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Abstrakt

Perineuralni sité jsou strukturou extracelularni matrix centralniho nervového systému,
obepinajici n¢které subpopulace neuronti. Jejich vznik souvisi s uzavienim kritické periody a
vyraznym omezenim plasticity. Ve zdravém organismu jsou perineuralni sité dulezité pro
stabilizaci zralého nervového systému, podporu vysoce aktivnich neurontl a jejich ochranu.
Pti patologickych stavech jsou vSak jednim z faktori, které zabrafnuji spravné obnove tkané
prostiednictvim tvorby gliové jizvy a zvySenim koncentrace latek s inhibicnim efektem na
rust neuronil. Rozrusenim perineuralnich siti, naptiklad enzymaticky, je mozné znovu oteviit
kritickou periodu a obnovit plasticitu centralniho nervového systému. To vede k potenciaci
rastu a vétveni neuront a celkové regeneraci centralniho nervového systému jak po
mechanickém poskozeni, jako je naptiklad poranéni michy, tak pfi neurodegenerativnich
onemocnénich, jako je Alzheimerova choroba. V Alzheimerové chorobé ovliviiuji
perineuralni sité stejné jako ve stdrnoucim organismu zhorSovani paméti a obnoveni plasticity

zde vede ke zlepSeni synaptického pfenosu, a tim i odstranéni pamétového deficitu.

Kli¢ova slova: perineuralni sit¢, neurodegenerativni onemocnéni, poranéni CNS,

Alzheimerova choroba, chondroitinsulfat proteoglykany
Abstract

Perineural nets are a structure of extracellular matrix, enwrapping several subpopulations of
neurons in the central nervous system. Their formation is linked to the closure of critical
period and significant plasticity restriction. In a healthy organism, they are important for
stabilisation of mature nervous system, support of highly active neurons, and neuroprotection.
However, they are one of the factors that restrict tissue regeneration during pathological
conditions by participating in the formation of glial scar and upregulating molecules that have
inhibitory impact on neuron sprouting. Digestion of perineuronal nets, which is mostly
achieved enzymatically, leads to re-opening of critical period and renewal of plasticity,
potentiating neuronal sprouting and growth and overall regeneration of central nervous system
after mechanical damage, such as spinal cord injury, or during neurodegenerative diseases, as
is Alzheimer’s disease. Perineural nets play a similar role in Alzheimer’s disease and aging,
where they participate in memory loss. Renewal of plasticity in these conditions leads to

facilitation of synaptic transmission and therefore eliminating the memory deficit.

Key words: neurodegenerative diseases, CNS injury, Alzheimer’s disease, perineural nets,

chondroitinsulfate proteoglycans
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Uvod

Plasticita systému je vlastnost, ktera urcuje, do jaké miry je dany systém schopen podstupovat
zmény a prestavby. Plasticita centralniho nervového systému (CNS) je po nékolika tydnech
od narozeni znacné omezena kvtli vzniku struktury extracelularni matrix, zvané perineuralni
sité¢ (PNS). CNS vykazuje v raném veéku vysokou miru plasticity, coz slouzi ke spravnému
vyvoji v odpovédi na okolni stimuly, tvorbu nervovych spoju a dozrani celého systému. Po
ukonc¢eni tohoto obdobi, zvaného kriticka perioda, PNS zafixuji vzniklé synapse, a pfestoze
nedojde k uplnému zabranéni modifikaci CNS, jeho plasticita je vyrazné¢ omezena. To sice
zabranuje jeho nechténym piestavbam, ale také predstavuje prekazku v regeneraci tkané

pii patologickych stavech. Proto se v soucasné dob¢ fada védcii vénuje otazce, zda je mozné
manipulovat s PNS, docasné je z CNS odstranit a znovu tak otevfit kritickou periodu, coz
mize mit pozitivni vliv na obnovu CNS béhem terapie mechanickych poskozeni i

neurodegenerativnich chorob.

Cilem préace je ukazat, zda je mozné ovlivnit plasticitu CNS rozrusenim perineuralnich siti a
pokud ano, jak lze tuto skute¢nost vyuzit v terapii normalni a patologické CNS, zejména

v ohledu na zlepSeni paméti ve stafi a pii Alzheimeroveé chorobé (AD). Stéii je hlavni
rizikovy faktor pro pacienty postizené AD. Ttebaze poruchy paméti ke stafi pfirozené patii, u
AD jsou jednim z prvnich ptiznakl a choroba postupné poskodi mozek do té miry, Ze u
pacienta nakonec dojde k rozkladu osobnosti. V tuto chvili neexistuje zadny zpusob, jak AD
vylécit, efektivni zmirnéni symptomi a jejich oddaleni by vSak ulehcilo t€zkou situaci mnoha
pacientiim 1 jejich blizkym. Poruchy paméti ve staii a v rané fazi AD maji sice jiné pfiiny,
ale podobny mechanismus, a poznatky ziskané z vyzkumu starnoucich zvitat by mohly byt
piinosné také v terapii AD. M4 bakalatska prace proto nejen predlozi popis struktury a funkce
PNS ve zdravém organismu a moznosti, jak jimi manipulovat, ale také ptedstavi nékolik

studii, které se vénuji roli PNS v mechanismech paméti ve staii i u AD.



Extracelularni matrix

Stejné jako v dalSich ¢astech t€la, 1 v centralni nervové soustavé (CNS) jsou bunky tkani
obklopeny mikroprostiedim, zvanym extracelularni matrix (ECM). Extracelularni matrix je
mezibunééna hmota vylucovana vlastnimi buiikami, které¢ potom obklopuje a komunikuje

s nimi prostiednictvim bunéénych receptorti na jejich povrchu (Novak & Kaye 2000). Sestava
piedevsim z proteinti, glykosaminoglykant a glykoproteinti. NejrozsifenéjSimi slozkami jsou
napf. kolagen, laminin ¢i fibronektin a riizné proteoglykany ¢i integriny, kterymi jsou buiky
s ECM spojeny (Galtrey & Fawcett 2007). Ptestoze si je ECM napfi¢ riznymi tkanémi
podobna, lisi se zastoupenim slozek, a to jak jejich riznymi typy, tak pomérnym mnozstvim,
organizaci a objemem ECM vici objemu bunék dané tkané. Jako protichiidné ptiklady Ize
hmoty, a ECM epitelti, kde se ECM projevuje zejména jako bazalni lamina k sobé tésné
prisedlych bunék (Novak & Kaye 2000). Funkci ECM je krom¢ strukturalni ulohy také napft.

udrzovani homeostazy a podpora komunikace bunék mezi sebou, i s vné&j$im prostiedim.

Extracelularni matrix CNS, ktera byla v letech 1897—1898 popsana védci Santiagem Ramoén y
Cajal a Camillem Golgi, je unikatni v nékolika ohledech, a to jak strukturalnich, tak
funk¢nich. Stromatélni prostory v mozku jsou histologicky Spatné rozlisitelné, takze

k potvrzeni existence ECM v mozku doslo az v 80. letech a do t¢ doby bylo rozsifené
piesvédceni, ze mozkova tkan je zcela zaplnéna neurony a gliovymi buitkami (Tani &
Ametani, 1971). Pfitom navzdory svym rozmériim, které ¢ini pouze 20—-60 nm na Sitku, zabira
ECM az 20% objemu dospélého mozku (Nicholson et al. 2011; Nicholson & Sykova 1998).
Extracelularni matrix je v CNS produkovéana Golgiho apardtem neuront i gliovych bun¢k
(Dityatev & Schachner 2006) a lisi se svym uspotadanim v zavislosti na tom, ve kterém
strukturdlnim ¢i funkénim celku mozku se nachéazi (Novak & Kaye 2000; Dauth et al. 2016).
Ptedevsim je ale jind nez ECM jinych tkani téla, od kterych se odliSuje sloZenim a obsahuje
komponenty, nachdzejici se vyluén€ v mezibunééné hmoté CNS. Takovymi specifickymi
molekulami jsou naptiklad brevican, neurocan a phosphacan (Maurel et al. 1994; Ruoslahti
1996). Napadny je rozdil v mnozstvi vlaknitych proteind, jako jsou kolagen a fibronektin.
Zatimco tyto proteiny se v ECM jinych tkani bézn¢ vyskytuji, v ECM mozku je nalézame
pouze v zanedbatelné mite (Yamaguchi 2000; Ruoslahti 1996). Oproti tomu v ni nalézdme
velké mnozstvi glykosaminoglykanti, bud’to spolu s proteiny formujici proteoglykany, nebo
volné ve formé hyaluronant (Novak & Kaye 2000; Deepa et al. 2006). ECM ma v centralnim

nervovém systému dulezité funkce, a to jak ve stadiu vyvoje, tak v dospélém organismu a pfi
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patologickych stavech (Bonneh-Barkay & Wiley 2009). Je nezbytna pro pieziti bun¢k,

v reakci na jejich poskozeni, regeneraci a bunééné signalizaci (Kwok et al. 2011; Dauth et al.
2016) a dale pro tvorbu a stabilitu synapsi (De Luca & Papa 2016). Béhem vyvoje ma vliv na
rist a migraci neuronll (Margolis & Margolis 1997). V dospélém mozku je ECM pfitomna

v mezibunécnych prostorech mezi neurony a gliovymi buiikami (Yamaguchi 2000) a kromé
své amorfni formy tvofi i specialni kondenzovanou strukturu - PNS, ktera se soustfedi kolem
urc¢itych neuronti (Yamaguchi 2000; John et al. 2006). Prave tato struktura hraje klicovou roli
v plasticité CNS.

