STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Obor €. 6: Zdravotnictvi

Neuropaticka bolest a imunoreaktivni dynamika:
Zkoumani vlivu paklitaxelu na makrofagy
mozkovych komor

Evelina Voleska
Pardubicky kraj Ceska Trebova 2023/2024



STREDOSKOLSKA ODBORNA CINNOST

Obor ¢. 6: Zdravotnictvi

Neuropaticka bolest a imunoreaktivni dynamika:
ZKkoumani vlivu paklitaxelu na makrofagy
mozkovych komor

Neuropathic pain and immunoreactive dynamics:
Investigating the influence of paclitaxel on brain
ventricle macrophages

Autori: Evelina Voleska
Skola: Gymnazium Ceské T¥ebova
TyrSovo namésti 970
560 02 Ceska Tiebova
Kraj: Pardubicky kraj

Konzultant: M.Sc. Parisa EmamiAref
Alemeh Zamani, Ph.D.

Ceska Trebova 2024



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem svou praci SOC vypracoval/a samostatné a pouZil/a jsem pouze prameny a
literaturu uvedené v seznamu bibliografickych zdznamt.

Prohlasuji, Ze tisténa verze a elektronicka verze soutézni prace SOC jsou shodné.

Nemam zavazny dvod proti zptistupfiovani této prace v souladu se zdkonem ¢. 121/2000 Sb.,
o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zakont
(autorsky zakon) ve znéni pozdéjsich predpist.

V Ceské Tiebové dne 30. 1. 2024 ......oooevivieeiiin,
Evelina Voleska



Podékovani

Na tomto misté bych rada vyjadfila své podékovani piedev§im mé Skolitelce M.Sc. Parise
EmmamiAref za odborné vedeni mé prace, vlidny pfistup, ob&tavost, investovany cas a
vénovanou podporu.

Déle bych chtéla podékovat celému kolektivu Anatomického ustavu Lékarské fakulty
Masarykovy univerzity za vielou atmosféru a vibec za poskytnuti moznosti spoluprace.
Jmenovité dékuji Alemeh Zamani, Ph.D. za cenné konzultace a vynaloZené usili,
doc. MUDr. Marku Joukalovi za odborné poznatky, MVDr. Lucii Kubi¢kové, Ph.D. za
pomoc s experimentalni ¢asti prace, Marté Lnéni¢kové za pomoc s imunohistochemickymi
metodami a Lumiru Tren¢anskému za vécné pripominky.

V neposledni fad¢ bych také rada podékovala Martinu Vasi¢kovi a Vlastimilu Dlouhému za
pomoc s technickou strankou prace a PaedDr. Hané Grundové za konzultace formalni Gpravy
prace.

Velké pod€kovani patii také Karoliné Jerabkové za ochotné odpovédi na mé otazky,
kamaradim, ale piedevsim mé rodiné za neustalou podporu.



Anotace

Neuropatickd bolest je hlavnim problémem postihujicim vice nez polovinu pacienti
podstupujicich chemoterapii. Presto dodnes stale neexistuje efektivni 1écba nebo feSeni
takového stavu. Z literatury, zabyvajici se timto tématem, plyne, ze rizné faktory, zahrnujici,
mimo jiné, zanétlivé reakce, hraji nemalou roli v prubéhu neuropatické bolesti. Zplisob, jakym
se zanét ¢i bolest $ifi mezi periferni nervovou soustavou a centralni nervovou soustavou ziistava
neznamy. Choroidalni plexus patii k malo prostudovanym strukturam, je ov§em znamo, Ze se
nemalym dilem podili na pribéhu inflamace. Pfedpokladem této prace bylo, ze Kolmerovy
buiiky (imunitni buiiky choroidalniho plexu) mohou uvoliiovanim cytokind ovliviiovat i pocty
makrofagli stén mozkovych komor. Cilem prace bylo zkoumat zmény pocth takovych
makrofagl po aplikaci paklitaxelu. Za pomoci in vivo potkaniho modelu neuropatické bolesti
indukované paklitaxelem a imunohistochemickych metod bylo zjistovano, zda a jak se méni
pocty detekovanych aktivovanych (EDI1+, proinflamatornich) a rezidentnich (ED2+,
protiinflamatornich) makrofdgii ependymalni vrstvy mozkovych komor v pribéhu
neuroinflamace, ktera b&zné propuka po 1é¢bé chemoterapii a zda se hrat kliCovou roli
Vv pribéhu neuropatické bolesti. Vysledky naznacuji poc€etni nartist makrofagii po aplikaci
paklitaxelu daném pozorovaném obdobi (21 dni). ZvySené pocty poukazuji na probihajici
inflamaci, ktera pfispiva k rozvoji neuropatie. Dale mize dochéazet k ovlivnéni slozeni
mozkomisniho moku a funkci choroidalniho plexu. Ke konci sledovaného obdobi pievazuji
rezidentni makrofagy nad aktivovanymi, k jejich pfevaze dochazi kolem 7. dne, ktery v praci
figuruje jako pomyslny meznik udalosti. Pfinosem této prace jsou nové informace pfispivajici
k objasnéni role imunoreaktivni dynamiky, konkrétné makrofagii mozkovych komor.

Klicova slova

Neuropatickd bolest indukovana paklitaxelem; neuroinflamace; makrofagy; choroidalni plexus;
ependym

Annotation

Neuropathic pain is a major problem affecting more than half of patients undergoing
chemotherapy. Yet, there is still no effective treatment or solution for such a condition. From
the literature dealing with this topic, it follows, that various factors, including, but not limited
to, inflammatory reactions, play a significant role in the course of neuropathic pain. How
inflammation or pain spreads between the peripheral and central nervous systems remains
unknown. The choroid plexus is one of the least studied structures, but it is known that it plays
a significant role in the course of inflammation. The premise of this work was that Kolmer cells
(immune cells of the choroid plexus) can also influence the number of macrophages in the walls
of the cerebral ventricles by releasing cytokines. The work aimed to investigate the changes in
the numbers of such macrophages after the application of paclitaxel. Using an in vivo rat model
of paclitaxel-induced neuropathic pain and immunohistochemical methods, it was determined
whether and how the numbers of detected activated (ED1+, proinflammatory) and resident



(ED2+, antiinflammatory) macrophages of the ependymal layer of the cerebral ventricles
change during neuroinflammation, which commonly erupts after treatment chemotherapy and
appears to play a key role in the course of neuropathic pain. The results indicate a numerical
increase of macrophages after applying paclitaxel for the observed period (21 days). Elevated
numbers point to ongoing inflammation that contributes to the development of neuropathy.
Furthermore, the composition of the cerebrospinal fluid and the functions of the choroid plexus
may be affected. Towards the end of the monitored period, resident macrophages predominate
over activated ones, their predominance occurs around day 7, which figures in the work as an
imaginary landmark of events. The contribution of this work is new information contributing
to the clarification of the role of immunoreactive dynamics, specifically macrophages of the
cerebral ventricles.

Keywords

Paclitaxel-induced neuropathic pain; neuroinflammation; macrophages; choroid plexus;
ependym
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACC
ATP
BBB
B-CSFB
CNS
CP

CSF

DAMPs
patterns)

DRG
Gls
IHC
JAMSs
KCs
MtDNA

PAMPs
patterns)

PIPN

anteriorni cingularni kortex (anterior cingular cortex)
adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)
hematoencefalicka bariéra (blood-brain barrier)
hematolikvorova bariéra (blood-cerebrospinal fluid barier)
centralni nervova soustava (central nervous systém)
choroidalni plexus (choroid plexus)

mozkomisni mok (cerebrospinal fluid)

molekularni vzory spojené s poskozenim (damage-associated molecular

spinalni ganglion (dorsal root ganglia)

mezerové spoje (gap junctions)

imunohistochemie (immunohistochemistry)

junkéni adhezni molekuly (junctional adhesion molecules)
Kolmerovy buiiky/epiplexové bunky (Kolmer cells/epiplexus cells)
mitochondrialni DNA (mitochondrial DNA)

molekularni vzory asociované s patogeny (pathogen-associated molecular

periferni neuropaticka bolest vyvolana paklitaxelem (paklitaxel induced

peripheral neuropathic)

PNS

ROS

TJs

TLR

periferni nervova soustava (peripheral neurvous systém)
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
tésné spoje (tight junctions)

toll-like receptory (toll-like receptors)
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1 UvoD

Rakovina dnes pfedstavuje celosvétové rozSifeny problém, toto onemocnéni je
charakterizovano jako nekontrolované mnozeni bunék. V této dobé existuje mnoho moznosti a
zpusobu, jak rakovinu 1éc¢it (Patel 2020; Debela et al. 2021). Rtzné druhy rakoviny jako jsou
rakovina prsu ovarii, ¢i plic jsou bézn¢ 1éCeny paklitaxelem, nejvice pouzivanym taxanem.
Taxany jsou mikrotubuly stabilizujici ¢inidla, ktera ackoliv jsou vysoce efektivni v blokaci
progrese nadorovych onemocnéni, jsou pfi¢inou vedlejSich ucinkid chemoterapie, vcéetné
periferni neuropatie, ktera je pozorovana az u 60-70 % pacientli podstupujicich 1écbu.
Neuropatie indukovana paklitaxelem (a jinymi chemoterapeutickymi ¢inidly) je hlavnim
necitlivost, brnéni, ¢i citlivost na chlad, mnoho pacient také zaziva alodynii — stav, pii kterém
bézné podnéty vyvolavaji bolestivé reakce. Momentalné, ale bohuzel neexistuje zadny efektivni
zpusob 1é¢by téchto stavll a stale neni zcela objasnéno, jak pfesné centralni nervovy systém
reaguje na lécbu paklitaxelem (Staff et al. 2020).

Paklitaxelem vyvolana neuropaticka bolest je ¢asto spojovana s neuroinflamaci (neurozanétem)
v centralni a periferni nervové soustavé (Kalynovska et al. 2020). Neuroinflamace je vrozeny
obranny mechanismu jedince, slouZici k obnoveni normalni struktury a funkce mozku a ochrané
pted infekci a poskozenim (More et al. 2013). O ochranu centralni nervové soustavy proti
Skodlivym latkdm v krvi se stard hematolikvorova bariéra a hematoencefalicka bariéra. Existuje
zna¢né mnozstvi diikazl prokazujicich, ze i mén¢ prozkoumana hematolikvorova bariéra hraje
kli¢ovou roli pfi Sifeni zanétlivych reakci z periferni do centralni nervové soustavy (Solar et al.
2020). Hematolikvorova bariéra formovana choroidalnim plexem je tvofena jednou vrstvou
polarizovanych kuboidnich epitelidlnich bunék s t€snymi spoji, které brani toku latek mezi
mozkomisnim mokem a krvi. Tato bariéra je formovéana choroidalnim plexem a nachazi se na
jeho apikalni strané (Maslieieva, Thompson 2014).

Choroidalni plexus, navzdory jeho dulezitosti, patii k nejméné prozkoumanym strukturdm
centralni nervové soustavy. Choroidalni plexus je vysoce prokrvené stroma fenestrované
kapilarami, je lemovany vrstvou ependymalnich bunék spojenych tésnymi spoji a nachazi se
v mozkovych komorach (Solar et al. 2020). Choroidalni plexus tvofi strukturni a zaroven
imunitni bariéru mezi krvi a mozkomisnim mokem (hematolikvorova bariéra). Krom¢ této
fyzické bariéry se na povrchu choroidalniho plexu také vyskytuji 1 rezidentni nativni imunitni
buniky nazyvané Kolmerovy bunky. Kolmerovy buiiky a hematolikvorovéa bariéra spolecné
tvofi lokalni imunitni systém choroidalniho plexu (Maslieieva, Thompson 2014).

Kolmerovy buriky jsou povaZzovany za makrofagim podobné buitky monocytického piivodu.
Konkrétné sidli na povrchu choroidalniho plexu a jsou zodpovédné napiiklad za prezenci
antigentt (Wan et al. 2019; Maslieieva, Thompson 2014). Makrofagy hraji kritickou roli
Vv celém procesu progrese i feSeni zanétu (Fujiwara, Kobayashi 2005). Ackoliv pfesna role

makrofagii béhem Sifeni neurozdnétu je stale nezndma. V predchozich studiich bylo zjiSténo,
ze se pocty Kolmerovych bunék na povrchu choroidalniho plexu béhem neurozanétu zvysuji.

11



Tato prace hleda odpovédi na otazky, zda mohou byt i makrofagy povrchu mozkovych komor
ovlivnény V prubéhu neuropatické bolesti a jak se méni pocty takovych bunék po aplikaci
paklitaxelu.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Neuropaticka bolest vyvolana chemoterapii

Paklitaxel a dal$i chemoterapeuticka ¢inidla evokuji periferni neuropatickou bolest (PIPN),
velmi ucinnym lékem, ale zaroven zpiisobuje PIPN jako vedlejsi ucinek svého plisobenti, a to
az u 60-70 % pacientl podstupujicich tuto 1écbu. Ackoliv neuropatické bolest velmi zasahuje
do zivota pacientl a ovliviiuje jeho kvalitu, momentélné neexistuje zadné dostupné feSeni nebo
efektivni 1é¢ba téchto projevi.. Piesné reakce centralni nervové soustavy (CNS) a periferni
nervové soustavy (PNS) na 1écbu paklitaxelem dosud nejsou zcela objasnény (Staff et al. 2020).

PIPN zahrnuje symptomy jako brnéni, piecitlivélost na chlad, ¢i necitlivost (projevujici se
puncochovou/rukavicovou distribuci) a bolest jak spontanni, tak evokovanou. Pacienti také
obvykle celi alodynii, kterd se projevuje jako ptecitlivélost na normalni podnéty, naptiklad
lehky dotek je vniman silné€ bolestiveé. Navic bolest muze ptetrvavat az v fadech mésicu ¢i let
po 1é¢bé paklitaxelem (Duggett, Griffiths, Flatters 2017; Staff et al. 2020).

2.1.1 Rakovina a jeji 1é¢ba

Rakovina je $iroky pojem charakterizovany nekontrolovatelnym mnozenim bun¢k (Krieghoff-
Henning et al. 2017). Proliferaci bun¢k bez regulace, za overexprese rastovych faktori a
nedostatku tumor supresorovych genti (regulujich bunécné procesy a funkce) se zacinaji tvorit
nadory (Joyce, Rayi, Kasi 2023; Mercadante, Kasi 2023). Nadorové buiiky se nekone¢né
mnozi, aniZ by odumiraly tak casto jako somatické bunky. Jsou totiz schopny vyuzivat
telomerdzu, ptidavat tak jednotky telomeru na DNA a prodluZovat svoji Zivotnost. VEasné
neléceni rakoviny miiZze mit pro pacienta az smrtelné nasledky (Mercadante, Kasi 2023).

V dnes$ni dobé€ existuje mnoho pfistupti k 1é€bé nadorového onemocnéni, at’ uz hovotime o
tradi¢ni chemoterapii, radioterapii, chirurgickém zakroku nebo novéjsich technikéch, jako jsou:
cilend terapie, 1écba s uZzitim pfirodnich antioxidantd, kmenovych bunéck, ablacni terapie a
mnoho dalSich. VétSinou se ale jednd o dlouhy komplexni proces vyuzZivajici kombinace
riznych metod terapie (Debela et al. 2021). Jednou z nejvyuzivangjSich 1é¢ebnych technik je
zminovana chemoterapie. Chemoterapeuticka ¢inidla — cytostatika — mizeme klasifikovat do
nékolika kategorii dle jejich mechanismu ucinku: alkylaéni ¢inidla, antimetabolity, inhibitory
mitdézy a mnoho dalSich. Pravé mezi inhibitory mitozy patii vinca alkaloidy a taxany. Do
skupiny taxanti pak muzeme zatadit i paklitaxel, na ktery se tato prace zamé&fuje (Bukowski,
Kciuk, Kontek 2020; Rixe, Fojo 2007).

