce jak statisticky vysoce
vyznamnych rozdilt, tak vyssiho po¢tu agregovanych amyloidovych fibrila (obr. 17-B, 18-B).
Na rozdil od piedpokladi stanovenych na zakladé studie Hu et al. (2009), které smétovaly
K pouziti koncentrace AB 1 uM pro nasledujici experimenty, se nejvhodnéjsi variantou jevila
koncentrace 5 uM.

Pro vytvofeni in vitro modelu AD v potkanich epitelialnich bunkach choroidalniho plexu byla
zvolena koncentrace roztoku A3 5 pM. Niz§i koncentrace, 1 uM, neni vhodna pro experimenty
studujici AD v buiikach Z310, protoze v obou skupinach, rozdilné inkubovanych, nebyla
agregace dostacujici, tudiz by v téchto experimentech nedosSlo k dostatecnému navozeni
patologického stavu. Na druhou stranu byla zavrzena i1 nejvyssi koncentrace, 10 uM, zejména
kvali zbytecné spotifebé ndkladného roztoku AB. Vysoka koncentrace AR by také mohla
zpisobovat bunéfnou smrt (apoptdézu) piebyteného mnozstvi bun€k. V nasledujicim
experimentu zkoumajicim expresi cytokini v bunikach v reakci na agregovany AB byla
zavrzena inkubacni doba 24 h, protoze pii pouziti zddné ze tfi zminovanych koncentraci
neposkytovala uspokojivé vysledky. Naopak musela byt inkubaéni doba prodlouzena na 5 dni
pro pochopeni mechanismti z dlouhodobéjsiho hlediska (viz kapitola 6.2. Exprese cytokinit).
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Obrazek 17: Porovnani agregace A v buiikach Z310 vzhledem k inkubaéni dobé. Graf popisuje stejné
experimentalni skupiny jako obrazek 15. (A) Agregace AB v buiilkach Z310 po 24 h. Rozdily intenzit
fluorescence AB nebyly mezi 1 uM oproti 5 uM a 5 uM oproti 10 uM statisticky vyznamné. Statisticky vyznamny
rozdil byl az v porovnani 1 uM a 10 uM AB (p <0,05). (B) Agregace Af} v buiikach Z310 po 72 h. Vysledky
pti pouziti koncentrace AB 5 pM. Oproti kultivacni desti¢ce ¢. 1 bylo mozné pfi porovnani koncentraci 1 uM
oproti 5 uM hodnotit statisticky vysoce vyznamny rozdil (p <0,001), stejné tak byla hladina vyznamnosti zvySena
pfi porovnani 1 uM oproti 10 uM roztoku (p <0,0001). * = p <0,05; *** = p <0,001; **** = p <0,0001. Vytvoreno
v GraphPad Prism 8 autorkou.

Obrazek 18: Snimky z epifluorescenéniho mikroskopu porovnavajici agregaci AB v buiikkach Z310
vzhledem k inkubaéni dobé. Agregovany AB je znacen Cervené (SipKy) sekundarni protilatkou CY5 (kat. &.
#715-175-150), jadra bunék modie fluorescencénim barvivem DAPI. (A) Agregace A} v buiikach Z310 po 24 h.
(B) Agregace A} v buiikach Z310 po 72 h. Mikroskopické snimky se shoduji se snimky na obrazku 16. V piipadé
(B) jsou uvedeny kontrolni skupiny, které byly inkubovany v DMEM/F12 72 h; v den nasazeni pochazely buiiky
Z bunééné suspenze o koncentraci 2 x 10* bunék/ml. ctr = Kontrolni skupina. Vytvoreno ve FIJI a Adobe
Photoshop 11 autorkou.
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6.2 Exprese cytokint

Za ucelem studia imunitnich regulacnich mechanismt bylo nejdfive tieba vytvotit vhodny
invitro model AD vV potkanich epitelialnich bunkach choroidalniho plexu. Pro zhotoveni
modelu byla, v zavislosti na vysledcich popsanych vySe, pouzita koncentrace roztoku A 5 uM.
Na zaklad¢ inkubacni doby byly skupiny rozd€leny na dvé kultivacni desticky; kultivacni
desti¢ka ¢. 3 byla inkubovana 72 hodin a kultiva¢ni desti¢ka ¢. 4 byla inkubovana 5 dni.
Jako kontrolni skupiny byly pouzity bunky inkubované pouze v ristovém médiu DMEM/F12
s pridavkem FBS, EGF a antibiotik. Inkubace kontrolnich skupin byla vzdy dodrzena dle
inkubacéni doby experimentalnich skupin. Pomoci imunocytochemickych metod, obdobnych
jako v prvnim experimentu (viz kapitola 6.1. Agregace Af3), byla vizualizovana exprese
prozanétlivého cytokinu IL-1B a protizanétlivého cytokinu IL-10. Z pofizenych
mikroskopickych snimkti pak byla urCena intenzita fluorescence (viz Prilohy, tab. 8, 9)
vyzafujici sekundarni protilatkou CY5 znaéici bud’ IL-18, nebo IL-10; z dat byly poté
vyhodnoceny vysledky. Buné¢na jadra byla detekovana pomoci fluorescenéniho barviva DAPI.