Perineuralni sité

PNS jsou strukturou, kterd v podobé¢ retikula tésné€ obepina téla a proximalni dendrity neuront
(Obr. 1.). Nalézaji se také na inicidlnich segmentech axont, kde ponechavaji otvory pro
presynapticka zakonceni jinych neuronti (Hockfield & McKay, 1983; Celio & Bliimcke
1994). PNS se tvofi na riiznych typech neuroni, jako jsou excitaéni a inhibi¢éni GABAergni

neurony, a to jak v mozkové kute, tak podkorovych strukturach, konkrétné v hippokampu,

thalamu, mozkovém kmeni a miSe (Alpar et al. 2006).

Obr. 1. Perineuralni sité v potkanim mozku vizualizované barvenim aglutininem z rostliny Wisteria floribunda.

PNS Ize pozorovat zejména na povrchu tél a proximalnich dendriti neurontt (Kwok et al. 2011).

wr o ee

vznik je spojen s uzavienim kritické periody. Kritick4 perioda je obdobi diilezité zejména pro
zrakovou kiiru, béhem kterého se CNS vyznacuje nejveétsi mirou plasticity. Diky tomu na
zéklad¢ podnéth z vnéjSiho prosttedi dospiva nezraly nervovy systém, tvofi se nervova
spojeni a formuje se finalni podoba celého centralniho nervového systému, zatimco pfi

nedostatku podnétli dojde k patologickému vyvoji (Pizzorusso 2002). Uzavieni kritické
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periody Casove koreluje s detekci PNS v organismu. PiestoZze PNS do urcité miry umoziuji
zmény v CNS 1 v dospélosti, jejich pfitomnost vede k vyraznému omezeni plasticity
(Pizzorusso 2002). Pro organismus je to dulezité z hlediska stabilizace nové vytvotenych
synapsi, ochrany neuronti, reakce na poranéni, regenerace a zabranéni nechténych zmén ve
stavbé CNS (Corvetti 2005; Carulli et al. 2010). Dale PNS poskytuji ochranu pied
oxidativnim stresem, regulaci iontové vymeény kolem neuroni a iontovou homeostazu
(Sykova, 2004). Silny zaporny néboj glykosaminoglykant ptitomnych v PNS na sebe vaze
rozlicné kationty pfitomné v daném prostiedi a reguluje tak difuzi iontl sodiku, drasliku a
vapniku. PNS tak funguji jako pohotovy vyménik, coz podporuje vysokou aktivitu neurond,
které obrustaji (Hartig et al., 2001). Inhibi¢ni vlastnosti PNS vSak s sebou nesou také
vyznamné nevyhody, a to pravé s ohledem na regeneraci po poranéni ¢i pti patologickych
stavech. PNS jsou znamé tim, Ze se G€astni tvorby gliové jizvy, zabraiiuji ristu axont a
omezuji plasticitu, a tim jsou omezeny 1 moznosti zmén a piestaveb CNS nutnych pro jeho
obnovu (Smith-Thomas et al., 1995; Asher et al., 2000). Zmény v jejich stavbé provazi
napiiklad Alzheimerovu chorobu, epilepsii, mrtvici (Galtrey & Fawcett 2007), ti¢astni se také
procesu starnuti a hraji roli rovnéz v procesech paméti. PNS se tak staly pfedmétem
intenzivniho vyzkumu poslednich dvou desetileti, béhem kterych se do znacné miry podatilo
odhalit jejich tvorbu, strukturu, vztah k plasticit¢ a tilohu v jeji restrikci. Nalezeny a
zkoumany byly u nékolika zivocisnych druhti véetné Cloveéka. Existuji metody, jak PNS
modifikovat a jak jejich manipulaci vyuzit v 1é¢b€ n&kterych patologii CNS; zajimavym
smérem vyzkumu PNS poslednich let je naptiklad jejich loha v Alzheimerové chorobé (AD)

a to, jak PNS ovliviiyji pamét’ jak u AD, tak u zdravého a starnouciho organismu.

Struktura PNS

Odhaleni struktury PNS bylo klicové pro porozuméni jejich tvorby a funkci a v neposledni
fadé takeé pro moznosti jejich modifikaci, které maji vyznam ve vyzkumu patologii s nimi
spojenych. V soucasnosti je jejich struktura dobie prozkoumana a od 90. let, kdy se védci

zacali o perineuralni sit€ vice zajimat, byla na toto téma provedena fada studii.

Obecné lze tici, Ze perineuralni sité tvoii nasledujici skupiny molekul: Chondroitinsulfat
proteoglykany (CSPG), hyaluronany (HA), link proteiny a tenasciny (Obr. 2). Dohromady
tyto komponenty tvoii velké molekuly PNS. Pro uceleny piehled je vSak tfeba jednotlivé
slozky PNS rozebrat do vétsich detaild.
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Obr. 2. Struktura perineuralnich siti (Kwok et al. 2011).

Existuji ¢tyfi hlavni skupiny CSPG, avSak pro funkci extracelularni matrix CNS je podstatna
rodina lectikand (Ruoslahti 1996), kam patii versican (Zimmermann & Ruoslahti, 1989),
aggrecan (Doege et al., 1991), neurocan (Rauch et al., 1992) a brevican (Yamada et al., 1994)
(Obr. 3.). Dale mezi CSPG perineruralnich siti patii povrchové vazany protein neuroglia 2
(NG?2), phosphacan (Maurel et al., 1994) a decorin (Iozzo, 1999). Lectikany se mohou zna¢né
lisit ve své velikosti, ktera zac¢ina na 90 kD u brevicanu a kon¢i u 400 kD versicanu (Ruoslahti
1996). Maji spolecnou stavbu, sestavajici z N-konce, na kterém je doména vazajici
hyaluronany, C-konce, jeZ vaze tenasciny, a stiedni ¢asti — tzv. core proteinu, kterd nese aZ sto
kovalentné vazanych postrannich nevétvenych fetézct glykosaminoglykant (GAG)
(Yamaguchi 2000; Silbert & Sugumaran 2002). Vlastni GAG se skladaji z opakujicich se
disacharidovych jednotek D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-galaktosaminu spojenych -
glykosidickou vazbou. V savéim organismu mohou byt tyto jednotky opatfeny sulfaty

v riiznych pozicich, nejéastéji v pozicich 2, 4 a 6 (Sugahara & Yamada, 2000). Cetné
kombinace riizné délky fetézcii core proteinu a riizna uspoiadani GAG fetézcu a jejich
sulfonace jsou odpovédné za znacnou strukturalni variabilitu CSPG, coZ vyznamnou mérou
ovliviiuyje jejich biologické vlastnosti (Deepa et al. 2002; Maeda et al. 2003). Kromé nize
popsanych CSPG jsou soucasti PNS také dalsi CSPG, jako jsou neuroglycan-C (Oohira et al.
2004), biglycan (Margolis & Margolis 1997) a decorin (Kappler et al. 1998).



Aggrecan Versican Neurocan Brevican

Obr. 3. CSPG perineuralnich siti. VSechny obsahuji core protein a C- a N- domény (modfe) a

chondroitinsulfatové fetézce (zIute), aggrecan navic obsahuje fetézce keratansulfatu (rizoveé) (Yamaguchi 2000).

Aggrecan

Aggrecan, proteoglykan velky pfiblizn¢ 210 kDa s velkym mnozstvim navazanych
glykosaminoglykani, je v organismu zndm pfedevsim jako soucast pojivovych tkdni — bylo
dokonce tfeba piekonat nazor, ze je exprimovan vyluéné v chrupavkach (Yamaguchi 2000).
Ve skute€nosti je pfitomen i v ECM jinych tkani véetné CNS, kde se nachazi vylu¢né

v perineuralnich sitich a hraje roli ve vazb¢ hyaluronanu na povrch bunék pomoci link
proteintl a tenascintl (Briickner et al., 1993). V PNS je zastoupen prakticky vzdy, na rozdil od
zbylych lectikand, jejichZz vyskyt se miZze liSit mezi subpopulacemi neuroni (Galtrey et al.
2008). Aggrecan je produkovan predevSim neurony, ptfi¢emz zacina byt do urcité miry
exprimovan jiz béhem vyvoje. K vétsi produkcei, ktera je spojena s nervovou aktivitou, vSak
dochazi az po narozeni, a reaguje tak na stimuly v raném postnatalnim obdobi ustavenim

zralych nervovych spojeni (Matthews et al. 2002).

Versican

Versican je dalsi velky proteoglykan nesouci fetézce GAG, znamy téz z ECM jinych tkani,
pfedevsim pojiv. Vyskytuje se ve ¢tyfech isoformach VO, V1, V2 a V4, z nichz
nejrozsitenéjsi v CNS je V2 (Schmalfeldt et al. 1998). Stejné jako aggrecan, 1 versican je sice
exprimovan jiz béhem vyvoje, ale nejvice je produkovan az po narozeni (Milev, Maurel, et al.
1998). Na rozdil od aggrecanu je vSak exprimovan piedev§im gliovymi buiikami, a to
astrocyty (Yamagata 2005) a nezralymi oligodendrocyty (Asher et al. 2002). Versican ma

inhibi¢ni €inek na rist axond (Asher et al. 2002).



Neurocan

Neurocan je spolu s brevicanem jediny CSPG specificky pro tkan¢ CNS (Yamada et al.,
1994). Je exprimovan neurony zejména v pozdéjSich stadiich vyvoje mozku a v kratkém
obdobi po narozeni; poté mira exprese klesa (Oohira et al. 2000). Cely neurocan lze nalézt
pouze v nedospélém mozku, jelikoz v dosp€lém mozku podléha Stépeni a piitomné jsou pak
pouze jeho fragmenty (Matsui et al., 1994; Milev et al., 1998). Vyjimce podléhaji zranéni
CNS, kdy se exprese neurocanu zvysi, je opét detekovan v nerozstépené podobé a je
produkovan astrocyty a oligodendrocyty (Asher et al. 2000; Matsui et al. 2002). Neurocan
kromé vazby hyaluronanu a tenascinu interaguje napiiklad s molekulami buné¢né adheze Ng-
CAM a N-CAM (Friedlander et al., 1994), ristovymi faktory a ma vliv na buné¢énou migraci a
rust (Oohira et al. 2000).

