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ABSTRAKT

Transgenni potkani McGill-R-Thy1-APP jsou jednim z nejlepSich animalnich genetickych modeli
Alzheimerovy choroby (AD). Dochazi u nich k intracelularni akumulaci rozpustné formy amyloidu
B (AP) a kognitivnimu deficitu jiz ve véku 3 mésict, jeste pred depozici extracelularnich plakt.
NaruSena je také kapacita mitochondridlni bioenergetiky, konkrétné byla zjiSténa dysfunkce
enzymatické aktivity komplexu I dychaciho fetézce u potkant ve vé€ku 6 méesicti. Jadrem kddovany
protein mitochondridlni matrix 17p-hydroxysteroidova dehydrogenaza typu 10 (17HSD10) ma
fadu enzymatickych i neenzymatickych funkci a je znam jako vazebny partner intracelularniho Ap.
U pacientl s AD byla zjisténa overexprese 17BHSD10 v mozku a zvySené hladiny v mozkomi$nim
moku. 17BHSDI10 je zcytoplasmy importovan PINKI1-Parkin-TOM/TIM mechanismem
do mitochondrialni matrix, kde interaguje napi. s cyklofilinem D (CypD) a zabranuje tak jeho
translokaci na vnitini mitochondridlni membranu. Tim reguluje otevirani mitochondrialniho
transientniho permeabilniho poéru vyvolané CypD. Zda se, ze by AP akumulovany
v mitochondriich mohl tuto regulaci ovlivnit. Cilem této prace bylo otestovat zmény v hladinach
17BHSD10 v mitochondriich izolovanych zmozku 11mési¢nich homozygotnich potkant
McGillR-Thy1-APP a zjistit, zda interakce 17BHSD10 s peptidy AP ovlivni regulaci CypD.
Pro tato méfeni byla pouzita metoda ELISA. Nezjistili jsme zadné zmény v hladinach 17HSD10,
CypD, konforma¢né¢ zménéného AP(1-42) a v komplexech 17BHSDI10 s celkovym AP. Nase
experimenty vsSak potvrdily signifikantni zvySeni hladin celkového AP a pokles komplext
17BHSD10-CypD v porovnani s kontrolami. Déle jsme stanovovali hladiny komplexi
17BHSD10-Parkin v mozkomiSnim moku pacientl s AD, zde jsme nenalezli zadné zmény
vici kontrolam. NaSe vysledky naznacuji, Ze up-regulace 17BHSD10 pozorovand u AD nemusi
veést ke zvySenému transportu do mitochondrialni matrix. Navic schopnost 17BHSDI10 regulovat
CypD v mitochondrialni matrix je pravdépodobné vlivem akumulovaného AP oslabena. Srovnani
vysledkd ziskanych u lidi s AD nebo animalniho modelu AD s lidmi s roztrousenou skler6zou
naznacuje, ze pomery v mitochondrialni matrix jsou u obou neurodegenerativnich nemoci zcela

odli$né, navzdory podobné overexpresi 17pHSD10.

Klic¢ova slova: Alzheimerova choroba, transgenni potkani model McGill-R-Thy1-APP,
mitochondrie, 17B-hydroxysteroidova dehydrogenaza typu 10



ABSTRACT

Transgenic McGill-R-Thy1-APP rats are one of the best animal genetic models of Alzheimer’s
disease (AD). Significant intracellular elevation of soluble amyloid B (AP) and cognitive deficits
are observed already in 3-month-old rats, prior to extracellular plaque deposition. Mitochondrial
bioenergetic capacity appears to be altered via defects in complex I enzymatic activity
in the electron transport chain already in 6-month-old rats. Nucleus-encoded mitochondrial matrix
protein 17B-hydroxysteroid dehydrogenase type 10 (17BHSD10) operates via multiple enzymatic
and non-enzymatic functions and is known as a binding partner of intracellular AB. In patients
with AD, 17BHSD10 overexpression has been reported in brain and increased levels
in cerebrospinal fluid. Cytoplasmic 17BHSD10 is imported via the PINKI1-Parkin-TOM/TIM
pathway into mitochondrial matrix, where it binds e.g. cyclophilin D (CypD) and prevents its
translocation to the inner mitochondrial membrane. By this mechanism, 17BHSD10 can regulate
the opening of the mitochondrial permeability transition pore mediated by CypD. It seems that
accumulated mitochondrial AP may influence this regulation. In this study, we measured
17BHSD10 levels in mitochondria isolated from the brain of 11-month-old homozygous
McGill-R Thy1-APP rats and we evaluated the ability of 17BHSD10 to regulate CypD. An ELISA
method was used for these measurements. We observed no changes in levels of 17HSD10, CypD,
conformation-altered AP(1-42) and 17B-HSDI10-total AP complexes. On the contrary, our
experiments confirmed significant increase in levels of total AP and significant drop in levels
of 17BHSD10-CypD complexes in comparison with wild-type rats. Moreover, we estimated levels
of 17BHSD10-Parkin complexes in cerebrospinal fluid of AD people but we did not find marked
alterations compared to controls. Our results suggest that up-regulation of 17BHSDI10 observed
in AD does not have to be followed by its increased transport into mitochondrial matrix. Moreover,
the ability of 17BHSDI10 to regulate CypD in mitochondrial matrix, under conditions
of accumulated AP, is weakened. The comparison of these results in people with AD or animal
model of AD with people with multiple sclerosis suggests that conditions in mitochondrial matrix

are quite different in both neurodegenerative diseases, despite similar 17BHSD10 overexpression.

Key words: Alzheimer’s disease, transgenic McGill-R-Thy1-APP rat model, mitochondria,
17B-hydroxysteroid dehydrogenase type 10



SEZNAM ZKRATEK

17BHSD10 — 17B-hydroxysteroidova dehydrogenaza typu 10

AP — amyloid B

AP(1-40) — amyloid B kon¢ici v pozici 40

AP(1-42) — amyloid B kon¢ici v pozici 42

AD — Alzheimerova choroba (4lzheimer’s disease)

APP — amyloidovy prekurzorovy protein

B — blank

BS — blokovaci roztok (blocking solution)

BSA — bovinni sérovy albumin

CNS — centralni nervova soustava

CS — potahovaci roztok (coating solution)

DMSO - dimethylsulfoxid

DS — tedici roztok (diluting solution)

ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ER - endoplasmatické retikulum

ERAB —s ER asociovany A vazajici protein (ER-associated Af binding protein)
GA — Golgiho aparat

LM - lauryl maltoside

LTP — dlouhodoba potenciace (long-term potentiation)

MITO - vzorek mitochondrialni frakce s detergentem (pfip. i natedény H,0)
MPTP — mitochondrialni permeabilni transitni por

MWW — Mann-Whitney-Wilcoxontv test

PBS — fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

PP — primarni protilatka

PSENI1 — presenilin 1

PSEN2 — presenilin 2

ROS - reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

SD — smérodatna odchylka (standard deviation)

SP — sekundarni protilatka

tau — protein asociovany s tubulinem (tubulin associated unit)

TIM — translokéza vnitini mitochondrialni membrany (¢ranslocase of the inner membrane)
TMB — tetramethylbenzidin

TOM - translokaza vnéjsi mitochondrialni membrany (¢translocase of the outer membrane)

WS — promyvaci roztok (washing solution)
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LITERARNI PREHLED



1 UvoDp

Alzheimerova choroba (AD, z anglického Alzheimer’s disease) je neurodegenerativni onemocnéni
centrdlni nervové soustavy (CNS), které je nejcastéjsi pfi¢inou demence u lidi pokrocilého veku.
V soucasné dobé¢ jej nelze ucinné 1écit (Bekris et al., 2010). Déli se na formu familiarni (genetické
pticiny a brzky nastup) a sporadickou (nezndmé pticiny, pozdni nastup). Histopatologickymi znaky
AD jsou extraceluldrni senilni plaky tvofené zejména agregovanym amyloidem [ (AP)
a neurofibrilarni klubka tvofend hyperfosforylovanym tau proteinem. Jedna ze starSich hypotéz
prikladala hlavni vyznam toxicité nerozpustného extracelularniho amyloidu B tvoficiho senilni
plaky. V soucasné¢ dobé je pozornost obracena spiSe k solubilni oligomerni formé AP, ktera se
akumuluje i intracelularné a mize se dostavat také do mitochondrii (Swerdlow and Khan, 2004).
Pravé mitochondrialni dysfunkce jsou pozorovany u raného stadia AD a jsou davany do souvislosti
s akumulaci intracelularniho A, ktery mlze uvnitf mitochondrie interagovat napf. s riiznymi
proteiny. Jednim ztakovych proteini je 17B-hydroxysteroidova dehydrogenaza typu 10
(17BHSD10) nachazejici se v mitochondridlni matrix. 17BHSD10 ma fadu vyznamnych
enzymatickych i neenzymatickych funkci a je dilezity napt. pro regulaci proteinu cyklofilinu D.
Ukazuje se, ze interakce s AP tyto funkce 17BHSD10 narusuje. U lidi s AD byla nalezena vyrazna
overexprese 17BHSD10 v mozku a zvySené koncentrace v mozkomisnim moku (Yan and Stern,
2005; Kristofikova et al., 2009).