Ve vytvoreném in vitro modelu AD v bunkach Z310 bylo mozné pozorovat expresi cytokint,
jak IL-18, tak IL-10. Nejvyssi mira exprese byla zaznamenana u IL-16 a po inkubaéni dobé 5 d,

[RA4
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Po 72 hodinéach byl IL-18 v bunikdch Z310 exprimovan ve vyznamné vétsi mife nez 1L-10.
Piestoze po Sdenni inkubaci s AB exprese IL-18 stile ptevazovala nad IL-10, exprese
inkubovanych 72 h. Oproti tomu rozdil mezi expresi IL-18 po 72 h a 5 d nebyl nijak statisticky
vyznamny. Obecné vSak mira exprese IL-18 pfevazovala nad expresi IL-10. Z téchto vysledkt
by se tak dalo usuzovat, ze bunky prvotné exprimuji prozanétlivé cytokiny V reakci
na cytotoxicky AB, avSak i po delSim vystaveni jejich exprese neklesa. Po delsim kontaktu
mezi nimi a prozanétlivymi cytokiny burniky nedosahuji. Takovy zavér podporuje patologii AD
Vv choroidalnim plexu, mezi kterou fadime mj. i dysbalanci hladin exprimovanych cytokin (viz
kapitola 2.3. Neuroinflamace). Dalsi podstatnou informaci je vztah mezi neuroinflama¢nimi
reakcemi v bunkach choroidalniho plexu a hematolikvorovu bariérou (viz Diskuze). Vzajemny
vztah mezi expresi IL-18 a IL-10 Ize vycist z grafu na obrazku 19; vybrané mikroskopické
snimky experimentalnich skupin jsou znazornény na obrazku 20. Rozdily mezi expresi bud’
IL-18, nebo IL-10 vzhledem k inkubacni dobé jsou detailnéji rozebrany nize.
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Obrazek 19: Exprese cytokini v buiikach Z310. Potkani epitelialni buiiky choroidalni plexu byly kultivovany
v roztoku A o koncentraci 5 uM a inkubovany po dobu 72 h nebo 5 d; pomoci imunocytochemickych metod pak
byla pro kazdou skupinu analyzovéna jeji intenzita fluorescence. Jako kontrolni skupiny byly pouZzity buiiky
inkubované pouze v DMEM/F12 dle inkubaéni doby experimentalni skupiny (kontrolni skupiny jsou v grafu
zapocitany v detailnéj$im porovnani nize). Chybové usecky zna¢i smérodatnou odchylku. Rozdily mezi skupinami
bunék exprimujicimi rozdilné cytokiny, avSak po stejné inkuba¢ni dob& byly statisticky vyznamné.
**** = p <0,0001. Vytvoreno v GraphPad Prism 8 autorkou.
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Obrazek 20: Snimky z epifluorescenéniho mikroskopu zobrazujici expresi cytokini v buiikach Z310. IL-18
a IL-10 je znaden Cervené (Sipky) sekundarni protilatkou CY5 (kat. ¢. #711-175-152), jadra bun¢k modie
fluorescenénim barvivem DAPI. (A)(D) Kontrolni skupiny. Jako kontrolni skupiny byly pouZity buiky
inkubované pouze v DMEM/F12. Mikroskopické snimky ukazuji kontrolni skupiny po 72hodinové inkubaci;
v den nasazeni pochazely buiiky z bun&&né suspenze o koncentraci 2 x 10* bunék/ml. (B) Exprese IL-18 po 72 h.
Buiky exprimovaly IL-18 ve velké mife; cytokiny bylo mozné pozorovat zejména okolo jadra, tedy v cytoplazmé.
(C) Exprese IL-16 po 5 d. IL-18 byl buitkami exprimovan obdobné jako po 72hodinové inkubaci. (E) Exprese
IL-10 po 72 h. Exprese 1L-10 po 72 h byla pomémé nizka; koncentrovala se pfedevsim v tésné blizkosti jader.
(F) Exprese IL-10 po 5 d. Buiiky exprimovaly IL-10 znatelné vic oproti pfedchozi skupiné. Cytokiny se
koncentrovaly okolo jader s vétsi specificitou. ctr = kontrolni skupina. Vytvoreno ve FIJI a Adobe Photoshop 11
autorkou.

Prozanétlivy cytokin IL-18 byl po 72hodinové inkubaci AB s bunkami Z310 exprimovan

ve vysoké mife. Po 5denni inkubaci s AB se jeho exprese navysila, avSak v porovnani s expresi
po 72 h nebyl tento rozdil nijak statisticky vyznamny (obr. 21-A, 22-A).

