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Abstrakt:

Lipidy jsou zdkladni sloZkou bunéénych membran a jejich homeostaza hraje
vyznamnou roli v rozvoji Alzheimerovy choroby. Agregace a neurotoxické
plisobeni amyloidu B, pfedevSim AB42, na membranu neuralnich bunék, se jevi jako
stéZejni pro patologické zmény mozkove tkdné€ vedouci k jeji degeneraci a ztraté
kognitivnich funkci. Komplexnim vztah mezi amyloidem f a lipidy potvrzuje také
skutecnost, Ze membranové lipidy se nepodili pouze na navazani peptidu na
membranu, ale rovnéz reguluji sestith amyloidového prekurzorového proteinu, tedy
samotnou biosyntézu f amyloidu. Mezi nejvyznamnéjsi vazebné partnery Ap42
patii gangliosidy, zejména gangliosid GM1, ale také sfingomyelin a cholesterol.
Naproti tomu glycerofosfolipidy ovliviiuji predev§im samotny proces tvorby
proteinu.

Kli¢ova slova:

Buné¢nd membrana, amyloid beta, Alzheimerova choroba, lipidy, gangliosidy,
cholesterol, sfingolipidy, sfingomyelin, fosfolipidy, lipidové rafty, membranové
domény, neurotoxicita

Abstract:

Lipids are an essential components of cell membranes and their homeostasis plays
an important role in the development of Alzheimer’s disease. The aggregation and
neurotoxic effects of amyloid B, mainly AB42, on the neural cell membrane are
crucial for pathological changes in the brain tissue which leads to its degeneration
and loss of cognitive functions. The complex relationship between amyloid § and
lipids is also supported by fact that membrane lipids do not only support the
amyloid binding to the membrane, but also they regulate the splicing of the amyloid
precursor protein, therefore the biosynthesis of B amyloid. The most important
binding partners of AB42 include gangliosides, especially the ganglioside GM1, but
also sphingomyelin and cholesterol. In contrast, glycerophospholipids primarily
affect the process of the protein production.
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1 UVOD

1.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni projevujici se,
ztratou paméti a kognitivnich funkci (Cummings a Cole, 2002), z divodu neurodegenerace
mozkové tkdn¢ zacinajici v hipokampu a kortikélnich oblastech a postupné se rozsitujici
do zbylych oblasti mozku. Jedné se o nejcastéjsi formu demence v populaci, predstavujici
témer 70 % vSech ptipadi demence (Gaugler et al., 2016) a podle WHO o 7. nejcastéjsi
pricinu umrti na svete.

AD se déli podle vzniku do dvou zakladnich skupin. (1) Familiarni forma AD je geneticky
podminéna, zpiisobend mutaci v jednom ze tii genti: APP, PSEN1, PSEN2 nachézejici se
na 21., 14., a 1. chromozomu. Produkty téchto genti se uc€astni tvorby amyloidu f, tedy
rizikového faktoru AD. Jedna se o autozomalné dominantni onemocnéni, ¢asto se
vyskytujici v nékolika po sobé¢ jsoucich generacich v ramci jedné rodiny (Bertram et al.,
2010). U (2) sporadické formy AD neni molekularni mechanismus vzniku doposud plné
objasnén. S nejvetsi pravdépodobnosti se na jejim vzniku podili jak genetické faktory, tak
faktory prostiedi (Corder et al., 1993; Small et al., 1997)

Hlavnim rizikovym faktorem pro vznik AD je vék. Pravdépodobnost rozvoje
exponencialnég roste s pfibyvajicim vékem. Incidence pro populaci ve vékovém rozmezi 65
- 84 let je 8 %, ve v€kové skupiné nad 85 let 30 % (Small et al., 1997) a po dosaZeni 90.
roku Zivota je pravdépodobnost rozvoje AD téméi 50 % (Ritchie a Kildea, 1995). Castgji
jsou zasazeny zeny, nez muzi a to v poméru 3:2 (Seshadri et al., 1997). Vyznam se
ptiklada i Zivotnimu stylu, ktery ovliviiuje predevsim rychlost rozvoje choroby. Vyssi
riziko je u lidi s niz8im vzdélanim (Roe et al., 2007), ale také pfi nadmérném uZivani
alkoholovych a tabakovych vyrobki, pii obezité¢, nadmérném stresu a po Grazu hlavy
(Podcasy a Epperson, 2016). Jediny dosud uznany geneticky faktor pfedstavuje gen pro
apoliprotein E (APOE), lokalizovéan na 19. chromozomu. Existuji tfi alely tohoto genu
APOE — €2, APOE — €3 a APOE — ¢4. Ptitomnost alely APOE — €4 je prokazéana u vice jak
50 % pacientt trpicich AD (Corder et al., 1993), naopak APOE- €2 se ukézala jako
neuroprotektivni (Mufioz et al., 2019). ApoE je multifunkcni protein, jehoZ role spociva

v metabolismu lipidl. Zde se Gcastni transportu lipidii, ptedevsim cholesterolu pres
mozkomisni mok (CSF) a plazmatickou membréanu. Regulace genové exprese ApoE a jeho
sestfih za vniku neurotoxickych forem amyloidu beta (Ap), se jevi jako kli€¢ové pro jeho
roli v rdmci AD (Yin a Wang, 2018) I pfes veskeré snahy vSak zlistdva jeho hlavni vyznam
v rozvoji AD doposud neznamy.

Jsou rozpoznavany tfi zédkladni jevy Alzheimerovy choroby v mozku pacientt, které spolu
uzce souvisi. (1) Oxidacni stres, vede k nadprodukei volnych kyslikovych radikala (ROS),
podilejicich se na neurodegeneraci (Smith et al., 2000). Pro zbylé dva mechanismy je
charakteristicka tvorba proteinovych agregatii v mozkové tkani. (2) Intraneuralni
formovani neurofibrilarnich shlukii (NFTs) je zpisobeno hyperfosforylaci t proteinu, ktery
nasledné vytvaii helikélni vldkna uvnitf neurdlnich bunék, coz vede k destabilizaci
mikrotubula a degradaci neuronti (Kosik et al., 1986). (3) Tieti patogenezi je tvorba
extracelularnich, senilnich plak slozenych pifedev§im z amyloidu .



Tato bakalai'ska prace je zaméetfena na tteti biochemicky proces degenerace mozkové tkang.
Stézejni se pro tuto patologii zda byt lipidické slozeni membrany a neurotoxické pisobeni
amyloidu B, pfedev§im AB42, tedy izoformy amyloidu o délce 42 aminokyselin.

2 AMYLOID BETA

Amyloid beta (AP) je hlavni sloZkou amyloidnich plaki, nachédzejicich se v mozku
pacientt s Alzheimerovou chorobou. Predpoklada se, ze akumulace a nésledné agregace

AP je primarni udalosti vedouci k rozvoji tohoto neurodegenerativniho onemocnéni (Hardy
a Selkoe, 2002).

Vznik A probihd sestfihem dlouhého, transmembranového proteinu, amyloidniho
prekurzoru (APP) (Obr.1). APP je syntetizovan v lumen endoplazmatického retikula (ER),
odkud je prepraven do Golgiho aparatu (GA). V GA dochéazi k jeho maturaci a posléze k
transportu na povrch bunky, kde je pomoci svého sesttihového aparatu zpracovéan do
peptidl dlouhého 36 az 43 aminokyselin (Haass et al., 2012; Zhang et al., 2012).
Alternativné miize probihat sestfih v intraceluldrnich endozomech, z kterych je nasledné
uvolnén do extracelularniho prostoru (Koo a Squazzo, 1994). APP je membranovy
glykoprotein typu I, ktery ma vyznam v fad¢ biologickych aktivit, v€etné vyvoje neuront,
signalizace, transportu, ¢i udrzeni neurdlni homeostdzy. Prekurzor je tvotfen jednou
doménou prochazejici membranou, dlouhého extracelularniho glykosylovaného N-konce a
krat$iho, cytosolického C-konce (Wilkins a Swerdlow, 2017).