2.1.2 Paklitaxel a mechanismy jeho ucinki

Taxany jsou chemoterapeuticka, mikrotubuly stabilizujici €inidla, Siroce uzivand pii lécbé
béznych typu rakoviny, jako je rakovina prsu, ovarii ¢i plic. Paklitaxel (obchodni nazev Taxol)
je nejvice pouzivany taxan (Staff et al. 2020). Paklitaxel je taktéz alkaloid pouzivany jako
cytostatikum. V roce 1966 byl poprvé extrahovan z kiiry kmene stromu tisu zapadoamerického
(Taxus brevifolia) a v dnesni dobé je jiz vyrabén synteticky (Mukhtar, Adhami, Mukhtar 2014).
Paklitaxel je vysoce efektivni v blokaci nddorové progrese, nicméné jeho vedlejSim uc¢inkem je
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periferni neuropatie, kterou zpusobuje. Tyto projevy jsou pozorovany u vice nez poloviny
pacientl podstupujicich chemoterapii (Staff et al. 2020).

2.1.2.1 Paklitaxel v kontextu bunééného cyklu

Bunéény cyklus je soubor navazujicich procest, kterymi buiika prochézi. Mluvi se o stadiich
od vzniku bunky d€lenim, po jeji déleni samotné. Sklada ze ¢ty fazi, G1 faze (1. ptipravna
faze), S faze (syntetickd faze), G2 faze (2. ptipravna faze) a M faze (mitotickd/meioticka faze).
Prvni tii zminéné faze mizeme souhrnné oznacit nazvem interfaze. Jde o dobu, kdy se buiika
ned¢li, ale probiha piiprava k déleni bunky. Dulezita je zejména replikace DNA béhem S faze
(Tan, Duncan, Slawson 2017). Burka také muze dospét do tzv. GO faze, kdy se burnka
nepfipravuje na bunéné déleni ani neprobihd déleni samotné, butika je ale stale udrzovana a

metabolicky aktivni. Jedna se odpocinkovou fazi bunky, zpisobenou povétsinou vlivem okoli
(Aono et al. 2019).

Paklitaxel cili na pozdni G2 fazi, a pfedevSim na M fazi. M faze je tzv. fazi mitotickou,
dochazi tak k mitoze (v nékterych piipadech k meidze — konkrétné pii pohlavnim déleni za
vzniku bunék s haploidnim po¢tem chromozomi) (Kampan et al. 2015; Tan, Duncan, Slawson
2017). Mitoza je proces, pii kterém z jedné diploidni buniky vznikaji dvé stejné dcefiné
diploidni buiiky. Mitézu miizeme déle rozdélit na ctyii faze: profaze, metafaze, anafaze,
telofaze. Nejzasadnéjsi pro paklitaxel jsou metafdze a anafdze, kdy se v buiice nachézi jiz
vytvofena délici vieténka z mikrotubull, na které paklitaxel primarné cili. Chromozomy
(tvofené dvéma chromatidami) se za normalnich podminek zaéinaji vazat k mikrotubulim a do
ekvatoridlni roviny dé€liciho vieténka. Mikrotubuly se pak prodluzuji a zkracuji dle potieby, az
v anafazi diky jejich zkraceni dojde k segregaci chromatid k opacnym polim. Dalsimi pochody
je pak umoznéno Uplné rozdeleni bunék, jeden cely bunéény cyklus konéi cytokinezi, kdy
vznikaji dvé samostatné dcefiné bunky (Mclntosh 2016).

Toto déleni je klicové pro paklitaxel, ktery napada spravnou funkci mikrotubulll, a tim akci
v metafazi-anafazi rusi, a tim nedochazi k rozdéleni bun¢k (Breaking malignant nuclei as a
non-mitotic mechanism of taxol-paclitaxel 2021). Rakovinné bunky jsou, diky své schopnosti
délit se Castéji, v porovnani s normalni buiikami vice senzitivni na chemoterapeutika inhibujici
proces mitozy. Diky schopnosti ¢astéjSiho déleni také hojné prochazeji mitotickymi stadii, tim
jsou vétsi mérou vystavovany mitotickym jediim a diky tomu vice zranitelné a postihnutelné
(Mukhtar, Adhami, Mukhtar 2014). Nicmén¢, butiky PNS a CNS mohou byt také zasazeny a
meénény paklitaxelem. Pravé tato skutecnost je divodem neurotoxicity paklitaxelu (Klein,
Lehmann 2021).

2.1.2.2 Ovlivnéné mikrotubuly

Mikrotubuly jsou jednim z typl vlaken cytoskeletu a skladaji se z bilkoviny tubulinu (o and
tubulinu). Mikrotubuly jsou zasadni v eukaryotickych bunéénych procesech, a to primarné pfi
mezibunééném transportu, bunééném déleni (mitdze a meidze), hraji také roli pii interakcich
s okolnim prostfedim a diky nim bunka rovnéz vytvaii délici vieténka (Leung, Cassimeris 2019;
Mukhtar, Adhami, Mukhtar 2014). Paklitaxel stabilizuje polymeraci mikrotubuld a inhibuje
proces mitozy (Breaking malignant nuclei as a non-mitotic mechanism of taxol-paclitaxel
2021). Paklitaxel se primarné vaze na -tubulin a podporuje shluk mikrotubult z tubulinovych
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dimeru, také pfedchazi depolymerizaci a tim mikrotubuly stabilizuje (Leung, Cassimeris 2019;
Zimmer et al. 2008). Vysledkem takové stability mikrotubulli je zastava G2/M faze (metafaze-
anafaze). Bunky zpravidla zanikaji apoptdzou, tedy programovanou bunécnou smrti, ¢imz je
potlac¢ena replikace bun¢k (Kampan et al. 2015).

In vitro studie dale odkazuji, ze se morfologie mitotickych buné¢k lisi v ptipadech, kdy byl
paklitaxel pfidan pied G2/M tranzici nebo az po tom, co burika vkrocila do stadia mitozy.
V prvnim pfipad¢, kdy byl paklitaxel dodan pied G2/M fazi byly vysledkem délici vieténka
multipolarni. Pokud byla ale latka piidana po zacatku mitdzy, tvotila se vieténka bipolarni
(Hornick et al. 2008).

a-tubulin
—
paklitaxel B-tubulin

depolymerizace

stabilizace polymerace

zastava G2/M faze apoptdza

Obrazek 1: Mechanismus a¢inka paklitaxelu
vytvoreno autorkou dle (Chmielewski, Limoli 2022) v programu (URL1)

2.1.3 Mechanismy Sifeni neuropatické bolesti

K objasnéni problému PIPN byly v minulosti pouzity riiznorodé pfistupy. Zda se, Ze
paklitaxelem mohou byt postihnuty rizné typy bun€k CNS a PNS. Z dostupnych informaci je
znamo, e vy$e zmihované mikrotubuly jsou také zodpovédné za axonalni transport!
Vv neuronech. Paklitaxel, jak jiz bylo zminéno, narusuje normalni bunécény cyklus, zabranuje
depolymerizaci, a naopak podporuje shlukovani mikrotubull, ¢imZ naruSuje pravé rychly
transport podél drah mikrotubulii. Diivodem PIPN budou nejspiSe pravé nefunkéni mikrotubuly
v axonech, Schwannovych bunkach a spinalnich gangliich (gangion spinale, DRG). Ty
sestavaji predevSim z bunék smyslovych neuront. PIPN mutze byt zptsobena i akumulaci

! Axonalni transport je zodpovédny za z4sobovani vzdalenych nervovych zakonéeni organelami, proteiny a lipidy
a za jejich udrzovani v téchto mistech (Malacrida et al. 2019).
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paklitaxelu v DRG, na kterou jsou nachylné, coz zpusobuje jejich propustna hemato-nervova
bariéra® (Klein, Lehmann 2021). Podle in vivo studii jsou také dalsi buiiky véetné mikroglii,
miSnich astrocytli a satelitnich gliovych bunck ovlivnény lécbou paklitaxelem. Tato fakta
(samoziejmé také spolecné s genetickymi predispozicemi jedince) hraji vyznamnou roli
v pribéhu PIPN a podileji se na jeji progresi (Staff et al. 2020; Scripture, Figg, Sparreboom
2006).

PIPN tuzce souvisi s neuroinflamaci (viz kapitola 2.6 Neuroinflamace), nefunkénosti iontového
kanalu, overexpresi transportéri ¢i s upregulaci reaktivnich forem kysliku (ROS). Lécba
paklitaxelem vyvolava zvysSeni produkce ROS a souvisejici poSkozeni DNA. ZvySena generace
anerovnovaha hladin ROS evokuje oxidativni stres u zivych organismd, coz zptisobuje bunééné
poskozeni. ROS poskozuje antioxidativni enzymy, to vede k oxidativnimu stresu, diky kterému
se PIPN miize §itit dale. Generace ROS je také spojend s narusenim normalnich projeva a
funkci organel, iontovych kanald, biomolekul atd. Vysledkem téchto procesi v PIPN je
demyelinizace, neuroinflamace a apoptdza neuront (Hu et al. 2021).

2.1.3.1 Spinalni ganglion

DRG jsou nervové zauzliny — shluky neuronu — které vystupuji z dorzalniho kofene misnich
nervi (Ahimsadasan et al. 2023). DRG jsou situovany na rozhrani mezi PNS a CNS, mezi
dorzalnim kofenem michy a termindly perifernich nervi. Hraji kritickou roli pti PIPN a jejim
Sifeni z PNS do CNS. Paklitaxel se akumuluje v DRG, ¢imz zptsobuje oxidativni stres a
poskozeni mitochondrii. Pfi vzniku PIPN dochazi k upregulaci transportérti paklitaxelu a tento
efekt poté zapficinuje hromadéni 1éku v perifernich nervech. Akumulace 1éku v DRG poté
spousti fetézovou reakci PIPN, vysledkem se stdva bunééna dysfunkce, demyelinizace, nervova
apoptdza a neuroinflamace (Hu et al. 2021). Pravé neuroinflamace v DRG se jevi byt klicovym
faktorem v rozvoji PIPN. Infiltrace aktivovanych imunitnich bunék hraje hlavni roli ve
formovani neuropatické bolesti a alodynie (viz kapitola 2.6 Neuroinflamace) (Noh et al. 2020).

2.1.3.2 Reaktivni formy Kysliku

Paklitaxel navySuje mnozstvi toxickych ROS. ROS jsou zapojeny V procesu naruseni
normalniho fungovani mitochondrii, mikrotubulti, iontovych kanalti ¢i biomolekul (proteiny,
lipidy, DNA...). Ovliviiuji a vyvolavaji také mnoho dal$ich reakci, jako naptiklad zanétlivé
odpovédi v podob¢ demyelinizace nebo apoptdzy neurontl, jak jiz bylo avizovano dfive. Pokud
dojde k naruseni kiehké rovnovahy mezi ROS a systému antioxidantil, objevuje se oxidativni
stres, diky kterému poté dochédzi k mitochondridlnimu poSkozeni. To se nésledné projevuje
ztratou ¢i poskozenim bunék DRG. Bylo dokazano, ze z ruznych druhd ROS pravé peroxid
vodiku (H202) vyvolava oxidacni poskozeni biomolekul, pfedevsim ve smyslovych buiikach
neuront. Na progresi PIPN mohou samoziejmé participovat i dalsi druhy ROS, jako
superoxidové anionty (-O27) nebo hydroxylové radikaly (-OH) (Hu et al. 2021).

2 Hemato-nervova bariéra je prostfedi, bariéra mezi perifernimi nervovymi axony a krevnim fe¢istém (Reina et al.
2015).
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2.1.3.3 Mitochondrie

Mitochondrie jsou organely s dvojitou membranou. Jsou také dilezitym a kliCovym prvkem
béhem reakci, a to diky své schopnosti produkovat adenosintrifosfat (ATP). ATP vznika
disledkem aerobniho dychani (oxida¢ni fosforylace), a buiika ATP nadéle vyuziva jako vlastni
zdroj energie. Mitochondrie taktéz obsahuji svou vlastni DNA (Rossmann et al. 2021).

Morfologie mitochondrii (stejné jako 1 dalSich zminovanych komponentl) je ovliviiovana
1écbou paklitaxelem, avSak paklitaxel pfimo neovlivituje mitochondrialni DNA (mtDNA)
v neuronech (Staff et al. 2020). Poskozenim mitochondrii ovS§em mize dochazet k uvolfiovani
takového MtDNA (viz kapitola 2.6.4.1 mtDNA). Paklitaxel indukuje zmény otevieni
pfechodového poéru mitochondrialni permeability®. To vede k bobtnani a vakuolizaci
mitochondrii myelinizovanych i nemyelinizovanych senzorickych nervovych vlaken (vlaknen
sensorickych nervil). Zmény v prichodnosti pfechodového péru mitochondrialni permeability
také zpuisobuji nasledné uvolnovani vapniku. Opét se v dasledku poskozeni mitochondrii
zacinaji tvotit ROS, coz znovu nésledné vede k oxidativnimu stresu. Pfedpoklada se, Ze takové
poskozeni mitochondrialni funkce pftispiva k rozvoji neuropatické bolesti (Klein, Lehmann
2021; Staff et al. 2020).

2.1.3.4 Axony a Schwannovy buiky

Vybézky nervovych bunck se nazyvaji axony (nervové vybeézky). PfenaSeji informace mezi
neurony nebo neurony a jinymi buiikami prostfednictvim synapse*. Axony také $ifi impulsy z
PNS do CNS, proto miize axonalni dysfunkce ovlivnit spravné fungovani obou — jak PNS, tak
i CNS (Debanne et al. 2011).

V PNS a CNS se kolem axonl nachdzi formovana myelinova membrana. Myelin je tvoien
z velké ¢asti predevsim lipidy (70-80 % obsahu), zbytek se sklada z bilkovin, ackoliv je nutné
zminit, Ze se sloZeni mirné 1i§i v zavislosti na umisténi (Salzer, Zalc 2016; Muzio, Cascella
2023). Tento myelinovy plast’ poskytuje rychlé a efektivni vedeni impulzi. V PNS se hovoti o
myelinové membrané tvofené Schwannovymi bunikami, kde jediny axon je tvofen jedinou
Schwannovou bunikou, zatimco v CNS se takovy §tit sklada z oligodendrocytii, které, na rozdil
od Schwannovych buniek, obaluji kazdy vice rozdilnych axonti (Muzio, Cascella 2023).

PIPN je provazena poSkozenim malych vldken axonti senzorickych neuronii. Axony jsou
vlivem paklitaxelu ni¢eny symetricky, paklitaxel také vyvolava retrakci nervovych zakonceni,
dochazi k postupnému odumirani (tzv. dying back pattern) axonil a tim k fidnuti nervovych
vlaken, které vedou v rukach a chodidlech (Klein, Lehmann 2021; Staff et al. 2020). Bylo
zjisténo, ze v dusledku ztraty kontaktu mezi Schwannovymi buiikami a axolemmou
(membranou axonovych bunck) dochdzi k demyelinizaci axonti a degeneraci jemnych
intraepidermalnich nociceptivnich vlaken (nervovych vldken vedoucich bolest), coz vede
k zablokovani elektrickych signali axont a zpisobuje nervovou dysfunkci (Staff et al. 2020).

8 Ptechodovy por mitochondrialni permeability je vnitini mitochondrialni kanal, ktery se otevira pouze za urgitych
podminek (napf. oxidativni stres) (Angeli et al. 2021).
4 Synapse je spojeni neurontl, misto, kde dochazi k jejich komunikaci (Caire, Reddy, Varacallo 2023).
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2.1.3.5 Mikroglie, astrocyty a satelitni gliové bunky

Paklitaxel indukuje aktivaci mikroglii v dorzalnim rohu michy. Dysregulace mikroglii, ke které
dochazi, je spojena se zvysSenou expresi kanabinoidniho receptoru typu 2, chemokini, ligandu
2 a interleukinu (IL-6, IL-4 a IL-10). Kanabinoidni receptory mohou sehrat roli pfi potlaceni
neuropatické bolesti, a to diky svym ucinkim. V nékterych ptipadech totiz tyto receptory
mohou mit analgetické vlastnosti, které mohou zmirfiovat projevy PIPN (Staff et al. 2020;
Klein, Lehmann 2021).