Exprese protizanétlivého cytokinu IL-10 bunkami Z310 po 72hodinové inkubaci s AB byla
zna¢ng nizsi vzhledem k IL-18. Mnohem vyznamnéjsi byla mira exprese po 5 dnech. Rozdil
mezi expresemi po téchto dvou inkubac¢nich dobach byl statisticky vysoce vyznamny (oproti
rozdilu pfi IL-1B) (obr. 21-B, 22-B).
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Obriazek 21: Porovnani exprese cytokini v bufikach Z310 vzhledem ke kontrolnim skupinam. Graf popisuje
stejné experimentalni skupiny jako obrazek 19. (A) Exprese IL-18 v buiikach Z310. Vysoka exprese IL-18
Vv burikach Z310 je z grafu patrna jak po 72 h, tak po 5 d. Pti porovnani obou skupin s jejich kontrolami byl rozdil
statisticky vysoce vyznamny (p <0,0001). Rozdil mezi expresemi po 72hodinové a 5denni inkubaci v§ak nebyl
nijak statisticky vyznamny (p >0,05). (B) Exprese IL-10 v buiikach Z310. Exprese IL-10 v buiikach Z310 po 72 h
byla pomé&rné nizka, avsak pti porovnani s kontrolou byl rozdil rovnéz statisticky vyznamny (p <0,0001). Stejné
statisticky vyznamny byl i rozdil mezi kontrolni skupinou a 5denni inkubaci. Oproti porovnani expresi IL-18 bylo
pfi porovnani expresi IL-10 po 72hodinové a Sdenni inkubaci dosazeno vysledku se statisticky vysoce vyznamnym
rozdilem (p <0,0001). **** = p <0,0001. Vytvoreno v GraphPad Prism 8 autorkou.
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Obrazek 22: Porovnani exprese cytokinii v buiikach Z310 vzhledem ke kontrolnim skupinam. IL-18 a IL-10
je znacen Cervené ($ipky) sekundarni protilatkou CY5 (kat. ¢. #711-175-152), jadra bunék mod¥e fluorescenénim
barvivem DAPI. (A) Exprese IL-18 v buiikach Z310. (B) Exprese IL-10 v buiikach Z310. Mikroskopické
snimky se shoduji se snimky na obrazku 20. V obou schématech fluorescenéni snimky (C) navic zobrazuji
kontrolni skupiny inkubovany v DMEM/F12 5 d; v den nasazeni pochazely buiiky z bunétné suspenze
o0 koncentraci 1 x 10*bunék/ml. ctr = kontrolni skupina. Vytvoieno ve FIJI a Adobe Photoshop 11 autorkou.
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7 DISKUZE

Alzheimerova choroba je nejCastéjsi pri¢inou vzniku demence. Jeji klinicky obraz je
charakterizovan poskozenim synaptickych spojeni, neuronti, neurodegeneraci a kognitivnimi
poruchami. Za posledni desitky let bylo provedeno nespocet vyzkumu patogeneze AD, které
op¢ét napomohly k rozlusténi centralnich mechanismu vzniku této choroby. V neposledni fadé
bylo objasnéno, ze spolu s dvéma hlavnimi patologickymi znaky, akumulaci AB peptidu
(senilnimi plaky) a tvorbou hyperfosforylovaného t-proteinu (neurofibrilarnimi klubky), se
na priabéhu AD podili neuroinflamace vyvolana vrozenymi imunitnimi reakcemi CNS (Walters
et al.,, 2016; Alzheimer’s Association, 2021). V n&kolika studiich byla i oznacena role
choroidélniho plexu jako vstupni brana pro imunitni buiikky napadajici CNS, a tedy zahajeni
neuroinflamace (Engelhardt et al., 2001; Vercellino et al., 2008; Murugesan et al., 2012).

Navzdory nartstajicimu povédomi o choroidalnim plexu je tato tkén, tvofena specializovanymi
epitelidlnimi bunikami, relativné malo prostudovana struktura v ramci neurovédeckého
vyzkumu. Mezi hlavni funkce choroidalniho plexu patii produkce mozkomisniho moku,
eliminace toxinu, a tedy udrZovani homeostazy; celkové slouzi jako kli¢ova struktura
pro komunikaci mezi mozkem a periferii (Marques et al., 2017). Samotny CSF poskytuje
stalost vnitiniho prostiedi v centralni nervové soustaveé; jeho produkci, korektni chemické
slozeni a imunologicky stav monitoruje hematolikvorova bariéra sestavajici z epitelialnich
bunék choroidalniho plexu (viz nize). Rada experimentalnich a klinickych vyzkumt smétfuje
svij zajem Kvyznamné roli dysfunkce choroidalniho plexu urGznych onemocnéni
postihujicich CNS (E. Vandenbroucke, 2016). Spole¢né¢ u infekénich, autoimunitnich
a traumatickych nemoci byl prokézan vliv poSkozeni struktury a funkci choroidalniho plexu
| pfi starnuti a v prabéhu Alzheimerovy choroby (Krzyzanowska a Carro, 2012; Solar et al.,
2020).

Béhem AD prochazi choroidalni plexus morfologickymi zménami ovliviwjicimi jeho klinicky
vyznamné funkce; zejména dochazi k atrofii epitelu (nepravidelnost jader, zmenSovani
mikroklku, ztlu§téni bazalni membrany atd.), snizeni produkce CSF, modifikaci jeho slozeni
a naruseni integrity HLB. V disledku globalni neurodegenerace, typické pro AD, se mozkové
komory s pritomnymi tkanémi ChP zacinaji zvétsovat (E. Vandenbroucke, 2016). Ve studiich
Crossgrove et al. (2005), Wostyn et al. (2011) a Gonzalez-Marrero et al. (2015) bylo
pouze naznaceno, ze akumulovany AB by mohl zptsobovat dysfunkci ChP. Nasledné
poskozeni ChP a nedostatecné odbouravani AB, ktery se za pfirozeného stavu v mozku
vyskytuje v malém mnozstvi a ChP spole¢né s gliovymi buiikami jeho mnozstvi reguluje, by
tak mohla byt divodem krozvoji AD. Jednim z moznych mechanismt vyvolavajicich
poskozeni neuronti v dusledku akumulace AB je selhani ChP véetné fungovani HLB (Solar et
al., 2020). Velky pocet studii naznacuje ptimy vztah mezi toxicitou AB a naruSenim integrity
HLB (Vargas et al., 2010). Soucasné¢ znalosti vramci vztahu choroidalniho plexu
a Alzheimerovy choroby jsou vSak zasadn¢ nedostatecné.
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V praci byla sledovéana t¢ast potkanich epitelidlnich bunék choroidélniho plexu (bunééna linie
Z310) v pribéhu AD, ktera byla navozena inkubaci bun€k s rizné koncentrovanymi roztoky
AB, jehoz agregaty (senilni plaky) jsou ve zkoumaném onemocnéni pfitomny v mozkové kife.
Nasledn¢ pak byla pozorovano, zda je AB v téchto bunkach schopny agregace. V druhé casti
experimentu byla zkoumana role neuroinflamace, jejiz vyznamnost v patogenezi AD zacina byt