1 | Non-Amylcidogenic ‘ 2 | Amyloidogenic ‘
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OBRAZEK 1 Existuji dvé alternativni cesty pro zpracovani APP: (1) NE-AMYLOIDOGENNI
CESTA, (2) AMYLOIDOGENNI CESTA (Zhang a Saunders 2009): V prvni pfipadé (1) je prekurzor
nejprve Stépen a-sekretazou, za uvolnéni rozpustného APP (sAPPa). Pficemz se na membrané
generuje C-terminalni fragment (CTFa), z kterého je y sekretdzou odstépena intracelularni, C-
koncova ¢ast. V. membrané tak zlGstava zabudovany peptid P3. Pfi amyloidogenni cesté (2) nejprve
dochazi k odstépeni N-konce B-sekretazou, za vzniku sAPP. Nasledné y-sekretaza odstépi
intracelularni C-koncovou ¢ast. V zavislosti na pozici Sté€peni B- a y-sekretazy vznikaji peptidy o
délce 40, az 42 aminokyselin, AB40 — AB42 (Chen et al., 2017).
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Sestfizeny AP je poté uvolnén do extracelularniho prostoru, kde interaguje s dalSimi AP a
spole¢n¢ vytvaii struktury vyssiho fadu. Spojenim monomernich AP vznikaji globularni ¢i
fibrilarni oligomery, rozpustné agregaty slozené ze dvou ¢i vice podjednotek. Skladanim
oligomerti AP se vytvafi protofibrily, z kterych se v posledni fazi stavaji maturované
fibrily. Fibrily mohou fragmentovat, za vzniku fibrilarnich forem oligomerd, které mohou
znovu agregovat a tim cely proces urychlit. Monomerni AP a maturované fibrily se rovnéz
mohou vazat na membranu a vytvaiet zde amyloidni vldkna, ktera se posléze organizuji do
amyloidnich plakli (Verma et al., 2015). Pocatecni studie predpokladaly, ze amyloidni
fibrily jsou hlavnim neurotoxickym agens, zptisobujici neurodegeneraci mozkové tkané
(Lorenzo a Yankner, 1996). Cim dal ¢asté&ji se ale objevuje protichtidny nazor, a to, Ze
pricinou bunécné smrti neuralnich bunék v mozkové tkani jsou oligomery AP (He et al.,
2012).

Cytotoxické oligomery ¢i fibrily poskozuji plazmatické membrany bunék, véetné membran
mitochondrii, ER, lysozomu (Sakono a Zako, 2010). A zpasobuje tak defekty v bunééném
transportu a signalizaci neurony (Demuro et al., 2010), indukuji zvySenou produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS) (Cardoso et al., 2004). Krom¢ neuralnich bunék

v mozkové tkani AP oligomery ovliviiuji také funkei astrocytii a mikroglii, tedy bunék
imunitniho systému (Rodriguez et al., 2010; Verkhratsky et al., 2010). Také interferu;ji
chaperony a molekulami proteazomového systému, coz mimo jiné ovliviiuje produkci
samotného AP. Monomerni AP se také mtize samo interagovat do membrany a narusit tak
jeji kompaktnost, vedou k poruseni homeostazy buiky (Yip et al., 2001). Tyto defekty
vedou k nefunkénosti bunéénych déju ¢i k apoptoze. Dochazi tak k neurodegeneraci
bunécné tkané, typickému znaku AD.

Vlastnosti AP hraji velkou roli v tvorbé proteinovych agregatu a v mife toxického
pusobeni. Tyto vlastnosti jsou kromé okoli dany i samotnym strukturnim sloZenim peptidu
(Verma et al., 2015). Primarni struktura proteind je podminéna sekvenci aminokyselin v
proteinovém fetézci. Kratké formy AP nevykazuji vysokou znamku toxicity oproti delSim
formam, konkrétné¢ AB40 a AB42 (De Felice et al., 2008). AB40 je protein dlouhy 40
aminokyselin, zakon¢eny valinem. Vytvari agregaty ve form¢ monomert, dimert, trimert
¢1 tetramerd. O dveé aminokyseliny delsi formou je AB42, ktery ma navic na svém C-konci
1zoleucin a alanin. AB40 se vyskytuje v mozku Castéji, naproti tomu AB42 ma vyssi
tendenci agregace a neurotoxického ptisobeni (Marina et al., 2003). Amyloidni protein je
vSeobecné oznaceni pro proteiny, u kterych dochazi k chybnému ¢i netipIlnému sbaleni do
sekundarni struktury. Nasledkem toho protein nema spravnou funkci a v mnoha ptipadech
plsobi toxicky (Verma et al., 2015). Monomerni formy A vétSinou zaujimaji a helikalni
strukturu ¢i obsahuji smés vice forem sekundarnich struktur. Naproti tomu v amyloidnich
agregatech jsou pozorované struktury bohaté na f listy. Pro konformaéni zménu peptidii se
tedy zda byt stézejni pfechod monomernich AB do oligomernich struktur (Choo et al.,
1996).

Kromé vlastnosti samotného proteinu ma vliv na jeho agregaci a toxické piisobeni 1 okolni
prostiedi. Podstatnymi faktory jsou pH, teplota a iontova sila (Terakawa et al., 2015), ale
nejpodstatnéjsi se pro iniciaci agregace AP jevi lipidova dvojvrstva. Oligomerizace A
probiha pii vysokych koncentracich spontdnné, nicméné v pocatecnich stadii AD jsou

v mozku pacientl piitomny pouze nanomolarni koncentrace A, nedostatecné pro vlastni
shlukovani bez pomoci dalSich faktora (Vacha et al., 2014).
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3 LIPIDOVE SLOZENi MEMBRAN V MOZKU

3.1 Membrana

Biologické membrany vytvaii bariéru, kterd definuje bunku jako uzavienou jednotku,
oddélenou od okolniho prostiedi. Krom¢ vymezeni morfologie bunék a organel se bunécné
membrany podili na celé fadé dalSich funkci vCetné transportu, regulace prenosu latek pies
membranu, signalizace, komunikace, vytvareni homeostazy ¢i optimalniho prostiedi pro
stabilitu a spravnou enzymatickou aktivitu proteint (Piomelli et al., 2007). Zakladni
slozkou bunécnych membran jsou lipidy, které jsou na zakladé svych amfipatickych
vlastnosti uspofadany do dvojvrstvy (Singer a Nicolson, 1972). Soucasti membran jsou ale
také proteiny, které vyznamné piispivaji k funkéni rozmanitosti bunéénych membran (Tan
et al., 2008). Mnozstvi zastoupeni téchto slozek v membrané je rozhodujici pro jeji
fyzikalni a chemické vlastnosti, véetné tekutosti, tloustky ¢i hydrofobicity (Drin, 2014).

Lipidové slozeni vnitiniho a vnéjsiho listu neni totozné. Vnitini list je bohaty na
fosfatidylserin (PS), fosfatidylethanolamin (PE) a fosfatidylinozitol (PI), zatimco vné&jsi list
obsahuje predevsim sfingomyelin (SM) (Piomelli et al., 2007). Fosfatidylcholin (PC) je
rovnomérné distribuovan do obou listd bunééné membrany (Vance, 2015). Stejné tak neni
totozné zastoupeni lipid v bunkach jednotlivych tkdnich (Tab.1). Obzvlast membrany
neuralnich bunék obsahuji vysoké zastoupeni lipidi, neni tedy divi, ze sucha vaha mozku
v lidském téle (Piomelli et al., 2007). Membrany neuralnich bunék se skladaji z 82 %

z lipidt a 17 % z proteinil (Tan et al., 2008). Pfiblizné zastoupeni jednotlivych lipidi je
nasledujici: 50 % fosfolipidy, 20 - 30 % glykolipidy a 20 - 30% tvofi cholesterol a jeho
estery (Tab.1) (Sastry, 1985). Na jednu molekulu myelinového proteinu ptipadne 186
lipidovych molekul, z nichZ 111 jsou polérni lipidy a zbylych 75 tvoti cholesterol (O’Brien
a Sampson, 1965).