Bylo vyvinuto mnoho genetickych i negenetickych animalnich modelt AD, jejichz cilem je
modelovat patologii této choroby. Jednim znejlepSich modeld je linie transgennich potkanii
McGill-R-Thy1-APP. U téchto potkanli je vyvinuta exprese mutované formy genu pro lidsky
amyloidovy prekurzorovy protein (APP). Gen nese dvé klicové mutace — dvojitou Svédskou (Swe)
a indianskou (Ind), které jsou obdobné jako u pacientli s familiarni formou AD (Zimmer et al.,
2014). Dochazi zde k intracelularni akumulaci rozpustné formy AP jiz ve ve€ku 3 mésici, k tvorbé
amyloidnich plakt v nékterych oblastech mozku az daleko pozd¢ji (Leon et al., 2010). Pozorovany
byly u téchto zvirat také neuronalni mitochondrialni dysfunkce ve véku 6 mésici (Adami et al.,
2015).

Nasim cilem bylo zméfit hladiny 17BHSD10 v izolovanych mitochondriich z mozku téchto
potkanti a porovnat je se zménami u pacientt s AD. Dal$im cilem bylo zjistit, zda jsou interakce
17BHSD10 s cyklofilinem D ovlivnény v pfitomnosti peptidi AP. Nakonec jsme chtéli porovnat
zmény vyvolané AD se zménami u lidi s roztrousenou sklerézou, kde byly zvySené hladiny

17BHSD10 v mozkomi$nim moku také nalezeny.



2 ALZHEIMEROVA CHOROBA

Alzheimerova choroba (AD) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni CNS, které je
nejcastejsi pricinou demence u lidi pokrocilého veéku. Uvadi se prevalence kolem 10 % po 65. roce
a vice nez jedna tfetina populace po 85. roce véku ve vyspélych zemich (Qiu et al., 2009; Iulita
etal., 2014). AD spolu s dal§imi neurodegenerativnimi onemocnénimi predstavuji zavazny
zdravotni problém, ktery negativné ovliviiuje kvalitu zivota stdrnouci populace.

Za objevitele AD je povazovan némecky psychiatr Alois Alzheimer, ktery toto onemocnéni
popsal v roce 1901 na pripadu pacientky Auguste Deter (Farinde, 2012). Mén¢ znamym faktem je,
ze ve stejném roce publikoval studii 12 nalez{ senilni demence ¢esky védec némecko-zidovského
pivodu Otakar Fischer, ktery zlstal ve stinu Alzheimera. Nektefi odbornici proto navrhuji

korektng&jsi nazev Fischer-Alzheimerova choroba (Goedert, 2009).

2.1 Formy AD a rizikové faktory

Je znamo, ze AD je multifaktoridlni onemocnéni, kde dochazi k integraci riznych genetickych

1 environmentalnich faktori (Marchant and Howard, 2015).

Rozlisuji se dvé zakladni formy AD — familiarni a sporadicka (Muirhead et al., 2010).
Familiarni forma AD je genetické onemocnéni s autozomalné dominantni dédicnosti. Jedné se
o Casny typ AD - vyskytuje se zpravidla pied 65. rokem véku (Blennow et al., 2006). Zptsobena je
mutacemi v genu pro amyloidni prekurzorovy protein (APP) a dvou genech kodujici proteiny
ucastnici se v procesu St€peni APP (komponenty komplexu y-sekretazy) — presenilin 1 (PSENI1)
a presenilin 2 (PSEN2) (Bird, 2008). Tato forma AD je atypickd a z celkového vyskytu AD tvoii
asi jen 5 % (Bayer and Wirths, 2010). Drtiva vétSina ptipadd AD (kolem 95 %) je vSak tzv.
sporadicka forma. Typicka je pozdnim vyskytem — po 65. roce véku (Hampel and Lista, 2012).
Jednim z uvadénych genetickych rizikovych faktorid sporadické formy je €4 alela apolipoproteinu E
(ApoE), transportéru cholesterolu v mozku. Tato alela podporuje akumulaci A a formovani
amyloidnich plakd (Blennow et al., 2006). Mezi dalsi rizikové faktory kromé véku patti také
deprese, uzkost, poruchy spanku, neuroticismus a dlouhodoby stres (Marchant and Howard, 2015).
Vyznamnou roli mohou hrat i rizné faktory v ramci zivotniho stylu jako je koufeni, obezita,
intoxikace drogami, deficity vitamint, nemoci §titné zlazy, diabetes atd. (Blennow et al., 2006;

Bird, 2008).



2.2 Patofyziologie

Klinicky je AD charakterizovana ubytkem kognitivnich funkci, z histologického hlediska pak
vyskytem amyloidu B (AP) agregovaného do senilnich plakd a hyperfosforylovaného tau proteinu
tvoticiho neurofibrilarni klubka. Typicky je tibytek synapsi i neuronti (Murphy and LeVine, 2010).
AD je také doprovazena chronickymi zanétlivymi procesy, dochazi k aktivaci mikroglii a astrocyti
vedouci k sekreci mediatorti zanétu. Tvofi se nadmérné mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS)
poskozujici neurony (Sastre et al., 2011). Hlavnimi pozorovatelnymi symptomy jsou poruchy
paméti, problémy s orientaci a percepci, zména osobnosti a chovani, jez pak postupné usti

v neschopnost postarat se o sebe sama a vykonavat bézné kazdodenni aktivity (Farinde, 2012).

Rozvoj AD zacina jiz desitky let pted tim, nez se zacnou projevovat prvni klinické pfiznaky (Do
Carmo and Cuello, 2013). V soucasné dob¢ toto onemocnéni nelze vylécit, 1ze pouze Castecné
zpomalit jeho progresi (Bekris et al., 2010). Jako IéCivo jsou pouzivany napf. inhibitory
acetylcholinesterazy, kompenzujici ubytek neurotransmiteru acetylcholinu vznikly disledkem
poskozeni cholinergnich neuronti (Talesa, 2001) nebo antagonisté NMDA receptorii (memantin)

zmirfiiujici excitotoxicitu zpisobenou nadmeérnym vylevem glutamatu (Blennow et al., 2006).

Predpoklada se, ze v rozvoji AD hraji klicovou roli peptidy AP a protein tau (Duyckaerts et al.,
2009). Lokalizace mist zasazenych AP a tau proteinem odpovida oblastem mozku, kde
pti AD dochézi k rozsahlému ubytku neuronti — nejprve v hipokampu a entorhinalni ktite, poté

v dal$ich korovych i podkorovych oblastech (Muirhead et al., 2010).

2.2.1 Amyloid p

AP vzniké Sté€penim vysoce konzervovaného amyloidniho prekurzorového proteinu (APP), jehoz
gen je u lidi lokalizovany na 21. chromozomu (Dawkins and Small, 2014). APP se béZzn¢ nachazi
na plasmatické membrané bunék vSech tkani (Pagani and Eckert, 2011) a ma pravdépodobné
vyznam pro bunécnou adhezi, funkci synapsi a neuronalni plasticitu (Priller et al., 2006). APP
mize byt St€pen dvéma odliSnymi zplsoby — cestou amyloidogenni pomoci proteolytickych
enzymu - a y-sekretdza, nebo cestou neamyloidogenni pomoci enzymil a- a y-sekretdza (O’Brien
and Wong, 2011). Za fyziologickych podminek prochazi asi jen 10 % APP cestou amyloidogenni,
tedy vedouci ke vzniku AB. Zbylych 90 % APP nevede ke vzniku AP, tedy projde cestou
neamyloidogenni (Murphy and LeVine, 2010). Ob¢é cesty jsou vyznamné pro spravnou funkci
neuront, pokud jsou ve spravném pomeru. V disledku mutaci genti pro APP nebo PSEN1/PSEN2
(tvoifi katalytickou podjednotku y-sekretazy) se vSak poméry mohou zménit, a to smérem
ke zvySenému vzniku AP. Mutace v genu pro APP zvySuje Stépici aktivitu B-sekretazy, mutace
v genech pro PSENI1/PSEN2 pak stimuluje S$tépeni y-sekretazou (Patterson et al., 2008).