-----

cytokint v buiikkach Z310 v reakci na pfitomnost agregovaného AB.

Ziskané vysledky dokazuji, ze AR peptid se v bunkach Z310 agregoval i pfi ovlivnéni roztokem
0 velmi nizké koncentraci 1 uM. Mira agregace byla zavisla na Case a koncentraci roztoku Af,
kterému byly bunky vystaveny. Po delsi inkuba¢ni dob&é se mira agregace zvySovala.
Pti pouziti 5 uM roztoku AB a 72hodinové inkubace byly vysledky zhodnoceny jako vhodné
pro navazujici experimenty studujici praibéh AD v in vitro modelu potkanich epitelidlnich
bunék choroidalniho plexu.

PrestoZze momentalné neexistuji Zadné studie, které¢ by agregaci AR v epitelidlnich buiikach
choroidalniho plexu popisovaly, lze vysledky porovnat s jiz zmifiovanou studii Hu et al. (2009).
Publikace popisuje agregaci AR v mySich bunkach kortikalnich neuronti a neuroblastomu.
Bunky byly vystaveny riznym koncentracim AB, jehoz aktivita byla detekovana jiz po 24 h
I pfi velmi nizké, fyziologicky relevantni, koncentraci 1 nM. Agregace AB, ktera byla
pozorovana v experimentu zavislém na koncentraci a inkubacni dobé, se jiz objevila po 72 h
u skupin inkubovanych s 1 uM roztokem. Hu et al. predpokladali, ze agregace AR by pfi nizsich
koncentracich (nM) mohla nastat po mnohem delsi inkubac¢ni dobé¢. V souladu s tim by
pravdépodobné mohlo dochézet k agregaci AR v choroidalnim plexu pti pouziti fyziologického
rozmezi koncentraci; tyto skutecnosti vSak jesté¢ musi byt potvrzeny.

Jakykoliv zanét (inflamace) podnécuje reakci vrozeného (nespecifického) imunitniho systému.
Akutni zanét pak slouZi jako obranny a ozdravny mechanismus téla. Pretrvavajici akutni zanét
vyustuje v Skodlivy chronicky zanét, jenz se uplatituje nejen v perifernich onemocnénich, ale
I v onemocnénich centralni nervové soustavy, jako jsou Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, amyotroficka lateralni skleroza aj. V takovém piipad¢ se jedna o neuroinflamaci, ktera
je tizena aktivaci gliovych bunck (mikrogliemi a astrocyty) a expresi zanétlivych cytokind
(Schwab a McGeer, 2008; Crews a Masliah, 2010). Uloha mikroglii p¥i AD je vSak vysoce
komplexni, protoze Vvykazuje jak prospésné, tak Skodlivé tucinky. Post mortem
imunohistochemické vysetfeni mozkovych fezi pacientii trpicich AD odhalilo pfitomnost
aktivovanych mikroglii v blizkosti agregati amyloid- peptidu (Rogers et al., 1988; Itagaki et
al., 1989). Prozatimni vyzkumy potvrzuji, Ze agregaty AR jsou kli¢ovym faktorem ke spusténi
chronické imunitni reakce v CNS. Soucasna hypotéza mechanismu neuroinflamace u AD tvrdi,
ze aktivované mikroglie zpocatku eliminuji agregovany AR fagocytdozou a sekreci
proteolytickych enzymu degradujicich AB. Ve snaze agregaty docista zneSkodnit pak zacinaji
produkovat prozanétlivé cytokiny, chemokiny, komplementy, ale i toxické volné radikaly, které
zpusobuji odumirani neuronti (Krabbe et al., 2013).

Podle vyzkumi, které prokazaly jak zmirfujici, tak zhorSujici dopad lokalné uvolnénych
cytokin na tvorbu AR a t-protein plaki, je evidentni pfimy vztah mezi neurozanétlivymi
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reakcemi a patologickymi jevy AD. Experimenty provedené na vzorcich mozkovych tkani
pacienti s AD ukazovaly zvysenou genovou expresi pro signalni drahy véetné JAK/STAT
signalizace a proteinti imunitnich reakci (interleukint). Ve studii Sastre et al. (2008) byla
napiiklad demonstrovana spojitost mezi zvySenou hladinou zanétlivého cytokinu IL-18
a upregulaci transkripcnich faktora B-sekretazy. Pii aktivaci B-sekretazy je APP Stépen na své
3 podjednotce, coz vede k rozvoji AB plakd.