TABULKA 1 Porovnani lipidové sloZzeni savci somatické buriky (Prevzato a upraveno z (Vance,
2015)) a lidské neuralni buriky (Pfevzato a upraveno z (Sastry, 1985)).

Typ lipidu Procentualni Procentualni
zastoupenti lipidii [%] | zastoupeni lipidi
v membrané [%] v membrané
somatické buiiky neuralni buiky

Fosfatidylcholin 45-55 15

Fosfatidylethanolamin 15-25 15

Fosfatidylserin 10-15 8

Fosfatidylinozitol 5-10 1,3

Kyselina fosfatidova 1-2 1

Sfingomyelin 5-10 14,8

Kardiolipin 2-5 -

Fosfatidylglycerol <1 0,1

Glykosfingolipidy 2-5 20-30

Cholesterol 10-20 20-30




Kinetika tvorby amyloidové fibrilace je do velké miry ovlivnéna slozenim membrany.
Membrana se zaroven podili na sbaleni, ¢i zmén¢ konformace amyloidovych agregati,
akumulaci v dané oblasti a jejich orientaci do prostoru (Vacha et al., 2014). Krom¢ toho
muze navazany A plsobit toxicky na membranu a ovlivnit tak jeji tekutost, funkci kanala
a tim koncentraci intracelularnich a extracelularnich ionti (Demuro et al., 2010), funkci
enzymu zde vazanych, anebo generovat volné radikéaly (Cardoso et al., 2004). Stejné tak se
membranové lipidy mohou podilet i na samotném sestfihu APP a vzniku AB42 ¢i AB40,
tedy amyloida zasadnich pro rozvoj AD (Che et al., 2018; Rothhaar et al., 2012)

3.2 Lipidové rafty

Lipidové rafty jsou dynamické struktury o velikosti 30-250 nm obsazené v plazmatické
membrang. Jejich velikost je znaéné limitujici pro klasické ptistupy optické mikroskopie.
Kombinaci technik fluorescen¢ni korela¢ni spektroskopie a redukci fluorescence
stimulovanou emisi vSak bylo docileno lepsiho poznani téchto doménovych struktur

v nanometrickém méfitku (Brown et al., 2009).

Lipidové rafty jsou formovany piedevs§im bo¢nim propojenim sfingolipidl, cholesterolu
(CHOL) (Bagnat et al., 2000), gangliosidl a fosfolipidi (Gaamouch et al., 2016). Diky
akumulaci lipidil se specifickymi vlastnostmi, lipidové rafty mohou slouZit jako platformy
pro vzajemnou interakci AP (Hong et al., 2014), ApoE (Yin a Wang, 2018) a tau proteinu
(Kosik et al., 1986). Také zde byly nalezeny proteiny vyznamné pro AD, jako je APP, y —
sekretazy, [ — sekretazy a neprilysin, coZ naznacuje, Ze k amyloidogennimu zpracovani
APP dochdzi kromé jiného v lipidovych raftech (Gaamouch et al., 2016). To je dalsi dikaz
toho, Ze lipidové rafty hraji diillezitou roli v agregaci AP oligomerti (Kawarabayashi et al.,
2004), ale 1 hyperfosforylovaného tau proteinu (Kosik et al., 1986).

4 VYZNAM JEDNOTLIVYCH LIPIDU V MEMBRANE
VZHLEDEM K AB V RAMCI PATOLOGIE AD

4.1 Glycerofosfolipidy

Glycerolfosfolipidy, ¢i fosfoglyceridy jsou nejvice zastoupenym typem lipidli v bunéénych
membranach. Jejich télo je tvofeno glycerolem, trojsytnym alkoholem, na jehoz prvnim a
druhém uhliku (C1, C2) jsou navazany dva fetézce mastnych kyselin, které zajist'uji
hydrofobni vlastnosti glycerofosfolipidi. Na C3 glycerolu je pfes molekulu fosfatu
navazana polarni skupina jako je cholin, serin, etanolamin atd., diky které¢ jednotlivé
fosfolipidy ziskavaji své specifické vlastnosti (Dawson, 1957). Syntéza fosfolipidli probiha
az na vyjimky v ER, odkud jsou jednotlivé fosfolipidy transportovany do cilovych
membran pomoci cytosolickych pifenosnych proteini, vezikull, diftzi a fizi membran
(Vance, 2015). Jak uz bylo fe¢eno, mozek je bohaty orgén na obsah lipidi a
glycerolfosfolipidy spolecné s cholesterolem a glykolipidy ptfedstavuji jejich hlavni slozku
(Piomelli et al., 2007). Rostouci ditkazy naznacuji, ze zmény v poctu, ¢i slozeni
glycerofosfolipidi mohou modulovat nejriznéjsi patologické procesy spojené s AD
(Cunnane et al., 2012; Ellison et al., 1987; Varma et al., 2018)
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S ptibyvajicim v€kem obsah glycerofosfolipidii v mozkové tkani samovoln¢ klesa

v zavislosti na typu lipidu a jeho lokalizaci v bunéénych membranach. Primérny pokles
glycerofosfolipidt: PI, PC, PE je mensi nez 10 %. Hladiny plasmenylethanolaminu (P1Etn)
klesaji do véku 70 let az o 18 % a do 100 let tento pokles miize byt az 29 % (Kosicek a
Hecimovic, 2013). Vyraznéjsi pokles glycerofosfolipidi je zaznamenan v mozku pacientl
s AD (Varma et al., 2018). Dochazi k snizeni hladiny PI, PS a PE, u PC se jednotlivé
nazory rozchazi, existuji studie, které dokazuji, Ze doslo k snizeni hladiny PC v mozku
pacientli (Varma et al., 2018) ale rovnéz existuji studie, které tvrdi, Ze ke zméné
koncentrace nedoslo (Prasad et al., 1998). K nejvyraznéjsSimu poklesu dochazi u
plasmalogenu (PL) — PIEtn a to az 0 40 % v zavislosti na jeho lokalizaci (Han et al., 2001)

4.1.1 Fosfatidylcholin

Fosfatidylcholin (PC) neboli lecithin je nejcastéji se vyskytujicim lipidem bunécnych
membran. Jednotlivé PC se 1isi délkou a stupném nasyceni hydrofobnich fetézct, ale
vSechny maji na glycerolu ptes fosfat navazany aminoalkohol cholin. Cholin je dalezity
pro pienos nervového vzruchu a také jako zdroj metylovych skupin. PC slouzi kromé
strukturni jednotky membrany také jako hlavni zasobarna cholinu v téle, rovnéz je soucasti
lipoproteinti, ptredevsim lipoproteind s vysokou hustotou (HDL), kde interaguje s ApoE a
spole¢n¢ se podili na transportu cholesterolu (Whiley et al., 2014).

V ramci patologie AD dochézi k naruseni metabolismu glycerofosfolipidl a dochézi
k vyznamnému sniZeni koncentrace PC v membranach (Whiley et al., 2014). Niz§i

vewr

vwr

al., 2018). Divodem korelace mezi sniZenim hladiny PC a kognitivnich funkeci je
neuroprotektivni chovani glycerolipidu. Cholesterol v membranach zprosttedkovéava vazbu
AP na membranu, coz zvySuje toxicky efekt AP (viz podkapitola 4.4. Cholesterol). Pokud
se zvysi koncentrace PC v membrané viici cholesterolu, zvysi se inzerce AP do membrany
a tim dojde k omezeni tvorby AP a jejich neurotoxického ptisobeni. Rovnéz hydrofilni
hlavicka PC stabilizuje Ap na membrané a zabranuje tak jeho fibrilaci (Ko et al., 2016).