Brevican

Brevican je dal§im CSPG, vyskytujicim se pouze v CNS (Yamada et al., 1994). Exprese
brevicanu za¢ina béhem vyvoje a postupné se zvysuje az do dospélosti (Seidenbecher et al.
1995). Brevican je produkovan jak neurony, tak gliemi (Yamada et al., 1994; Seidenbecher et
al., 1995; John et al., 2006). Je to jediny lectikan, jeZ se vyskytuje také ve formé

s glykosylfosfatidylinositolovou (GPI) kotvou jako produkt alternativniho sestiihu (splicing),
a stava se tak bunééné vazanym receptorem hyaluronant. Je vSak exprimovan pouze gliemi
bilé hmoty a mRNA této formy tvoii pouze 1% mRNA brevicanll v téchto bunikach
(Seidenbecher et al., 1998). V PNS se brevican vaze na link protein Bral2 (Bekku et al. 2003)
a tenascin-R (Hagihara et al., 1999).

Hyaluronan

Hyaluronan, neboli kyselina hyaluronova ¢i hyaluronat, je dlouhy linearni polymer
disacharidovych jednotek N-acetylglukosaminu a glukuronové kyseliny (Meyer et al., 1951).
Hyaluronan je jediny nesulfatovany glykosaminoglykan v PNS a funguje jako patet, ktera k
sobé nekovalentné vaze CPSG a GAG (Spicer, Joo & Bowling, 2003). Jeho syntézu zajist'uje
enzym hyaluronan syntaza (HAS), umistény na vnitini stran€ plasmatické membrany bunék
(Philipson & Schwartz, 1984; Weigel, Hascall & Tammi, 1997). Syntetizovany hyaluronan se
uvoliuje ptfimo béhem syntézy do extracelularni matrix, kde se vaze na hyaluronan-vazebné
domény lectikanti (Koppe et al. 1997). HAS jsou exprimovany vSemi neurony, které maji
PNS, a nedojde-li k odstépeni fetézce hyaluronanu, kotvi celou strukturu PNS na membrané
bunék (Toole 2004). Hyaluronan syntdzy se u savci objevuji ve tfech isoformach HAS-1,

HAS-2 a HAS-3 (Weigel et al. 1997). Hyaluronan je pfitomen ve vSech typech tkani. V CNS
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ma krom¢ interakce s lectikany a bunéénymi receptory také ulohu v bunééné migraci a reakci

na poskozeni (Novak & Kaye 2000).

Phosphacan

Phosphacan, znamy téz jako DSD-1-PG, je CSPG, ktery nepatii do rodiny lectikanti.
Phosphacan ptedstavuje celou extraceluldrni doménu receptorového proteinu tyrozin
fosfatazy B (RPTPp, coz je transmembranovy PG v nalézajici se v mozku (Maurel et al.
1994). Phosphacan/RPTP je exprimovan neurony i gliovymi buiikami, a to jak béhem
vyvoje, tak v dospélosti (Maurel et al. 1994). Ugastni se podobnych vazebnych interakci jako
neurocan: vaze tenasciny (Grumet, Milev & Sakurai, 1994; Milev, Chiba, et al., 1998),
molekuly bunééné adheze jako N-CAM a Ng-CAM/L1 (Milev et al. 1994) a contactin (Peles
et al. 1995), a rstové faktory jako napt. pleiotrophin ¢i amphoterin (Milev, Chiba, et al.
1998).

Tenasciny

Tenasciny patfi do rodiny modularnich glykoproteini o péti clenech, a to TN-C, TN-R, TN-
W, TN-X a TN-Y. Tenasciny se nevyskytuji pouze v nervovém systému, napi. TN-C a TN-X
jsou bézn¢ ptitomné v pojivovych tkanich a hladkém svalstvu (Jones & Jones 2000). Pro PNS
je dualezity zejména TN-R (Tucker & Chiquet-Ehrismann 2009). Tenasciny jsou multimerni
molekuly extracelularni matrix a hraji roli v morfogenezi, vyvoji nervového systému,
regeneraci, bunééné migraci a reakci na poskozeni (Jones & Jones 2000). Na N-konci maji
doménu zodpovédnou za tvorbu multimert, pficemz TN-R tvofi trimery, které vazi lectikany.
Jeden trimer TN-R mize vazat az tfi molekuly lectikani (Jones & Jones 2000). Tyto vazby
pfispivaji k posileni a stabilizaci celé struktury perineuralnich siti a TN-R je nutny pro jejich

normalni vyvoj (Weber et al. 1999).

Link Proteiny

Link proteiny interaguji jak s hyaluronany, tak CSPG a tim stabilizuji celé agregaty
(Matsumoto et al. 2003). Vzhledem ke svym vazebnym vlastnostem patii do genové skupiny
HAPLN (hyaluronan- and proteoglycan-binding link protein gene family), kterd ma ¢tyti
¢leny (Spicer et al. 2003). VSechny ¢tyfi link proteiny jsou velké ptiblizné 38-43 kDa a maji
podobnou strukturu. V nervovém systému nachazime tfi ze Ctyt link proteini, a to cartilage
link protein Ctrll (HAPLN1), brain link protein Brall (HAPLN2) a Bral2 (HAPLN4). Bral2
se naléza vylucné v dospélé nervoveé soustave, a to predevsim u myelinizovanych axont

v mozku a miSe, kde je spolu s versicanem soucasti tzv. perinodalnich siti na Ranvierovych
zatezech. Studie provadéné na mysich s knockoutovanym genem HAPLN?2 ukézaly, Ze bez
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exprese Bral2 maji perinodalni sit¢ abnormalni difuzni strukturu a doslo také k poklesu
vodivosti axonu (Hirakawa et al. 2000; Oohashi et al. 2002). Soucésti perineuralnich siti jsou
link proteiny Ctrll a Bral2 a jsou exprimovany vyhradné neurony s PNS (Bekku et al. 2003;
Rauch et al. 2004; Carulli et al. 2006). Ctrll je nezbytny pro zformovani spravné
kondenzované struktury PNS (Carulli et al. 2010).

Obnoveni plasticity CNS

Tvorba perineuralnich siti kolem inhibi¢nich interneuront je klicovou udalosti v restrikci
vyvojové plasticity a modulaci synaptickych spojii. Ke konci kritické periody podstupuji
CSPG v ECM zmény ve svém slozeni a sulfonaci (Deepa et al. 2006). Zda se, ze pro regulaci
synaptické plasticity je dilezity pomér sulfonaci v poloze 4 a 6 (4S/6S) (Miyata et al., 2012).
Zvyseni tohoto poméru vede k hromadéni Otx2, coz je homeoprotein zodpovédny za vyvoj a
dozravani parvalbumin-exprimujicich interneuronti, coz jsou zaroven neurony, jez si vyvinou
PNS (Miyata et al., 2012). CSPG v perineuralnich sitich zprostfedkovavaji internalizaci
tohoto proteinu do neuronti, coz udrzuje kritickou periodu uzavienou a omezuje plasticitu
CNS (Beurdeley et al., 2012). CSPG se kromé inhibice neuronalniho ristu také ucastni tvorby
gliové jizvy, ¢imz pfispivaji ke znemoznéni regenerace. Exprese téchto sloZzek PNS astrocyty
a oligodendrocyty se jako reakce na zranéni dokonce zvysuje, coz z CSPG ¢ini jednu

z hlavnich pfi¢in velmi omezené regenerace tkan¢ CNS po poranéni, jak ukazuje studie
provedena na neuronech ganglia zadnich kofeni miSnich (Smith-Thomas et al. 1995; Asher et

al., 2000; Asher et al., 2002).

Otazkou je, zda je mozné tento vliv PNS néjak utlumit, nebo mu dokonce zcela zabranit, a
vyuzit toho ve prospéch regenerace CNS. Jako odpovéd’ se nabizi hned nékolik metod,
ziskanému z bakterie Proteus vulgaris (Yamagata et al., 1968). Tento enzym odstépuje
chondroitinsulfat glykosaminoglykanové fetézce od core proteinu, ¢imz rozrusi strukturu PNS
natolik, Ze dojde k poklesu Otx2 v neuronech a docasnému obnoveni plasticity CNS (Crespo
et al. 2007; Beurdeley et al. 2012). Timto zplisobem byla znovu do€asn¢ oteviena kriticka
perioda, spojend s fenoménem okularni dominance. Prokézan byl také riist a vétveni axont a
tvorba novych synapsi v poranéné mise (spinal cord injury, SCI). Prvni studii provedli
Lemons a jeho kolegové (Lemons et al. 1999), kdy aplikace chABC rozlozila CSPG v
traumaticky poranéné miSe potkana, coz vedlo k eliminaci inhibi¢niho vlivu PNS na plasticitu

CNS a umoZnéni opétovného ristu neurontl. Tato studie byla klicova pro rozvoj nového
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potencialniho pfistupu k 1é¢bé poranéni CNS. Aplikace chABC se ukazala byt efektivni
podpirnou terapii pii regeneraci tkdné¢ na mnoha zvitecich modelech. Rozruseni PNS pii SCI
vede k opétovné inervaci mist poskozenych hemisekci nebo kontuzi a obnoveni ovladani
motoriky a mocového méchyte potkant (Bradbury et al., 2002; Yick et al., 2003). Pfima
spojitost mezi zlepSenou regeneraci a aplikaci chABC byla ukazana ve studii, kterou provedl
J. Massey (Massey 2006), kde diky rozruseni PNS pomoci chABC doslo k vétveni axonti a
obnov¢ inervace predni tlapky potkant po transekci michy mezi C6 a C7. Terapie tohoto typu
byla provedena také na kockach, kde po hemisekci hrudni michy vedla k lepsi obnové
motorickych funkci a obnova byla oproti kontrolnim skupinam o 3 tydny urychlena (Obr. 4.).
Diky uspésnosti této metody a snadné aplikace chABC na misto poranéni ma tato terapie

potencial pro pienos do klinické mediciny.
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Obr. 4. U kocek lécenych chABC doslo k vyraznému zlepSeni motorickych schopnosti oproti kontrolni skupiné.
Zlepseni motorickych schopnosti je vyjadieno jako mira Gispéchu v testu chtize po kolicich a koordinace

umistovani levé zadni koncetiny (LH) na koliky béhem chtize (Jefferson et al. 2011).