V soucasné dob¢ nariista pocet dikazl, které naznacuji, ze se choroidalni plexus podili nejen
na produkci mozkomi$niho moku, ale i na regulaci imunitni reakce v CNS béhem
neurozanétlivych onemocnéni. Studie Kivisédkk et al. (2003) navrhuje, ze ChP (skrze HLB) fidi
vstup T-lymfocyti do nezanicené CNS v pribéhu ranych stadii roztrousené sklerdzy podle
zvifeciho modelu experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy. Zanétlivé procesy popsané
v ramci AD byly pozorovany i v mozkomisnim moku (Taipa et al., 2019). Na zakladé¢ toho pak
bylo v nedavné studii Carna et al. (2021) na bunéénych lyzatech lidskych tkanich choroidalniho
plexu post mortem objasnéno, Ze selhani ChP spoéiva v zanétlivych poruchach, které dodateéné
vedou ke specifickym zméndm v genové expresi V ChP pro produkci CSF. Tato zjisténi
naznacuji neschopnost poSkozen¢ho ChP se dale vypotadavat s perifernimi imunitnimi
reakcemi, coz zhorSuje zanétlivé reakce a zpusobuje dysfunkce v ChP, které prispivaji
ke chronickému zanétu. Jiny vyzkum, studujici zanétlivé reakce v ChP u AD po injekci AB1-42
oligomerti do mozkovych komor mysi, prokazuje indukci zvySenych hladin zanétlivych
genovych expresi v ChP a zvySené hladiny prozanétlivych cytokinii a chemokintii v CSF.
Kromé toho byla popsana zména v morfologii bunék ChP, a to zejména proteint utvaiejicich
HLB (viz nize) (Brkic et al., 2015). Je proto pozoruhodné, Ze je dosud jen velmi malo znamo
0 pfesnych molekularnich mechanismech, kterymi lokéalni uvoliovani zanétlivych cytokini
(jako je IL-1pB, IL-6 a TNF-a) v ChP a HLB ovliviiuje akumulaci Ap a fosforylaci t-proteinu.

V druhé ¢asti experimentu byly zkoumany regula¢ni imunitni mechanismy Vv in vitro modelu
AD v potkanich epitelialnich buinikach choroidalniho plexu. Primarnim zamérem bylo zjistit
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bunkach.

Po ziskani in vitro modelu AD v ChP, ktery byl vytvofen na zakladé vysledki z prvni ¢asti
experimentu zkoumajiciho agregaci AB v bunkach Z310, byla studovana exprese cytokini
IL-18 a IL-10. Vysledky vykazuji ponc¢kud zajimavy vztah mezi hladinami téchto

-----
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hladina je po 72hodinové inkubaci minimalni. Pozdéji vSak exprese IL-10 vyznamné stoupa,
coZ by mohlo nazna€ovat snahy bunék choroidalniho plexu agregaci AB potlacit. Choroidalni
plexus u AD by tak na zakladé tohoto zviteciho in vitro modelu mohl potvrzovat hypotézu
0 jeho protektivnim charakteru. Na druhou stranu vsak po delsi inkubacni dobé exprese IL-103
podporuje domnénky vyzkumi o roli neuroinflamace v pribéhu AD. Ziskané védomosti
vramci vztahu neuroinflamace a ChP u AD je tieba nadale studovat pro piiblizeni se
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k opravdovym mechanismim, které probihaji v lidském téle. Dalsi pozorovanou skute¢nosti
byla zvysSena exprese prozanétlivého cytokinu IL-18 v blizkosti mrtvych Z310 bunék. Vysoka
hladina prozanétlivych cytokinii nejspis vede k poskozeni a naslednému usmrceni bunék, av§ak
jejich pritomnost mize byt stejné tak vysvétlena tim, ze bunky usmrcené AB expresi IL-18
informuji sousedici bunky o cytotoxické latce v okoli. Podobné jevy, avSak v mnohem nizsi
mife, byly patrné i u experimentalnich skupin ur¢enych pro studium exprese IL-10.

Potvrzenou zvysenou expresi IL-16 podporuje jiz vySe zminéna studie Brkic et al. (2015),
ve které byly prokazany zvysené genové exprese IL-18 (+ IL-6, TNF-a a iINOS) jiz po dvou
a Sesti hodinach od injekce oligomeri Af1-42 do mozkovych komor laboratornich mysi.
Zanétliva exprese stejnych cytokinti pak byla pozorovana i v CSF spole¢né s navySenou expresi
chemokini MIP-1a, MIP-1, MCP-1 a GM-CSF.

Mezi budouci vize v ramci studovani vztahu choroidalniho plexu a neuroinflamace v priubéhu
Alzheimerovy choroby patii detailnéjs§i popséni agregace AB, jak ve vé&tSim rozsahu
koncentraci, tak i c¢asovych intervalt, a duslednéj$i prozkoumani exprese cytokini, a to
zejména pii pozorovani jinych typli cytokini ve vétSim casovém useku. Pro piesnéjsi
a hodnotnégjsi vysledky bude zajisté nutné jiz provedené experimenty otestovat na lidskych
bunéénych liniich ¢i lidskych organoidech prostfednictvim kombinace riznych
experimentalnich pfistupt, jako jsou imunocytochemie, sekvenovani nové generace (NGS),
vyuziti proteomit zalozenych na hmotnostni spektrometrii (MS), Transwell® transport
a morfologii hematolikvorové bariéry ovlivnéné pribéhem AD. Souasné poznatky a hypotézy,
které vychazi z vysledkd této prace a dalSich vyzkumd, jsou rozebrany nize. Jako dalsi
potencialni pfedmét vyzkumu se nabizi studie vztahu dysfunkce choroidalniho plexu b&hem
AD a druhého hlavniho patologického nélezu této choroby, neurofibrilarnich klubek, tvofenych
hyperfosforylovanym t-proteinem, ktery za fyziologického stavu poskytuje stabilitu
mikrotubuliim v axonovych vybézcich neuront.