Naopak astrocyty, které také mohou byt aktivovany paklitaxelem, PIPN indukuji a zptisobuji
sekreci prozanétlivych cytokinl. Astrocyty jsou nejpocetnéjsi skupinou nenervovych bunék
mozku. Podileji se na pfenosu signdlli mezi buitkami a uvoliovani neuroaktivnich molekul,
celkové napomahaji modulaci mozkové neuroaktivity. Spojeni mezi jednotlivymi astrocyty je
zprostiedkovano mezerovymi spoji (GJs). Lécba paklitaxelem zptisobuje upeviiujici se GJs, coz
ma za nasledek zvySenou konektivitu jednotlivych neurond a ztratu nezavislé aktivace. To vSe
smé&fujici k dalsim pocitum bolesti (Staff et al. 2020). Astrocyty jsou dale soucasti anteriorniho
cingularniho kortexu (ACC), coz je kortikalni oblast mozku pravdépodobné zapojena jak do
vnimani, tak do modulace bolesti. V piedeslych studiich byla objevena zvySena aktivita v ACC
Vv prib¢hu neuropatické bolesti, kde byly také potvrzeny molekularni a fyziologické zmény
tykajici se 1 zminovanych astrocytl. Pozorovana byla i astroglioza, kterd je charakterizovana
abnormalnim nartistem poctl astrocytll v disledku poskozeni okolnich neuronti. Paklitaxelem
ovlivnéné astrocyty tak nejenze expresi cytokinli podporuji vznik neurozanétu, taktéz zasahuji
do normalniho fungovani ACC, ¢imz mohou pfispivat k rozvoji PIPN (Masocha 2015).

Nejen GJs spojujici astrocyty, ale také ty mezi satelitnimi gliovymi bunkami byvaji Casto
ovlivnény, coz opét prispiva k rozvoji bolesti. Ackoliv se astrocyty nachazi v CNS a satelitni
gliové bunky spadaji naopak do PNS, jsou si oba typy bun¢k velmi a sdileji mnoho funkei i roli
v prub&éhu PIPN. Stejné jako u astrocytd, i u satelitnich gliovych bunék dochazi k dysregulaci
cytokinové a chemokinové signalizace, ¢imz 1 tento typ bun€k participuje na neurozanétu.
Satelitni gliové bunky tedy také predstavuji vyznamné ¢initele v indukci PIPN. Stejné jako u
jinych spoluucastnikii na rozvoji PIPN, nejsou ovSem jejich pfesné role, v rdmci rozvoje bolesti
a neuroinflamace zcela, objasnény (McGinnis, Ji 2023).

Informace o vlivu 1é¢by paklitaxelem na nervové soustavy jsou velmi limitované, proto je PIPN
a jeji bolestivé projevy subjektem, potfebujicim vice pozornosti v rdmci neurovédeckého
vyzkumu.
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Obrazek 2: ZjednoduSené schéma mechanismu Sifeni PIPN
Vytvoreno autorkou dle (Eldridge, Guo, Hamre 2020; Burgess et al. 2021) v programu (URL1)

2.1.4 Potencialni 1écba neuropatické bolesti

Podle soucasnych studii se nabizeji dvé hlavni metody 1écby PIPN. Potencial by mohl byt
ukryty v 1é€bé antioxida¢nimi léky, které mohou zbavit DRG akumulovaného paklitaxelu nebo
ve zlepSeni cileni terapie za soucasné prevence nezadoucich G¢inkli mimo tento cil. Také
srychlym pokrokem doby se objevuji dal$i moZznd feSeni neuropatie v podobé
nanotechnologickych pfistupi. Ty se zdaji byt velmi slibné ve zlepSeni sméfovani U€inkl
paklitaxelu pouze na Zaddouci buriky a s jejich vyvojem tak roste i nadéjné zlepSeni terapeutické
efektivity. Momentalné jsou v$ak moznosti 1é¢by PIPN stale velmi omezena a vyzaduje tak
vytrvalé vyzkumy mechanismu u¢ink chemoterapeutik, 1é¢iv i souvisejicich nanosystému (Hu
etal. 2021).

2.2 Neuroinflamace

Inflamace (zanét) uvnité mozku nebo michy se nazyva neuroinflamace (neurozanét) (DiSabato,
Quan, Godbout 2016). Pravé neurozanét bézné provazi PIPN a je sni Casto asociovan.
Poskozené bunky PNS (Schwannovy buiiky, satelitni buiiky atd.) a bunky CNS (mikroglie,
astrocyty atd.) vyznamné ovliviiuji PIPN a aktivné se podileji na jeji indukci. Aktivaci
imunitniho systému se také v téle spousti zanét (Miaskowski et al. 2019). Dochazi totiz k
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produkci ROS, cytokina a chemokina®. Takovou produkci je umoznén a aktivovan neurozanét
(DiSabato, Quan, Godbout 2016). Neurozanét je inherentni mechanismus obrany hostitele. Jeho
funkei je chranit pted infekci a poskozenim nervové soustavy, také udrzovat a obnovovat
normalni strukturu i funkce mozku (More et al. 2013). Je dilezité zminit, ze neurozanét muze
mit jak pozitivni aspekty (oprava tkan¢, ochrana neuront atd.), tak i ty negativni (poskozeni
neuront atd.) (DiSabato, Quan, Godbout 2016). Akutni neurozanét slouzi jako efektivni obrana
vici patogentim, ovSem nerovnovahou mezi hladinami pro- a proti-zanétlivych signaliza¢nich
molekul pfechazi zanét v chronicky, pro télo skodlivy (Kinney et al. 2018).

Také hematoencefalicka bariéra (BBB) a hematolikvorova bariéra (B-CSFB) chrani CNS, a to
konkrétné pred skodlivymi latkami v krvi. Ackoliv si BBB v minulosti ziskala vétsi pozornost
V rdmci neurovédeckého vyzkumu, Vv soucasnosti se zjistuje, ze i B-CSFB také hraje neméné
dulezitou roli v sifeni zanétlivych reakci. B-CSFB, ktera je formovana choroidalnim plexem
(plexus choroideus, CP, viz kapitola 2.7 Choroiddlni plexus) je mimo jiné propustnéj$i pro
vngj$i patogeny. B-CSFB ovlivituje progresi zanétlivé reakce z PNS do CNS a rovnéz miize
prispét k Sifeni neurologickych onemocnéni a patogeneze (Solar et al. 2020).

2.2.1 Hematoencefalicka bariéra

BBB je tvofena endotelialnimi buiikami s tésnymi spoji (TJs). Ty jsou slozeny z proteint
predevsim okludinu, klaudinu a junkénich adheznich molekul (JAMs). Jedna se o selektivni
polopropustnou bariéru mezi mozkem a krvi, kterd mezi nimi omezuje pohyb latek (Gawdi,
Shumway, Emmady 2023; Solar et al. 2020). Je znamo, Ze neurozanét zvysuje propustnost
BBB. Prostiednictvim poskozené BBB mohou mediatory také vstoupit do periferniho systému
mozku, coz zpusobuje nasledné zhorseni stavu jedince a probihajiho neurozanétu (Kempuraj et
al. 2017).

2.2.2 Hematolikvorova bariéra

B-CSFB je formovana CP a je umisténa na jeho apikalni strané. B-CSFB vznika kompresi jedné
vrstvy polarizovanych kuboidnich epitelialnich bun¢k, mezi kterymi pisobi TJs. B-CSFB, jak
Z jejiho nazvu vyplyva, je v kontaktu s mozkomisnim mokem a vytvafi tak fyzickou bariéru
mezi krvi a zminénym likvorem za pomoci sniZeni toku latek. Lokalni imunitni systém CP,
ktery je dulezity pfi zanctlivém onemocnéni a infekci, sestava spolecn¢ z B-CSFB a
epiplexovych (Kolmerovych) bunék CP (viz kapitola 2.8.2 Kolmerovy buiiky) (Lamptey et al.
2022).

Poskozenim BBB nebo B-CSFB je umoZnéno nebezpe¢nym patogeniim migrovat skrz tyto
bariéry (Javed, Reddy, Lui 2023). Patogeny maji fadu riznych strategii, jak proniknout do CNS.
Po proniknuti patogent pies B-CSFB je aktivovana sekrece signalnich molekul, kterou je
zahajen nabor imunitnich bunék z mozkomis$niho moku (liquor cerebrospinalis, CSF), a poté
se spousti a za¢ina zanétliva reakce v CNS (Solar et al. 2020).

5 Chemokiny — nebo také chemotaktické cytokiny — jsou diky své schopnosti stimulovat migraci bun&k dilezité
pii obrannych imunitnich reakcich (Hughes, Nibbs 2018).
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2.2.3 Imunitni bunky v prabéhu neuroinflamace

Imunitni buniky (jako jsou makrofagy, mastocyty nebo dendritické bunky) spocivajici v tkanich
mohou rozeznavat invazi patogenti ¢i cizich c¢astic (Casto oznaCovanych jako PAMPS
(pathogen-associated molecular patterns) — odvozenych od mikroorganismi, nebo DAMPs
(damage-associated molecular patterns) — zbytky poskozenych bunék) za pomoci svych
receptor — predevsim toll-like receptor (TLR). Inflamace uvniti mozku je zptisobena jejich
aktivaci. V piipadé, Ze jsou tyto buniky vyruSeny, situace usti v aktivaci zanétlivych signalnich
drah. Proces po€ina aktivaci imunitnich bungk, které uvolnuji indikatory (napi. cytokiny,
proteiny a enzymy). Zda tyto markery budou pro- ¢i proti-zanétlivé, zalezi na typu imunitni
buniky. OvSem obé¢ skupiny hraji zna¢nou roli v postupu inflamace. Béhem zanétlivého procesu
je dalsi ¢ast imunitnich bun€k rekrutovana sekreci cytokinii nebo dalSich signdlnich molekul,
coz prispiva k inflamaci tkan€. V zanétlivych procesich svym poctem pievysuji ,,naverbované*
bunky rezidentni, ty ndsledné prochazi ur€itymi funkénimi fenotypovymi zménami (vice o
imunitnich buiikach viz kapitola 2.8 Makrofagy mozkovych komor) (Chen et al. 2018; Newton,
Dixit 2012; Lendeckel, Venz, Wolke 2022).

2.2.4 DAMPs

DAMPs jsou svym plvodem odvozeny z bunék, uvoliiuji se poskozenim tkang, spousteji a
udrzuji imunitni reakci, at’ uz za pfitomnosti patogenni infekce, ¢i bez ni. Vypusténé DAMPs
podporuji aktivaci imunitnich bunék i ndbor antigen-prezentujicich bun¢k, dochazi tedy i
k aktivaci makrofagu, kterymi se zabyva tato prace (Tang et al. 2012; Kato, Svensson 2015).

Aplikace paklitaxelu zptisobuje poskozeni mitochonriim, jak bylo popisovano vyse. Poskozené
mitochondrie axond nejen produkuji ROS, kterymi pfispivaji k rozvoji neuroinflamace a
dalsimu poskozeni bunék. Také komponenty narusenych mitochondrii se mohou dostavat do
mimobunéénych prostor a aktivovat reakce imunitniho systému. Mezi DAMPs fadime
naptiklad mtDNA, ATP, kardiolipin a dalsi (Garg, Johri, Chakraborty 2023).

2.2.4.1 Mitochondrialni DNA

MIDNA je nositelem ¢asti genetické informace mitochondrii, taktéz patti mezi DAMPs a zda
se plnit kritickou funkci v rozvoji inflamace v pribéhu neuropatie vyvolani chemoterapii.
Uvolnénd mtDNA aktivuje inflamatorni reakce a nasledné sekreci prozanétlivych cytokinti, coz
opét vede kposkozeni mitochondrii a vypusteni mtDNA. Dochazi tedy k jakémusi
neutuchajicimu kolob&éhu (Garg, Johri, Chakraborty 2023).

2.2.5 Nasledky neuroinflamace

Poskozeni mozku mize vést k dlouhodobym komplikacim nebo pfetrvavajicim symptomiim.
Neurozanét miize zpisobit ndbor imunitnich bun&k® zvyseny pristup BBB, edém, nakonec
poskozeni tkané a buné¢nou smrt (DiSabato, Quan, Godbout 2016). Neurozanét je povazovan
za dulezity faktor neurodegenerace a s ni spojenych tzv. neurodegenerativnich onemocnéni.
Neurodegenerativni onemocnéni jsou charakterizovdna jako onemocnéni progresivni ztraty
neuronl (ztrata funkce, struktury a naslednd smrt neuronti). Pfikladem takové nemoci je

6 Imunitni buiiky jsou produkovany z kostni dfeni (napf. monocyty, dendritické buriky, neutrofily a dalsi)
(Nicholson 2016).
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Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba ¢i roztrousena skleroza (Kempuraj et al. 2017;
Lamptey et al. 2022).

Védci domnivaji, ze chronicky neurozanét mlze prispivat k rozvoji neuropatické bolesti a
porozuménim zanétlivym mechanismiim uvnitf nervové soustavy by se mohly naskytnout
moznosti Novych feSeni bolestivych stavii, provazejicich 1é¢bu chemoterapii (Ellis, Bennett
2013). Tento piedpoklad je zasadni pro predkladanou praci.

2.3 Choroidalni plexus

CP je jednou z nejméné prostudovanych struktur v mozku. Posledni roky vsak pfinesly vétsi
povédomi o této struktufe a S nim také nové poznatky. CP je vysoce vaskularizované stroma
umisténé v mozkovych komorach, stara se o tvorbu B-CSFB a produkci CSF, ¢imz udrzuje
mozkovou homeostazu. CP se také podili na mnoha procesech i priubéhu rtiznych onemocnéni.
Proto by mél byt povazovan za dulezity. Nem¢l by byt opomijen ani piehlizen, naopak
V objasnéni mechanismti, na kterych se podili, by se mohla ukryvat budoucnost potencialnich
terapeutickych metod (Solar et al. 2020).

2.3.1 Lokace

CP je umistén ve vSech ¢tyfech mozkovych komorach (dvou laterdlnich, I1l. a IV. komote).
Kazdou z nich lemuje, vyjma toho, ze obvykle nezasahuje do ¢elniho ¢i tylniho rohu lateralnich
komor a Sylviova kanalku (Baba, Nguyen 2016; Javed, Reddy, Lui 2023). Je znamo, ze CP
laterarni komory je tenky (zdroj ho konkrétné nazyva ,,zvinény zavoj“) ve srovnani se IV.

vvvvvv

(Solar et al. 2020).

2.3.2 Struktura

CP je organizovanou tkani a zarovenn komplexni siti kapilar (Javed, Reddy, Lui 2023). Tato
tkan obsahuje fenestrované kapilary (60nm —80nm fenestrace), které jsou obklopeny pojivovou
tkani a imunitnimi bunikami (Solar et al. 2020). CP je tvofen zahyby omozec¢nice (pia mater) a
specialni vystelky — z bun¢k epitelu nazyvanych ependym — ktera se nachazi na ventrikularni
stran¢ stromatu CP. Ependym spole¢né s omoze¢nici formuji strukturu zvanou tela choroidea.
Cévy V bezprostiedni blizkosti utvaii vychlipeniny stropu mozkovych komor nazyvané
choroidalni plexy (Corbett, Haines 2018). Ependymalni bufiky jsou gliové buriky, které lemuji
mozkové komory a centralni kanal michy. Ependymalni buniky jsou spojeny GJs a obsahuji
mikroklky (microvili) a tasinky (cilium), coz jsou vlasové vybézky, které pokryvaji jejich
apikalni stranu a také pomahaji pti absorbci a cirkulaci mozkomisniho moku (viz kapitola 2.7.3
Ependymalni buiiky) (Javed, Reddy, Lui 2023; Jiménez et al. 2014). Epitelidlni buriky’ v CP
jsou kuboidni spojené TJs, pfi¢emz tato skutecnost hraje klicovou roli pii tvorbé B-CSFB. Na
komorovou stranu epitelialnich bunék jsou piipojeny Kolmerovy bunky (epiplexové buiky,

7 Epitelialni buiiky jsou stejného ptivodu jako ependymalni buriky a jsou povazovany za modifikovany druh téchto
bunék (Kitada et al. 2001).
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KCs). Ty budou popsany nize (viz kapitola 2.8.2 Kolmerovy buriky) (Solar et al. 2020).