Kromé aplikace chABC v 1é¢bé misniho poranéni tato metoda podpofila vétveni axont
Purkynovych bunék mozecku (Corvetti 2005) a doslo k obnové plasticity zrakové klry

(Pizzorusso 2002; Pizzorusso et al. 2000).
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ChABC neni jedinou moZznosti, jak dosahnout rozruseni PNS a zabranit tak jejich inhibi¢nimu
vlivu na plasticitu CNS. Jednou z variant je aplikace DNA enzymu degradujiciho mRNA
xylosyltranferdzy-1. Xylosyltransferaza-1 je prvnim enzymem, ktery se uc€astni tvorby GAG
fetézcl CSPG. Bez n¢j neni mozné syntetizovat GAG fetézce, jez jsou hlavnimi nositeli
inhibice. Praktickym ptikladem je studie, kde aplikace DNA enzymu na misto zranéni
vyustila ve snizenou expresi GAG fetézcl, coz podpotilo regeneraci axond v poskozené

potkani mise (Grimpe 2004; Galtrey & Fawcett 2007).

Utlumeni inhibice 1ze dosahnout také zdsahem do signalni kaskady Rho/ROCK, ktera
zprostifedkovava nékteré z inhibi¢nich efekti CPSG na rast axonil. Takovym zasahem muze
byt uziti inhibitoru proteinkindzy C (Sivasankaran et al., 2004), inhibitoru Rho GTPazy
(Monnier et al. 2003) nebo inhibitoru ROCK (Fournier et al. 2003), coz mize byt vhodny

zpusob pro modulaci plasticity normalniho i1 poskozeného CNS.

Terapeuticky potencial ma 1 blokace u€inkl transformacniho ristového faktoru 8
(transforming growth factor B, TGFB). TGFp stimuluje syntézu core proteini CPSG pomoci
zvySenti jejich transkripce (Asher et al. 2000). Jako ucinny inhibitor TGFf se prokézal decorin
(Logan et al. 1999). Aplikace decorinu na poskozeny mozek a michu potkana potlacuje
expresi nékterych CSPG, jako je neurocan, brevican, phosphacan a NG2 (Davies et al. 2004).
Tim se pfedejde jejich inhibi¢nim vliviim na plasticitu a podpofi se rist axonil na

poskozenych mistech CNS.

Citlivé a plastické prostiedi CNS je béhem 1écby vhodné také podpofit patficnymi stimuly.
Spravna rehabilitace a provadeéni ukonil spojenych s poskozenou strukturou CNS vede pfi
obnové plasticity k lepsi tvorbé¢ a posileni spravnych nervovych spojeni (Biernaskie & Corbett

2001; Komitova et al. 2006).

PNS a Alzheimerova choroba

Obnoveni plasticity pii mechanickém poskozeni CNS se jevi jako nadéjna metoda predevsim
pfi lécbe poranéni michy. Miize mit obnoveni plasticity také dalsi roli a pfinést noveé
terapeutické vyuziti? Tuto otdzku si polozilo hned nékolik vyzkumnych tymi a pozornost se

kromé dalSich neurodegenerativnich patologii soustiedila zejména na Alzheimerovu chorobu.

Alzheimerova choroba je chronické neurodegenerativni onemocnéni. Jedna se o poSkozeni a
postupnou ztratu neurontil zpiisobenou zejména piitomnosti f-amyloidnich plaka v blizkosti

neuronl a patologii Tau proteinu. Tau za normalnich okolnosti stabilizuje mikrotubuly
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nervovych bunék, pti Alzheimerové chorobé vSak dochézi k jeho hyperfosforylaci a
nadmérnému hromadéni ve tkani, kde formuje tzv. neurofibrilarni uzliky (neurofibrillary
tangles, NFT). Vznik B-amyloidnich plaki je zptsoben proteolytickym Stépenim
amyloidového prekurzorového proteinu (APP) na amyloid-p (AB) peptidy. Ve zdravém
organismu je jejich vznik a odbouravani v rovnovaze, avSak v mozku postizeném AD bud’
dochazi k jejich nadprodukcei, nebo se neodbouravaji v dostatecné mire. DalSimi privodnimi
znaky jsou ztrata presynaptickych zakonceni a reaktivni astrogliéza. Alzheimerova choroba se
déli na dva typy, a to na familiarni a sporadicky. Familiarni AD je vzacna, postihuje pacienty
v ran€j$im véku — jiz pred 60. rokem zivota a jeji ptivod tkvi zfejmée v mutaci nékterych gent,
jako jsou geny pro APP, tau a presenilin. Sporadicka AD se rozviji typicky mezi 60 — 70ti lety
pacienta a jeji pti¢iny nejsou pfili§ dobie objasnény. Disledkem poskozeni nervové tkané je
demence - postupnd ztrata paméti a dorozumivacich schopnosti, dalsi poruchy chovani a
rozklad osobnosti. Spolu s poruchami pfijmu potravy miize degenerace nervové tkané vést i
ke smrti. Na AD v soucasnosti neexistuje u¢innd lécba, mozné je pouze podavat podpiirnou
medikaci, ktera vSak nema velké ucinky (Serrano-pozo et al. 2011; Nelson et al. 2012; Foster

et al. 2016).

Mezi prvni ptiznaky AD patii poruchy kratkodobé paméti, ke kterym dochézi jesté pred
akumulaci AP a Tau v tkdni mozkovych center zodpovédnych za procesy spojené s paméti,
jako je hippokampus. Zaroven patii hippokampus mezi prvni zasaZzené oblasti mozku (Braak
& Braak, 1991). U pokrocilejsich stadii AD, kdy dochézi ke zfetelnym patologickym zménam
a odumirani neuront, jsou pfi¢inou poruch paméti a zmeén osobnosti AP plaky a NFT. Za
zhorsenim téchto funkci pfed neurodegeneraci hippokampu vlivem zminénych piiznaki stoji
zmeény na synapsich, provazejicich jak stafi, tak AD. Pro studium procest provazejicich AD a
starnuti organismu se uziva zvifecich modeld. Pro modelovani starnuti se uziva wild type (wt)
mysi, kde pokles kognitivnich schopnosti a citlivost hippokampu na poruchy kratkodobé
paméti dobie koreluji s danou situaci u ¢loveéka (Foster et al. 2016). Tyto modely jsou pro
této choroby — stafi. Ziskani poznatkli o pfirozeném zhorSovani paméti za fyziologickych
podminek ptispiva k objasnéni okolnosti, za jakych se rozviji Alzheimerova choroba. Pro
studium samotné AD bylo nutné vyslechtit nové transgenni kmeny mysi s pouzitim lidskych
gent souvisejicich s familiarni AD. Ackoliv neni mozné prostfednictvim téchto modell
vytvofit stejné prostiedi, jaké vytvari lidska Alzheimerova choroba v plném rozsahu, dobfe se

tyto metody osveédCily pii studiu vlivu AP na nervovy systém, rané poruchy pameéti
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hippokampu a piinesly dals$i cenné poznatky o pritbéhu AD (Bornemann & Staufenbiel, 2000;
Ashe & Zahs 2010; Foster et al. 2016). Studie provadéna na transgennich mysich

s nadmérnou expresi APP ukazala, ze dochdzi k ubytku presynaptickych zakonceni jesté pred
vyskytem AP plakt, coz podpofila elektrofyziologickd méfeni, ktera ve stejné dob¢ odhalila
vyznamné nedostatky v synaptickém pfenosu. Se starnutim mysi jiz nedochazelo k velkym
strukturdlnim zménam, avSak funkcnost synapsi se dale zhorSovala (Hsai et al. 1999).
Pfi¢inou je zfejme neurotoxicita solubilniho AP (AP*56), ktera byla prokazana jak na studiich

in vitro, tak in vivo.

Studium synaptické plasticity a procestt paméti ve zdravém, resp. starnoucim organismu
slouzi k dal$imu objasnéni rozvoje AD. Ptirozenym projevem staii jsou poruchy epizodické
paméti, ktera zavisi na hippokampu (Lekeu et al., 2002). Pozornost se proto zaméiila na
hippokampdlni synapse z oblasti CA3 a CA1 a procesy synaptické plasticity, které
zprosttedkovavaji pamét, a sice LTP (long-term potentiation) a LTD (long-term depression).
LTP ma pivod ve vysokofrekvencni stimulaci, ktera vyvola zesileni synaptického pienosu
vtokem Ca*", ktery aktivuje kindzy zprostiedkujici indukci LTP. LTD vzniké nasledkem
nizkofrekvenéni stimulace NMDA receptorti, vedouci k prodlouzené dobé& vylevu Ca",
Vépenaté ionty v tomto piipade stimuluji aktivitu proteinfosfataz, které defosforylaci
ptispivaji k postupnému zeslabeni synaptické odpovédi neuronu (Foster et al. 2016). Oba
mechanismy synaptické plasticity zavisi na NMDA receptorech, které béhem starnuti a
patologickych stavii prochdzeji zménami. Pravé ty maji za disledek zhorSeni funkci synapsi a

poruchy paméti.