Nasledkem neptesného S$tépeni y-sekretdzou vznika vice izoforem AP, které se lisi svou
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C-terminalni doménou. Dvé nejcastéjsi izoformy jsou AP(1-40) a AP(1-42), tj. s posledni
aminokyselinou na pozici 40 nebo 42 (Murphy and LeVine, 2010). Vzniklé monomery AP pak
mohou oligomerizovat nebo agregovat vné nervovych bun€k a vytvaret tzv. amyloidni senilni
plaky (Benilova et al., 2012). AB(1-42) je vice hydrofobni a ma vétsi sklon k agregaci, je proto
hlavni soucasti téchto plaki (Murphy and LeVine, 2010). Nejprve se z AP(1-42) vytvoii denzni
jadro plaku, poté se inkorporuje i AP(1-40) a dalsi komponenty (Toga and Thompson, 2003).
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Obr. 1: Schéma Stépeni APP. Neamyloidogenni cesta — APP je nejprve Stépen a-sekretdzou uvniti
segmentu A a poté je $tépen y-sekretazou; AP nevznikd. Amyloidogenni cesta — $t€peni APP je iniciovano
B-sekretazou, poté Stepi y-sekretaza za vzniku volného AP, ktery miize oligomerizovat a agregovat.

(Pfevzato z Querfurth and LaFerla, 2010, upraveno.)

Nerozpustna fibrilarni forma A tvotici extracelularni plaky byla ptivodné povazovana za hlavni
pfic¢inu toxickych ucinkti AP — tzv. amyloidni kaskadova hypotéza (Reitz, 2012). U animélnich
transgennich modelt AD byl vSak pozorovan kognitivni deficit jest¢ pred vyskytem
extracelularnich plakti a tato pozorovani vedla k pfesmérovani pozornosti na rozpustnou
oligomerni formu A uvniti bun¢k (LaFerla and Green, 2012). Intracelularni AP se shlukuje
do oligomeri slozenych z 2-30 monomerd, diive nez dochazi k tvorbé extracelularnich plaku.
Experimentalni data naznacuji, Ze toxicita intracelularniho AP ptfevySuje toxicitu extracelularniho
(Yan and Stern, 2005). Zda se, ze hladiny intracelularniho Af v mozku 1épe koreluji s kognitivnim
poskozenim a se stadii neurodegenerace nez mnozstvi plakti (Muirhead et al., 2010). Podle novych
poznatki se AP mize dostavat az do mitochondrii, kde interaguje s dalSimi proteiny (Lustbader
etal., 2004). Nasledkem téchto interakci muze dochazet k nabourani homeostazy a nakonec
1 otevirani mitochondrialnich pért vedouci k bunééné smrti (Muirhead et al., 2010). Postupné tak
byla vytvofena hypotéza, Ze mitochondrie hraji vyznamnou roli v progresi AD -

tzv. mitochondrialni kaskadova hypotéza (Swerdlow and Khan, 2004).



2.2.2 Tau protein

Tau protein je protein asociovany s mikrotubuly (tubulin-associated unit), ktery se bézné nachazi
v axonech neurontl. Existuje v 6 izoformach a je dllezity pro sestavovani a stabilizaci mikrotubuli,
a tedy pro celkové udrzeni molekularni kostry neuronu (Magnani et al., 2007). Fosforylace tau
proteinu  moduluje vazbu k mikrotubulim a schopnost jejich stabilizace (Brion, 2006).
Za normalnich podminek je fosforylace v rovnovaze s defosforylaci, avSak pfi patologii AD byva
tau protein hyperfosforylovan, coz zptisobuje jeho vyvéazani z mikrotubula (Benilova et al., 2012).
Tau protein je poté dislokovdn zaxonu do dendriti a soma neuronu, kde se shlukuje
do tzv. neurofibrilarnich klubek. Akumulace fosforylovaného tau proteinu v dendritickych trnech
pak narusuje funkci synapsi a tim komunikaci mezi neurony (Hoover et al., 2010). Mikrotubuly
bez tau proteinu disociuji, molekularni kostra neuronu se rozpadne a neuron degeneruje (Benilova
et al., 2012). Existuje teorie piedpokladajici, Ze hyperfosforylace tau proteinu se objevuje jako
dasledek akumulace AP (Oddo et al., 2004). Vzajemny vztah A a tau proteinu je vSak stale malo
probadany. Jejich interakce jsou ziejmé patologické a prispivaji k rozvoji choroby (Manczak and

Reddy, 2013).

2.3 Diagnostika

V diagnostice neurodegenerativnich onemocnéni véetné AD je kliCova analyza mozkomi$niho
moku. Odbér mozkomisniho moku se provadi lumbalni punkci, z oblasti mezi bedernimi L4 a L5
obratli (Parada et al., 2007; Jesse et al., 2011). JelikoZ je mozkomisni mok v pfimém kontaktu
s CNS, predpoklada se, ze jakakoliv zména v biochemickém sloZeni mozkové tkané se odrazi také
ve slozeni mozkomisniho moku (Wiltfang et al., 2005). Za patologickych podminek Ilze
v mozkomi$nim moku naméfit zvySené koncentrace plvodné intracelularné lokalizovanych
proteind, naznacujici poSkozeni nebo rozpad neuronti béhem neurodegenerativnich procesii (Walko
et al., 2014). Biomarkery stanovené v mozkomi$nim moku reflektuji zmény v mozku vyvolané¢ AD
citlivéji nez biomarkery v séru nebo plasmé (Wiltfang et al., 2005). Idealni biomarker by mél byt
vysoce senzitivni (tzn. i k ranym stadiim onemocnéni), specificky (i pii srovnani s jinymi typy
demence) a mél by monitorovat pribéh nemoci. Takovy biomarker AD vSak jesté nebyl objeven
(Frey et al.,, 2005). Soucasnymi biomarkery AD jsou hladiny tau proteinu (celkového

a fosforylovaného) a AB(1-42) stanovované z mozkomisniho moku (Chiaravalloti et al., 2017).



3 MITOCHONDRIE A AD

Mitochondrie jsou dynamické organely neustale fuzujici a délici se, tvofici propojenou sit), kde se
odehrdva mnoho procesi. Jejich ustiedni roli je energeticky metabolismus — mitochondridlni
oxidativni fosforylace je hlavni cesta produkce ATP, zasobujici pies 95 % vesSkerych energetickych
pozadavki bunék. Dalsi dileZité funkce mitochondrie jsou regulace hladiny intracelularniho Ca*",
regulace signalnich kaskdd a bunééné smrti. Mitochondrie jsou také hlavnim zdrojem produkce
ROS (Rezin et al., 2009; Morais and De Strooper, 2010). Nervova tkan ma vysoké energetické
pozadavky, obsahuje proto velké mnozstvi mitochondrii, zejména v oblasti synapsi. Zaroven jsou

ale neurony velmi nachylné k redukci aerobniho metabolismu (Rezin et al., 2009)

Funkce mitochondrie byvaji pii AD naruseny. Dochazi k nabourani homeostazy Ca>*, oslabeni
oxidativni fosforylace a tedy sniZzeni produkce ATP, zvySuje se produkce ROS a méni se dynamika
i morfologie mitochondrii (Pagani and Eckert, 2011). Pficina téchto zmén v mitochondriich neni
uplné znama, je vsak fada dikazii pro souvislost se zvySenymi hladinami peptidu AB. Mechanismy

patologickych u€inkli A akumulovaného v mitochondriich jesté nebyly detailnéji popsany.

U pacientd s AD bylo prokazano sniZeni energetického metabolismu v postizenych oblastech
mozku (Mosconi et al., 2008). Pfi patogenezi AD, stejné¢ jako u nékterych dalSich
neuropsychiatrickych chorob, je za dilezity faktor povazovano poskozeni funkce dychaciho fetézce
mitochondrie. Podobné poskozeni mitochondrii bylo zptisobeno i zvySenymi koncentracemi Af}
v experimentu in vivo nebo in vitro (Keil et al., 2004; Tillement et al., 2011). Pfedpoklada se, ze
za vyskyt mitochondrialnich dysfunkci objevujicich se pifi AD je zodpovédny intracelularni
rozpustny AP, spiSe nez extracelularni fibrilarni peptid tvofici plaky (Morais and De Strooper,
2010). Mitochondrialni kaskddovou hypotézu AD potvrzuje fada studii (Swerdlow and Khan,
2004).