- — Pan > prava komora
, leva komora
choroidalni  / S
plexus \
\
\
\
\
Foramen Monroi ‘
/
tieti komora 7
Sylvitv kanalek
&tvrta komora choroidalni plexus

Obrazek 3: Lokace choroidalniho plexu
vytvorenou autorkou dle (Bitanihirwe, Lizano, Woo 2022) v programu (URL1)

2.3.3 Ependymalni buniky

Ependymalni buiiky jsou podtypem gliovych bun€k vystylajicich mozkové komory a centralni
kanal michy. Jsou to nenervové buiiky, které se podileji na udrzovani homeostazy mozku a jsou
zaroven strukturni jednotkou CP, tzn. podileji se na tvorbé B-CSFB. Jejich funkci je nejen
lemovat, maji i ulohu podptirnou. Tvar ependymalnich bun¢k zélezi na lokaci. Pfevazné jsou
ependymalni buniky kuboidni (také sloupcovité nebo skvamoézni) s fasinkami, které poméhaji s
cirkulaci CSF v mozkovych komorach nebo centralnim kanalu michy. Mezi buitkami se nachéazi
GJs nebo adhezni spoje (Zonula adherens, AJs). TJs se zde nevyskytuji, coz umoziuje pohyb
molekul z komor do tkané (Aschner, Philbert 2010).
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Obrazek 4: Struktura choroidalniho plexu
vytvoreno autorkou dle (Solar et al. 2020; Jiménez et al. 2014; Althubaity et al. 2022) v programu (URL1)

2.3.4 Funkce

CP ma dv¢ hlavni funkce, a to vyrobu CSF a formovani B-CSFB. Kromé toho je CP
zodpovédny za vylucovani riznych druht rdstovych faktorti (udrzuji zasobovani bunék v
subventrikularni zong), také za expresi chemosenzorickych receptora (receptory chuti, vini a
vomeronasalni receptory). Funkce CP hraji dileZitou roli pfi vyvoji mozku a jeho ochran¢ pted
pronikanim S$kodlivych toxini nebo mikrobi. CP se také Ucastni pfi vyvoji a expanzi
neurodegenerativnich onemocnéni (Javed, Reddy, Lui 2023; Solar et al. 2020).

24



2.3.4.1 Produkce mozkomisniho moku

produkce CSF je zajisténa choroidalnimi bunkami, zbytek je tvofen ependymalnimi bunikami
(Javed, Reddy, Lui 2023; Damkier, Brown, Praetorius 2013). Podle zdroji mize CP produkovat
vice nez 50 % celkového objemu CFS, coz je kolem 500 ml denné v dospélém lidském mozku®
(Solar et al. 2020; Damkier, Brown, Praetorius 2013). CSF funguje jako tlumici bariéra proti
otfesim a poskytuje podporu mise i mozku. Krom¢ toho funguje jako filtraéni komplex
(napomaha cirkulaci Zivin a vylu¢uje z CNS metabolicky odpad) (Javed, Reddy, Lui 2023).

Nedostatecna produkce CFS muze vést k inhibici vyvoje a rustu mozku, zatimco vzacna
nadprodukce miize zplsobit hydrocefalus, a to naptiklad ve stavu nazyvaném papilom
choroidalniho plexu (Javed, Reddy, Lui 2023).

2.3.4.2 Formovani hematolikvorové bariéry

Vyse zminéna B-CSFB je umisténa na apikalni strané CP. Tato bariéra je tvorena kuboidnimi
epitelialnimi bunikami pevné utésnénénymi TJs v kombinaci s fenestrovanymi kapilarami (na
rozdil od BBB, ktera fenestrovana neni). TJS jsou rozhodujici pfi tvorb& B-CSFB, hraji hlavni
roli v regulaci toku latek mezi bunikami. B-CSFB sama o sob¢ vytvaii fyzickou bariéru, ktera
je dulezita pii obran€ mozku proti vstupu Skodlivych latek i pfi udrzovani homeostdzy mozku
(Javed, Reddy, Lui 2023; Solar et al. 2020).

2.3.5 Kolmerovy buiiky

KCs jsou makrofagiim podobné bunky monocytického puvodu, které fadime mezi rezidentni
imunitni buiky CP. Rezidentni buniky CP se také podileji na udrzbé homeostazy mozku. Kazda
z nich je antigen-prezentujici buikou s fagocytarni aktivitou. CP rekrutuje tyto bunky
prostfednictvim sekrece cytokint (Javed, Reddy, Lui 2023).

KCs vykazuji fadu morfologii. Mohou mit kulovity, polarni ¢i hvézdicovity tvar (Wan et al.
2019). Muzeme u nich také pozorovat znaky dendritickych bunék nebo mikroglii, ackoliv pro
jejich specifickou charakteristiku je zna¢ime a zafazujeme mezi nativni buiiky CP. Stejné tak
jako dal$i imunitni buniky, KCs také vykazuji fagocytickou aktivitu s produkci oxidu dusnatého,
akumulaci Zeleza a prezentaci antigenti (Wan et al. 2019; Solar et al. 2020).

2.3.5.1 Historie

Nejprve byla v roce 1921 Dr. Hansem Kolmerem popsana volna (nezavisla) burka ptiléhajici
k povrchu CP (Nakamura, Koga, Moriyasu 1982). Pro zobrazovani byly pouzity
imunohistochemické metody (IHC) a elektronova mikroskopie (Solar et al. 2020). Pozdé&ji byly
tyto buniky pojmenovany ,,Kolmerovy buniky“. V roce 1953 Ariéns-Kappers zaznamenal
fagocytické funkce bunék a pojmenoval je ,.epiplexové bunky* (Nakamura, Koga, Moriyasu
1982). V minulosti byly popsany dva typy téchto bun¢k, a to typ 1 (buitka s mnoha vybézky
Z bunééného téla a s vlakny) a typ 2 (bunka s méné vy¢nélky, podobnymi panozkam) (Cui, Xu,
Lehtinen 2021).

8 Celkovy objem CSF v t&le dospélého ¢loveéka je okolo 150 ml, z toho vyplyva, Ze se tekutina miZe za den
vyménit az tiikrat, v nékterych piipadech ¢tytikrat (Damkier, Brown, Praetorius 2013).
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2.3.5.2 Pivod

KCs, podobn¢ jako makrofagy, jsou monocytického ptvodu, coz je povazovano za
nejptijimanéjsi a nejvice pouzivanou teorii. Cirkulujici monocyty migruji z uzkosténych cév
CP a dostavaji se do mist pojivové tkan€. Tam se z makrofaga, které prechazeji skrz epitel CP
stavaji KCs (Wan et al. 2019).

2.3.5.3 Aktivita

KCs vykazuji pohyblivost svého téla a také saltatorni (skakavy) pohyb. Tyto buriky se mohou
pohybovat rychlosti az stovky mikrometri za hodinu po povrchu CP, zatimco stromalni
makrofagy (vazané v prostoru mezi vrstvami epitelu a endotelu) maji vysokou motilitu a
schopnost kontrolovat si své teritorium. Stale v§ak neni znamé, zda stromalni makrofagy a KCs
pochazi ze stejného typu matetské bunky (Cui, Xu, Lehtinen 2021). Fagocyticka aktivita KCs
se projevuje jejich silnym zabarvenim esterazou a vychytavanim indikatort (Ling, Kaur, Lu
1998).

2.4 Makrofagy mozkovych komor

Makrofagy jsou buiiky vrozeného imunitniho systému jedince, které jsou piitomné v mnoha
tkanich lidského té€la. Makrofagy tvoii dilezitou slozku obranného systému proti invazi
patogenu. Hraji také duleZitou roli pfi udrzovani homeostazy i opravé poskozenych tkani (Lee
etal. 2021).

2411 Pavod

Makrofagy, jako i jiné imunitni buiiky, jsou piedev§im odvozeny z pluripotentnich
hematopoetickych kmenovych bunék® Kkostni dieng, jsou tedy povazovany za buiky
monocytického ptivodu. Monocyty cirkulujici v krvi se dostavaji do tkang, a tam se vyvijeji
v makrofagy. Krom vySe uvedenych fakth literatura uvadi, Ze makrofagy nepochézi jen
Z hematopoetickych kmenovych bunék, ale mohou byt také prenatdlné¢ derivovany
ze zarode¢ného zloutkového vacku, nebo dalsich jinych plodovych progenitori. Ditkazy také
podporuji teorii, ktera fika, Ze makrofagy maji schopnost vlastni lokalni udrzby v tkani po celou
dobu svého zivota, a tak nejsou produktem jen dospélych monocyti (Ogle et al. 2016;
Hirayama, lida, Nakase 2017).

2.4.1.2 Funkce

Makrofagy existuji v mnoha organech a v kazdém znich maji rozdilné funkce. Zde jsou
popsany makrofdgy mozkovych komor. Makrofdgy v mozku plsobi defenzivné na patogeny
(Hirayama, lida, Nakase 2017). Jsou dilezité na pocatku, v pribéhu inflamace a zaroven hraji
kritickou roli v jejim feSeni. Béhem zanétu makrofagy piedev§im zplsobuji fagocytozu.
Makrofagy pomoci chemotaktickych signali mohou migrovat k posSkozenému mistu, kde
pohlcuji patogeny. Enzymy spojené s fagocytdzou v jejim prabéhu usnadnuji nadprodukei
ROS. Produkované ROS cili na absorbované patogeny, které likviduje. Pfevaha ROS ovsem
muZe pusobit toxicky a podporovat Sifeni neurozanétu. Makrofagy jsou znamé také prezentaci

% Hematopoetické kmenové buiiky jsou buiiky, které maji schopnost vyvinout se do viech typi krevnich bunék
raznych bun&énych linii (monocyty, které se vyvijeji v makrofagy, jsou z myeloidni linie, konkrétné€ z monoblastt)
(Lee, Hong 2020; Wan et al. 2019).
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antigent, dale maji na starost produkci cytokint a ristovych faktort, ¢imz je pozdé&ji evokovana
imunomodulace (zména reakci imunitniho systému) (Fujiwara, Kobayashi 2005; Bascones-
Martinez et al. 2014; Lendeckel, Venz, Wolke 2022).

2.4.1.3 Polarizace makrofagi

V prib¢hu neuroinflamace dochazi k aktivaci makrofagl, ty nasledné mohou podléhat
polarizaci. Polarizace je proces, pii kterém makrofagy ziskavaji rizné funkce vlivem okolniho
prostiedi, uplatiiuje se zde predevsim jejich heterogenita a plasticita. Polarizaci se z makrofagu
tvoii makrofagy M1 (klasicky aktivované) a M2 (alternativné aktivované). Napiiklad
liposacharidy ¢i interferony napomahaji procesu polarizace makrofagi na typ M1. Ten svou
rezistentni aktivitou vaci patogenim bojuje proti infekci. Diky své schopnosti uvoliiovat
prozanétlivé cytokiny je spojovan Se zvySenou fagocytotickou aktivitou a vysokou
cytotoxicitou. Nadmeérné ¢i neregulované imunitni reakce mohou ovsem vést k chronickému
zanétu a naslednému poskozeni tkan¢. Makrofagy M2 polarizované diky cytokinim (pfedevsim
interleukina IL-4 a IL-13) naproti tomu napomahaji v opravé tkané a jsou tedy povazovany za
imunitni rovnovahy. M1 makrofagy se mohou ménit na M2 makrofagy a naopak (Lendeckel,
Venz, Wolke 2022; Kadomoto, Izumi, Mizokami 2021).

2.4.1.4 Rezidentni a aktivované makrofagy v pribéhu inflamace

Dle vyse uvedené klasifikace se rezidentni makrofagy tfadi mezi M2-podobné makrofagy.
Obecné se mluvi o rezidentnich makrofazich jako o bunkach, které v pribéhu inflamace
napomahaji s jejim feSenim obnovou tkani a odstranovanim zanétlivych pozistatkt (Davies et
al. 2013). Makrofagy se stavaji aktivovanymi v dasledku vyruseni jejich receptord patogeny.
Aktivované makrofagy efektivné hubi tyto patogeny, jsou tedy fagocytoticky aktivni. Dochazi
také k uvoltiovani prozanétlivych cytokinii aktivovanymi makrofagy a rekrutovani dalSich
imunitnich bun€k smérem k postizenym mistim. Sled udalosti Gsti v naruSeni homeostazy, coz
podporuje dalsi Sifeni inflamace (Mosser, Edwards 2008).
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3 HYPOTEZA

Makrofagy jsou dynamické a multifunkéni imunitni bunky, které se zapojuji do fagocytarni
aktivity a imunomodulace. Jejich role je zasadni pro udrzeni zdravi a funkce CP a potazmo
centralniho nervového systému. Souhra mezi makrofdgy a dal§imi imunitnimi slozkami
(potencialné¢ Kolmerovymi buiikami) mozku je kritickym aspektem obrannych mechanismu
mozku a udrzovani tkanové homeostdzy. Tyto specializované buiiky slouzi jako indikatory
cizich ¢astic a aktivné se Gcastni riznych imunitnich procesii v mozku. Pfesto piesna role
makrofagii v Sifeni inflamace uvnitf mozku je stdle neznama. Stejné tak mechanismy, kterymi
se $ifi neurozanétlivé reakce zlistavaji neobjasnéné.

Ptedeslé vyzkumy Anatomického tstavu Masarykovy univerzity v Brné potvrdily, Ze aplikace
paklitaxelu mize ménit pocty makrofagti na povrchu CP (EmamiAref et al. 2023). V této praci
jsme predpokladali, ze tyto makrofagy mohou produkovat cytokiny a prostfednictvim CSF
aktivovat a ovlivnit i makrofagy povrchu mozkovych komor.

Dale jsme predpokladali, ze efekt paklitaxelu na CP mize byt pfimy, neptimy, ¢i se muze
objevit kombinace obou. Pfimy efekt se projevuje tehdy, kdyz je 1€k ptitomny v krevnim fecisti.
Jelikoz je CP prokrvené stroma a je pfimo spojené s krevnim obéhem, mize paklitaxel na CP
pusobit svym primarnim efektem a indukovat akutni zanét. Predpokladame, ze sekundarni efekt
paklitaxelu je zptisoben uvolnénymi DAMPs do krve, tedy komponenty napi. poskozenych
axond, jejich mitochondrii (mtDNA atd.). Projevuje se az po del§i dobé a S postupnym
uvolnovanim molekul i v del$im ¢asovém rozmezi. Piedpokladalo se, Ze sekundarnim efektem
paklitaxelu je chronicky zanét. V praxi se ovSem pravdépodobné uplatiiuje kombinace obou
zminénych efektl, coz vSak, sohledem na pravidelnou aplikaci chemoterapeutik, vede
k trvalému zanétlivému stavu a rozvoji neuropatie.

28



4 CILE PRACE

Prace si klade za cil odhalit vliv paklitaxelu na makrofagy mozkovych komor v kontextu
neuropatické bolesti. K objasnéni této problematiky byly stanoveny dva hlavni cile:

1.

detekovat pocetni zmény aktivovanych makrofagi na povrchu ependymalnich bunék
mozkovych komor ve stanoveném case

detekovat pocetni zmény rezidentnich makrofagti na povrchu ependymalnich bunék
mozkovych komor ve stanoveném case

Konkrétné byly stanoveny tyto partikularni cile:

zhotovit in vivo model neuropatické bolesti indukované paklitaxelem

detekovat makrofagy za pouziti imunohistochemické metody (ED1 — aktivované, ED2
— rezidentni)

kvantifikovat rezidentni makrofagy

kvantifikovat aktivované makrofagy

zméfit oblast jejich vyskytu v pozorované tkani v kazdém vzorku zv1ast
analyzovat po¢et bunék na 1 mm? observované tkané

porovnat zmény poct aktivovanych makrofagi ve dnech 1, 7, 14, 21
porovnat zmény poctd rezidentnich makrofagu ve dnech 1, 7, 14, 21

porovnat zmény poctli mezi aktivovanymi a rezidentnimi makrofagy
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5 MATERIAL
Prakticka cast prace byla realizovana na Anatomickém ustavu Lékarské fakulty Masarykovy
univerzity v Brn¢.