Pti¢inou téchto zmén je patrné oxidativni stres (Droge & Schipper 2007). NMDA receptory
jsou citlivé na intraceluldrni redoxni stav, jehoZ prostfednictvim dochéazi k modifikacim
proteinll a enzymi Gc¢astnicich se synaptického prenosu (Rayudu & Choi 1998; Aizenman et
al., 1990). To podporuji studie, kde aplikace oxida¢nich Cinidel na hippokampalni fezy

z mladych zvitat zpisobuje zhorSeni synaptické odpovédi (Bodhinathan et al. 2010), zatimco
aplikace reduk¢nich ¢inidel zlepsi synaptické funkce i1 u starych zvifat se zhorSenou paméti
(Kumar & Foster 2013). Oxidace zfejmé& zptisobi abnormalni tok vapenatych iont do buiiky,
zmény v aktivité kinaz a fosfatdz, nedostatecnou vyménu AMPA receptorti a tim 1 naruSené
funkce synaptické plasticity (Foster et al. 2016). Je mozZné, ze u Alzheimerovy choroby
pfispivaji k oxidativnimu stresu pravé AB*56. Jejich Skodlivy vliv na NMDA receptory byl
prokdzéan napiiklad u studii, kde aplikace AP oligomert na neurony vede k endocytdze

NMDA receptort (Snyder et al., 2005) ¢i jejich aberantni a nedostate¢né expresi, coz vede v
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nedostatecné odpovédi neuronti na stimuly a abnormdlni morfologii synapsi (Lacor et al.

2007; Dewachter et al. 2009).

Jak s timto problémem souvisi perineuralni sit¢, a jakou ulohu hraji v Alzheimerové chorob¢ a
ztrat€ paméti? Jak jiz bylo fe¢eno, PNS obristaji neurony i v mistech synapsi, teoreticky tedy
mohou synapticky pienos ovliviiovat. Mize jejich rozruseni vést k podobné pozitivnim

ucinkim, jako naptiklad pii poskozeni michy?

Perineuralni sité a pamét’

Perineuralni sité jsou dobie prozkoumany ve spojitosti s takovymi procesy, jako je uzavieni
kritické periody a okularni dominance, a kromé toho hraji roli v rozli¢nych patologiich CNS.
Vyzkum poslednich let potvrdil, Ze PNS maji vliv na synaptickou plasticitu a tim i na pamet’.
V dalsich kapitolach bych chtéla podrobnéji zminit 4 studie, které se vyznamnym zpiisobem
zabyvaly studiem PNS v souvislosti se zménami riznych typti paméti u zdravych zvitat i u

dvou riznych modeli AD.

PNS a pamét’ spojena se strachem

Studie N. Gogolly a jejiho tymu (Gogolla et al. 2009) se vénovala vztahu mezi PNS a
vybavovéanim podnéti spojenych se strachem. Pokusili se prokazat, Ze perineuralni sité
znemoznuji vymazani pamétovych stop, které ve zvitatech vyvolaly strach. Takové pamétové
stopy vznikaji, pokud se zvife vystavi neutralnimu, podminénému stimulu (PS) ve spojitosti
se stresovym, nepodminénym stimulem (NS). Jsou velmi silné a u potkani mohou ptetrvavat
i cely zivot (Gale et al. 2004). Strach z nepodminéného stimulu lze eliminovat tréninkem
zvanym extinkce, kdy se zvife opakované vystavuje podminénému stimulu bez kontextu
nebezpeci. Po opétovném vystaveni NS se vyhodnocuje tzv. freezing, tj. chovani, které zvite
ve strachu vykazuje, napf. se kromé dychani viibec nehybe, ¢i se naopak aktivné vyhyba NS
(Myers & Davis 2007). Extinkce vSak u dospélych zvitrat nevede k trvalému pfivyknuti na PS
- pfi opétovném vystaveni zvifete PS spolu s NS dojde k obnoveni strachu (Quirk et al. 2006;
Myers & Davis 2007). Jind situace je u mladych zvitat, kde extinkce vede k uplnému smazani
pamétové stopy (Kim & Richardson 2007). Stafi zvitat, kdy dojde ke znemoZnéni smazani
pamétovych stop extinkci, koreluje s obdobim, kdy se v organismu vytvofi perineuralni site.
To bylo prokazano na fezech ziskanych z mozki riizné starych potkanti, na které bylo
aplikovano znacCeni aglutininem Wisteria floribunda (WFA), jez se standardné pouziva pro

detekci PNS. Amygdala je strukturou, ktera zodpovida za eliminaci pamét'ovych stop (Myers
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& Davis 2007), a praveé zde bylo zjisténo, ze mnozstvi PNS se zvySuje az do 28. dne po
narozeni, kdy znaceni vykazovalo stejné hodnoty jako u dospélych jedinct (Obr. 5A, 5B). Ve
stejné dobé dochazi ke zméné v efektivité extinkce. Gogolla a kol. Vystavili dvé skupiny
zvitat stresovému podnétu; jednu skupinu se zvitaty staii nizSiho 16ti dni (P16), druhou se
zvitaty star§imi 23 dni (P23). Nasledné je podrobili tréninku extinkce a po sedmi dnech je
opét vystavili stresovému podnétu, v podminéném i nepodminéném kontextu. Zatimco u
skupiny P23 doslo k obnoveni bojacné reakce, u skupiny P16 doslo k tspéSnému vymazani
pamétové stopy (Obr. 5C). Zvitata si nicméné pamatovala dany podnét a pro odstranéni

bojacnych reakci je tedy nutna extinkce (Obr. 5D).

A P16 P21 .
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Obr. 5. Vyskyt PNS v organismu koreluje s uzavienim kritické periody, béhem které 1ze vymazat pamétové
stopy extinkci. (A) WFA znaceni PNS v basolateralnim jadie amygdaly (BLA) u mysi starych 16 (P16) a 21
(P21) dni. (B) Mnozstvi PNS v organismu se béhem postnatalniho vyvoje postupné zvysuje. (C) Porovnani
vykonu skupiny P16 a P23 tyden po extinkci. Zatimco u P23 doslo pfi vystaveni stresovému podnétu k obnoveni
pamétoveé stopy, u P16 byla extinkce uspésna. (CS-conditioned stimulus, podminény stimul; Blocks of 2 CS-
dvoji vystaveni zvifete podminénému stimulu, jednou samostatné, jednou s nepodminénym stimulem)

(D) Skupina P16 si bez tréninku extinkce po deseti dnech stale pamatovala stresovy podnét (Gogolla et al. 2009).

Studie rovnéz zjistila, ze aplikace chABC u dospélych zvifat pouze umoziiuje smazani ¢i
prepsani pamét'ové stopy; nejednd se ani o posileni inhibi¢niho uceni béhem extinkce, ani o

blokadu vytvoreni nové pamétové stopy. Zaroven vSak neovlivituje vzpominky ziskané pred
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jeji aplikaci, které se po urcité dob¢ po injekci chABC znovu obnovi. K tspéSnému smazani
dochazi pouze u vzpominek, ziskanych béhem neptitomnosti PNN. Lze tedy uzavtit, ze PNS
v amygdale chrani pamétové stopy spojené se strachem, zatimco jejich rozruseni umoznuje

jejich odstranéni — obnoveni plasticity CNS tedy ovliviiuje i pamét’.

PNS a deklarativni pamét’

Studie Caroly Romberg a kol. (Romberg et al. 2013) zkoumala, zda perineuralni sit¢ ovliviiuji
také deklarativni pamét, a zaméfili se na perirhinalni kortex, ktery je s timto typem paméti
spojovan (Winters et al. 2004). K tomu pouzili geneticky a farmakologicky model odstranéni
PNS, test rozpoznani objektl (object recognition task, ORT) a elektrofyziologickd méfeni.
Jako geneticky model odstranéni PNS byly pouzity mysi s knockoutovanym genem pro Ctrl1
a dal transgenn¢ upravené tak, aby knockout Ctrll ovlivnil pouze tkan CNS. Tomuto kmeni
mysi se nevyvinou Zadné nebo pouze zbytkové PNS (Carulli et al. 2010). Jako
farmakologicky model slouzily wt mysi, kterym byla injektovana chABC. Test ORT je bézné
uzivany model deklarativni paméti u mysi a potkanti a ma dvé faze. V prvni je zviie umisténo
do jednoho z ramen aparatu tvaru Y s vysokymi sténami, ozna¢ovaného jako startovni
rameno. Ve zbyvajicich dvou ramenou jsou umistény dva stejné objekty A. Zvife ma pét
minut na jejich prohlidku. Nésleduje rizny ¢asovy odstup (1 min, 3 h, 24 h, 48 h), béhem
kterého je mys ve své kleci, a druha faze testu. Ta je stejnd jako prvni, ale v jednom z ramen
je kromé znamého objektu A novy objekt B. Cely test se nataci a podle nahravky se vyhodnoti
Cas, ktery mys stravi pti zkoumani nového objektu. Objekt, ktery jiz znd, by méla

prozkoumavat kratsi dobu.