4.1.2 Fosfatidylethanolamin

Fosfatidylethanolamin (PE) neboli kefalin je druhym nejhojnéji zastoupenym
glycerofosfolipidem v bunéénych membranach. Svymi chemickymi vlastnostmi je
podobny PC, ale 1i$i se od n¢j tim, Ze cholin je nahrazen ethanolaminem (Vance, 2015) a
rovnéz svou lokalizaci, jelikoZ se pfevazné vyskytuje na vnitini strané plazmatické
membrany (Fullerton et al., 2009).

PE v membranéch ovliviiuje stabilitu a funkci mnoha membranovych proteinii. Naptiklad
na sebe vaze protein PEBP (fosfatidylethanolamin-vazajici protein), multifunkéni protein,
ktery miiZze inhibovat aktivitu kindzy Raf ¢i slouzit jako prekurzor pro neautostimulaéni
peptid v hippokampu. Studie dokazuji vyznamnou korelaci mezi snizenim mRNA tohoto
proteinu a naopak zvysSenou akumulaci AP (George et al., 2006). PE se také podili na
oxidacni fosforylaci, autofagii a fuzi membran (Area-Gomez et al., 2009) ¢i je soucasti
metabolickych drah PS a PC (Fullerton et al., 2009).
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Pokud byla u mysi poskozena jedna ze dvou hlavnich biosyntetickych drah pro produkci
PE v buice savct, nebyla tato zména slucitelna se zivotem. Z toho divodu, ze defekty

v biosyntéze jsou pro organismus vétSinou letalni, je experimentaln¢ velmi naro¢né urcit
roli PE pii jeho poSkozeni (Fullerton et al., 2009). Nicméné zména koncentrace PE je
pozorovana u fady chronickych a infek¢nich onemocnéni véetné¢ AD, Parkinsonovy ¢i
Huntingtonovy choroby. Je tedy ziejmé, Ze zména metabolismu lipidt figuruje v
patologii AD (Ellison et al., 1987).

V ramci AD dochazi k zpracovani APP y-sekretazou, jehoz katalytickou slozku vytvaii
proteiny presenilin 1 (PS1) a presenilin 2 (PS2). APP je kromé jiného lokalizovany i na
membranach ER asociovanych s mitochondriemi (MAM) (Area-Gomez et al., 2009). APP
sestfihovy aparat je zde soucasti detergent rezistentnich membran, membranovych
mikrodoménam slozenim pfipominajici lipidové rafty (Nesic et al., 2012). V rdmci AD
dochdzi k mutacim v PS1 a PS2, coz vede k pfiblizeni MAM membran s membrané
mitochondrii, tato zména je doprovazena vyssi syntézou PE (Area-Gomez et al., 2009).
Vyssi hladina PE zvysuje aktivitu y-sekretazy, a tedy generovani AP. Pokud je snizena
hladina PE v bunkach, je aktivita y-sekretazy redukovana, a naopak dochazi k zvyseni
katalytické funkce a-sekretazy. V laboratornich podminkach Ize hladinu PE snizit inhibici
PE syntetazy, prostfednictvim siRNA (Nesic et al., 2012). Neni zndmy pfesny mechanismu
této zmeny, jedna z moznosti je, ze pravé zmeéna v lipidovém slozeni membrany ovliviiuje
dostupnost mista, St€peného y-sekretazou. Nebo, ze PE ovlivituje topologii y-sekretazy. To
ma za nasledek, ze nedochazi k tak velké vyrobé AB40, AB42, které by mohly spolu
agregovat (Area-Gomez et al., 2009; Area-Gomez et al., 2012).

4.1.3 Fosfatidylserin

Fosfatidylserin (PS) je hlavnim z&stupcem polarnich glycerolipidii v membréanach.
Vyznacuje se zdpornym nabojem polarni skupiny, diky kterému muize byt rozeznadvan
celou fadou proteinil v€etné proteinkinadzy C (PKC) (Demuro et al., 2010), cholinesterazy,
tyrosin hydroxylazy, Na*/K* ATPazy, ¢i superoxid dismutazy (Zhang et al., 2015).
SniZenim hladiny PS v neuralnich bunikach vii¢i cholesterolu se snizi tekutost membrany, a
to redukuje funkci mnoha enzym1, které vyzaduji optimalni fluiditu membran. PS také
ovliviiuje metabolismu neurotransmiterti jako je acetylcholin, serotonin, ¢i dopamin a
jejich spravny pienos pies synaptickou Stérbinu, ¢i metabolismus glukozy (Zhang et al.,
2015). PS ma tak v neuralnich buitkach mnoho funkci a pfimo, ¢i neptimo se podili na
enzymatické aktivité, funkci receptort a transportéri v membrané a pienosu akéniho
potencionalu mezi neurony (Parekh et al., 2000).

Mnohé studie dokazuji, Ze exogenni PS podavany pacientiim s AD po dobu nékolika tydnii
vyznamné zlepSuje jejich kognitivni funkce. Oralné podavany PS prochdzi snadno pies
hematoencefalickou bariéru a inkorporuje se do bunééné membrany (Zanotta et al., 2014).
Vyssi hladina PS v membrané snizuje aktivitu cholinesterazy, enzymu, ktery hydrolyzuje
acetylcholin na cholin a kyselinu octovou. Acetylcholin izce souvisi s lidskym uc¢enim a
paméti a zvySeni jeho hladiny v mozku mé pozitivni vliv na pamét’ a kognitivni funkce
pacientt. V rdmci AD dochazi ke generaci velkého mnozstvi ROS molekul, které se
podileji na degeneraci nervovych bunék a zpiisobuji zanét v CNS. PS diky svymi
antioxida¢nim u¢inkiim tento zanét redukuje (Zhang et al., 2015).
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Diky svym pozitivnim u¢inktim je PS v dnesni dobé Siroce diskutovan, jako jeden

z moznych terapeutickych prostfedkii pro zpomaleni, ¢i zastaveni biochemickych zmén
odehravajicich se v mozku pacienti trpicich AD. Na druhou stranu ale nebylo dokazano
neuroprotektivni chovani PS vii¢i Ap v poc¢atecnim stadiu toho onemocnéni. Moznym
vysvétlenim je, ze PS se bézn¢ nachézi prevazné na vnitini strané plazmatické membrany a
k redistribuci PS do vnégj$iho listu plazmatické membrany dochézi prostfednictvim ATP-
dependentnich enzymii zvanych flipaz. Stejné tak PS pfidany in vitro je transportovan do
vnitini plazmatické membréany, kde jsou pouze omezené moznosti interakce s Ap. PS
nachazejici se na vn¢jsi stran¢ plazmatické membrany je s vysokou pravdépodobnosti
signalem pro apoptdzu, tedy bunécnou smrt, v tomto piipad€ PS na vnéjsi plazmatické
membran¢ nema tolik prostoru pro asociaci s A (Ko et al., 2016).

4.1.4 Fosfatidylinozitol

Fosfatidylinozitol (PI) ma na svém tfetim uhliku ptes fosfatovou skupinu navazany
cyklicky alkohol inositol. Fosfatidylinozitoly jsou znamy ptedevsim diky svym signalnim
funkcim, kterymi reguluji bunécény transport, pohyb, rist a déleni buiiky (Robinson a
Dixon, 2006).

V ramci patologie AD dochazi k poklesu hladiny PI v neuralnich membranach,
nejvyraznéj$i zmeéna byla zaznamenén v temporalni oblasti, kde doslo k redukci téméf
poloviny lipidl (Stokes a Hawthorne, 1987). Nicméné po smrti dochéazi k rychlému
odumfeni neuralni tkdn¢ a je mozZné, ze zména koncentrace PI v ramci AD nebyl tak
razantni (Eichberg a Dawson, 1965). Koncentrace PI v mozku je dalezit4 pro spravnou
funkci neurotransmisnich receptori, vcéetné acetylcholinovych, noradrenalinovych,
adrenalinovych a dopaminovych. Pokles PI tedy zapfi¢ini Spatnou komunikaci mezi
neurony, dochazi ke Spatnému pienosu signalu mez jednotlivymi buitkami (George et al.,
AP zptisobi aktivaci mGluRS receptoru, ktery zpisobi odstranéni fosfatidylinositolu 4,5-
bosfosfatu (PIP2) z membrany (He et al., 2019).