Prostfedi komplexni a senzitivni centralni nervové soustavy je vysoce kontrolovano a chranéno.
Nejedna se vSak pouze o lebku, mozkové pleny a mozkomiSni mok, které chrani mozek zejména
pfed otfesy a poranénimi, ale i o bariéry, které mikroprostiedi CNS odd¢€luji od potencialné
skodlivych substanci z krve. Mezi nejpodrobnéji popsané patii hematoencefalicka bariéra,
tvofici rozhrani mezi nervovou tkani a jejimi kapildrami, a hematolikvorovéa bariéra, ktera
od sebe v mozkovych komorach oddéluje mozkomisni mok a kapilary (Cipolla, 2009).

Hematoencefalicka bariéra obklopuje témét veSkeré kapilary pronikajici do mozkové kiiry. Jeji
anatomicky zaklad tvofi specializované endotelialni buniky propojené t€snymi spoji, hlavnimi
komponenty HEB, astrocyty, pericyty a okolni nervova tkan. Role HEB v patogenezi AD byla
jiz ve velkém mnoZstvi studii rozebrana; podle hypotézy jeji dysfunkce béhem choroby
znemoznuje transport A} agregatii z nervové tkané do periferniho cévniho systému (Cipolla,
2009; Cai et al., 2018).

V hlavnim z&jmu tohoto vyzkumu je v§ak hematolikvorova bariéra, ktera se nachazi ve vsech
ctyfech mozkovych komorach. Oproti HEB obklopuje fenestrované kapilary; bariéru hlavné
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utvari bunééné spojeni epitelialnich bunék choroidalniho plexu. Buiiky jsou lateralné propojeny
tésnymi Spoji, pomoci transmembranovych proteint ocludint, claudini a submembrandznich
protein zonulint, adheznimi Spoji a mezerovymi spoji (bazolateralng). HLB je oproti HEB
mnohem mén¢ prozkoumanou strukturou v ramci vyzkumu patogeneze AD, piestoze ma v CNS
velky klinicky vyznam. Za posledni dobu vSak piibyva stale vice dikazt, ze HLB vykazuje
béhem AD morfologické a molekularni abnormality, které by mohly hrat roli v progresi tohoto
onemocnéni (Solar et al., 2020).

Proteiny bunécnych spoju epitelialnich bunék choroidalniho plexu, které tvoii HLB, spolu
s komplexnim systémem transportnich proteinti pfisné reguluji propustnost bariéry. Hlavni
transportéry AB, zahrnujici protein souvisejici s lipoproteinovym receptorem (LRP1) a receptor
pro produkty pokro¢ilé glykace (RAGE), byly rovnéz objeveny v epitelialnich bunikach ChP.
Navic byla popsana role transtyretinu (TTR), jez je produkovan ChP, jako hlavniho proteinu,
ktery vaze AR a odstranuje jeho piebyte¢né mnozstvi z CSF (Gonzalez-Marrero et al., 2015).
Je proto nepochybné, ze je HLB Zivotné dulezita pro eliminaci AB a inhibici jeho agregace
a toxicity.

V nejnovéjsich studiich Brkic et al. (2015), Balusu et al. (2016) a Carna et al. (2021)
byly popsany morfologické zmény v epitelidlnich bunkach choroidalniho plexu, které byly
charakteristické vymizenim kuboidniho tvaru, celkovym snizenim objemu a zmensenim jader.
Stejné tak byl potvrzen vliv AR na permeabilitu a integritu HLB; po 6 hodinach od injekce
AB1-42 oligomeri do mozkovych komor laboratornich mySich se permeabilita bariéry
statisticky vyznamné zvysila; jeji integrita tedy byla vyrazné naruSena. Pro lepSi pochopeni
naruSeni HLB byla navic provéfena korelace naruseni jeji struktury se zménami proteinli
utvarejicich tésné spoje v bariéte. Exprese ocludinu se po dvou i Sesti hodinach od vystaveni
AB zna¢né snizila, zatimco snizena exprese claudinu-5 byla patrna az po Sesti hodinach. Velky
pokles po dvou hodinach byl znaény v expresi ZO-1; v mensi mife byl po dvou hodinach
exprimovan 1 claudin-1, avSak po Sesti hodinach se hladina exprese navratila do normalniho
stavu podobnému kontrolni skupiné. Zadnou znamku snizené exprese, ale naopak jesté vyssi,
vykazoval ZO-3. Genové exprese proteintt v adheznich spojich nebyly nijak ovlivnény.