AP se jevi jako inhibitor mitochondrialnich enzymti (Hernandez-Zimbron et al., 2012). V CNS
i perifernich tkanich pacientii s AD byla zjisténa nedostate¢na funkce nekterych mitochondrialnich
enzymt, zejména cytochrom c oxidazy (komplexu IV dychaciho fetézce) (Yan and Stern, 2005).
Dochazi k naruseni transportu elektroni v dychacim fetézci, produkce ATP, spotieby kysliku
a membranového potencidlu mitochondrie, coz vede ke zvySeni oxidativniho stresu, wvyliti
cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru a nasledné apoptoéze (Morais and De Strooper, 2010).
Se sniZzenou aktivitou cytochrom ¢ oxidazy jsou také spojovany defekty mitochondrialni DNA
(Reddy and Beal, 2008) a proces autofagie v pripad¢ takto poskozenych mitochondrii (Hirai et al.,
2001). Studie in situ hybridizace mitochondrialni DNA a imunocytochemie cytochrom c oxidazy
ukazaly, ze neurony vykazujici zvySené oxidativni poSkozeni pii AD mély zvySené hladiny

mitochondrialni DNA a cytochrom c oxidazy v cytoplasmé, coz odpovida signifikantné snizenému
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poctu mitochondrii v takové tkani (Morais and De Strooper, 2010). V post mortem tkani mozku
jedinctt s AD byly pozorovany snizené hladiny také nékterych enzymt Krebsova cyklu (napf.
a-ketoglutarat dehydrogendza), coz koreluje s nedostate¢nou produkci acetyl-CoA a cholinergnimi
defekty zjisténymi u AD (Pagani and Eckert, 2011). Dale byly pozorovany snizené hladiny pyruvat
dehydrogenazy a s tim spojené defekty v utilizaci glukézy pii AD (Yan and Stern, 2005; Selfridge
et al., 2013). Podle n¢kterych autorti praveé snizené energetické hladiny mitochondrii zptisobuji

hyperfosforylaci a agregaci tau proteinu (Swerdlow et al., 2010).

Ve zdravych neuronech je udrzovana dynamicka rovnovaha mezi mitochondridlnim fizovanim
a Stépenim, pii AD dochazi plisobenim AP k posunuti smérem ke $tépeni. Mitochondrie jsou pak
nadmérné fragmentované a to je dalsi z faktorti zpusobujicich jejich dysfunkce (Chen and Chan,
2009). AP také nejspis ovliviiuje axonalni transport mitochondrii. Studie na drozofilim modelu AD
objevily vyrazny Ubytek presynaptickych mitochondrii a snizeny axonalni transport mitochondrii,
coz nasledné zpusobuje nefunkénost synapsi (Zhao et al., 2010). Tim je naruSena synapticka

plasticita neuronti (Mattson, 2007).

Ackoli dostupné evidence jasn€ ukazuji, ze AP ovliviluje funkci mitochondrii, piivod
mitochondridlniho AP je stile pfedmétem debaty. AP je vytvafen na plasmatické membrang, ale
i v endoplasmatickém retikulu (ER) a Golgiho aparatu (GA). Do mitochondrii se tedy AP miize
dostavat z membrany endosomalnim systémem nebo transportem z ER a GA (Pagani and Eckert,
2011). Dovnitf mitochondrie je pak AP importovan pies translokazy vnéjsi (TOM) a vnitini
mitochondridlni membrany (TIM). Lokalni produkce AP uvnitf mitochondrii je nepravdépodobna
(Hansson Petersen et al., 2008). Také piesna lokace AP v mitochondriich je sporna. V mnoha
studiich byl AP nalezen pouze asociovany s vnitini mitochondrialni membranou a nikoli pfimo
v matrix, v rozporu by pak ale byly nalezy interakci AP s proteiny mitochondrialni matrix (Benek
et al., 2015). Divodem v8ak muze byt rychla degradace AP v matrix mitochondrialnimi protedzami

(Alikhani et al., 2009). Pravdépodobné se tedy AP nachazi jak na vnéjsi i vnitini mitochondrialni

membrang, tak i v mezimembranovém prostoru a matrix mitochondrie (Pagani and Eckert, 2011).

AP a jeho prekurzor APP se tedy zifejm¢ nachazeji i v membranach mitochondrie, kde mohou
blokovat transport mitochondrialnich proteini kodovanych jadrem dovniti mitochondrii (Reddy
and Beal, 2008) a také mitochondridlni membranu poskozuji (peroxidaci lipidt, hydrolyzou
sfingomyelinu), a mohou tak podporovat dysfunkce mitochondrii zvySenou tvorbou ROS

a zvysenym vychytavanim Ca®* dovniti mitochondrii (Mattson et al., 2008).

V mezimembranovém prostoru muze AP ovliviiovat vlastnosti obou mitochondrialnich

membran, napf. modulaci jejich permeability.



V matrix pak miize AP interagovat s dilezitymi komponentami metabolickych a antioxidacnich
drah. Byla zjisténa i interakce AP s nékolika mitochondridlnimi proteiny, kterda mulze vést
ke zménam jejich fyziologickych funkci a naslednym mitochondridlnim dysfunkcim tsticim
k rozvoji AD. Jednim z dilezZitych proteind interagujicich s AP kromé zminovanych enzymi

dychaciho fetézce je 17p-hydroxysteroidova dehydrogenaza typu 10 (Benek et al., 2015), ktera je

predmétem nasledujici kapitoly.

Obr. 2: Intracelularni lokalizace APP a AB. Zdroje mitochondrialniho AR mohou byt endosom, ER a GA.
APP syntetizovany v ER je dopravovan pies GA na plasmatickou membranu nebo do mitochondrie.
Membranovy APP je spolu sdal§imi proteiny internalizovan endosomem. Z APP poté vznikd AP
amyloidogennim Stépenim. Dovnitf mitochondrie A pronika skrze TOM/TIM komplex.

N — jadro, ER — endoplasmatické retikulum, GA — Golgiho aparat, En — endosom, Mt — mitochondrie

(Pfevzato z Pagani and Eckert, 2011)



4 17B-HYDROXYSTEROIDOVA DEHYDROGENAZA TYPU 10

4.1 Struktura a funkce

17B-hydroxysteroidovd dehydrogendza typu 10 (17BHSDI10) je multifunkéni protein
mitochondridlni matrix vykazujici fadu enzymatickych i neenzymatickych funkci. Patfi do SDR
rodiny enzymtl, coz jsou kratkofetézcové dehydrogendzy/reduktazy (z anglického short-chain
dehydrogenase/reductase) (Yang et al., 2014). S ostatnimi ¢leny rodiny sdili mnoho vlastnosti,
veetné katalytického mista a pritomnosti NAD™ kofaktoru (Yan and Stern, 2005). Ze vsech 14
riznych 17B-hydroxysteroidovych dehydrogenaz je typ 10 jako jediny lokalizovany
v mitochondriich. Je to homotetramer o molekulové hmotnosti 108 kDa; kazda ze 4 identickych

podjednotek se sklada z 261 aminokyselinovych zbytkid (Yang et al., 2014).

Tento protein nese fadu alternativnich nazvii. Kromé 17BHSD10 byva nékdy oznacovan jako
HADH2 (3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenaza typu 2) nebo SCHAD (kratkofetézcova
hydroxyacyl-CoA dehydrogenaza) ¢i také ERAB (s ER asociovany AP vazajici protein) a ABAD
(AP vazajici alkohol dehydrogenaza) (Muirhead et al., 2010). Posledni dvé uvedena pojmenovani
jsou nepiesna, nebot’ protein byl v endoplasmatickém retikulu identifikovan mylné a jeho alkohol
dehydrogenazova aktivita je zanedbatelnd (Yang et al., 2005). V této diplomové praci pouzivam
vyhradné¢ néazev 17BHSDI10; v praktické casti na nékterych mistech vyjimecné uvadim

i pojmenovani ERAB — pouze vSak pokud jde o soucast oficialniho nazvu od vyrobce.