Pfi neurodegeneraci bunck zprostitedkované AP dochézi riznymi cestami k aktivaci
fosfatidylinozitol kindzovych drah, predevs§im fosfatidylinozitol 3-kin4zy (PI3K), ktera
podporuje preziti buiiky (Kihara et al., 2001). Kinazy fosforyluji OH skupinu na C3
inositolu a tim reguluji hladinu PI v bunéénych membranach (Caraci et al., 2008).

Na druhou stranu PI jako jeden z malo glycerofosfolipidii hraje roli i ve vazbé a zméné
konformace AB. Byly vytvofeny vezikuly obsahujici rizné typy PI, liSici se pfitomnosti
fosfatovych skupin na inozitolovém kruhu a byl zkouman jejich vliv na AB40 a Ap42.
Dulezitym faktorem bylo pH, pii pH 6 dochéazelo k vazb& obou AP a zméné konformace na
B strukturu, sekundarni strukturu ¢asto se vyskytujici v toxickych amyloidnich agregatech.
Pfi neutralnim pH 7 ménil konformaci pouze APB42, to miize byt vysvétleno pfitomnosti
tim, ze vazba A} na membranu je zavisld na hydrofobnim u¢inku a AB42 oproti AB40
obsahuje o 2 hydrofobni aminokyseliny vice na své C-terminalni doméné (McLaurin et al.,
1998). To dokazuje, Ze PI se podili na iniciaci fibrilarni formace, a tedy jeho vyznam

v ramci AD miize byt jak pozitivni, tak negativni.



4.1.4.1 Kyselina dokosahexaenova a kyselina eikosapentaenova

Neuroprotektivni funkci fosfoglycerolipidii umociiuje pfitomnost kyseliny
dokosahexaenové (DHA) (Qu et al., 2016) a kyseliny eikosapentaenové (EPA) (Wen et al.,
2019) v hydrofobni casti lipidu, kde jsou navazany na glycerol. Jsou obsazeny piedevsim

v PS (Cunnane et al., 2012) a PC (Qu et al., 2016). Obé& se vyznacuji protizanétlivymi
ucinky, které mohou mit pozitivni vliv na pamét’ a zmirnit neuroregeneracni zmény.

DHA je nejcastéji se vyskytujici omega 3 mastna kyselina v mozku ¢loveka, kde sehrava
zasadni roli pro jeho vyvoj a funkci. Nachazi se predevsim v Sedé kize mozkové, tady

v oblastech dulezitych pro uceni a pamét’. V ramci AD dochézi k poklesu DHA (Cunnane
etal., 2012). EPA je prekurzorem DHA s podobnymi Gc¢inky. Ob¢ latky se v piirodé
vyskytuji pfedev§im v moiskych produktech, véetné rybiho oleje a jako dopliiky stravy
jsou doporuceny pro pacienty s AD i jako prevence proti tomuto onemocnéni (Kris-
Etherton et al., 2009)

Formy DHA-PC a EPA-PC snizuji hladinu mRNA i proteinu APP, také inhibuji funkci 8-
sekretazy a y-sekretazy, ¢imz vyznamné redukuji hladiny rozpustného i nerozpustného
AP40 ¢i AP42 a zabranuji tak jejich neurotoxickému plisobeni na membranu (Che et al.,
2018). Dochazi tak k zastaveni, nebo aspoil k ¢aste¢nému zpomaleni patogeneze AD a ke
zlepsSeni uceni a paméti. Tyto poznatky byly pozorovany v mozku potkanti, kterym byl po
dobu 30 dnti podavam DHA-PC. Zaroven doslo k snizeni exprese fosforylovaného
proteinu tau a obnoveni neuralni morfologie (Qu et al., 2016).

EPA-PC byl podavan potkaniim po dobu 20 dnti a rovnéz doslo k snizeni progrese
onemocnéni, 1 kdyZ G€inek oproti DHA-PC nebyl tak silny. Pokud byl PC nahrazen ethyl
esterem (EE), tento efekt pozorovéan nebyl (Wen et al., 2019). EPA a DHA jsou
rozpoznavany bunécnym inflamazémem NOD-like receptor protein 3 (NLRP3). NLRP3
1ze aktivovat pomoci velkého poctu signdlnich molekul, véetné agregath AB. Aktivni
NLRP3 mimo jiné produkuje cytokin IL-1p, ktery podporuje rozvoj AD. EPA, respektive
DHA po navazani na NLRP3 komplex inhibuji jeho funkci, coz vede k sniZzeni AP depozit
a (Wen et al., 2019). V neposledni fadé EPA-PC a DHA-PC zvySuji aktivitu antioxidantd,
které dokazi zachytit ROS a tim snizit riziko oxida¢niho stresu (Che et al., 2018).

4.1.5 Plasmalogeny

Plasmalogeny (Pls) jsou podttidou etherovych fosfolipidii, bézné¢ se vyskytujicich
pfedevsim v plazmatickych membranach nervovych a svalovych bunék. Jedna se o
specialni skupinu polarnich glycerolfosfolipidii, strukturné podobnych PE, kter¢ ale na
rozdil od ného maji na uhliku C1 glycerolu vinyl etherovou vazbou navéazan alifaticky
nasyceny fetézec, diky Cemuz ziskavaji své specifické vlastnosti. Jejich zastoupeni se

v jednotlivych tkanich lisi, stejné tak jejich funkce je tkdnove specificka. Podileji se na
bunécnych procesech jako je vezikularni transport a signélni transdukce (Braverman a
Moser, 2012), dale také hraji vyznamnou roli ve fyzikalnich vlastnostech membrany,
vcetné jeji tekutosti a ochrané membranovych lipida (Katafuchi et al., 2012), v prevenci

-----

al., 2012).



4.1.5.1 Plasmenylethanolamin

NejcastéjSim zastupcem plasmalogenil je plasmenylethanolamin (PlsEtn), tvotici 20 %
ethanolaminovych fosfoglyceridi mozku a az 85 % ethanolaminovych fosfoglycerida
v myelinu. Ubytek plasmalogenti v bunécnych membranach tedy hraje vyznamnou roli
v patogenezi AD a podili se na neurodegeneraci, ztraté a disfunkci synapsi (Han et al.,
2001).

Jiz v pocatecnich stadiich AD dochazi k vyraznému poklesu PlsEtn, a to o celych 40 %

v bilé hmot¢ ¢elni, temenni a koncové oblasti mozku. Teprve v pokrocilém stadiu AD
dochazi k poklesu koncentrace PlsEtn 0 30 % i v Sedé hmoté (Han et al., 2001), snizena
hladina PlsEtn je také prokdzana i v CSF, krevni plazm¢ a v membranach erytrocytl
(Wood et al., 2015). Zména koncentrace PIsEtn vede kromé jiného k nestabilité
membranové dvojvrstvy a prispiva k rozvoji patogeneze AD. Navic ke zméndm
koncentrace PIsEtn v membrandch nedochézi u jinych neurodegenerativnich
onemocnénich jako je Huntingtonova choroba a Parkinsonova choroba a je tedy specificka
pouze pro AD (Ginsberg et al., 1995). Pokles PIsEtn koreluje s deficitem kognitivnich a
smyslovych funkci, tedy stupen redukce ptimo souvisi se zavaznosti onemocnéni (Han et
al., 2001). Dodnes neni zndmo, zda sniZeni hladiny PIsEtn je pti¢ina, nebo disledek
onemocnéni, ani jakym zplsobem k poklesu dochazi. Uvazuje se o peroxizomalni
disfunkci, mista pocatku biosyntézy Pls (Kou et al., 2011), rovnéZ se muze jednat o
oxidacni stres (Broniec et al., 2011), zdnétlivou odpovéd’, ¢i jiné zméné v membranové
dvojvrstvé (Katafuchi et al., 2012).