5.1 In vivo model

Zvite Druh Hmotnost Pohlavi Pocdet

divoky ¢ Wistar (Rattus
VoY P norvegicus 200-250 ¢ samec 27

potkana domestica)

Tabulka 1: Laboratorni zvifata

Létka 1 ddvka Kumulativni Zdroj
davka
Paklitaxel 2 mg/kg 8 mg/kg
Sigma-Aldrich
Vehikulum
(CreCremophor EL a
95% EtOH v poméru 2 mg/kg 8 mg/kg
1:1)

Tabulka 2: Seznam pouzitych 1é¢iv k vytvoieni in vivo modelu
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5.2 Reagencie

Chemicka latka Zdroj

0,3% BSA

Hoechst

MOWIOL

Sigma-Aldrich
3% NGS

PBS

0,1% TWEEN 20

Tabulka 3: Seznam pouZitych reagencii

5.3 Protilatky

Antigeny ED1 a ED2 schraly dil¢i roli pii detekci makrofagi. ED1 a ED2, jakozto
monoklonalni protilatky, jsou schopny rozpoznat vyhradné¢ buiky mononuklearniho
fagocytarniho systému. Ob& protildtky se pouZivaji predevS§im k rozpoznani bunék s
antigen-prezentujici aktivitou. Protilatky se také vazi na vétsinu populaci Kolmerovych bungk,
monocyty periferni krve a prekurzory kostni diené (Gomes et al. 2004; Jager, Radlanski, Gtz
1993).

Protiladtka ED1 byla v praci vyuzita ke znaceni aktivovanych (ED1+, proinflamatornich)
makrofagi. Protilatka ED2 byla naopak v praci pouzita za ucelem identifikace rezidentnich
(ED2+, protiinflamatornich) makrofagu.
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Protilatka Pivod Redéni Inkubace Zdroj
o ionglni pfes noc,
ED1 (anti-CD68) | MY®! monokonaint 1:200 pokojova teplota, Serotec
protilatka
tma
ED2 mysi monoklonélni ) p.fes 110%
(anti-CD163) protilatka 1:100 pokojova teplota, Serotec
tma
kozi anti-mys$i 90 min. okoiové
Ganti-M549 | monoklonalni 1:100 » POXO] Abcam
o teplota
protilatka

Tabulka 4: Seznam pouzitych primarnich a sekundarnich protilatek

5.4 Laboratorni vybaveni

Zarizeni

Vyrobce

Motorized

epifluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse NI-E

Microscope Systém

mikroskopova kamera Nikon DS-Ril

Nikon Instruments Inc.

kryostat Leica 1800

Leica Microsystems

Tabulka 5: Seznam pouzitého laboratorniho vybaveni

5.5 Software

Software Funkce
NIS-Elements zpracovani a analryza, o!arazu z mikroskopu,
ziskani dat
Statistica 9.0

statisticka analyza dat

GraphPad Prism 10

zpracovani dat do graft

ImageJ

zpracovani obrazu z mikroskopu

Tabulka 6: Seznam pouZitych softwaru
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6 METODY

6.1 Priprava zvirat a chirurgicky zakrok
V praktické ¢asti byl pouzit jiz difive vytvofeny zvifeci model neuropatie indukované
paklitaxelem dle Xiao et al. 2007.

Experimenty byly provadény v SPF uzivatelském zafizeni Masarykovy univerzity v Brné
v souladu s protokoly schvalenymi Odbornou komisi pro zaji§tovani dobrych zivotnich
podminek pokusnych zvifat v rdamci LF MU Brno. V experimentu bylo pouzito 27 samcii
kmene Wistar o hmotnosti 200-250 g, pochazejicich z Chovného zafizeni Masarykovy
univerzity.

Experimentalni zvifata byla ndhodné rozdélena do dvou experimentalnich skupin: zvifata
1é¢ena piimo paklitaxelem a zvifata, kterym bylo podavano jeho vehikulum. Zvifata bez 1é¢by
byla pouzita jako naivni kontrola. Paklitaxel (Sigma-Aldrich; 2 mg/kg) nebo jeho vehikulum
(Cremophor EL a 95% EtOH v poméru 1 : 1, Sigma) byly injikovany intraperitonealné
potkaniim kazdy druhy den (dny 1, 3, 5 a 7; kumulativni davka 8 mg/kg). Po dob€ administrace
byla zvitata ponechana riznym dobam pteziti (1, 7, 14 a 21 dni). Zvitata byla v uréené dny
usmrcena inhalaci COz a perfundovana pies aortu, nejprve fyziologickym roztokem
pufrovanym fosfatem (angl. phosphate-buffered saline, PBS, pH = 7,4), nasledovanym 500 ml
Zamboniho fixa¢niho prostiedku. Mozek byl odstranén a oddélené ponoten do Zamboniho
fixativu pii 4 ° C po dobu 72 hodin. Koronélni kryostatické fezy (20 um) mozkovymi komorami
byly pouzity pro nasledné nepiimé imunohistochemické barveni.

6.2 Imunohistochemie

IHC je béZna histologicka technika vyuZivana k odhaleni a vizualizaci antigenli v cilenych
bunikach ¢i tkanich. IHC pouziva spojeni mezi antigenem a protildtkou. Existuji dva druhy
takovychto laboratornich metod, a to pfima a nepfimd. Pfima metoda je mén¢ uzivana, je totiz
méné senzitivni na vychytdvani vazeb, a tak vyZaduje vyssi koncentrace protilatek. Pouziva
jednoduchého procesu znaceni primarni protilatky, ktera je vpravena pifimo do vzorku tkané.
Oproti tomu neptima metoda vyzaduje jak primarni, tak sekundarni protilatky. Nejdtive je
aplikovana neznafena primarni protilatka cilena na antigeny, poté sekundarni (jiz
konjugovand), kterd se navaZe a reaguje s primarnim antigenem. Pro znaceni je vyuzivano
mnoha latek, jako jsou enzymy ¢i fluorescenéni molekuly (imunofluorescence). Pro vizualizaci
interakci mezi antigenem a protiladtkou se pak bézné pouziva svételny mikroskop, pro
imunofluorescenci je ov§em potiebny fluorescenéni mikroskop (Magaki et al. 2019; Kim, Roh,
Park 2016).
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Obrazek 5: Imunohistochemické metody
vytvoreno autorkou dle (Kim, Roh, Park 2016) v programu (URL1)

6.2.1 Detekce makrofagi

Pro detekci makrofagt byla konkrétné¢ zvolena nepfima imunohistochemicka metoda. Prvni
ast imunohistochemie probihala pro viechny vzorky stejné. Rezy mozku byly nejprve
inkubovany v permeabilizacnim roztoku 100% aceton : methanol v poméru 1 : 1 po dobu 10
minut pfi -20 °C. Permeabilizac¢ni krok zajist'uje penetraci bunécnych membran, a umoziuje
tak pronikani protilatek do nitra bunék. Dale byly oplachovany PBS + 0,3 % hovézim sérovym
albuminem (angl. bovine serum albumin, BSA) + 0,1% TWEEN 20 po dobu 30 minut. Poté
byly oplachnuty roztokem 0,3% BSA a 0,1% TWEEN 20 v 1 x PBS. Rezy mozku musely byt
pfed barvenim podrobeny blokovani vSech nespecifickych vazebnych mist, aby se zabranilo
vazbé protilatky na necilové struktury. Blokovani probihalo ve 3% normalnim kozim séru (angl.
normal goat serum, NGS) po dobu 30 minut.

6.2.1.1 Aktivované makrofagy

Cast vzorkii uréenych pro detekci aktivovanych makrofigli byla inkubovana v priméarni
protilatce ED1 (anti-CDG68, firma Serotec) fedéné roztokem PBS v poméru 1 : 200 pies noc pfi
pokojové teploté. Dalsi den byly vzorky promyty 3 x 5 minut na elektrickém magnetickém
michadle v PBS. Nasledn¢ byly mozky inkubovany se sekundarni protilatkou G anti-M
konjugovanou fluorescencnim barvivem TRITC (firma Abcam) fedéné roztokem PBS
v poméru 1 : 100 po dobu 90 minut pti pokojové teploté bez pritomnosti svétla. Po inkubaci
byly vzorky opét promyty 3 x 5 min na elektrickém magnetickém michadle v PBS. Nasledovalo
petiminutové dobarveni jader v roztoku barviva Hoechst, poté byly vzorky oplachnuty
redestilovanou vodou a upevnény pomoci montovaciho média MOWIOL.
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6.2.1.2 Rezidentni makrofagy

Zbylé vzorky (uréené pro detekci rezidentnich makrofagii) byly obdobnymi metodami
vystaveny jiné primarni protilatce. Mozky nejprve byly inkubovany s primarni protilatkou ED2
(anti-CD163, firma Serotec) fedéné roztokem PBS v poméru 1 : 100 pies noc pii pokojové
teploté. Dalsi den byly vzorky promyty 3 x 5 minut na elektrickém magnetickém michadle
v PBS a nasledné¢ inkubovany se sekundarni protilatkou G anti-M 549 (firma Abcam)
konjugovanou s fluorescen¢nim barvivem TRITC v poméru fedéné roztokem PBS 1 : 100 po
dobu 90 minut pti pokojové teploté bez piitomnosti svétla. Opét probéhlo promyti 3 x 5 min na
elektrickém magnetickém michadle v PBS nasledované dobarvenim jader (5 minut, Hoechst) a
oplach redestilovanou vodou. Nakonec byly vzorky montovany do MOWIOLu.

6.3 Fluorescenc¢ni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie je vizualiza¢ni technika pouzivana pro zobrazeni fluorescentnich
vzorki. Tato technika se bézné¢ vyuziva k pozorovani bunék, tkani, organickych, C¢i
anorganickych materiald (Jensen 2012). Proces fluorescen¢ni mikroskopie se zaklada
na absorpci svételné energie indikatorem (excitace), kterd je par nanosekund pozdéji
nasledovana emisi Casti svétla s del§i vlnovou délkou. Béhem procesu se totiz Cast energie
ztraci, takZe emitovand energie je mensi nez absorbovana. Takeé plati, Ze svétlo s mensi energii
ma delsi vinovou délku nez svétlo s vEtsi energii, které ma naopak vinovou délku kratsi. Tento
posun nebo zména vinové délky se nazyva Stokesiv posun. VéEtSich Stokesovych posunil se
vyuziva k oddéleni emitovaného svétla od excitaéniho. Pravé toto je hlavnim principem
fungovani fluorescenéni mikroskopie, vysledkem je pak jasny svételny zaznam na tmavém
tlumeném pozadi. K oddéleni svétla timto zpisobem se obvykle pouzivaji dva optické filtry.
Excitaéni filtr definuje ¢ast svétla urenou k excitaci a jeho rozsah. Emisni (bariérovy) filtr
urcujici spodni hranici vinovych délek (v nckterych ptipadech i horni mez) rozdé€luje a
propousti paprsky urcitych — delSich — vinovych délek. Vyse uvedené filtry spolu s dichroickym
zrcadlem tvofi blok — fluorescenéni kostku, ve které jsou usporadany. Dichroické zrcadlo odrazi
(excita¢ni svétlo) nebo propousti (emisni svétlo) svétlo v zavislosti na vinovych délkach a je
umisténo mezi excitatnim a emisnim filtrem pod tthlem 45° (Sanderson et al. 2014).

Nejpouzivangjsim mikroskopem ve fluorescenéni mikroskopii je epifluorescencni mikroskop
(Jensen 2012). V tomto druhu mikroskopu nejprve svétlo z vybojky ptechazi pies kolektor
osvétlovace, ktery také mize obsahovat tepelné filtry a zavérku (shutter). Potom svétlo vstupuje
do fluorescen¢ni kostky, tam nejprve excitacni filtr selektuje ¢ast svétla a poté se vybrané svétlo
odrazi od dichroického zrcadla. Svétlo dopada na zkoumany objekt, kde dochazi k excitaci
fluorofort a fluorescentni vzorek tak vyzatuje svétlo, které je zaostfeno objektivem a poslano
skrz dichroické zrcadlo a dalsi filtr, tentokrat emisni. Svétlo, které proSlo timto filtrem je
orientovano a sméfovano bud’ k detektoru kamery, nebo k okularim mikroskopu (Webb,
Brown 2012; Liu et al. 2017).

6.3.1 Vizualizace

K zabranéni vysychani bun¢k, byla kryci sklicka fixovana na podlozni sklicka bezbarvym
lakem. Po zaschnuti laku byly preparaty pozorovany pomoci epifluorescenéniho mikroskopu.
Pro pofizovani snimkut byl pouzit epifluorescencni mikroskop (Nikon Eclipse NI-E Motorized
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Microscope System) vybaveny stabilizovanym napéajecim zdrojem pro téleso lampy a
fotoaparatem Nikon DS-Ril (Nikon, Praha, CR). Snimky z kazdého preparatu mozkovych fezi
obsahujicich choroidalni plexus lateradlnich komor bylo pofizeno ptiblizné¢ 10-15 snimki za
pouziti stejnych parametri kamery, optiky a lampy, stejné¢ jako expozicnich podminek
(intenzita svétla, zvétSeni atd.).

6.4 Analyza dat

Mikroskopické snimky byly nejprve zpracovany v programu NIS-Elements. Pomoci tohoto
programu byla méfena plocha pozorovanych ependymalnich bunék povrchu mozkovych
komor, nasledné byly makrofagy rozeznany a kvantifikovany v kazdém vzorku zvlast' (pouze
tam, kde bylo vidét i jadro). Vysledky byly zpracovany a vyhodnoceny v programech
Statistica 9.0 a GraphPad Prism 10. Ziskana data byla pouzita pro uréeni po¢tu makrofagt na 1
mm?, Z dat byl stanoven aritmeticky préimér a smérodatna odchylka. Statistickd vyznamnost,
pfedem stanovena na p <0,05* (paklitaxel), p <0,05" (vehikulum), byla provéiena pomoci
neparametrického Mann-Whitney U-testu v programu Statistica 9.0.
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Obrazek 6: Reprezentativni mikroskopické snimky preparati podrobenych imunohistochemii ukazujici
postup identifikace makrofagi. Buiiky (A) jsou znaCeny Cervené sekundarni protilatkou G-anti-M 549
(kojugovanou s fluorescenénim barvivem TRITC, jadra bunék (B) modfe fluorescencnim barvivem Hoechst.
(C) Fuze mikroskopickych snimki A a B. Makrofagy stén mozkovych komor byly identifikovany v kazdém
z potizenych mikroskopikych snimki, podminkou k jeich identifikaci byla pfitomnost bunécného jadra. Timto
zpuisobem byly identifikované makrofagy (Sipky) kvantifikovany v kazdém z pofizenych mikroskopickych
snimkt. Métitko = 100um. Pofizeno autorkou, vytvoieno v programu (URL1) autorkou.
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7 VYSLEDKY

Hlavnim cilem této prace bylo sledovat, jak se v pribéhu ¢asu méni pocty makrofagh
ependymalnich bunék stén mozkovych komor. K dosaZeni tohoto cile byl pouzit in vivo model
neuropatické bolesti indukované paklitaxelem ke zkoumani makrofagti na povrchu bunécné
vystelky mozkovych komor. Makrofagy byly znaceny imunohistochemickymi metodami, kdy
protilatka ED1 vykazuje aktivované bunky (prozanétlivé) a ED2 rozpoznava rezidentni bunky
mikroskopickych snimcich byly V pozorované tkani makrofagy kvantifikovany. Tkan byla
nasledné zméfena. Z vyhodnocenych dat byly poté sestaveny grafy.