17BHSD10 ma na rozdil od ostatnich enzymu ze své rodiny Sirokou substratovou specifitu (Yan
and Stern, 2005). Jeho hlavni fyziologickou funkci je uloha v 3. kroku B-oxidace rozvétvenych
mastnych kyselin, U¢astni se ale i nékolika dalSich metabolickych drah (Benek et al., 2015).
Katalyzuje naptiklad degradaci izoleucinu, oxidaci neuroaktivnich steroidi a je zahrnut
v metabolismu pohlavnich hormonti (Yang et al., 2014). Jeho schopnost vyuzivat kyselinu
B-hydroxymaselnou (patiici mezi ketolatky) vyrazné pispiva k obran¢ bunky proti metabolickému
stresu (Benek et al., 2015). V lidské tkani se mRNA pro 17BHSDI10 vytvati prakticky vsude.
Nejvyssi hladiny jsou v jatrech a srdci, exprimovan je ale i v riznych oblastech mozku — nejhojnéji

v hipokampu, hypothalamu a amygdale, ¢aste¢né pak i v mozkové kiife (He et al., 2005).

17BHSD10 ma tadu esencialnich funkci, zejména v ontogenezi (Chen and Yan, 2010). Kédovan
je genem lokalizovanym na pohlavnim X chromozomu (Yang et al., 2005) a deficit proteinu
17BHSD10 nebo ztrata jeho funkce jsou asociovany s riznymi patologiemi (Yang et al., 2014).
U bunék knockoutovanych v genu pro 17BHSDI10 byl zjistén vyrazny pokles proliferace
a zivotaschopnosti bun¢k (Deutschmann et al., 2014). V experimentech na drozofilach se vyfazeni

17BHSD10 z funkce projevilo letdlnim fenotypem s mnoha abnormalitami (Torroja et al., 1998).



Vysledky pokusti na transgennich zvifatech se zvySenou expresi 17BHSD10 naopak podpoftily
protektivni roli proteinu (napt. v modelu Parkinsonovy choroby, ischemie ¢i oxidativniho stresu)
(Tieu et al., 2004). Podle dat zlidskych studii maji nékteré mutace genu pro 17BHSDI10
zanasledek smrtelnou détskou chorobu zvanou HSDI10, danou deficitem 17BHSDI10
(Deutschmann et al., 2014). Jiné mutace nebo up-regulace tohoto genu vedou u lidi nejspis
k mikrocefalii a mentalni retardaci (Yang et al., 2009, 2014). Na bunécné trovni se deficit proteinu
projevuje zménou morfologie mitochondrii — vét§ina z nich se jevi jako zaoblené, navic dochazi
ke ztraté struktury krist na vnitfni membrané (Yang et al., 2014). 17BHSDI10 je tedy protein
esencialni pro strukturalni a funk¢ni integritu mitochondrii (Rauschenberger et al., 2010), vedle
deficitu vSak plsobi nepfiznivé i jeho nadméma exprese, kterd zplsobuje kondenzaci
mitochondridlni matrix a ¢asteCnou ztratu struktury krist, coz vede k mitochondrialni dysfunkci

(Shafqat et al., 2003).

Obr. 3: Krystalicka struktura lidského 17HSD10. Protein se sklada ze 4 podjednotek; na obrazku
s navazanym inhibitorem. (Pfevzato z Kissinger et al., 2004.)

Bez vyskytu zvySené¢ho AP, at’ uz za homeostatickych ¢i oxida¢nich podminek, se jevi ptisobeni
17BHSD10 v bunécné odpovedi jako protektivni (Chen and Yan, 2010) a pfispivajici k metabolické
rovnovaze (usnadnuje napiiklad vyuziti ketolatek podporou vzniku acetyl-CoA, ktery zdsobuje
Krebstv cyklus) (Yan and Stern, 2005). ZvySena exprese 17pHSDI10 je tedy pravdépodobné
primarné protektivni mechanismus, ktery se ale vymyka kontrole napf. v pfitomnosti Ap a ptusobi

patogenné (Yan et al., 2007).
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4.2 Interakce 17pHSD10 s Ap

Rada funkci proteinu 17BHSD10 je zaloZena na jeho schopnosti interagovat s dalsimi peptidy nebo
proteiny (napf. estrogenovy receptor o a tRNA methyltransferdza). Pro patologii spojenou
s rozvojem AD se ukazuje byt dilezitd zejména interakce s AP (Yan and Stern, 2005; Yang et al.,

2014).

Mozkova tkan jedinct s AD, vCetné animalnich modeld této choroby, vykazuje abnormalné
zvySenou expresi 17BHSD10, obzvlasté v okoli lozisek AP (Lustbader et al., 2004; Yan and Stern,
2005). Neurony napadené AP totiz zvySuji syntézu specifickych mitochondridlnich enzymd,
mezi nimi také pravé 17BHSDI10 (Lovell et al., 2005). Zvysena exprese 17HSD10 byla objevena
také u aktivovanych astrocytti obklopujicich mista zasazend amyloidnimi plaky a patologickym tau
proteinem u pacientd s AD (He et al., 2005). Zmény hladin 17BHSD10 mozkomi$nim moku, které
odrazeji zmény v mozkové tkéani, lze pozorovat mnoho let pfed nastupem symptomd, tj. jiz
ve stadiu mirného kognitivniho poskozeni zptisobeného AD (Kristofikova et al., 2015). ZvySené
hladiny 17BHSD10 v mozkomisnim moku vSak byly zjistény také u roztrouSené sklerozy
a schizofrenie, takze lze ptedpokladat, ze overexprese 17BHSD10 neni specifickou zménou pro AD

(Hovorkova et al., 2008; Kristofikova et al., 2009).

Vyznamnym mistem ve struktuie 17BHSDI10 je tzv. D-smycka. Zde dochazi k navazani prvni
molekuly monomerniho AP vysokoafinitni vazbou. Tato iniciani vazba nezméni vyraznéji
enzymatickou aktivitu proteinu a predpoklada se, ze by 17BHSD10 mohl ptisobit jako fyziologicky
mitochondridlni nosi¢ AP (Lustbader et al., 2004). Pfi postupném tvoreni oligomerniho nebo
agregovaného AP vSak dochazi i knespecifickym interakcim, pokfiveni struktury proteinu
a vyvazani NAD" kofaktoru, coz vede ke zméné funkci 17BHSD10. Interakce AP s 17BHSDI10 je
jednim z mechanismu toxického ptisobeni AP v mitochondriich (Lustbader et al., 2004; Yan et al.,
2007). Formovani komplexti 17BHSD10 s AB vede ke zménam vlastnosti mitochondrii a k jejich
dysfunkcim, které jsou ranym znakem AD (Yan and Stern, 2005). Neurony s dysfunkénimi
mitochondriemi vykazuji spontanni vznik ROS poskozujici membrany, snizeni hladiny ATP
a uvolnéni cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru mitochondrii vedouci k apoptdze neuront

(Takuma et al., 2005).

Studie na dvojité transgennich mySich zvysené exprimujicich mutantni lidsky APP a 17HSD10
potvrzuji nepiiznivy vliv overexprese proteinu v piitomnosti nadbytku AP. Bylo pozorovano
zhorSeni prostorového uceni a paméti, v hipokampu vyssi hladiny ROS a poskozeni cholinergniho

systému a dal§i zmény typické pro AD (Lustbader et al., 2004; Tieu et al., 2004).

Zdad se, ze by interakce 17BHSD10 s AP mohla byt potencialné¢ efektivnim cilem
pro terapeutickou intervenci u AD (Yao et al., 2007; Chen and Yan, 2010). ProtoZze pouze
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katalyticky aktivni 17BHSD10 podporuje cytotoxické pusobeni AP, navrZzeny byly inhibitory
17BHSD10. Zde ale zistava otazkou mnozstvi vedlejSich ucinku, nebot’ inhibitory by mohly
potlacit i fadu fyziologickych funkci 17BHSD10 (Benek et al., 2015). Dalsi snahou bylo zavedeni
peptidu mimikujictho vazebné misto 17BHSDI10 pro AP (D-smycku), ktery by vyvazal A
a znemoznil by tak jeho vazbu k 17BHSD10. Takové pokusy byly zatim uspé$né testovany v in

vitro studii a na transgennich mysich modelech (Lustbader et al., 2004).

4.3 Dalsi interakce a regulace 17HSD10

17BHSD10 je protein kodovany jadrem. Z cytoplasmy, kde vznikne, musi byt transportovan
do mitochondrii. Dé&je se tak procesem, ktery vyuziva vétSina mitochondrialnich proteint
kédovanych jadrem, tj. drahou pfes membranové translokazy mitochondrie TOM/TIM regulovanou

PINK1-Parkin mechanismem (Bertolin et al., 2015).