V prvni fazi experimentu byly ORT testem porovnany tfi skupiny mysi: Ctrll ko, wt a Ctrl1-
Tg (nadmérna exprese Ctrll v chrupavkach). Pii kratkych prodlevach mezi prvni a druhou
fazi testu se vSechny skupiny chovaly podobné, ale pti prodlevach 24h a 48h Ctrll ko mysi
rozeznavaly objekt z prvni faze stale jako povédomy, zatimco kontrolni skupiny se k nému
chovaly jako k nezndmému jiZ po 24 hod. VSechny skupiny béhem prvni fdze prozkoumavaly
objekty A stejn€ dlouho a aktivné, takZe lepsi vysledky Ctrll ko skupiny nejsou zplisobeny
chybou testu. Jako dikaz, ze za zlepSenim deklarativni paméti u mysi stoji PNS, byla
provedena druha faze experimentu, kdy do skupiny Ctrll ko mysi a skupiny wt mysi védci
injektovali chABC. To vede k rozruSeni PNS a také CSPG v difuzni ECM, které¢ mél
geneticky model zachované, jak prokéazalo barveni fezii mozki ctyimésicnich Ctrll ko mysi
nebo wt mysi 16 dni po aplikaci chABC. PNS byly zna¢eny pomoci WFA. Tyden po aplikaci
chABC byly tyto mysi vystaveny ORT a prodlevy mezi prvni a druhou fazi testu ¢inily 24h a
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48h. Farmakologicky model mysi dosahoval stejnych vysledkl jako geneticky model, tj. ob&
skupiny mysi po 48h rozeznavaly objekt A jako znamy. Doslo tedy ke zlepSeni paméti po
odstranéni perineuralnich siti nejen u genetického modelu, ale také u wt mysi, kterym byly
PNS odstranény dodate¢né pomoci chABC. Rozklad CSPG v ECM na to nem¢l zadny vliv.
Pro kontrolu, Ze na zlepseni paméti neméla vliv mechanicka aplikace enzymu a vedlejsi
ucinky chirurgie, byl dvéma skupinam wild type mysi injektovan enzym — jedné skupiné
chABC, druhé penicilinaza (Pnase), a prosly ORT testem. U Pnase skupiny nebyla
pozorovana zadna zména oproti vysledkiim wt mysi, zatimco u chABC skupiny opét doslo ke
zlepseni paméti (Obr. 6A). U farmakologického modelu podle histologickych rozbort pozdéji
dojde k samovolné obnové PNS v organismu, a spolu s tim by se mé¢la postupn¢ zhorSovat
pamét’. Proto byly mysi s aplikaci chABC 3, 6 a 8 tydnti po injekci enzymu znovu testovany
pomoci ORT. Jejich schopnost rozeznavat a pamatovat si objekty se s ¢asem postupné

zhorSovala, tak jak se obnovovaly PNS v organismu (Obr. 6B).
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Obr. 6. Rozlozeni PNS v perirhinalnim kortexu pomoci chABC zlepsuje deklarativni pamét. (A) Cas, ktery wt
mysi s aplikovanou chABC nebo Pnase vénovaly pruzkumu objektu v prvni fazi testu (vlevo) a mira preference
nového objektu stejnymi skupinami mysi v druhé fazi testu (vpravo). (B) Mira schopnosti rozeznat po 24h novy

objekt v rizném ¢asovém odstupu od aplikace chABC nebo Pnase (Romberg et al. 2013).

Dale byla provedena elektrofyziologicka méteni. Mechanismem deklarativni paméti

v entorhinalnim kortexu je LTD, tedy postupna redukce synaptické odpovédi na stimuly.
Romberg a kol. zaznamenavali hodnoty fEPSP (field excitatory postsynaptic potential, coz je
docasna depolarizace postsynaptického neuronu, kterd zvysi pravdépodobnost vzniku akéniho

potencialu) a méfili LTD a PPF (paired-pulse facilitation-parova pulzni facilitace), pfi kterém
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je EPSP v odpovéd na impuls zvyseny, pokud tento impuls nasleduje té€sné za prvotnim

impulsem. PPF se uplatiiuje i béhem uceni a funguje jako kratkodobé forma synaptické

plasticity. Rezy pochazely z mozki ¢tyifmési¢nich mysi, a méfeni probihalo na draze vedouci

z temporalniho kortexu do entorhinalniho kortexu. Riizn€ silné stimuly vyvolaly zvysené

hodnoty fEPSP u Ctrl1ko mysi oproti kontrolnim skupinam, proti kterym mély Ctrll ko také

lepsi LTD, jelikoz mély po 50 min. stimulace vyrazné¢ mensi hodnoty fEPSP nez wt skupina,

a dale u nich nebylo naméfeno PPF. Podobnych vysledki bylo dosazeno u mysi po aplikaci

chABC, kde byl naméten zvySeny synapticky pienos, zredukované PPF a vyrazné efektivnéjsi

LTD u synapsi v III/IV vrstvé neuront perirhinalniho kortexu (Obr. 7).
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Obr. 7. Zmény v synaptickém pfenosu po aplikaci chABC vici kontrolni skupiné. (A) Hodnoty fEPSP

namétené v II/III vrstvé mozkové kiry. (B) Namétené hodnoty PPF. (C) Namétené hodnoty LTD (Romberg et

al. 2013).

Studie ukazala, Ze jak v ptipadé genetického odstranéni PNS z organismu pomoci ko genu pro

Ctrll v CNS, tak v ptipadé podani chABC wt mySim, dojde k vyraznému zlepSeni

deklarativni paméti v modelovém testu rozeznavani objekti. ZlepSeni bylo srovnatelné mezi

obéma skupinami a je disledkem odstranéni perineuralnich siti z CNS, konkrétné

z entorhinalniho komplexu. ZlepSeni paméti je kromé behavioralniho testu dokdzano také na

elektrofyziologickych métenich, kde odstranéni PNS vedlo u genetického i1 farmakologického

modelu ke zvyseni synaptického pfenosu a facilitaci LTD.

PNS a APP model AD

Ve studii provedené Marlene Végh a kol. (Végh et al. 2014) jsou prozkouméany zmény

v proteinovém sloZeni synapsi u jednoho z mySich modeld Alzheimerovy choroby, jak tyto

zmény souvisi s poruchami paméti v ranych stadiich AD a zda Ize tyto patologické zmény

eliminovat pomoci aplikace chABC.

Jako model AD byl pouzit transgenni kmen mysi APP/PS1, které vykazuji nadmérnou

produkci AP. Proteomika zahrnovala izolaci synaptosomi z hippokamptt APP/PS1 mysi a
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kontrolni wt skupiny mysi o staii 1,5, 3, 6 a 12 mésict a jejich kvantitativni analyzu pomoci
iTRAQ (Isobaric tag for relative and absolute quantitation), funk¢ni analyzu pomoci DAVID
(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery), imunoblotting a
imunohistochemickou analyzu. Vysledky ukazaly, ze z celkovych 376ti kvantifikovanych
proteinii bylo u APP/PS1 105 proteintl vyrazné zvySenych oproti wt, z toho 87 bylo
zvySenych jiz ve tifech mésicich stafi mysi. Nejvice zvyseny byl protein APP, souvisejici se
zvySenim koncentrace AP v tkani potvrzeny pomoci imunoblottingu. Celkové mnozstvi
proteinii synapsi bylo u obou skupin mysi srovnatelné. Rozdilna hladina mnozstvi proteina
byla pozorovana zejména u Ctyi proteini ECM, a to u neurocanu, brevicanu, tenascinu-R a
Ctrll. VSechny tyto proteiny vykazuji postupné zvySovani koncentrace u wt i APP/PS1, ale u
APP/PS1 je zvySovani urychleno a ve tfech a Sesti mésicich stari mysi je relativni mnozstvi
téchto proteinil vEétsi nez u wt, coZ potvrdil 1 imunoblotting. U APP/PS1 bylo také vice PNN-
pozitivnich neuronli nez u wt, coz bylo prokézéno zna¢enim pomoci WFA. Déle byl na
hippokampalnich fezech APP/PS mysi vyhodnocen vyskyt A plakt v tkéni. Ve tfech
meésicich stafi mysi byl jejich vyskyt v hippokampu nulovy, v Sesti mésicich byly prvni plaky

nalezeny ve tkédni a ve dvanécti mésicich byla tkan plaky silné¢ poskozena.

Pro testovani paméti poslouzily dva behavioralni testy, systém podminujici strach (FCS, fear
conditioning system) a Morrisovo vodni bludisté. Pti FCS testu se v prvni fazi mysi umisti do
komory s miiZzkou z chirurgické oceli na podlaze, nacez po 180s dostanou miizkou 2s
elektricky Sok (0.7 mA) a po dalSich 30s v komote jsou vraceny zpét do klece. V druhé fazi
testu jsou po 24h mysi vraceny na 180s do komory a vyhodnocuje se jejich chovani —
zkoumani prosttedi, freezing a mira pohybu (Obr. 8 A). Morrisovo vodni bludisté testuje
prostorovou pamét’. Je to kulatd vodni nadrz, ve které je na ur€itém misté 0.5 cm pod hladinou
ostriivek. Na sténach nadrze jsou znacky pro umoznéni orientace v prostoru. Mysi byly na
tento test nejdiive po dobu péti dni trénovany, a to kazdy den Ctytikrat s odstupem 30-180s
mezi zkouskami. Zkousky probihaji tak, Ze je mys umisténa po dobu 30s na ostriivek, poté je
ruéné umisténa do vody na ndhodnou startovni pozici a jejim ukolem je do doby max. 60s
najit ostrivek. Mysi, které to nedokézi, jsou na 30s ru¢né umistény zpét na ostritvek a
testovany znovu. Mezi druhou a téeti zkouskou jsou na 3min umistény do své klece. Sesty den
byl proveden ostry test, ktery se provadi bez ostriivku. Zatimco béhem tréninku se méfil Cas,
behem kterého mysi nalezly ostrivek, pfi ostrém testu se vyhodnocoval ¢as, ktery mys
stravila v jednotlivych kvadrantech nadrze. Mira uspéSnosti mysi v testu je vyhodnocena jako

pomér Casu, ktery mys stravi v kvadrantu, kde byl béhem tréninku umistén ostravek, vici
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zbylym kvadrantim. Ve studii byly testovany dvé skupiny mysi, APP/PS1 a wt. Tiimé&si¢ni
mysi mély v obou skupinéch srovnatelné vysledky v prvni fazi FCS testu, zatimco v druhé
fazi testu APP/PS1 mysi ve vykonu zaostavaly za jejich wt sourozenci. Jind situace je u
Morrisova vodniho bludiste, kde si ¢tyfi mésice staré mysi obou skupin vedly stejné dobre.
Z toho lze vyvodit, ze v asymptomatické fazi Alzheimerovy choroby je poskozena pamét’

spojena se strachem, zatimco k poskozeni prostorové paméti dochdzi az v pozdéjsich stadiich.