Vysledky popisujici expresi oCludinu ve spole¢né vytvofeném in vitro modelu AD v buiikach
7310 jsou popsany v letosni praci Stfedoskolské odborné c¢innosti zpracované Annou
Brodeckou v oboru ¢. 4: Biologie. Jeji prace se zaméfuje na HLB a jeji stav v prubéhu AD
na molekuldrni arovni. Jeji vysledky koreluji s vysledky této préce, ktera se zamétila na ChP
Vv pribéhu AD na klinické trovni. Po 72hodinové inkubaci s AB o koncentraci 5 pM dochazi
ke zvySené expresi prozanétlivého cytokinu IL-18; v zavislosti na tom klesa hladina exprese
ocludinu témét o polovinu oproti kontrolni skuping. Po 5denni inkubaci, kdy se navysila
exprese protizanétlivého cytokinu IL-10, byla exprese ocludinu v bunkach navracena
do puvodni hladiny. Tento vztah podporuje myslenku o protektivnim charakteru choroidalniho
stavu HLB. Takova skutecnost vSak jest¢ musi byt proveéfena; po mnohem delSim casovém
intervalu totiz nejspi$ dochazi k prevladani prozanétlivych cytokint, které pusobi toxicky
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na proteiny tésnych spoji, a tedy zvySuji permeabilitu bariéry. Tento d& pak nakonec
pravdépodobné vede k uplné dysfunkci a neschopnosti eliminace A3 agregatti ChP.

Lepsi porozuméni role choroidalniho plexu a hematolikvorové bariéry v prabéhu
neurodegenerativnich onemocnéni by mohlo poskytnout nové terapeutické strategie.
V soucasné dob¢ je na vzestupu druh 1é¢by vyuzivajici genovou manipulaci prostiednictvim
virovych vektort. Choroidalni plexus se jevi jako slibny cil diky jeho schopnosti exprimovat
ruzné proteiny za ucelem udrzeni chemického slozeni CSF. Viralni vektory by tak mohly pfimét
bunky choroidélniho plexu produkovat terapeutické proteiny a protizdnétlivé cytokiny do CSF.
Fagovy displej je dalsim nastrojem, pomoci kterého by mohla byt navrzena metoda zaloZena
na peptidech tak, aby cilila na ChP za G¢elem diagnostiky i terapie AD. Patrny je fakt, ze
I vlastnosti hematolikvorové bariéry se daji vyuzit pro 1écebné tcely. Zvyseni jeji propustnosti
by mohla usnadnit terapeutikim cileny transport do CNS, zatimco posilenim integrity by
nedochézelo ke vniknuti patogenli nebo perifernich imunitnich bunék, jejichZ ¢innost muize
zpusobovat rozvoj neurologickych onemocnéni. V ramci vyzkumu terapie AD byl nedavnou
studii navrZzen potencidlni 1écebny ucinek virdlnich vektorti zamétujicich se na potlaceni
amyloid- peptidu v ChP (Nardo et al., 2018). Ve studii Bolos et al. (2014) byla provedena
transplantace ChP v mys$im modelu AD vykazujicim pokrocilou akumulaci AR a zhorSeni
paméti. Po transplantaci doslo k vyznamnému zlep$eni, a to k redukci agregace AB, zastaveni
fosforylace t-proteinu a potlaceni reaktivity astrocytt. Transplantaci bylo taktéz dosaZeno
uplného behavioralniho zotaveni, které bylo prokazano zlepSenou neprostorovou i prostorou
paméti. Takové zjiSténi dodatecné posiluje neuroprotektivni potencial tkdni choroidalniho
plexu a jeho vyuZiti v hledéani terapeutik k vylé¢eni Alzheimerovy choroby.
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8 ZAVER

Alzheimerova choroba je nevratné progresivni neurodegenerativni onemocnéni, pro které
nebyla do dne$niho dne nalezena uc¢inna terapie. Bunécné a molekularni mechanismy
patogeneze Alzheimerovy choroby totiz stale nejsou dostatecné pochopeny. Patologické nalezy
pii probihajici Alzheimerové chorobé zahrnuji agregaci amyloid-8 peptidu a tvorbu
hyperfosforylovanych tau proteini. Choroidalni plexus tvoiici hematolikvorovou bariéru,
klicovou pro udrzovani homeostazy CNS, se vyznamné podili na eliminaci agregati amyloid-f
peptidu. Prace je zaméfena na roli choroidalniho plexu v prubéhu Alzheimerovy choroby
anajeho potencialni vztah s neuroinflamaci. Cilem prace bylo nejdfive zjistit agregaci
amyloid-B peptidu v potkanich epitelialnich bunikach choroidalniho plexu a nasledné zkoumat
imunitni regulacni mechanismy probihajici v buiikdch; konkrétn€ expresi prozanétlivého

rrrrr

Ziskané vysledky ukazuji, ze buniky Z310 reaguji na AB v prabéhu Alzheimerovy choroby.
Agregace amyloid- peptidu se projevila pfi pouziti v§ech roztokii o riznych koncentracich,
ato1,5a10 uM, a po inkuba¢nich dobach 24 h nebo 72 h. Na zakladé¢ prvni ¢asti experimentu
pak byla stanovena koncentrace amyloid- peptidu 5 uM pro vytvoifeni in vitro modelu
Alzheimerovy choroby v buiikach Z310, na kterém byla v navazujicim experimentu zkoumana

rrrrr

Vysledky druhé ¢asti experimentu potvrzuji piitomnost neuroinflamace Vv bunkach Z310
v reakci na agregaci amyloid-B peptidu. Pti pozorovani byl zjistén zajimavy vztah mezi
hladinami IL-16 a IL-10, kdy bunky Z310 po 72 h od ovlivnéni roztokem amyloid- peptidu
ve velké mife exprimovaly IL-186 oproti IL-10. Po 5 d vSak exprese IL-10 vyznamné vzrostla
a hladina IL-18 se jen nepatrné v malé mife navysila. Popsana souvislost by mohla potvrzovat
myslenku o protektivnim charakteru choroidalniho plexu pfi probihajici neuroinflamaci. Tato
hypotéza vSak jeSt¢ musi byt v budoucnu upifesnéna podrobnéjSi analyzou imunitnich
regulacnich mechanismti odehravajicich se v epitelidlnich bunkéch choroidalniho plexu.