Je dulezité zminit, ze v kazdé experimentalni skupiné byli zahrnuti pouze 2-3 potkani. Tyto
informace jsou dulezité pro pochopeni velikosti vzorku a statistické vyznamnosti vysledkd,
protoZze zjisténi mohou byt omezena malym poctem subjektii.
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Obrazek 7: Reprezentativni snimky z fluorescencniho mikroskopu ukazujici pocty aktivovanych
makrofagli povrchu mozkovych komor. Makrofagy byly znaceny primarni protilatkou ED1 detekujici
aktivované (pro-inflamatorni makrofagy). Buiiky jsou znaceny Cervené sekundarni protilatkou G anti-M 549
konjugovanou fluorescenénim barvivem TRITC, taktéz identifikované makrofagy (Sipky). Ve vSech
pozorovanych skupinach bylo mozné nalézt aktivované makrofagy, ovSem snimky naivni kontroly vykazovaly
signifikantné niz§i pocty makrofagli nez snimky skupin ovlivnénych paklitaxelem ¢i jeho vehikulem. (A) Naivni
kontrolni skupina. Jako kontrolni skupina byla pouzita zvitata bez administrace. (B)(C)(D)(E) Skupiny zviiat,
kterym byl podavan paklitaxel. Paklitaxel byl podavan kazdy druhy den (celkem 4 aplikace), poté byla zvitata
usmrcena v rizné dny (dny 1, 7, 14, 21). (F)(G)(H)(l) Skupiny zvii‘at, kterym bylo podavano vehikulum
paklitaxelu. Vehikulum bylo zvifecim subjektim podavano paralelné s administraci paklitaxelem piedchozi
skupiny. Zvifata byla taktéz ponechana stejnym dobam preziti (v délce 1, 7, 14, 21 dni). Byla provedena statisticka
analyza se smérodatnou odchylkou pfedem stanovenou na p <0,05. Méfitko = 100um. Porizeno autorkou,
vytvorenou autorkou v programu (URLL).

Obrazek 7 shrnuje pocty aktivovanych makrofagh rozpoznavanych protilatkou EDI.
Aktivované makrofagy bylo mozné nalézt ve vSech pozorovanych skupinach, ovSem snimky
naivni kontroly vykazovaly signifikantné nizsi pocty makrofaga.
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Obriazek 8: Poéty aktivovanych makrofighi povrchu mozkovych komor na 1 mm? tkané. Zvifata byla lécena
paklitaxelem, ¢i jeho vehikulem a usmrcena v rizné dny (dny 1, 7, 14, 21). Makrofagy byly znaceny primarni
protilitkou ED1 rozeznavajici aktivované (pro-inflamatorni) makrofdgy. Aktivované makrofagy byly
kvantifikovany v kazdém vzorku zvlast. Nasledné byla zméfena sledovana oblast (vrstva ependymalnich bun¢k
mozkovych komor) a uréeny poéty aktivovanych makrofigli na 1 mm? tkang. Jako kontrolni skupina byla pouzita
zvifata bez piedchozi administrace. Chybové useCky zna¢i smérodatné odchylky. Byla ovéfena statisticka
vyznamnost (* = p <0,05 v porovnani s naivni kontrolou, + = p <0,05 v porovnani s vehikulem, 21DV = p <0,05
v porovnani 21. dnem skupiny vehikulum). Poéty vSech skupin 1é¢enych paklitaxelem se jevi statisticky
vyznamné zvySené. Den 1. mlzeme také pozorovat staticky vyznamny rozdil mezi skupinou pakliatexel a
vehikulum. Poc¢ty skupiny vehikulum dosahuji svého maxima den 7., kdy jsou v porovnani s naivni kontrolou
vyznamné zvySené. Vytvoreno autorkou v GraphPad Prism 10.

7.1.1 Paklitaxel

Prvni den po posledni injekci paklitaxelu (1D) jsme pozorovali vysoky pocet aktivovanych
makrofagl stén mozkovych komor ve srovnani s naivni kontrolou i vehikulem. To vypovidé o
zfejmém efektu pouze paklitaxelu a zaroven indikuje akutni stav neuroinflamace. Po tydnu se
tato reakce zacCala uklidiiovat a pocet makrofagl se s Casem u zvifat lé€enych paklitaxelem
snizoval. Ve srovnani s naivni kontrolou vSak stale zistava zvySeny. Tento pozdéjsi vyvoj by
mohl byt zvySeny sekundarnim efektem paklitaxelu.

Z Grafu 1 vyplyva, Ze nejvyssi pocty makrofagh se v téle nachazi 1.den. 7. a 14. den si
makrofagy udrzuji obdobné pocty. Nejmensi vyskyt makrofagti jsme pozorovali 21. den, kdy
byly ovSem pocty v porovnani s naivni kontrolou stale zvySené. Z grafu je patrné, Ze pocty
makrofagl po prvotnim nariistu klesaly s pfibyvajicim ¢asem.

7.1.2 Vehikulum

Ve skupiné, kterd nebyla oSetfena paklitaxelem, nybrz jeho vehikulem, zacala imunitni
odpovéd’ slabé. Nasledné nabrala na své sile, zesilovala a rostla do 7. dne, kdy dosahla svého
vrcholu. Zde vidime vyznamny pocetni nardst vV porovnani se skupinou naivni. 7. den jsou tedy
pravdépodobné zanétlivé reakce a souvisejici ucinky zptisobeny jak samotnym paklitaxelem,
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tak i nosi¢em ucinné latky. Pocty makrofagn se v této skuping zacaly opét snizovat a 21. den se
vratily na svoji pfibliznou piivodni uroven.

7.2 ED2
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Obrazek 9: Reprezentativni snimky z fluorescen¢niho mikroskopu ukazujici pocty rezidentnich makrofagi
povrchu mozkovych komor. Makrofagy byly znaceny primarni protilatkou ED2 rozeznavajici rezidentni (proti-
inflamatorni makrofagy). Buiiky jsou znaCeny ¢ervené sekundarni protilaitkou G anti-M 549 konjugovanou
fluorescencnim barvivem TRITC, taktéz identifikované makrofagy (Sipky). Rezidentni makrofagy bylo mozné
pozorovat ve vSech skupinach, ov§em snimky naivni kontroly opét vykazovaly signifikantné nizsi po¢ty makrofaga.
(A) Naivni kontrolni skupina. Jako kontrolni skupina byla pouZita zvifata bez administrace. (B)(C)(D)(E)
Skupiny zvirat, kterym byl podavan paklitaxel. Paklitaxel byl podavan kazdy druhy den (celkem 4 aplikace),
poté byla zvifata usmrcena v rizné dny (dny 1, 7, 14, 21). (F)(G)(H)(I) Skupiny zviiat, kterym bylo podavano
vehikulum paklitaxelu. Vehikulum bylo zvifecim subjektim podavano paralelné s administraci paklitaxelem
ptedchozi skupiny. Zvitata byla taktéZ ponechana stejnym dobam pteziti (v délce 1, 7, 14, 21 dni). Byla provedena
statisticka analyza se smérodatnou odchylkou pfedem stanovenou na p <0,05. Méritko = 100pm. Porizeno autorkou,
vytvorenou autorkou v programu (URL1).

Obrazek 9 schematizuje poCty rezidentnich makrofagh identifikovanych protilatkou ED2.
Rezidentni makrofagy, podobné jako aktivované, bylo moZné pozorovat ve vSech
observovanych skupindch. Snimky naivni kontroly vykazovaly opét signifikantné niz$i pocty
makrofag.
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Obrazek 10: Poéty rezidentnich makrofaga povrchu mozkovych komor na 1 mm2 tkané. Zvifata byla
IéCena paklitaxelem, ¢i jeho vehikulem a usmrcena v rtzné dny (dny 1, 7, 14, 21). Makrofagy byly v tomto
piipadé znageny primarni protilatkou ED2 detekujici rezidentni (proti-inflamatorni) makrofagy. Rezidentni
(ED2+) makrofagy byly kvantifikovany v kazdém vzorku zvlast. Nasledné byla zméfena sledovana oblast
(vrstva ependymalnich bunék mozkovych komor) a uréeny pocty rezidentnich makrofaga na 1 mm2 tkang. Jako
kontrolni skupina byla pouzita zvifata bez piedchozi administrace. Chybové usecky znaci smérodatné
odchylky. Byla ovérena statisticka vyznamnost (* = p <0,05 v porovnani s naivni kontrolou, + = p <0,05 v
porovnani s vehikulem, 1DV = p <0,05 v porovnani s 1. dnem skupiny vehikulum, 14DV = p <0,05 v
porovnani se 14. dnem skupiny vehikulum). Pocty vsech skupin Iécenych paklitaxelem se jevi statisticky
vyznamné zvysené v porovnani s naivni kontrolou. Den 1. a 14. se taktéz jevi signifikantni se skupinou
vehikulum tentyz pozorovany den. Pocty skupiny vehikulum jsou signifikantni den 7. Vytvoreno autorkou v
GraphPad Prism 10.

7.2.1 Paklitaxel

Data obrazku 9 naznacuji, ze se po€ty makrofagli v priibéhu experimentu progresivné zvysuji.
Jiz 1. den se pocty jevi jako signifikantni, 7. den dochazi k nahlému poklesu, ktery ovSem neni
statisticky vyznamny. Pocty déle rostou a ani ke konci pozorovaného obdobi nemliZzeme
pozorovat pokles. Pocty tedy mohou rist i za pozorovanou mez. Tuto domnénku je ale tieba
jesté v budoucnu potvrdit rozsifujicimi vyzkumy.

Obecné lze fici, ze v tomto piipadé maji pocty makrofagh potkantli, kterym byl podavan
paklitaxel, rostouci charakter. Zde by pocetni zmény mohly byt vyvolany kombinaci
primarniho i sekundéarniho efektu 1éku.

7.2.2 Vehikulum

1. den je pocet makrofagi ve skupiné vehikulum nejniz$i, soucasné je vyznamné niz$i nez
makrofagy skupiny paklitaxel. Odpovéd’ je tedy zpiisobena primarné samotnym paklitaxelem.
Nicméné 7. den dochazi k podstatnému zvySeni pocti makrofagi, zde dosahuji svého
nejvyssiho bodu. Od 14. dne, kdy se poCty zdaji niz§i, miizeme pozorovat klesajici chovani.
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Obrazek 11: Porovnani pocta aktivovanych makrofagia vzhledem k rezidentnim skupiny paklitaxel. Graf
ukazuije stejné experimentalni skupiny jako obrazky 8 a 10. jedna se oviem pouze o skupiny paklitaxel (aktivované
ED1/rezidentni ED2). Chybové tisecky zna&i smérodatné odchylky. Statisticky vyznamné viiéi naivni kontrole se
jevi v8echny supiny 1é¢ené paklitaxelem jak aktivované, tak rezidentni (* = p <0,05). Den 1. mZeme pozorovat
signifikantni rozdil mezi poéty aktivovanych a rezidentnich makrofagt (+ = p <0,05). Mezi dnem 7. a 14. dochazi
ke zméné ptevahy, béhem této doby v téle svymi pocty pfevladnou rezidentni makrofagy. Vytvoreno autorkou v
GraphPad Prism 10.

Pokud porovname pocty aktivovanych a rezidentnich makrofagt, uvidime souhru mezi pro- a
proti-inflamatorni aktivaci imunitniho systému. Zatimco pocty aktivovanych makrofagti po
navyseni vV 1. den v nasledujicich dnech postupné klesaji, pocty rezidentnich makrofagti maji
rostouci charakter. Ke konci sledovaného obdobi, tedy 21. den, je patrné, ze rezidentni
makrofagy povrchu mozkovych komor v téle pfevazuji. 7. den zde hraje roli mezniku mezi
pfevahou aktivnich a rezidentnich makrofagu.
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7.3.2 Vehikulum
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Obrazek 12: Porovnani poéth aktivovanych makrofagia vzhledem k rezidentnim skupiny vehikulum. Graf
ukazuje stejné experimentalni skupiny jako obrazky 8 a 10. jedna se ovsem pouze o skupiny vehikulum (aktivované
ED1/rezidentni ED2). Chybové usecky zna¢i smérodatné odchylky. Statisticky vyznamné vagi skupinam naivni
kontroly byly pocty jak aktivovanych, tak rezidentnich makrofaga den 7. (* = p <0,05). Z grafu je patrny velmi
podobny prabé&h imunitni reakce obou pozorovanych skupin. Vytvoseno autorkou v GraphPad Prism 10.

Jak naznacuje i tvar grafu obrazku 11, pocty makrofaglti vehikulem oSetfenych zvifat, maji
relativné podobny charakter, pokud mluvime o pocetnich zménach. Pocty 1. den nejevi zadné
zmény v porovnani s naivni kontrolou, 7. den se dotykaji svého maxima a pozdé&ji se vraci ke
svému puvodniho poctu, kterého dosahnou 21. den.

44



8 DISKUZE

Tato ¢ast prace shrnuje vysledky a pfinosy studia, a to ve svétle predchozich vyzkumii.
Neuropaticka bolest, stav, ktery bézné¢ nasleduje 1écbu rakoviny, stav, ktery stale nenalezl své
feSeni. Pravé neuropaticka bolest byla jednim z pfedméti mého zkoumani. Neuropaticka bolest
se projevuje dokonce u 60—70 % pacienti podstupujicich 1é¢bu. Mezi jeji piiznaky patii bolest,
brnéni a neptijemna precitlivélost na chlad nebo dotek (alodynie). Neuropatie se svymi projevy
piinasi pacientim do zivota znacné komplikace, snizuje jeho kvalitu a je bohuzel stale
nevylécitelna. Presné reakce PNS a CNS na 1écbu chemoterapii dosud nebyly zcela objasnény
(Staff et al. 2020).

Rakovina, jakéhokoli typu, je znamym celosvétovym problémem. Dnes existuje mnoho
riaznych metod a moznosti feSeni tohoto onemocnéni, mozna i1 diky tomu timrtnost na rakovinu
v prubéhu let klesa. Presto rakovina zlstdva jednou z hlavnich pficin amrti na celém svéte
(Debela et al. 2021; Siegel et al. 2023). Jednou z nejrozsifenéjsich a nejbéznéjsich 1écebnych
technik je chemoterapie (obvykle v kombinaci s jinymi metodami) (Debela et al. 2021).
Chemoterapie cili na nddorové buniky a inhibuje jejich rychlé mnozeni, ¢imz také zastavuje
Sifeni rakoviny. JelikoZz chemoterapeutika nepisobi toxicky pouze na rakovinné buiiky, ale
ovliviiuji i funkce bunék PNS a CNS, piinasi s sebou tato 1écba vedlejsi ucinky, tedy i
ukonceni chemoterapie. Neléceni rakoviny vSak mtize mit vazné, mnohdy az smrtelné néasledky
(Mercadante, Kasi 2023; Staff et al. 2020; Amjad, Chidharla, Kasi 2023).

Tato prace byla zamétena specidlné na paklitaxel, vysoce uc¢inné cytostatikum. Jedna se o bézné
pouzivany taxan, jehoz vedlej$im G¢inkem je periferni neuropaticka bolest (Staff et al. 2020).
Je znamo, ze paklitaxel ovliviiuje normalni funkci mikrotubuli, a to nejen u rakovinnych bunék.
Pravé dysfunkéni mikrotubuly v gangliich dorzalnich kofenli, axonech a Schwannovych
bunikach jsou pravdépodobné pricinou neuropatické bolesti, ovSem i dalsi typy bun¢k mohou
byt pod vlivem tohoto 1éku (Scripture, Figg, Sparreboom 2006; Chen et al. 2022). Sou¢asna
teorie mluvi o nasledném poSkozeni mitochondrii. Bylo zjiSténo, Ze se do mimobunécnych
prostor dostavaji komponenty téchto organel, tzv. DAMPs, jako jsou mtDNA. DAMPs
nasledné aktivuji imunitni systém. Dochdzi k produkci oxidovych radikald, sekreci cytokint a
aktivaci gliovych bungk, a tim k opétnému poskozeni mitochondrii (Garg, Johri, Chakraborty
2023).