Vyzkumny tym se pokusil prokazat hypotézu, zZe zvysend hladina proteinti extracelularni
matrix, z nichz vS§echny jsou proteiny PNS, souvisi s pamétovym deficitem APP/PS1 mysi.
Ctyfem skupindm mysi byl injektovan enzym: Dvéma skupinam APP/PS1 chABC a kontrolni
penicilinaza (Pnase), a dvéma wt skupindim chABC a Pnase. Den po aplikaci enzymu byly
mysi podrobeny FCS testu (Obr. 8B). Skupina APP/PS1 + chABC vykazovala velké zlepSeni
paméti oproti skupiné APP/PS1 + Pnase, kterd podala srovnatelny vykon jako skupina wt +
Pnase a skupina mysi bez podani enzymu, které byly testovany v piedchozi fazi studie.
Zlepseni paméti dosahly také wt + chABC mysi. Vykony vSech skupin v behavioralnim testu
korelovaly s mnozstvim PNS v hippokampu, které bylo zjisténo z tkanovych fezli znacenych

WFA (Obr. 8C).

22



A \Pen!ChABC %J.? maA TG + Pen
4 24n -|saosHaosH 24 h H1sos|- :

Recovery Acquisition  Coensolidation Retrieval

B ns

e
0 - BwT

60 BTG
50

40
30
20
10

TG + ChABC

Freezing (% of time)

Pen ChABC

D WT + Pen TG + Pen WT + ChABC TG + ChABC

N TV VL

m

. @ WT + Pen @ TG + Pen F A

e A0 | A WT+ChABC A TG + ChABC oy — % mwT
g 3 ’% 100y e BTG
- g
.-?i o
2 £
: :
’ :
B 7]
w o

-50 ' r v . . . w

40 0 10 20 30 40 50 Pen ChABC
Time (min

Obr. 8. Aplikace chABC zlepsuje deklarativni pamét’ a efektivitu synaptického ptenosu u tfimési¢nich APP/PS1 mysi. (A)
Prabéh FCS testu. (B) Freezing spojeny s udrzenim pamét'ové stopy na stresovy podnét. Transgenni (TG) mysi s aplikovanou
penicilinazou (Pen) mély horsi pamét’ nez wild type (WT) mysi s aplikovanou Pen. Aplikace chABC na transgenni mysi
obnovila jejich pamét’ na hodnoty kontrolni wt skupiny, na kterou aplikace chABC neméla vliv. (C) Znaceni pomoci WFA
potvrdilo rozruseni PNS v hippokampu po pouziti chABC. Pierusovana ¢ara znaci oblast ovlivnénou chABC. CA, cornus
ammonis; DG, dentate gyrus. RozliSeni 400 pm. (D) Pribéh LTP u rtiznych skupin mysi. Hodnoty fEPSP pfed tetanickou
stimulaci (Sed¢) a po stimulaci (¢ern€). Métitko: 0.1 mV; 2 ms. (E) Pribéh LTP u wt nebo Tg skupin mysi pted a po aplikaci
Pnase nebo chABC. (Végh et al. 2014). (F) Zména zprimérovanych hodnot fEPSP v prib&hu 10-20 min ukazuje vyrazné
zhorSené LTP u APP/PS1 mysi s aplikovanou Pnase oproti wt mysim s aplikovanou Pnase. Po aplikaci chABC dojde u

APP/PS1 mysi k navratu na normalni hodnoty (Végh et al. 2014).

Béhem studie byla provedena na hipokampalnich fezech vyse zminénych ¢tyfech skupin mysi
elektrofyziologicka méteni fEPSP a LTP. Ta ukazala zhorSeny pribéh LTP u APP/PS1 +
Pnase mys$i a naopak vyrazné lepsi pribéh LTP u skupiny APP/PS1 + chABC, ktery byl
srovnatelny s hodnotami wt + chABC 1 wt + Pnase skupin (Obr. 8D-F).

Vysledky ukazuji, ze rané poruchy hippokampélni paméti u ttimési¢nich APP/PS1 mysi

Casove souvisi se zvySenim hladiny ECM proteint. Tyto nedostatky paméti je mozné odstranit
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pouzitim chondroitinazy ABC, jejiz aplikaci se dosahne rozstépeni perineuralnich siti, coz ma

pozitivni efekt prokézany jak behavioralnimi testy, tak elektrofyziologickym méfenim.

PNS a model tauopatie

Studie vedené Sujeong Yang (Yang et al. 2015) zkouma, zda 1ze v mozku poskozeném
patologii tau napravit poruchy paméti pomoci odstranéni perineuralnich siti. Jako metodiku
védci pouzili behavioralni test paméti ORT, jehoz pribéh byl velmi podobny stejnému testu
pouzitému ve studii C. Romberg (Romberg et al. 2013), imunohistochemickou analyzu pro
zjisténi mnozstvi hyperfosforylovaného tau v tkani, znac¢eni pomoci WFA pro detekci PNS,
stereologii pro spocteni neuronti, PNS-pozitivnich a tau-pozitivnich bunék, western blot
analyzu pro dals$i stanoveni tau v mozku, a elektrofyziologickd méteni. V experimentu byly
pouzity dva modely tau patologie: Transgenni kmen homozygotnich P301S mysi (Tg-P301S),
vykazujici tau patologii v CNS 1 PNS, a wt kmen mysi, kterym byl do perirhindlniho kortexu

injektovan adenoasociovany virus exprimujici stejnou mutaci P301S (AAV-P301S).

Zjisténi progrese choroby bylo provedeno pomoci imunohistochemické analyzy mozk rizné
starych Tg-P301S mysi, kterd ukazala, ze abnormalni tau je v tkani pfitomen jiz v jednom
meésici staii mysi. U tfimési¢nich zvifat doslo k rozvinuti patologie, jez zptisobilo 15% ztratu

neuronl v perirhinalnim kortexu oproti wt mySim.

V ORT testu byly porovnavany Tg-P301S mysi a wt mysi (Obr. 9A). Vysledky byly
nasledujici: Jednomési¢ni mysi obou skupin se mezi sebou v tomto véku ve vykonu nelisily,
ale ve dvou mé&sicich stafi zac¢ina byt patrné zhorSeni paméti u Tg-P301S a tfimési¢ni Tg-
P301S jiZ oproti wt trpély velkymi pamétovymi deficity. V prvni fazi testu mysi
prozkoumavaly objekty stejnou mérou a dosahovaly srovnatelnych vysledkt i ve druhé fazi,
kde byla prodleva mezi fazemi kratka 1min, takZe zhorSeni vykonu v testu nebylo disledkem
$patné motivace nebo neschopnosti urcit, co je nové a co znamé (Obr. 9B). Pro potvrzeni, Ze
deficit v paméti je zptisoben Skodlivym vlivem tau, védci provedli srovnani také mezi wt a
heterozygotnimi Tg-P301S zvitaty, ktera maji pozdé;jsi nastup tau patologie - zatimco u
jejich heterozygotnich sourozenct se projevuji az v sedmi mésicich stati (Obr. 9C). ZhorSeni
paméti dobie korelovalo s nastupem choroby, coz potvrzuje, Ze pamét'ové deficity jsou

skute¢né nasledkem patologie tau.

Pro posileni tohoto tvrzeni byl zaveden dalsi model AD, kdy byla wt myS$im pfeddana mutace

P301S virovym vektorem (AAV-P301S), a dvé kontrolni skupiny wt mysi, kterym byl
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stejnym zptisobem piedan gen pro wt tau (AAV-TauWT) nebo gen pro GFP (AAV-fpmax).
Pro zjisténi postupu patologie byla provedena imunohistochemické analyza a stereologie. Dva
meésice po injekei byl kolem mista vpichu pfitomny hyperfosforylovany tau a skupina AAV-
P301S vykazovala 26% ztratu neuronti oproti kontrolni skupiné AAV-fpmax, coz ukazuje na
poskozeni mozku exprimaci mutovaného genu P3018S. Pro zjisténi dopadu této mutace na
pamét’ byly vSechny tfi skupiny mysi podrobeny ORT testu s prodlevou mezi prvni a druhou
fazi 1min a 3h, ve kterém méla AAV-P301S skupina v souladu s pfedchozimi vysledky

experimentu po 3h prodlevé vyrazné horsi vysledky nez ostatni dvé skupiny.
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Obr. 9. Poskozeni paméti u P301S mysi vlivem tauopatie. (A) Porovnani vykonu riizné starych P301S a wt mysi
ve druhé fazi ORT testu. U P301S dochazi ke zhorSeni paméti vlivem tauopatie, které je zavislé na véku mysi.
Discrimination ratio: Doba prozkoumavani nového objektu oproti celkovému ¢asu stravenému prizkumem
bludisté. (B) Srovnani vykonu tfimési¢nich P301S a wt mysi ve druhé fazi ORT testu s prodlevou Imin. P301S
se v tomto ohledu chovaji stejné jako wt mysi a dokazi rozeznat novy objekt, takze timto zptisobem nedochazi ke
zkresleni vysledku testu. (C) Srovnani vykonu v ORT testu heterozygotnich P301S mysi a jejich wt sourozenct
za ucelem potvrzeni vlivu tauopatie na pamét’. Ve tfech mésicich véku neni mezi skupinami rozdil, v sedmi

mesicich véku u P301S Het dochézi k silnému rozvoji tauopatie a poskozeni paméti (Yang et al. 2015).