Existuji diikazy o pozitivnich u€incich PlsEtn na AD u hlodavci. U nich byl nejprve
vyvolan pomoci lipoproteint neuralni zdnét v hippokampu, ktery aktivoval gliové buiky a
ty pak navodily prostiedi podobné AD. Pokud byl poté hlodavetim injikovan PlsEtn, doslo
k zmirnéni projevii onemocnéni (Katafuchi et al., 2012). Pfedevsim byl pozorovan
antiamyloidogenni U€inek PlsEtn. PIsEtn pfimo snizuje aktivitu y-sekretazy, enzymu, ktery
se podili na syntéze AP. V rdmci AD je AP jednim z faktorim vyvoldvajicich snizeni
koncentrace PIsEtn v membranéach, coz ma za nasledek zvyseni aktivity y-sekretazy a tedy
jeste vyssi produkci AP (Rothhaar et al., 2012). Studie také ukézaly, Ze PlsEtn rovnéz
zabranuji smrti neuralnich bunék. Aktivuji receptory spiazené s G proteiny, které aktivuji
proteinkindzu B, enzym, ktery je soucasti MAP kindzové signélni drahy vedouci do jadra a
podilejici se na zméné genové exprese. V hippokampu mysi inhibuje PlsEtn kaspazu-9 a
kaspazu-2, tedy enzymy podilejici se na apoptdze, coz dokazuje neuroprotektivni ucinek
PIsEtn (Hossain et al., 2013).
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4.2 Sfingolipidy

Existuji dvé zékladni skupiny sfingolipidii, které jsou rozliSeny na zakladé svych polarnich
skupin: (1) fosfosfingolipidy a (2) glykosfingolipidy. Mezi fosfosfingolipidy patii
sfingomyelin, do glykosfingolipidii se fadi cerebrosidy a gangliosidy (Lee et al., 2004).

V mozku sfingolipidy zprostiedkovavaji Sirokou skalu biologickych funkci, které¢ jsou
relevantni pro rozvoj AD. Ovliviiuji metabolismus APP prosttednictvim apoptozy (He et
al. 2010), fosforylace tau proteinu, homeostazi vapniku a biosyntézou acetylcholinu
(Varma et al., 2018), ¢i reguluji excitabilitu neuralniho hippokampu. NejcastéjSim
zastupcem sfingolipidd je sfingomyelin (Norman et al., 2010).

4.2.1 Sfingomyelin

Sfingomyelin (SM) se vyskytuje pfedevsim jako soucast lipidovych rafti (Hannun a
Obeid, 2008), ve velkém mnozstvi jej 1ze nalézt v nervové tkani, kde je soucasti bilé hmoty
mozkové, tedy hlavné v myelinovych pochvach nervi. Na rozdil od glycerofosfolipida
neobsahuje glycerol. Jeho télo je tvofeno sfingosinem, nenasycenym aminoalkoholem, na
ktery je amidovou vazbou navazand mastnd kyselina. Tato struktura se nazyva ceramid a
tvofi nepolarni ¢ast sfingomyelinu, ale 1 dalSich sfingolipid. Na koncovou OH skupinu
sfingosinu je ptes kyselinu fosforecnou navdzan cholin (Massey, 2001).

Je prokazana zména koncentrace SM v mozkové tkani pacientti s AD, ackoliv jednotlivé
studie si navzajem odporuji. Castéjsi je tvrzeni, Ze dochazi k zvyseni koncentrace SM

v bunéénych membranéch, kdy zvySena koncentrace koreluje se zhorSenim kognitivnich
funkei pacienta (Kosicek et al., 2012). Naopak se vyskytuji 1 ndzory, Ze v ramci AD
dochézi k sniZeni koncentrace SM v membranach (He et al., 2010). Oba nazory se vsak
shoduji v tom, Ze v ramci AD dochazi k naruSeni metabolismu sfingolipidl a tento defekt
souvisi s klicovymi aspekty patogeneze AD (He et al., 2010; Han et al., 2011; Kosicek et

al., 2012)

Abnormalni metabolismus SM je velmi ¢asto pozorovan u AD. Kli€¢ovym enzymem pro
regulaci biosyntézy SM je sfingomyelinaza, ktera hydrolyticky $té€pi sfingomyelin na
fosfocholin a ceramid. Aktivita sfingomyelinazy je zavisla na pH, na jehoz zaklade¢ je
rozdélena do tfi skupin: kyselé, neutralni a alkalické sfingomyelindzy (Goi a Alonso,
2002). V ramci patologie AD se AP42 vaZe na membranu. Interakce AB42 s membranou
pfimo aktivuje neutralni sfingomyelinazu, ktera §t€pi SM, coZ mé za nasledek zvyseni
ceramidu v buiice. Ceramid je vyznamnym apoptickym mediatorem, ktery krome¢ jiného
indukuje smrt neuroglii. Naopak pokud dojde k inhibici této sfingomyelinazy, sniZi se
syntéza ceramidu a zaroven cytotoxického pusobeni AP (Lee et al., 2004). Tento proces je
tedy zavisly na aktivité y-sekretazy, ktera zpracovava APP. Aktivita y-sekretazy je
ovlivnéna jak sfingomyelindzou, tak hydroxymethylglutaryl-CoA reduktazou, enzymem,
ktery se podili na metabolismu cholesterolu. Oba tyto enzymy snizuji hladiny svych lipidi
v membran¢ a tato zména lipidového sloZeni membran ma vliv na aktivitu y-sekretazy
(Grimm et al., 2005). Dalsi studie prokézaly, Ze AB42 naopak aktivuje kyselou
sfingomyelindzu, rovnéZ doslo k zvySeni koncentrace ceramidu, coz vedlo k bunééné
apoptoze. Kromé toho ceramid také dokaze stabilizovat B-sekretdzu a tim podpofit
produkci AB. Dochdzi zde tedy k pozitivni zpétné vazbé, ktera zvysi pravdépodobnost
apoptozy bunky (He et al., 2010).
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4.3 Glykolipidy

Gangliosidy jsou glykosfingolipidy, polarni lipidy tvofené ceramidem, ke kterému je
glykosidovou vazbou navazan rozvétveny oligosacharidovy fetézec. Kromé béznych
monosacharidi obsahuji i zbytek kyseliny sialové (Obr. 2) (Ewers et al., 2010). Jsou
pritomny v membranach vsech bunck obratlovcti, pfi¢emz nejvyssi zastoupeni dosahuji v
bunikach nervového systému (NS). Jednim z nejcastéjSich zastupcii gangliosidii v mozku je
GM1, ktery je v dnesni dob¢ povazovan za stézejni pro vazbu a iniciaci agregace AP (Dai
et al., 2020). Na druhou stranu existuji i diikazy o neuroprotektivni a neuroregeneracni
funkci GM1 (Magistretti et al., 2019).

4.3.1 Monosialotetrahexosylgangliosid

Monosialotetrahexosylgangliosidy (GM1) jsou piednostné usporadavany do lipidovych
raftd (Aureli et al., 2016). GM1 v lipidovych raftech maji tendenci vytvaret klastry
spojenim svych poldrnich skupin. Prahovéa hodnota vzdjemného propojeni GM1 hlav do
sit€ byla experimentalné stanoven na 20 mol%. (Shi et al., 2007). Vytvaii se tak rigidni
platformy oligosacharidovych fetézcl gangliosidu, které svymi vlastnostmi omezuji pohyb
AP po membrané a zvySuji Sanci na jejich vzajemné propojeni a tvorbu fibrilarnich forem
(Dai et al., 2020).