V minulosti provedené vyzkumy odhalily tzkou souvislost neuropatické bolesti vyvolané
chemoterapii s neuroinflamaci. Neuroinflamace, tedy zanét uvnitt mozku, je aktivovana diive
zminénym kolob&hem postupného poskozovani bunek a uvoliiovani latek. Provedené vyzkumy
potvrzuji, ze se tak dé&je aktivaci gliovych bunék (astrocytii, mikroglii atd.), které¢ produkuji
zanétlivé mediatory (ROS, cytokiny atd.). Neuroinflamace, pokud je akutni, slouzi jako
obranny mechanismus jedince, jestlize ovSem nedochazi k jejimu vyfeSeni (jako napt. u
opakované aplikace cytostatik, kdy pravideln€, vlivem 1€¢by, dochazi k poskozovani bunék
PNS a CNS), muze propuknout neurozanét chronicky. Vyzkumy upozoriiuji na fakt, Ze
neuroinflamace v tomto pfipadé mtze mit negativni dopady na organismus a pfispivat k rozvoji
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neuropatické bolesti (DiSabato, Quan, Godbout 2016; More et al. 2013; Gorji 2022;
Miaskowski et al. 2019).

Souvislostmi mezi neurozanétem a neuropatickou bolesti se zabyvala studie Miaskowsky et al.
(2019). Konkrétn¢ zkoumali poruchy neurozanétlivych mechanismt u ptezivsich pacienti
naruseni signalnich drah, mimo to pfinasi tato studie informace, ze u pacienti, kteii prezili
rakovinu s PIPN, byly nalezeny poruchy v pro- a proti-zanétlivych drahach spojenych s
pacientll hlasicich a nehlasicich neuropatickou bolest vyvolanou paklitaxelem. Celkové tato
zjisténi naznacuji, Ze chronicky neurozanét pfispiva k pretrvavani a udrzovani neuropatické
bolesti vyvolané chemoterapii (Miaskowski et al. 2019).

V nékolika studiich bylo odkazovano na vyznam choroidalniho plexu nejen v prub¢hu, ale také
v pocatcich neuroinflamace. Z dostupnych informaci vyplyva zésadni role CP v komunikaci
mezi CNS a imunitnim systémem. CP by dale mohl pfedstavovat dilezity vstup pro imunitni
buriky putujici do CNS, kde indukujici neurozanét (Engelhardt, Wolburg-Buchholz, Wolburg
2001). CP je vysoce vaskularizované stroma tvofené specialni vystelkou epitelu. Mezi hlavni
funkce CP patii produkce CSF a formovani B-CSFB, stara se tedy o stalost prostiedi a udrzeni
homeostazy uvniti mozku. Samotna B-CSFB tvoii rozhrani mezi krvi a mozkomi$nim mokem.
Poskozeni CP muze vést k priniku patogenti z krve do nervové soustavy a takova situace dale
vyustit v neurozanét (Thompson, Brissette, Watt 2022; Solar et al. 2020). Piestoze se CP stava
predmétem mnoha studii, je v dnesni dob¢ stile velmi neprobadanou strukturou. Vyzkumy
kladou zvlastni diraz na CP v kontextu onemocnéni postihujicich CNS, jako jsou onemocnéni
autoimunitni, infekéni a traumaticka, na kterych, jak bylo zjisténo, se vyznamné podili (Solar
et al. 2020).

Meeker et al. (2012) ve své praci poukazali na skuteénost, Ze choroidalni plexus formujici
B-CSFB je ve srovnani s BBB navrZen k dynamictéjsi reaktivit€ s imunitnim systémem. Tato
studie ukazuje, Ze v téchto odpovédich hlavni roli hraji nejspiSe makrofagy nebo dendritické
buniky a epitel. To je dano zejména jejich schopnosti sekrece cytokinti, prezentace antigenti a
exprese adheznich molekul. Navic neustale dohlizi na oblast svého vyskytu, coz jim umoZiuji
receptory, uzpuisobené k detekcei patogentl. Autofi vSak poznamenavaji, Ze je tfeba provést dalsi
vyzkum v této oblasti, aby bylo mozZné 1épe pochopit, jak choroidalni plexus ovliviluje progresi
imunitnich reakci v CNS (Meeker et al. 2012).

Jak bylo avizovano, bylo dok4zano, Ze CP hraje vyznamnou roli v pribéhu neuroinflamace a
tedy eventualné i v prub&hu neuropatické bolesti. Spusténim neurozanétu dochazi také k
vylucovani cytokini, které aktivuji lokalni akumulaci imunitnich bunék CP v CSF, dile
rekrutuji imunitni buitkky do CNS pies CP (Cui, Xu, Lehtinen 2021). Mezi rezidentni imunitni
buiiky CP patii neprobadané Kolmerovy bunky, informace tykajici se téchto makrofagim-
podobnych imunitnich bunék jsou velmi limitované. Makrofagy béhem zanétu zplsobuji
predevsim fagocytdzu a prezentuji antigeny, ale také produkuji rustové faktory a jak pro- tak
proti-zanétlivé cytokiny (Fujiwara, Kobayashi 2005). Pfesna role makrofagi v prubéhu
neuropatické bolesti ovSem stale nebyla objasnéna. Existuje pouze velmi omezeny pocet
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vyzkumu tykajicich se neuropatické bolesti v souvislosti s neuroinflamaci a imunoreaktivni
dynamikou (viz nize).

Studie Makker et al. (2017) zkoumala imunitni a neurozanétlivé zmény ve vztahu k
neuropatické bolesti indukované chemoterapii v DRG a sedacich nervech mysiho in vivo
modelu. Jejich vysledek naznacuje, ze neurozanétlivé zmény u testovanych zvifat postizenych
periferni neuropatii vyvolanou chemoterapii, jsou omezeny na rezidentni imunitni nebo gliové
bunky. Z jejich zavéru vyplyva, ze 1é¢ba chemoterapii ma rozdilné ucinky na imunitni a
nervovy systém. Data naznacuji, ze paklitaxel muze interagovat s PNS bez soucasné systémové
imunitni aktivace a vyvolava zde patologické zmény. Taktéz zplisobuje fenotypové zmény
vV CNS. Pomoci odlisnych mechanismi taktéz ovliviiuje pribéh neuropatické bolesti
indukované chemoterapii. Vysledky citované studie podporuji teorii, ze dulezitou roli
Vv pribéhu neuropatie hraje infiltrace imunitnich bunék (pfedevsim makrofagii) nebo zmény
hladin prozanétlivych cytokini v PNS (Makker et al. 2017).

Studie Anatomického Ustavu Masarykovy univerzity v Brné ukazaly, Ze aplikace paklitaxelu
muze zvysit poty makrofagli na povrchu choroidalniho plexu (po¢ty Kolmerovych bunék)
(EmamiAref et al. 2023) V nasi praci jsme predpokladali, Ze sekreci cytokini do CSF mohou
tyto makrofagy aktivovat makrofagy i podél ependymalni vrstvy mozkovych komor a navysit
jejich pocet. Déle v nasi hypotéze zaznéla teorie piimého a nepiimého efektu paklitaxelu.
Jelikoz CP obsahuje fenestrované kapilary propojené s krevnim obéhem, mohou jeho funkce
byt ovliviiovany pifimo paklitaxelem (¢i jinym chemoterapeutikem, které je aplikovano
intraven6zn¢). Do krevniho fecist¢ se ale mohou dostat i DAMPs napt. komponenty
poskozenych mitochondrii, které by pozd&ji mohly nepiimo ovliviiovat CP. V praxi se pak
pravdépodobné uplatiiuji oba dva efekty ve vzajemné kombinaci s vysledkem v chronické
neuroinflamaci.

V praci byl pomoci potkaniho in vivo modelu neuropatie indukované paklitaxelem studovan
vliv [é€by na stény mozkovych komor. Konkrétné bylo primarnim ucelem této prace analyzovat
pocty rezidentnich (ED2+) a aktivovanych (ED1+) makrofaghi v ¢asovém rozpéti 21 dni.
Zvitata bez jakékoliv 1é¢by byla vyuzita jako naivni kontrola. Cast zvifat byla dale osetfena
pouze nosi¢em ucinné latky, a sice k rozeznani vlivu vlastniho paklitaxelu, ¢i paklitaxelu
spole¢né s jeho vehikulem. V praci se nam provedlo prokézat, ze aplikace paklitaxelu mtze
meénit pocty makrofagli na povrchu mozkovych komor. Aktivované, a stejné tak rezidentni
makrofagy, bylo moZné pozorovat ve vSech observovanych skupinach. Skupiny naivni
kontroly, ukazujici pfirozeny stav organismu, vykazovaly signifikantn€ niz$i pocty makrofagu,
coz potvrzuje jejich dilezitou roli v prubéhu neuropatické bolesti.

Pocet aktivovanych (proinflamatornich) makrofagt se rapidné zvysil hned prvni den po 1é¢be
paklitaxelem. To by mohlo odkazovat na piimy efekt paklitaxelu, tedy akutni stav
neuroinflamace. V sedmy den, kdy se po¢ty makrofagti ve skupinach paklitaxel a vehikulum
vyrovnaly, by se mohlo jednat o situaci, kdy ma i nosi¢ ucinné latky svij podil na indukci a
rozvoji neuropatické bolesti. Pocty makrofagii po prvotnim navysSeni klesaly s pfibyvajicim
casem, ovSem i ke konci pozorovaného obdobi (21. den) jsou pocty makrofagl stile zvysené,
télo 1 tehdy stale bojuje s neurozdnétem. Zde by se mohl uplatiiovat nepiimy efekt paklitaxelu.
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Naproti tomu pocty rezidentnich (protiinflamatornich) makrofagi mely rostouci tendenci
s ptibyvajicim c¢asem. Jiz prvni den se poCty makrofagh ve skupiné zvirat léCenych
paklitaxelem jevi signifikantné zvySené. Den sedmy jsme opét pozorovali dorovnani hladin
skupin paklitaxel i vehikulum. Pocty rezidentnich makrofagi paklitaxelem lécenych zvirat
pokracovaly ve svém zvySovani a rostly dokonce az za pozorované obdobi. V tomto ptipadé
by, dle tvaru grafu, po€etni zmény mohly byt zptisobeny kombinaci pfimého a nepifimého
ucinku paklitaxelu.

Porovnanim poc¢ti makrofagti v obou skupinach — rezidentni i aktivované — pozorujeme
vzajemnou souhru mezi pro- a proti-inflamatornimi reakcemi. Z pozorovani vyplyva, ze se po
aplikaci paklitaxelu postupné vyviji neurozanét. Ov§em pocatecni dysbalance mezi pro a proti
zanétlivymi makrofagy je v priibéhu ¢asu vyrovnana. Sedmy den figuruje jako jakysi ,,zlomovy
bod“. Nejenze tento den se pocty rezidentnich i aktivovanych makrofagh ve skupinach
vehikulem 1é¢enych zvitat vyrovnavaji po¢tiim makrofagi ve skupinach paklitaxelem 1é¢enych
zvitat, ale od tohoto dne mizi i nerovnovéha mezi aktivovanymi a rezidentnimi makrofagy ve
skupinach paklitaxel, kde nastava ptfevaha rezidentnich makrofagi. Postupem casu se totiz
projevila protektivni role makrofagli, potencialné€ zasadni pfi zmirnéni neuropatické bolesti. To
se stava zjevnym ke konci pozorovaného obdobi, kdy pocty rezidentnich makrofagii prevysuji
pocty aktivovanych. Po provedené analyze dat se ovSem tato pfevaha stile nejevi jako
signifikantni. Je tedy zfejmé, ze je potieba provést dal§i vyzkumy ovéfujici tuto teorii, a to,
pokud mozno, s vyuzitim vétsiho vzorku laboratornich zvitat a del§iho pozorovaného obdobi.

Je samoziejmé, ze tato prace ma uréitd omezeni. Skutecnost, ze pro kazdou pozorovanou
skupinu byli pouziti pouze 2—3 potkani (celkem 27 zvitat), mize ovlivnit kone¢né vysledky. Je
tedy tfeba vzit tento fakt v avahu pifi pohledu na ziskana data. Na zvifatech dale nebyly
provedeny behaviordlni testy, nebylo tedy ovéfovano, Zze se u zvifat skute¢né vyvinula
neuropatickd bolest. Vzhledem k tomu, Ze preparaty byly vytvofeny pfesné podle popsaného
modelu neuropatické bolesti vyvolané paklitaxelem, Ize vSak vznik neuropatie opravnéné
predpokladat (Xiao et al. 2007). Ve skupinach znacenych sekundarni protilatkou ED2;
paklitaxel 1D a vehikulum 21D miZeme pozorovat pomérn¢ vysoké chybové usecky, to je
zpusobeno malym poc¢tem mikroskopickych snimkl s vyskytem makrofagh. Pfi pouziti
protilatky ED2 se také objevilo nechténé barveni, preparaty obsahovaly svétlé sraZeniny,
nicméné neslo o zasadni problém. Béhem prace jsem si byla védoma této skutecnosti a méfeni
probihalo peclivé. Rizikem by mohla byt lidska chyba, nicméné kvantifikace i méteni probihaly
diikladné. Data byla né€kolikrat kontrolovdna a v né€kterych ptipadech opakované pofizena.
V této praci jsme pozorovali poetni zmény makrofagu po dobu tii tydnd, tedy s nejzazSim
pozorovanym dnem 21. V pfipad¢ rezidentnich makrofagli jsme se ale setkali s ristem poctil za
cyklus. Pti 1é¢bé paklitaxelem se totiz 1ék podava kazdé 2—3 tydny (Liick, Roché 2002). Z toho
vyplyva, ze télo nema dostateCny Cas na zotaveni, vysledky jasné¢ ukazuji zvySené pocty
makrofadgli 1 po tomto obdobi. Imunitni reakce neutuchd, ackoliv télo vzdoruje. Neni mu
poskytnuta Sance na rekonvalescenci, propuka chronicky neurozanét, a tim dochazi k rozvoji
neuropatické bolesti. Budouci detailnéjsi vyzkum s vétSim poctem vzorkd a prodlouzenymi
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casovymi osami bude zéasadni pro dal§i porozuméni chemoterapii indukované neuropatie a
potencialnich terapeutickych cest.

Dle mych zjisténi dosud neexistuje zadna studie podobnd této, problematika ziistava
neprobadanou a vyzkum neuropatické bolesti v kontextu imunitnich bunék v okoli
choroidalniho plexu si v budoucnu jisté zaslouzi vétsi pozornost. Zde tkvi ptinos piredkladané
prace. Jeho zhodnoceni ovSem narazi na fakt, ze v praci prezentované vysledky nelze srovnat
s dosud publikovanymi studiemi. Jistou moznost nabizi komparace s praci Joukal et al. (2015)
a Joukal et al. (2016). V téchto studiich se autofi zaméfili na zmény Kolmerovych bunék v
choroidalnim plexu po chronickém konstrikénim poranéni pomoci imunohistochemického
barveni ED1 a ED2. Jejich vysledky uvadé¢ji, ze pocet Kolmerovych bunék se zvysil po
poranéni periferntho nervu. NasSe prace sice nezkoumala makrofagy (Kolmerovy bunky)
povrchu CP, ale makrofagy ptiléhajici k ependymalni vrstvé mozkovych komor, ovsem i jejich
pocet se v nasi praci po aplikaci paklitaxelu zvysil. Autofi v publikaci dale uvadéji, ze zmény
poctu Kolmerovych bunék by mohly narusit TJs mezi bunikami epitelu CP. Pocetni zmény
Kolmerovych bun¢k tedy poukazuji na ovlivnénou bariéru mezi krvi a mozkomi$nim mokem
(B-CSFB), ktera tehdy mutize poskytnout cestu signalnim molekulam do CNS z poskozenych
perifernich nervi, a tim umoznit i Sifeni zanétu z periferie. Ackoliv se jejich vysledky nedaji
doslovné porovnat se ziskanymi daty mé préace, oba vyzkumy se shoduji v navyseni poc¢tu ED1+
¢i ED2+ makrofagli v prubéhu casu. Do vysledkl se dale promita zajimavé dominantné;si
navyseni pocti makrofagli od 7. dne, den 7. je i v mé praci pomyslnym meznikem udalosti
(Joukal et al. 2015; 2016).