Parkin je cytoplasmaticky enzym s ubikvitin-ligazovou aktivitou, zahrnuty v rznych
bunéénych procesech. Mutace v tomto genu jsou napf. pfi¢inou vzniku autozomalné recesivni
formy Parkinsonovy choroby (Shimura et al., 2000). Spolecné¢ s kindzou PINKI jsou
komponenty biochemické drahy regulujici dynamiku a morfologii mitochondrii. V savéich
buitkdch kooperuji Parkin a PINKI1 také v procesu odstraiiovani dysfunkénich mitochondrii

(Bertolin et al., 2015).

Bylo zjisténo, Ze Parkin interaguje s 17BHSDI10 a po navazani se oba proteiny dostdvaji
ke komplexu TOM, do blizkosti PINKI1. Parkin a PINKI asociuji s TOM komplexem,
a 17BHSD10 je tak skrz komplex importovana do mitochondrie (Bertolin et al., 2015).

Interakce Parkinu s 17BHSD10 tedy urcuje, jaké mnozstvi 17BHSD10 se dostane dovnitf
mitochondrie. Overexprese Parkinu v bunkach zvyS$uje mnozstvi 17pHSD10 v mitochondriich,
down-regulace genu pro Parkin naopak zpisobuje nedostatek 17BHSD10. Ukazuje se, ze udrzovani
17BHSD10 na ptiméfené hladiné je jednim z mechanismu, kterym Parkin zabezpecuje kvalitu
mitochondrii. Ztrata takového protektivniho mechanismu piispiva k dysfunkci mitochondrii

a celkové neuronalni degeneraci (Bertolin et al., 2015).

Dals§im proteinem interagujicim s 17BHSDI10 je cyklofilin D (CypD). CypD se nachazi
v mitochondrialni matrix a mimo jiné ma ulohu chaperonu pfti sbalovani proteinii (Javadov and
Kuznetsov, 2013). Regulovan je vazbou k 17BHSD10. Za podminek oxidativniho stresu je vSak
vazba 17BHSD10-CypD oslabena a CypD je translokovan na vnitini mitochondridlni membranu,
kde se vaze na mitochondridlni permeabilni transitni pér (MPTP). MPTP ma kli¢ovou roli
v apoptéze — jeho otevienim dochazi k naruseni iontové rovnovahy a kolapsu membranového

potencidlu. Z vnitini strany je tento por tvofen Ant (adenine nukleotid translokézou), z vnéjsi strany
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potom VDAC (napétové zavislym aniontovym kandlem). CypD asociuje s ANT a pfispiva tak
k otevieni MPTP (Muirhead et al., 2010).

Predpoklada se, ze akumulace AP v mitochondriich ovlivituje i vzajemné interakce 17BHSD10
a CypD, protoze se AP k obéma proteiniim vaze (Muirhead et al., 2010). Komplexy 17BHSD10-Ap
omezuji schopnost 17BHSDI10 regulovat CypD, a tak CypD, volny nebo navazany s AB, by mél
snadnéji translokovat k vnitini mitochondridlni membrané a zpisobit otevirani MPTP (Yan and
Stern, 2005). Toto otevirani MPTP vyvolané CypD se ukazalo byt izce spojeno s patologii AD
(Benek et al., 2015).

Cytoplasma

vnéjsi mitochondrialni

membrana
proteiny mezimembranovy prostor \
importujici
kanal

vnitini mitochnodrialni
membrana

i

/‘ cytochrom c @ f
elektronovy transportni 1TRHSD10

fetézec Mitochondrialni matrix

Obr. 4: Transport 17pHSD10 do mitochondrii a regulace CypD. 17BHSD10 je za pomoci Parkinu
a PINK1 transportovan ptes TOM/TIM komplex do mitochondrialni matrix, kde interaguje s CypD. Zaroven
se AP pfitomny v matrix muze vazat na oba proteiny a ovliviiovat jejich vazbu. Pfi oslabeni interakce
17pHSD10-CypD mutize CypD translokovat a vazat se na MTPT (ten je z vnitfni strany tvofen Ant, z vné&jsi
VDAC) a mtize zpUsobit jeho otevieni vedouci k apoptéze. V mezimembranovém prostoru mitochondrie se
nachazi proapoptoticky protein cytochrom c, ktery se v pfipadé otevieni MTPT uvolni do cytoplasmy.
(Prevzato z Newmeyer and Ferguson-Miller, 2003)
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5 ANIMALNIi MODELY AD

Pro vyzkum AD bylo v poslednich desetiletich uspé$né vyvinuto mnoho animalnich modeli
(genetickych 1 negenetickych), snazicich se reflektovat rtizné aspekty AD, zejména patologii
amyloidnich plakii, abnormalni fosforylaci tau proteinu, zanétlivé procesy a kognitivni zmény (Do
Carmo and Cuello, 2013). Tyto modely jsou velmi vyznamné pro determinaci molekularnich
mechanismil v progresi choroby a pro testovani potencialnich terapeutik. Ackoli Zadny model
nezahrnuje vSechny aspekty nemoci, dovoluji hlubsi prozkoumani jedné ¢i dvou komponent, které

by z etickych divodt nebylo mozné testovat na lidskych pacientech (LaFerla and Green, 2012).

V ptipadé genetickych modelt byly nejprve z technickych divodt pouzivany vyhradné mysi —
pro svou malou velikost a snazsi genetickou manipulaci (injikace DNA u embryi) (Do Carmo and
Cuello, 2013). Popsano bylo pies 100 riznych transgennich mySich modeld AD [online databaze].
Postupné se vice preferovaly modely potkani, které i pies nékteré nedostatky nabizi mnoho vyhod.
Potkani jsou clovéku fyziologicky, geneticky i morfologicky blizsi nez mysi, maji komplexné&jsi
CNS, vétsi kognitivni schopnosti a projevuji vice socialni chovani (Jacob and Kwitek, 2002;
2014). Pro model AD je u potkant relevantni i vyskyt 6 izoforem tau proteinu, které jsou u mysi

pouze 3 (Benedikz et al., 2009; Heggland et al., 2015).

5.1 Genetické modely

Genetickych modeltt AD je naprosta vétSina. Jelikoz je etiologie sporadické formy AD neznama,
v genetickych animalnich modelech je vétSinou vyuzivano mutaci spojenych s familiarni formou
AD (LaFerla and Green, 2012). Transgenni modely maji vyvinutou overexpresi mutantnich

lidskych gent APP, PSEN1 a tau nebo jejich kombinaci (Zimmer et al., 2014).

Transgenni modely

APP modely: Princip overexprese lidského mutantniho APP je u transgennich modelit AD klicovy
koncept (Zimmer et al.,, 2014). Vede k podobné patologii jako u lidi — tedy akumulaci
extracelularnich plakt z AP, neuroinflamaci a neurodegeneraci. Dulezité zde je, Ze navzdory
konstantni produkei je i u téchto mysi akumulace AP zavisla na véku (Gotz et al., 2007). Na rozdil
od lidi s AD, tyto transgenni modely nevytvareji neurofibrilarni klubka, ac¢koli u mnoha z nich
dochazi k hyperfosforylaci tau proteinu. Do této kategorie patii mysi modely Tg2576, APP23, J20
a APPE693d a potkani model McGill-R-Thy1-APP (Gétz et al., 2007; Zimmer et al., 2014), ktery

byl pouzit pro tuto diplomovou praci.
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APP/PSEN1 modely: Pfiddni mutantni formy PSEN1 k APP vedlo k fenotypu s vyssi produkci
AP(1-42) a téz8i amyloidozou. Patii sem mys$i modely PSAP, APPswe/PS1de9, ARTEIO,
APP751sl/PS1 a potkani modely 3xTg a TgF344 (Zimmer et al., 2014).

APP/TGF-B1 model: Kombinaci mutaci APP a cytokinu TGF-f1 nese mysi linie APPJ20/T64.

Model byl vytvoten ke zkoumdni vaskularnich a tkanovych aspekti amyloidoézy. Dochézi

k dysfunk¢ni cerebrovaskularni odpovédi a silné aktivaci mikroglii (Ongali et al., 2010).

Tau modely: Jsou zaloZeny na mutaci tau proteinu. Dochazi u nich k tvorbé neurofibrilarnich
klubek a ubytku neuronti (tyto dva symptomy vétSina ostatnich modelti postrada). Jsou to modely

rTg4510 a Tau(PS19) (SantaCruz et al., 2005; Yoshiyama et al., 2007).