Hlavnim piinosem této prace jsou nové poznatky v ramci vyzkumu patogeneze Alzheimerovy
choroby, a to konkrétn¢ popsani pfitomnych neuroinflamacnich mechanismti. Prace navic
naznacuje podil choroidalniho plexu na progresi choroby. Sifeni povédomi o choroidalnim
plexu a jeho vyznamu by mohlo poskytnout nové podnéty pro vyzkum i jinych neurologickych
onemocnéni, a prispét tak k hledani a vyvijeni novych terapeutik.
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13 PRILOHY

Z potizenych mikroskopickych snimkti byla urCena intenzita fluorescence a nasledné byl
vypocitan aritmeticky prumér. Ze ziskanych dat byly poté sestaveny grafy.

Agregace A}
24 h
1 pM 5puM 10 pM
6216,462 4781,24 5431,1965
4516,86125 4052,852667 5455,0805
9232,0865 3203,501 16529,4485
3722,0715 2824,157 8040,162
4850,864 1629,06 3639,188
3528,512 1528,241 9573,101
6139,374 5590,195 8124,306
3292,55 7358,742333 3283,0005
2724,194 6441,772667 2665,047
4182,272 8729,756 5539,924
3103,03 3356,4665 7657,8475
3552,425 6053,654 6164,2215
4201,57 3035,499
6470,003333 6652,6115
2366,392 6817,96
4909,125 11958,478
5092,116333
4594,112289 5250,886667 6841,876917

Tabulka 6: Hodnoty intenzity fluorescence mikroskopickych snimku experimentalni skupiny:
agregace AB pri ovlivnéni riznymi roztoky A po inkuba¢ni dobé 24 h
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Agregace A}
72h
1 pM 5 pM 10 pM

6350,8665 22389,652 15271,813
7619,824 10469,104 17734,095
3644,782 11308,227 6300,415
2144,257 10592,573 17995,561
5412,238 8272,665 13509,238
6303,725 13791,414 11731,933
3724,1195 5345,913 17539,275
8023,027 5287,8285 24409,548
5360,652 3700,558 12705,399
8017,397 5544,969 7047,923
10690,562 8731,257 7766,501

5827,9 17002,382

5454,019 12049,929

6071,411 20575,232

11035,7635 12148,41

8013,042 12039,982

13974,25

15695,048

7675,551

13170,981

14937,676

8334,444

6480,849094 11501,72934 13819,24555

Tabulka 7: Hodnoty intenzity fluorescence mikroskopickych snimku experimentalni skupiny:
agregace AB pii ovlivnéni riznymi roztoky AR po inkubacni dobé 72 h
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Exprese IL-16

72h 5d

Experiment Kontrolni skupina Experiment Kontrolni skupina
50771,18082 4636,185928 53786,35713 3185,688733
39332,61367 5180,898436 50909,80598 3156,208481
46566,63637 4837,194682 52237,47585 2541,302988
47360,8698 8946,615739 42143,12476 6296,58149
39859,35252 6095,393803 30611,02152 6556,637084
44888,06889 10297,68967 48882,51639 4089,075772
32086,65412 4181,234233 36108,18683 3205,690713
29884,86954 3484,227464 38124,80949 2060,373971
38700,44999 4487,527689 32935,92449 3389,148093
25954,97316 43851,76158

32646,56469 45487,87226

35549,50904 45790,7197

38660,14057 54120,21324

25234,92089 45206,47053

34149,94962 43895,60376

33749,15908

65993,67639

50899,357

37342,85828

39454,3055 5794,107516 44272,7909 3831,189703

Tabulka 8: Hodnoty intenzity fluorescence mikroskopickych snimki experimentalni skupiny:
exprese IL-18 pfi ovlivnéni 5 uM roztokem AB po ruznych inkubacnich dobach
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Exprese 1L-10

72h
Experiment Kontrolni skupina Experiment Kontrolni skupina
19341,558 3136,339 28971,632 4457,134333
8161,001333 3063,21 22773,651 4475,858333
18014,84167 2744,708 27446,867 2146,584333
10231,623 2649,111 43971,5065 1712,434
13329,14 3599,026 37034,185 2153,304
13617,428 4019,08 30137,1455 2644,734
7266,618 3822,147333 24106,3215 2879,163667
13190,442 1574,962 44296,56333 1702,363667
10487,10733 3192,28 26843,72733 3004,361667
12793,83533 3373,784 26268,28467
9026,7515 2225,641 29199,927
12336,0395 3916,288667 17574,108
8327,773 1595,884667
17866,751 3474,816333
9917,1205 3731,118667
17203,1905
12569,45129 3074,559778 29885,32657 2797,326444

Tabulka 9: Hodnoty intenzity fluorescence mikroskopickych snimki experimentalni skupiny:

exprese IL-10 p¥i ovlivnéni 5 pM roztokem AB po riaznych inkubaénich dobach
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