Nové poznatky a hypotézy, které vychazi z vysledki této prace a dalSich vyzkumi generuji
dalsi otazky. Jestlize pracujeme s hypotézou, Zze zvySeny pocet makrofaghi CP ovlivni i pocty
makrofagl st€én mozkovych komor, pravdépodobné tento mechanismus funguje i obracenym
smérem. MlUZeme tedy pfedpokladat, Ze zvySeny pocet makrofagl st€én mozkovych komor
muze prostiednictvim ovlivnéného CSF piispivat k poSkozeni CP a poskytovat prichodnéjsi
cestu neurozanétu. Jestlize pracujeme s domnénkou, Ze se Kolmerovy buiikky mohou volné
pohybovat po povrchu choroidalniho plexu, mohli bychom pak vytknout otdzku, zda tyto buiiky
nemohou putovat napti¢ CSF a usidlit se i na povrchu stén mozkovych komor.

Jak Kolmerovy buiiky komunikuji s ostatnimi epitelidlnimi buiikami je stale malo pochopeno.
Studie Maslieieva et al. (2014) svym zjisténim piispiva k zaplnéni této znalostni mezery.
Zkoumali, jak se zméni motilita Kolmerovych bunék po expozici exogennimu ATP. Bylo
zjisténo, Zze ATP skutecné mize zvysit jejich motilitu v CP, aktivovat Kolmerovy bunky. Déle
byl v praci popsan kanal Pannexin-1 (Panx1), ktery je potiebny pro tento typ aktivace, a to i
kdyZ je exprimovan pouze v epitelidlnich buiikach, ovSem v samotnych Kolmerovych buiikach
nikoliv. Miizeme se tedy domnivat, ze komunikaci mezi epitelem a Kolmerovymi buitkami
bude zprostfedkovavat kanal Pannexin-1 (Maslieieva, Thompson 2014).

Pokud vim, Zadna ze soucasnych studii neobsahuje informace o choroidalnim plexu, jako
terapeutickém cili pti 1éCbe neuropatie vyvolané chemoterapii. Pfitom se tato struktura jevi jako
slibny subjekt vyzkumu potlaceni neuroinflamace. Nyné&j$i vyzkumy smétuji, mimo jiné,
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k tloze DRG, jakozto spojniku CNS a PNS, kde hledaji moznosti 1é¢by neuropatie. Lécbou
samotné neuropatické bolesti se jiz nékteré vyzkumné prace zabyvaly.

Studie Krames (2014) shrnula do t¢ doby zndmé informace o tloze dorzalnich kofenovych
ganglii v prib¢hu neuropatické bolesti. Z informaci vyplyva, ze DRG se aktivné podili v
procesich pfispivajicich k §ifeni neuropatické bolesti, ale zaroven je pomérné snadno
dosazitelny rtznymi typy 1écby (Krames 2014). Jednou z mozZnosti feSeni paklitaxelem
indukované neuropatické bolesti je cilové akumululovat 1écivo v DRG. V soucasnosti se v
klinickych studiich pouzivaji antioxidanty. Krom¢ zminéného poskytuji také nanotechnologie
dve vyuzitelné strategie. Nabizi se dodavat specifické antioxidanty do periferniho systému nebo
snizit nezaddouci efekt 1éCby zvySenim cilené akumulace 1éCiva pouze v pozadovanych mistech
(Hu et al. 2021).

Ve vztahu k mé praci se jako jeden ze zpusobu, jak piedchazet nebo 1é€it neuropatii vyvolanou
chemoterapii, nabizi prevence ¢i inhibice maladaptivniho neurozanétu. Naptiklad studie Chen
et al. (2022) zkoumala nové latky CNO16, které vykazovaly protizanétlivou aktivitu s inhibici
zdasahu imunitnich bunék do aktivity senzorickych neuroni. Zaroven vykazovaly
neuroprotektivni charakter. Autofi na zédklad€ vysoké ucinnosti této slouceniny navrhuji, aby se
stala soucasti budoucich periferii-protektivnich latek a slozkou farmak bojujicich proti
neurotoxicité¢ chemoterapeutik (Chen et al. 2022b).

Studie Maihofner et al. (2021) zhodnotila souc¢asné znalosti vhodnych terapii a moznosti 1éCby
neuropatické bolesti. Jednim ze zpusobt, jak nezadouci ucinky zmirnit, je zplsob
nefarmakologicky, a to: pravidelné funkéni cviceni, doporucuje se ale také chlazeni koncetin
pfi podavani chemoterapeutik. DalSim zplisobem, jak se vypofadat s neurotoxicitou Iéku
bojujicich proti rakoving, je vydani se cestou farmakologickou. Tento vice konvenéni zplsob
zahrnuje antidepresiva, antikonvulziva, antiepileptika a pfilezZitostné opioidy. Na zakladé
souCasnych znalosti a daji je vSak doporu¢ovan pouze duloxetin z divodu nedostatku
klinickych diikazii pro jiné zuvedenych mozZnosti. Protizanétlivé 1éky jsou v této studii
popisovany jako neti€inné, ale v ptipadech, kdy byla neuropatie zpiisobena zvysenim tkanového
tlaku, mohou mit takové Iéky pozitivni vliv na snizeni otokti koncetin, a tim snizit i pocity
bolesti (Maihofner et al. 2021).

Mezi budouci cile vramci neurovédeckého vyzkumu pribéhu neuropatické bolesti patii
konkrétnéj$i popsani role choroidalniho plexu, pochopeni regulacnich mechanismu
neuroinflamace a potencidlné objeveni mozného feSeni neuropatie. Moje prace se ponofila do
komplexni problematiky neuropatické bolesti vyvolané chemoterapii a regulacnich
neurozanétlivych mechanisml. PfindSi nové informace objasiujici kompenzacni roli
makrofagli mozkovych komor a ptichédzi s poznatky tykajicimi se vztahu mezi paklitaxelem,
neurozanétem a neuropatickou bolesti. Tento vyzkum ptispiva k rostoucimu mnozstvi diikazi,
které podtrhuji roli neuroinflamace v progresi neuropatické bolesti. Budouci vyzkumy
zameiené na maladaptivni neurozanétlivé reakce se jevi jako slibné v hledani feSeni, jak a¢inné
piedchazet stavu neuropatické bolesti nebo jak jej 1écit. Navic dalsi vyzkumy cilené na
choroidalni plexus a s nim i prostor mozkovych komor s imunitnimi buiikami se jevi jako
vhodné pro nalezeni terapeutického vychodiska. Vysledky konkrétné této prace mohou
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predstavovat nikoliv nepodstatny krok smérem ke zlepSeni kvality Zivota a pohody pacienta

cey

zijicich s neuropatickou bolesti.
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9 ZAVER

Rakovina — nadorové onemocnéni, které kazdoro¢né postihuje nespocet lidi onemocnéni, jehoz
1é¢ba s sebou piinasi vazné komplikace. Typy rakoviny, jako je rakovina prsu, vajecnikli nebo
plic, se bézné¢ 1é¢i paklitaxelem, mikrotubuly stabilizujicim cytostakikem. Tento typ
chemoterapie s sebou piinasi vedlejsi ucinky jako je neuropaticka bolest, jdouci ruku v ruce s
neurozanétem. Choroidalni plexus, struktura umisténd v mozkovych komorach, tvofici
hematolikvorovou bariéru a sama produkujici mozkomisni mok, je zndmym ucastnikem téchto
zanétlivych procest. Spolu s touto bariérou tvoii Kolmerovy burniky (makrofaghm podobné
bunky na povrchu choroidéalniho plexu) lokélni imunitni systém choroidalniho plexu. Tim také
ovliviiuje progresi a feSeni neurozanétu. I kdyz se choroidalni plexus postupné stava stale vice
prozkoumanou tkani a ¢astéj$im predmétem neurovédeckych vyzkumd, stale je z velké casti
zahalen v plasti neznama.

V praci jsme predpokladali, ze makrofagy choroidélniho plexu (Kolmerovy buiiky) mohou
sekreci cytokinil aktivovat i makrofagy stén mozkovych komor. Cilem mého studia bylo pfispét
novymi objevy k dosud nezodpovézenym otdzkdm a zkoumat imunoreaktivni dynamiku
makrofagli mozkovych komor po aplikaci paklitaxelu v kontextu neuropatické bolesti. Cilem
prace bylo zkoumat imunitni regulacni mechanismy makrofagii pomoci imunohistochemickych
metod a in vivo modelu neuropatické bolesti indukované paklitaxelem.

Zvysené pocty jak rezidentnich, tak aktivovanych makrofdgli naznaCuji probihajici
neuroinflamaci. Pocty aktivovanych (ED1+, protiinflamatornich) makrofagti vykazovaly prvni
den vyznamné navyseni, v dal§ich dnech mély klesajici charakter. Ke konci monitorovaciho
obdobi stale pozorujeme zvySené pocty makrofagi, coz naznacuje probihajici boj imunitniho
systému proti Sificimu se zanétu. Rezidentni (ED2+, protiinflamatorni) makrofagy ve svych
poctech pozvolna stoupaly s pfibyvajicim ¢asem, dokonce az za pozorovanou hranici. Ke konci
pozorovaného obdobi v téle prevladaji rezidentni makrofagy, coZ upozoriiuje na protektivni roli
imunitniho systému a aktivni angaZovanost makrofagi v pribéhu neuropatické bolesti a
potencialné pfi jejim mirnéni.

Data naznacuji, Ze den sedmy je dnem kritickym, je to den, kdy se v obou skupinach projevily
zvySené hladiny vehikula — tedy efekt nosi¢e ucinné latky. Tento den je zaroven ,,bodem
obratu® mezi aktivovanymi a rezidentnimi makrofagy, zvrat poukazuje na adaptivni chovani
imunitniho systému béhem neurozénétu a neuropatie. V praci jsme prokazali, ze lécba
paklitaxelem mize ménit pocty makrofagi podé€l stén mozkovych komor. To potencidlné vede
k sifeni neurozanétu, kli¢ového hrace v progresi neuropatické bolesti. Zmény také mohou dale
ovlivitovat sloZeni CSF a funkce choroidalniho plexu. Vliv paklitaxelu na makrofagy se zda byt
dasledkem jeho pfimého i neptimého efektu, nebo kombinaci obou. Kromé toho nas§ vyzkum
odhalil existenci kompenza¢niho mechanismu, ktery je zprostiedkovan zvySenym poctem
protizanétlivych makrofagt v prubéhu asu. Hypotéza, ze jsou makrofagy povrchu mozkovych
komor aktivovany diky cytokiniim, produkovanym makrofagy choroidalniho plexu, se zda byt
spravna. Makrofagy jsou po aplikaci paklitaxelu skutecné aktivovany a jejich pocet se zvysil.
Ovsem tato hypotéza musi byt jesté v budoucnu upiesnéna podrobné&jSimi vyzkumy regulacnich
mechanismi makrofagi.

52



Hlavnim ptfinosem mé prace jsou nove poznatky tykajici se lepSiho porozuméni neprobadanych
makrofagl stén mozkovych komor. Zptesiiuje informace o jejich roli, funkci a regulacnich
mechanismech, kterymi se podileji na rozvoji neuropatické bolesti prostiednictvim
neurozanctu. Budouci vyzkumy zamétené na podobné mechanismy by mohly pfinést zasadni
objevy v oblasti efektivniho feseni neuropatie vyvolané chemoterapii; to vSe s cilem poskytnout
pacientim moznost zlepSeni kvality Zivota béhem 1 po 1é¢bé rakoviny.
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14 PRILOHY

Z potizenych mikroskopickych snimkt byly kvantifikovany makrofagy a zméfena sledovana
oblast. Z hodnot byly uréeny poéty makrofagi na 1 mm: tkané a vypocitan aritmeticky prameér.
Z dat byly nasledn¢ sestaven grafy.

Tabulka 7: Hodnoty poétii makrofagii na 1 mm? tkané mikroskopickych snimkii experimentalni skupiny:
pocty makrofagi naivni kontroly znacenych primarni protilitkou ED1 a ED2

Naivni kontrola
ED1 ED2

65,70841889 89,7063731

32,95999546 55,71502434

45,84161539 42,32748692
29,67410122
39,74395355
168,1899066
4457664888

48,17000991 67,13335637
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ED1
1. den

Paklitaxel Vehikulum
237,5127663 41,7034352
998,7565481 55,83719215
1076,28724
799,7184991
218,3477625
7,24683E-05
356,2360909
75,99552234
104,9016337
139,6302869
59,5068784

369,7175728 48,77031367

Tabulka 8: Hodnoty poéti makrofigt na 1 mm? tkané mikroskopickych snimkii experimentalni skupiny:
pocty makrofagi znacenych primarni protilatkou ED1, den 1.
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ED1
7.den
Paklitaxel Vehikulum
706,0734081 218,6820036
120,6512028 75,74443525
165,8711303 180,8666588
91,95664428 246,3925057
175,0499549 143,1858567
138,7763259 248,9990239
133,7396343
123,3535386
104,3081346
181,0769188
141,8203349
229,9344802
224,2942022
90,74706615
187,6894983 185,6450807

Tabulka 9: Hodnoty poéti makrofagii na 1 mm? tkan& mikroskopickych snimkii experimentalni skupiny:
pocty makrofagt znacenych primarni protilatkou ED1, den 7.
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ED1

14. den

Paklitaxel

Vehikulum

293,2233159

337,6838266

94,6201804

101,8727263

294,2803668

63,22135567

172,3784258

91,0655581

583,8495536

47,67853226

572,5458538

125,7963696

103,9479429

201,170949

182,9082039

58,94891723

147,273236

50,67049736

62,88817727

161,263532

121,5068305

201,704522

128,3043998

Tabulka 10: Hodnoty poétii makrofagi na 1 mm? tkané mikroskopickych snimki experimentalni skupiny:
pocty makrofagi znacenych primarni protilatkou ED1, den 14.
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ED1
21. den
Paklitaxel Vehikulum
170,5896602 83,24246031
166,2112478 81,43083753
85,81819929 48,88658361
118,4453807 45,97986542
148,2482981 40,34812361
69,47107502 82,06111255
168,7363113
265,4322298
74,69369981
52,53096832
94,89529727
128,6429425 63,65816384

Tabulka 11: Hodnoty poétii makrofagi na 1 mm? tkané mikroskopickych snimki experimentalni skupiny:
pocty makrofagi znacenych primarni protilaitkou ED1, den 21.
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ED2

1. den

Paklitaxel

Vehikulum

179,8671142

16,36906345

62,88790043

44,16752388

29,98131265

206,8461954

228,6184587

32,97582048

26,43666067

66,9994305

179,8671142

79,47581846

Tabulka 12: Hodnoty poé¢ti makrofaghi na 1 mm? tkané& mikroskopickych snimkii experimentalni skupiny:
pocty makrofagl znacenych primarni protilatkou ED2, den 1.

ED2
7.den

Paklitaxel Vehikulum
411,9294777 504,3729132
29,46251823 45,4327171
82,42419447 49,94401276
35,29668808 390,161683
46,3743383 32,68248346
122,0205629 73,95355717
254,8017388
140,3299312 182,7578944

Tabulka 13: Hodnoty poéti makrofagi na 1 mm? tkané mikroskopickych snimka experimentalni skupiny:
pocty makrofagi znacenych primarni protilitkou ED2, den 7.
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ED2
14. den

Paklitaxel Vehikulum
341,5829409 59,48480803
47,93681161 168,9119285
121,7213344 114,1048418
178,1614981 98,84675491
204,3646847 108,2600233
62,90837364 66,9383471
140,7715124
142,9038928

86,687489
602,5929575
1022,669167
117,2671134
193,0870958
54,36021963
236,9296493 102,7577839

Tabulka 14: Hodnoty poétii makrofagi na 1 mm? tkané mikroskopickych snimki experimentalni skupiny:
pocty makrofagl znacenych primarni protilaitkou ED2, den 14.
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ED2

21. den

Paklitaxel

Vehikulum

132,5641666

120,2534462

118,8169162

655,5434062

394,4104156

225,4644003

275,9310327

148,7597159

329,6504782

121,6590893

33,80151816

113,4672373

231,8243979

120,2534462

Tabulka 15: Hodnoty poéti makrofiagh na 1 mm? tkan& mikroskopickych snimki experimentalni skupiny:
pocty makrofagi znacenych primarni protilaitkou ED2, den 21.
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