Je dokazano, ze v ptitomnosti gangliosidi v membrané dochéazi k dramatickému zvySeni
tvorby fibrilarnich forem peptidu, a to s vazebnou afinitou v rozsahu 1010 M,

v zavislosti na oligosacharidové struktute glykolipidu (Choo-Smith et al., 1997). Vazba AP
na gangliosidy pfedstavuje zaklad fibrilogeneze A a tvorbu senilniho plaku (Kakio et al.,
2002). Vazba mezi AP a gangliosidem GM1 je primarné zaloZena na elektrostatickych
interakcich. I velké zmény koncentrace iontli nezméni vazebnou afinitu peptidu

k membrané (Hong et al., 2014).

Po navazani AP na Gmi dochazi k postupné zméné konformace vysokého podilu AP z a
helikalni struktury na f list a k zvySeni hustoty proteinu na membrané. Zména konformace
je zavisla na poméru koncentraci AP vici GM1 (Kim et al., 2006). Tato zména se zda byt
gangliosid specifickd a nebylo dokazano, Ze by za plisobeni zanedbatelné iontové sily a
neutralniho pH probihala u kyselych fosfolipidi, cholesterolu ¢i sfingomyelinu. Stejné tak
neprobihala, pokud byly vyizolovany oligosacharidy danych gangliosidii (McLaurin et al.,
1998). Existuji ale 1 opacné studie, které naznacuji, ze oligosacharidovy fetézec je
vyznamny pro interakci s mikrobidlnimi viry a toxiny, nikoli s AB. Pro ten se zda byt

vvvvvv

Po navédzani AP na GM1 tedy dochézi ke konformaéni zméné proteinu. Zaroven tento
amyloid, navdzany na GM1 (GAP) slouzi jako tzv ,,semeno* pro vznik agregatu. Na GAP
se navaze dalsi rozpustny AP a zaujme podobnou konformaci jako pfedesly amyloid,
zarovein na sebe vaze dalsi AP a soucasné slouzi tedy jako Sablona pro jeho konformacéni
pfechod. Tento cely proces postupné vede k tvorbé fibrily (Kakio et al., 2002). Druhym
navrzenym mechanismem je, Ze nejprve pocatecni AP vytvaii a helikalni strukturu a teprve
po zvyseni koncentrace AP dochazi ke zméné struktury na beta listy. K tomu nejspiSe
dochazi ve chvili, kdy AP dimerizuji na membrané. Proces vede k dalsimu vyvoji agregatu
do vyse usporadanych struktur (Yagi-Utsumi et al., 2011).
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Navazani a konformacéni zména peptidu AP je ovlivnéna plno faktory. Esencialni je
ptitomnost a koncentrace GM1 v membran¢. Podstatnéjsi slozkou GM1 se zda byt
oligosacharidovy fetézec, jehoz soucasti je kyselina sialova, ktera prokazatelné ptispiva

k tvorbé vazeb mezi A a membranou (McLaurin et al., 1998), ale i uhlovodikova cast se
zda byt podstatna (Yagi-Utsumi et al., 2010). Dulezitou roli zde ma i plno dalSich faktort,
vcetné okolniho slozeni membrany. AP vykazuje vyssi ochotu vazby na membranu, pokud
je v okoli zvySend koncentrace SM ¢i CHOL a naopak mensi, pokud je v okoli zvySena
hladina PC (Choo-Smith a Surewicz, 1997; Hong et al., 2014). Rozhodujici je rovnéz pH,
koncentrace AP (Dai et al., 2020) a pfitomnost kinetickych a termodynamickych
zesilovacti (McLaurin et al., 1998), proteinu ApoE J ¢i kovovych ionttl jako je Zn?* ¢i Ca®*
(Okada et al., 2007).

Agregéaty amyloidt se Casto nachazeji na lipidovych membranach, mohou vsak interagovat
s Sirokou $kalou molekul tvoficich extraceluldrni matrix, ¢i proteinovych molekul.
Membréna jako celek zprostiedkovava interakci monomernich nebo oligomernich AP
peptidii a umoznuje tak jejich agregaci (Terakawa et al., 2015). Je znamo, Ze cytotoxicita
oligomernich AP vytvéfenych in vitro je vysledkem jejich vzajemné interakce s lipidovou
slozkou bunéénych membran. Nynéjsi studie naznacuji, ze oligomerni A ptisobi toxicky
na povrch buné€k, zvySuje permeabilitu membrany, coz ma za nasledek mnoho
biochemickych modifikaci bungk, v&etn& zvysené intracelularni koncentraci Ca**, vedouci
k disfunkci a smrt bunky (Gaamouch et al., 2016).

4.3.2 Ostatni gangliosidy

Gangliosidy jiné nez GM1: GD1a, GD1b, GT1b, GT1a (odlisné glykanova struktura)
rovnéZ ovliviuji rychlost fibrilace A v membranach. Nicméné jejich tcinek je slabsi
(Kakio et al., 2002).
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4.4 Cholesterol

Cholesterol (CHOL) je steroidni latka s amfipatickymi vlastnostmi fadici se mezi
isoprenoidy. VétSina molekuly predstavuje hydrofobni ¢ast, sloZzenou ze steroidniho jadra

s navazanym uhlovodikovym fetézcem. Polarni ¢ast cholesterolu tvoii pouze hydroxylova
skupina v poloze C3. CHOL je Siroce rozsifen ve vSech buiikkach organismu, zvIasté pak

v nervove tkani, kde zastupuje 25 % celkového mnozstvi cholesterolu v lidském téle
(Koudinov a Koudinova, 2001). Je vyznamnou strukturni a funkcni slozkou plazmatickych
membran a lipoproteinii krevni plazmy, kromé toho je také dillezitym prekurzorem pro jiné
steroidy, napiiklad pohlavni hormony, ¢i vitamin D. Svymi funkcemi vyznamné ovliviiuje
chovani AP v mnoha aspektech, véetné agregace na membranach (Yip et al., 2001) a
metabolismu (Xiong et al., 2008).

Cholesterol diky svym specifickym vlastnostem méni strukturu, dynamiku i chemické
vlastnosti lipidové dvojvrstvy. M4 vliv na tloustku, tekutost a hydrofobicitu bunééné
membrany (Yu a Zheng, 2012). Elektrostatické interakce jsou podstatné pro pocatecni
kontakt AP s membranou, kdy zaporné nabyté polarni hlavy lipida vytvari nekovalentni
vazby predevsim s kladn€ nabitymi aminokyselinovymi zbytky AP (Linse et al., 2007).
CHOL zvySuje hydrofobicitu membran, kdy hydrofobni interakce vedou ke stabilizaci A3
a mohou podpofit inzerci peptidu do membrany (Ferndndez-Pérez et al., 2018). Jina studie
tvrdi, Ze vysoky obsah cholesterolu zvySuje rigiditu membrany, a to ma za nasledek
naopak nizsi schopnost A peptidu se inzerovat do membrany, kde tvofi multimerni
struktury schopné perforovat membranu. Vytvotenim porit dochézi k naruseni iontové
homeostazy vedouci k bunécné smrti. (Yip et al., 2001). Rovnéz hydrofobni efekt
cholesterolu mize ovlivnit konformaci samotného peptidu, coZ umozni vytvaret vétsi
agregaty (Fernandez-Pérez et al., 2018). Obé tyto vazby mohou byt podpoteny ionty Ca**,
které zprosttedkovavaji solné mustky mezi lipidovymi hlavickami a zdporné nabitymi
zbytky AP (Yu a Zheng, 2012).