APP/Tau model: Model exprimujici kromé mutantniho APP také mutantni lidsky tau protein

(Lewis et al., 2001). Vyskyt intraneuronalniho AP predchazel akumulaci tau proteinu
a imunologické odstranéni AP vedlo kratce poté k vymizeni somatodendritického tau proteinu.
Tyto vysledky podporovaly teorii predikujici, ze hyperfosforylace tau proteinu se objevuje jako
dasledek akumulace AP (Oddo et al., 2004). Bylo také objeveno, Ze intracelularni oligomery A
inhibuji funkci proteasomtl, které by za normalnich okolnosti degradovaly pfebytecny tau protein,
a toto opatfeni tedy pfispiva k agregaci tau proteinu (Oddo, 2008). Takovymto modelem je mysi

APPswe-Tau (Zimmer et al., 2014).

APP/PSEN1/Tau model: Pod touto kombinaci tfi mutantnich gent byl ocekavan siln¢ patologicky

fenotyp, avsak mys$i model PLB1 vykazoval mirny fenotyp s nizkou expresi AP (Platt et al., 2011).

a) . - B T 7 .
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| ! i | APPswe/P51ded ! ! | ! i rle !
| APPI20/T64 | : T;UPH | Wiptplidaios | PBl ' !A_P_Pf\fc_- Ia_u b Taulpsio) |
N , ! | ] o T e -
8 \AppEgo3d i - APPTSISRSL [ ™ ' !

| p
", = | #
., \ &
hS g f . \ #
| s | 4
\ . . \ /
. e | R

(E) N
o)
) ) F o pmmmmm et ——— IxTe
— —~— " - _ i ]
@_ === | MCGIll-R-Thy1-APP | a3 |
— Temmmemoe- : Semeo - e

Obr. 5: Piehled transgennich animalnich modelii AD. Transgenni modely maji vyvinutou overexpresi
jednotlivych mutantnich lidskych gent (APP, PSENI, tau) ¢i jejich kombinaci, a reflektuji tak patologii AD.
Na obrazku jsou v bilych okénkéach uvedeny nazvy modell a barevné jsou propojeny s pfislusnymi geny.

(A) mysi modely, (B) potkani modely.

(Pievzato z Zimmer et al., 2014, upraveno.)
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DalSi genetické modely

Déle existuji modely vytvofené pomoci knockoutu gent. Ty ptimo nereflektuji patologii AD, ale
pomohly identifikovat nékteré drahy dulezité pro cileni farmak. Napf. takto byla identifikovana
B-sekretaza a presenilin jako kriticka soucast y-sekretazy - enzymy nezbytné k produkci AP
(LaFerla and Green, 2012). U APP transgennich mysi na pozadi knockoutu genu pro tau protein
nedochazelo ke kognitivnimu deficitu spojenému s AB. Tau protein se tedy ukazal byt nezbytnym

ve zprostfedkovani toxického efektu AP a dopadu na kognici (LaFerla and Green, 2012).

5.2 Negenetické modely

Existuje i cela fada negenetickych modelt, velmi uspésné se zdaji byt spontanni modely (viz napf.
model SAMPS), méné uspésné pak modely farmakologické (k nejlepSim z nich patfi model

Samaritan).

Model SAMPS: Spontinnim modelem AD je myS$i linie SAMPS s pfirozenym fenotypem
urychleného starnuti. Tyto mySi maji normdlni rany vyvoj bez znamek rtstové retardace. Geny
zodpovédné za akcelerovanou senescenci nejsou zndmy. MysSi linie je vyuzivana pro vyzkum
starnuti a studuji se u ni napt. dysfunkce imunity, osteopordza a prave také atrofie mozku spojena
s AD, ucCeni a pamét’ a kognitivni deficit (Butterfield and Poon, 2005). Vyviji také nadprodukci
APP (Morley et al., 2012).

Model Samaritan: Farmakologickym modelem sporadické formy AD je potkani model zvany

Samaritan (ndzev patentovany firmou Taconic Pharmaceuticals, USA). Potkanim je osmotickou
pumpou zavedenou do mozkové komory aplikovan specialni roztok FAB (FeSO, AP(1-42),
buthionine sulfoximine) indukujici tvorbu oxidativniho stresu. AP(1-42) zacne velmi rychle
oligomerizovat, vytvareji se také neurofibrilarni klubka (Lecanu et al., 2006). Nasledkem dochazi

u téchto potkanti k naruseni paméti a dalSich kognitivnich funkci (Petrasek et al., 2016).
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6 TRANSGENNI POTKANI MCGILL-R-THY1-APP

6.1 Konstrukt a akumulace AP

Linie transgennich potkantt McGill-R-Thy1-APP je animalni model AD, u kterého dochazi vyrazné
i k intracelularni akumulaci AB. U téchto potkant je vyvinuta exprese mutované formy genu
pro lidsky APP. Gen nese dvé klicové mutace — dvojitou Svédskou (Swe) a indidnskou (Ind) a je
pod kontrolou neuronové specifického mysiho promotoru Thyl (Leon et al., 2010). Tyto mutace

u animalniho modelu jsou obdobné jako u pacientl s familiarni formou AD (Zimmer et al., 2014).

5'-Thy1 | 3-Thy1

— | hagep w A8 T+

Swe Ind

Obr. 6: DNA konstrukt transgenni linie McGill-R-Thy1-APP. Exprese lidského APP (hAPP) nesouciho
dvojitou $védskou (Swe) a indianskou (Ind) mutaci. Thyl - neuronové specificky mysi promotor. (Pievzato z
Wilson et al., 2017, upraveno.)

Potkani model McGill-R-Thy1-APP je jednim z nejlepsich animalnich genetickych modelit AD.
Je schopny reflexe rozsahlé patologie AD pomoci jednoho transgenu. Model spolehlivé odrazi
patologii ukladani AP — zmény pozorované na téchto transgennich potkanech jsou podobné rané
fazi ukladani AP pozorovaného u pacientl s AD. K tvorbé neurofibrilarnich klubek a rozsahlému
ubytku neuronti zde nedochazi, coz je ale u animalnich modeld bézné (Leon et al., 2010; Galeano
et al., 2014). Neurony mozku téchto transgennich potkanti vykazuji zvySenou intracelularni a poté
i extracelularni akumulaci AP (Leon et al.,, 2010). Rozsahlé¢ shlukovani je patrné v rtiznych
oblastech ktry a v hipokampu — exprese je cilena v oblastech relevantnich pro AD a nedochazi k ni
v cerebellu ani periferni tkédni (Do Carmo and Cuello, 2013). Intraceluldrni patologie AP je dobie
pozorovatelna jiz u 3mési¢nich potkanti; ve véku 6 mesicti pak dochazi k progresivni extracelularni

akumulaci AP a Ize detekovat denzni amyloidni plaky — obr.7 (Wilson et al., 2017).

Nasledkem shlukovani AP dochézi k aktivaci gliovych bun¢k — mikroglii a astrocytl, které
obklopuji dystrofované neuralni axony a spousti zanétlivé procesy (Do Carmo and Cuello, 2013).
Ke vzniku zanétu vSak mize dochazet jeSté pied tvorbou amyloidnich plakii. Na potkanim
McGill-R-Thy1-APP modelu to bylo dokdzano pomoci markerd zédnétu v neuronech a gliovych
bunkach. V mozkové kiife a hipokampu doslo k up-regulaci markeri jako je TNF-a, IL-1p a dalsi,
a to hlavné v neuronech postizenych AP (Hanzel et al., 2014). Prozanétlivé mechanismy taktéz

prispivaji k postiZzeni kognitivnich funkei (Do Carmo and Cuello, 2013).
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Obr. 7: Intracelulirni a extracelularni akumulace AP u homozygoti McGill-R-Thyl-APP.
Intracelularni depozice AP v neuronech kortexu a hipokampu (ve véku 6 mésict — preplakové stadium;
uprostfed) nasledovana tvorbou extracelularnich amyloidnich plakd (15 mésici — postplakové stadium;
vpravo). Imunoenzymaticka reakce: protilatka anti-AB(1-12), 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) jako chromogen
-> hnédé zbarveni. Vlevo — kontrola. CC - cerebralni kortex; oblasti hipokampu: CA1, CA3, S — subiculum.
(Pfevzato z Wilson et al., 2017, upraveno.)

6.2 Zména kognitivnich funkci

V testech Morrisova vodniho bludist¢ byla u potkanit McGill-R-Thyl1-APP patrna zmeéna
kognitivnich funkei jiz ve v€ku 3 mésicl — tedy jesté pred tim, nez jsou v CNS ptitomné amyloidni
plaky. Zmény se projevily v poruchach uceni — transgenni potkani meéli v bludisti signifikantné
rozdilné naméiené Casy latence nez kontrola (Leon et al., 2010). Méfen byl i Cas straveny
v cilovém kvadrantu bazénku, kde byla umisténa ploSinka. U kontrolnich potkanti byly tyto casy
signifikantn€ vy$si nez u zbylych kvadrantl. Naopak transgenni potkani stravili v kazdém

z kvadranti pfiblizné stejnou dobu (Galeano et al., 2014).