Studie prokézala zhorSeni paméti v perirhindlnim kortexu v disledku patologie tau. Dale bylo
jejim tcelem prokazat, zda rozstépeni PNS pomoci chABC dovede toho zhorSeni zvratit.

K tomu pouzili tfimési¢ni Tg-P301S homozygoty a sedmimési¢ni Tg-P301S heterozygoty,
kterym byla injekéné podana chABC. Sedm dni po jeji aplikaci byly mysi testovany

pomoci ORT (Obr. 10A). Zvitata, kterym byla poddna chABC, vykazovala vyrazné zlepSeni
paméti srovnatelné s wt zvitaty 1éCenymi chABC, zatimco kontrolni skupina zvitat

s injektovanou Pnase nevykazala zddnou zménu oproti neléenym zvifatim. Sedmimésicni
heterozygoti doséahli také zlepSenti, ale vysledky jsou variabilnéj$i (Obr. 10B). Testem ORT
prosly rovnéz dveé skupiny AVV-P301S mysi, z nichz jedné byla podana chABC, druhé
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Pnase. Pro kontrolu bylo timto zpiisobem naloZeno 1 se skupinami AAV-Fpmax a AAV-
WtTau (Obr. 10C). Skupina AAV-P301S s injektovanou chABC doséhla velkého zlepSeni
paméti, na rozdil od skupiny s injektovanou. Dva tydny po aplikaci chABC védci

z transgennich mysi odebrali tkdnové fezy a vizualizovali perineuralni sit€¢ v mozku pomoci
WFA. Vizualizace ukazala uspéSny rozklad PNS v perirhinalnim kortexu a do urcité miry
také v entorhinalnim kortexu, temporalnim kortexu a kaudalnim hippokampu. Spocitani
WFA-pozitivnich neuronti pomoci stereologie ukazalo 39% redukci PNS oproti kontrolni
skuping s injektovanou Pnase. ZlepSeni paméti tak koreluje s rozkladem perineuralnich siti.
To podporuji vysledky sledovani navratu CNS do stavu pied aplikaci chABC, kterda PNS
rozlozi pouze docasné a ty se pak postupné samovoln¢ obnovuji. Zmény byly sledovany
pomoci priabézného odebirani tkanovych fezi a jejich zna¢eni pomoci WFA, a soucasného
testovani paméti mysi pomoci ORT. Stale intenzivnéjsi zna¢eni pomoci WFA korelovalo

s imérnym zhorSovanim paméti a po péti tydnech od injekce chABC byla situace stejna, jako
pred jeji aplikaci. Pouziti chABC vSak nema zadny vliv na prib¢h patologie, coz dokazuji

vysledky imunohistochemickych analyz.
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Obr. 10. Obnoveni paméti u P301S a AAV- P301S mysi. (A) Tfimesiénim homozygotnim P301S a wt mysim byla podana
chABC nebo Pnase a byly vystaveny ORT testu s prodlevou 3h mezi fazemi. Na wt mysi nemélo podani chABC vliv,

ale P301S mysi a aplikovanou chABC dosahly vyrazné lepsich vysledkii nez P301S skupina s aplikovanou Pnase.

(B) Sedmimési¢nim heterozygotnim P301S mysim (P301SHet) a wt mysim byla podana chABC nebo Pnase a byl na nich
proveden ORT test. Aplikace chABC zlepsila vysledky u P301SHet skupiny, ale toto zlepSeni neni statisticky vyznamné.
(C) Vsechny AAV skupiny mysi byly po aplikaci chABC nebo Pnase testovany pomoci ORT s tfihodinovou prodlevou mezi

fazemi. Podéni chABC vyznamné zlepsilo pamétovy deficit u AAV-P301S mysi (Yang et al. 2015). B&hem
elektrofyziologickych méteni byly zaznamenavany fEPSP a LTD u tfimési¢nich Tg-P301S
mysi, Tg-P301S mysi s aplikovanou chABC a stejn¢ starymi wt jedinci. Tg-P301S mysi
vykazovaly vyrazné horsi synapticky pienos oproti kontrolni skuping, zatimco aplikace
chABC méla za nasledek navrat na normalni hodnoty fEPSP a oproti kontrolam, ¢i dokonce

jejich zlepseni. Méfeni LTD u Tg-P301S neprokézalo Zzddnou zménu.
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V této studii byl popsan postupny prabéh tau patologie u Tg-P301S a AVV-P301S mysi a jeji
Skodlivy vliv na perirhindlni kortex, ktery se projevuje jako vyrazné zhorSeni paméti. Poruchy
paméti je mozné odstranit pomoci aplikace chABC, coz bylo prokazano diky behavioradlnim
testim a elektrofyziologickym méfenim. Studie také ukazala, Ze pouziti chABC neméa u Tg-
P301S ani AVV-P301S zadny vliv na postup patologie, takze ptinosny efekt aplikace chABC
neni disledkem spé$né terapie choroby, ale spiSe obnovenim plasticity CNS pomoci

odstranéni perineuralnich siti.

Diskuze

Ve své praci jsem predstavila nékolik studii, které demonstrovaly tlohu PNS v plasticité
CNS. Na zékladé jejich vysledki 1ze vyvodit, Ze rozruSeni PNS pomoci chABC ve
strukturach mozku, jako je perirhindlni a entorhindlni komplex a hipokampus vede ke zlepSeni
paméti jak ve staii, tak u AD. Existuje n¢kolik hypotéz, jak PNS ovlivituji pamét,, ale
definitivni vysvétleni zatim chybi. Jednim z moznych mechanismii je pfimy vliv na
GABAergni parvalbumin-pozitivni interneurony, které jsou PNS obklopeny a které reguluji
celkovou inhibici v CNS a vznik elektrickych impulst. Dale PNS vaZzi rizné molekuly a
receptory, které komunikuji s butikami, jako jsou napt. semaphorin 3A ovlivitujici synapticky
prenos (Sahay 2005), ¢i inhibi¢né ptisobici PTPo receptor (Shen et al. 2009). Bezprostiedni
vliv na synapticky pfenos maji také chondroitinsulfaty PNS, jak na hippokampalnich fezech
ukézali védci Albifiana a kol. (Albifiana et al. 2015). To podporuje objev, ze brevican vaze
AMPA receptory a omezuje jejich mobilitu (Frischknecht et al. 2009). Pfesné mechanismy,
jak PNS modifikuji synaptickou plasticitu, a déje doprovazejici zlepSeni paméti pii jejich

rozruseni, jsou ziejmé komplexniho charakteru a zaslouZi si dalsi studium.

Ptinosny efekt rozlozeni PNS pii1 SCI byl prokézéan na zvitecich modelech a mé pozitivni
vyznam i pro lidské pacienty, ale aby bylo mozno tento efekt prozkoumat i1 u lidskych
pacientl trpicich AD, bude nejdiiv nutné k tomu vyvinout vhodny prostfedek. Aplikace
chABC obnovi plasticitu CNS na omezenou dobu nékolika tydnti, nez dojde k samovolné
obnové PNS, a je tedy nutné aplikace pravidelné opakovat. Pii podani chABC nebo jiného
potenciondlniho prostfedku k rozruSeni PNS v mozku je nutné pfekonat hematoencefalickou
bariéru, coZ se u zvifecich modeli fesi injekci enzymu pfimo na misto. Pro lidské pacienty
toto neni vhodné forma terapie a je tedy tfeba se zaméfit na jiné zprostfedkovani podani
1écby, at’ uz to bude jen odlisna forma aplikace chABC, nebo rozruseni PNS zcela novym

zpusobem.
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Funkci PNS ve zdravém organismu je mimo jiné neuroprotekce, a to plati i béhem
Alzheimerovy choroby. Neurony s PNS jsou mnohem mén¢ poskozeny neurotoxicitou A}
plakti v tkani a netvoti NFT zptsobené tau patologii (Morawski et al. 2012; Suttkus et al.
2016). Rozruseni PNS v takové situaci pak sice zabrani porucham pameéti, ale je otazka, zda

to nemiiZze negativné ovlivnit prib¢h choroby.

Zavér

Studie ukazaly, ze rozruseni PNS vedouci ke zlepSeni paméti se jevi jako nadéjna forma
podpirné terapie ve stati a pti AD. Obnoveni plasticity v CNS dospélého organismu mize byt
proto dulezité pro fadu terapeutickych postupti. Zaroven je tieba vzit v potaz dalsi efekty,
které odstranéni PNS muiZe zejména z dlouhodobého hlediska na CNS mit, a vyvinout
vhodnou formu a prostfedek rozruseni PNS pro lidské pacienty. V kazdém ptipadé je to vsak
slibny smér vyzkumu, ktery by v ptipad¢ uspéchu nejen ptinesl vhodnou terapii pamétovych
deficith pti AD, ale také tim naznacil nové potencionalni piistupy k dal$im

neurodegenerativnim chorobam.
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