Byl prokazan neuroprotektivni efekt CHOL v poc¢ate¢nich stadii AD. Rozpustné A se
vaze na CHOL v membrané a vytvaii zde klastry. Nedochdzi ke zméné€ konformace AP a
tato uskupeni neptisobi toxicky na své okoli (Fernandez-Pérez et al., 2018). Naopak

v pozdéjsich stadii AD, CHOL podporuje neurodegeneraci mozkové tkané. Studie se
rozchézi ve vyslednych hladinach CHOL v ramci AD, ale jak snizena, tak zvySena
koncentrace CHOL v bunéénych membranach mize mit negativni efekt na bunku. Jak uz
bylo feceno, cholesterol podporuje vazbu AP na membranu, pokud se tedy koncentrace
zvysi, dochazi k Castéjsi agregaci AP a tvorbé fibril, plakli a neurotoxickych oligomert AP
(Matsuzaki, 2007). Naopak snizenim CHOL, se snizi akumulace Af, ale naopak zvysi
fluidita membrany a AP se bude s vyssi frekvenci inzerovat do membrany (Ferndndez-
Pérez et al., 2018). CHOL je také vyznamny pro spravnou funkci synapsi, pokud je ho

v bunikach malo je naruSena neurotransmise neuralnich bun¢€k (Fantini a Barrantes, 2009).
SniZeni hladiny CHOL mélo pozitivni efekt u mysi, doSlo k sniZeni akumulace A, ale
zaroven k zlepSeni paméti (Yao et al., 2012).
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CHOL a jeho metabolismus hraji vyznamnou roli v patogenezi AD, stejn¢ jako v mnoha
dalsich neurodegenerativnich onemocnénich. CHOL v mozku je syntetizovan predevSim
de novo. Dlivodem je, ze lipoproteiny, hlavni transportéry CHOL, maji pouze omezenou
prostupnost pfes hematoencefalickou bariéru mozku (BBB), ktera tedy reguluje hladinu
cholesterolu (Koudinov a Koudinova, 2001). Vyssi propustnost BBB byla pozorovana u
mysi s hypercholesterolémii, pti které dochazi k dysfunkci v LDL (low density
lipoproteins), cholesterolového transportéru, coz se projevuje zvysenim cholesterolu

v plazmatickych membranach. Tyto mysi vykazovaly niz$i pamét'ové schopnosti a pokud
bylo do mysi pomoci intracelebroventrikularni injekce vpraveno 400 pmol AP, dochazelo
k snadnéjSimu vzniku neurdlniho zanétu a degradace neuralnich bun¢k v hippokampu (De
Oliveira et al., 2014).

V rané fazi AD je pozorovana vyssi koncentrace CHOL v bunéénych membranach
neuralnich bunék mozku. Zvysena hladina CHOL zvysuje aktivitu B a y-sekretazy.
Dochézi tedy k nadmérnému zpracovavani APP a produkci AP, typického peptidu pro
rozvoj AD (Xiong et al., 2008). Neni jasné, zda zvysena hladina CHOL ptimo ovlivituje
aktivitu B-sekretazy. Jiné studie navrhuji, ze vice CHOL v membranach zptisobi zvysenou
akumulaci APP do lipidovych raftd, kde se nachazi kromé jinych proteini zodpovédnych
za sestfih APP, pravé B-sekretdza. Poté dochazi k internalizaci do endozomi a sestfihu
APP (Marquer et al., 2011). ZvySena hladina CHOL ovliviiuje nejspis vSechny typy
sekretaz podilejici se na sesttihu APP ApoE (Howland et al., 1998).

V ramci sestfihu APP, vznikaji kromé samotného AP, také N a C-terminalni fragmenty. C-
terminalni fragment neboli AICD, je intracelularni fragment, ktery snizuje transkripci genu
pro proteinovy receptor LRP1 (low-density lipoprotein receptor-related protein 1). LRP1 je
receptor na povrchu bunéénych membran, ktery rozpoznava a vaze ApoE, tedy protein,
ktery je zodpovédny za transport CHOL do buniky. Pfi sniZzeni hladiny LRP1 na
membranach, dochézi k zachyceni CHOL na membrang, ale jiz ne k jeho importu do
buiiky. To by mohlo vysvétlovat preferované;si verzi a to, Ze v rdmci AD dochdazi k sniZeni
hladiny CHOL (Liu et al., 2007).

Byl proveden pokus na kralicich, ktefi byli krmeni vysoko cholesterolovou stravou po
dobu 4-8 tydnt. Poté byl pozorovan vyssi vyskyt CHOL v mozkovém séru kralika a
naméfeny vyssi hladiny AP a ApoE v temporalnim a frontalnim kortexu, v mistech, kde
dochazi k amyloidovym patologiim v rdmci AD (Sparks et al., 1994). Podobny postup byl
aplikovan 1 u transgennich mysich, avSak vysledky nebyly totozné. ZvySenim hladiny
CHOL v séru byla sekrece derivati APP, v¢éetné AB40 a AB42 redukovana a stejné tak
hladina ApoE (Howland et al., 1998). Neexistuje jednotny nazor na vliv hladiny CHOL na
membranu, APP a produkci AB. Je vSak jisté, ze homeostaza CHOL v mozku je piisné
regulovana a jak vysoka, tak nizka koncentrace je vysoce rizikové pro vznik a rozvoj AD
(Howland et al., 1998; Sparks et al., 1994).
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5 ZAVER

Tato prace shrnuje soucasné znalosti o vztahu mezi jednotlivymi membranovymi lipidy a
amyloidovym proteinem. Existuje mnoho druhi a forem lipidi a jejich kompletni vycet
spolecné s funkci by zdaleka ptesahoval rozsah bakalatské prace. Proto je tato prace
omezend pouze na nejcastéji se vyskytujici lipidy bunéénych membran.

Lipidy, piedevsim cholesterol, sfingomyelin a GM1 prokazateln¢ hraji vyznamnou roli
v abnormalni agregaci a depozici AP na membranach neurdlnich bun¢k. Dochazi k tvorbé
oligomert, fibril a senilnich plakli v mozku pacienta spojenych s neurodegeneraci
mozkové tkdn€. V dnesni dobé¢ je preferovano tvrzeni, Ze neurotoxické plisobeni na
membranu zprostiedkovavaji predevsim A oligomery a méné fibrily ¢i senilni plaky.

Fosfolipidy naopak hraji dtlezitou roli v regulaci proteolyzy APP, a tedy generovani
samotného AB. VétSinou dochédzi v rdmcei defektu v metabolismu lipida k snizeni ¢i
zvySeni jejich hladiny v membréané. Tato zména pak mize mit vliv na sestfihovy aparat
APP, pfedevsim na aktivitu y-sekretdzy.

Je velmi obtizné rozhodnout o jednozna¢ném vyznamu lipidu v ramci AD. Jednotlivé
lipidy mohou mit jak neuroprotektivni, tak neurodegenerativni vliv na membranu
v zavislosti na riznych podminkach, jako je okolni prostfedi. Pfedevsim cholesterol se mi
v tomto ohledu nepodatilo zcela charakterizovat. Studii je nepfeberné mnozstvi a
informace jsou vétsinou protichtidné. Tento problém je do jisté miry zapfi¢inén i tim, ze
neni zndm presny molekuldrni mechanismus Alzheimerovy choroby. Je tedy velmi slozité
urcit, co je pri¢ina a co dusledek nejriznéjsich patologii souvisejicich s Alzheimerovou
chorobou.

Ackoli je Alzheimerova choroba znama vice jak 100 let a na jejim vyzkumu se podili
tisice lidi po celém svéte, do dnesniho dne se nepodatilo objevit pfi¢inu vzniku tohoto
onemocnéni. Rovnéz ani nalézt 1€k, ktery by zabranoval, ¢i aspont vyrazné zpomaloval
progresy toho onemocnéni. V dnesni dobé¢ ¢itd pocet lidi s Alzheimerovou chorobou témer
50 milionl obyvatel a je odhadovano, Ze do roku 2030 se toto ¢islo pfiblizi k hodnoté 80
milioniim. CoZz déla z Alzheimerovi choroby nejenom zdravotni problém, ale rovnéz
vyrazné€ socioekonomicky problém.
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