Postizeni prostorové kognice se stava vyrazn&jSim az u starSich potkand okolo 13 mésici
s postupujici akumulaci AP, kde behaviordlni vykon téchto transgennich zivocichti koreluje

s namétenou hladinou rozpustného AP (trimerti) v kortexu (Leon et al., 2010).

V longitudinalni studii McGill-R-Thy1-APP potkand se zkoumal vliv Ap na dlouhodobou
potenciaci (LTP) neuronti, tedy zakladni mechanismus uceni a paméti. Vysledky dokazuji, ze
endogenné generovany lidsky AP naruSuje synaptickou plasticitu poSkozenim funkce NMDA
receptorti. Dochazi zde k inhibici LTP. Schopnost LTP, zavisla na NMDA receptoru, se standardni

frekvenci stimulu u potkand vymizela ve véku 3,5 mésict. Jeji deficit pretrvaval minimalné
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do doby, nez se zacaly objevovat amyloidni plaky. SniZenou odpovéd’ na synapticky stimul bylo
mozno piekonat silngj$i stimulaci. NaruSeni schopnosti LTP potencidln€ umoziluje terapeutické
posouzeni preklinického stadia AD (Qi et al., 2014).

V nejnovejsi behavioralni studii byly u potkant McGill-R-Thy1-APP ve véku 4-7 mésict
zjistény problémy s rovnovahou a koordinaci (chiize po kladin€), vazné postiZeni prostorové
kognice (aktivni a pasivni vyhybani se mistu na arénce) a zmeéna socialniho chovani a
emocionality. Patrné bylo také naruseni cirkadianni rytmicity ve véku 9—10 meésict (Petrasek et al,

under review).

6.3 Mitochondrialni dysfunkce

Zmény v mitochondriich u McGill-R-Thy1-APP potkani jesté nebyly detailné studovany. Bylo
vSak zjisténo, Ze v jejich neuronech dochazi k naruseni mitochondrialniho metabolismu (Nilsen et
al., 2014a). Ztetelné bioenergetické dysfunkce byly pozorovany na izolovanych hipokampéalnich
mitochondriich potkanti jiz ve véku 6 mésict. U komplexu I dychaciho fetézce byl zjistén deficit
enzymatické funkce a s tim spojend snizend tvorba ATP a zvySena produkce ROS. Tyto defekty
u potkand fenotypové koreluji s vy$S§im stupném uzkosti a naruSenim prostorové pameéti (Adami et

al., 2015).

S rostoucim veékem transgennich potkand byly také vysledovany zmény hladiny nékterych
metaboliti ve frontdlnim kortexu a dorzalnim hipokampu. Zmény metabolismu, které jsou
pozorovany v brzkém stadiu AD, se s postupujicim vékem objevuji do urcité miry i u zdravych
potkanich jedinc. Pfi analyzdch potkanich mozki vSak byly patrné rozdily linie
McGill-R-Thy1-APP oproti kontrole, a to jiz ve véku 3 mésicl. Kolisani hladiny se tyka hlavné
glutamatu, myo-inositolu a cholinu a jde o pokles ¢i zvySeni hladin v zavislosti na véku (Nilsen et
al., 2012). Nekteré studie také ukazuji rozdilnost v zavislosti na pohlavi, ale pouze v ramci
transgenni linie McGill-R-Thy1-APP, zatimco u kontrol je koncentrace metaboliti genderoveé

vyrovnana (Nilsen et al., 2014b).

mitochondrialni

2 inhibice LTP  dysfunkce _ i
poruchy motoriky, zména
m l l // socialniho chovani a emocionality
0 1 2 3 4 o t T 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

vigk (mésice) T T T T I

intracelularmi tvorba extracelulamnich  zmény depozice plakd po amyloidni plaky
akumulace amyloidnich plakd cirkadianni celém hipokampu, rozsiteny do
rozpustneno AB, rytmicity gifeni do kerowych vétiny oblasti
narugeni kognice oblasti mozku

Obr. 8: Chronologicky prehled zjisténych zmén u potkani McGill-R-Thy1-APP.
(Leon et al., 2010; Adami et al., 2015; Wilson et al., 2017; Petrasek et al., under review)
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EXPERIMENTALNI CAST
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7 CILE PRACE

1)

2)

3)

Otestovat, zda zmény v expresi 17BHSD10 v mitochondriich izolovanych z mozku potkana

McGill-R-Thy1-APP odpovidaji zméndm pozorovanym v mozku lidi s AD

Otestovat, zda jsou interakce 17BHSD10 s CypD v mitochondriich izolovanych z mozku
potkana McGill-R-Thy1-APP ovlivnény akumulaci AP

Porovnat zmény v interakcich mezi CypD a 17BHSDI10 u AD se zménami vyvolanymi

roztrou$enou sklerdzou
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8 METODY A MATERIAL

8.1 Analyzovany material

Potkani

Pokusy byly provedeny celkem na 20 samcich potkana, a to na 10 transgennich homozygotnich
McGill-R-Thy1-APP a na 10 odpovidajicich kontrolach (Wistar). VSechna zvifata byla ziskana
od firmy PsychoGenics (Rakousko). Nejdiive byla dovezena do Fyziologického ustavu AV CR,
kde byla behavioralné testovana. Ve véku 11 mésict byla pievezena do NUDZ v Klecanech, kde

nasledné probéhly vlastni analyzy mozkové tkané.

Jak ve Fyziologickém ustavu, tak v NUDZ byli potkani ustijeni v plastovych akvariich
v akreditovaném zvéfinci s konstantni vlhkosti (50 %), teplotou (22+1°C) a s pravidelnym 12h
cyklem svétlo/tma (rozsviceni v 6:00). V akvariich byli chovani maximalné po dvou a po pfevozu

jim byla ponechana doba na aklimatizaci v délce 2 tydnt.

Potkani byli usmrceni strzenim vazu a nasledn¢ dekapitovani. Po vyjmuti mozku z lebky byly
odstranény Cichové bulby a cerebellum a cela leva hemisféra byla pouzita k izolaci mitochondrii
(hmotnosti hemisfér: 670 - 870 mg). Z mozkd (obé hemisféry) dalSich dvou 7mési¢nich
kontrolnich samcti Wistar byly izolovany mitochondrie, spole¢na smés téchto mitochondrii byla
rozpipetovana a jednotlivé alikvoty byly pouzity jako interni standardy ve vét§iné ELISA méfeni.
Experimenty byly provedeny v souladu se zakonem na ochranu zvifat proti tyrani a byly schvaleny

odbornou komisi pro préci s laboratornimi zvitaty (3. LF UK).

Mozkomi$ni mok

Pokusy byly provedeny na 28 vzorcich mozkomisniho moku ziskanych od pacientii s AD (16 lidi)
a ve€kove odpovidajicich kontrol (12 lidi). Vzorky mozkomisniho moku byly ziskany béhem feseni
projektu IGA MZCR (NR/9322-3, 2007-2009), schvéleného etickou komisi. Formulafe
informovanych souhlasti obsahovaly poznamku, Ze zbytky mozkomisniho moku mohou byt

vyuZity i v dal§im vyzkumu AD.

Tab. 1: Zakladni charakteristiky lidi, jejichZ vzorky mozkomi$niho moku byly pouZity.

skupina n pohlavi (muz/Zena) | vék (roky)
kontrola 12 7/5 69,2+ 12,5
AD 16 7/9 71,9+ 12,9
celkem 28 14/14 p =0,4295

V¢k je uveden jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka, pouzit MWW test na porovnani véku.
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8.2 Pomiicky a pristroje
homogenizator Potter’s Braun (Biotech International), homogenizator Ultra Turrax (Ika)
velkokapacitni centrifuga Avanti JXN — 30 (Beckman Coulter), rotor JA 20.1

spektrofotometr Multiskan EX (Thermo Electron Corporation), spektrofotometr Specol 11 (Carl

Zeiss Jena)

ttepacka ICA (MTS 2/4 digital)

analytické vahy Sartorius

pH metr typ 2700 (Eutech Instrument)

vodni vyvéva Brand

mrazak Sanyo (-80°C) a mrazak Freezer NDF-438 (Sanyo; -40°C)
redestila¢ni pristroj GLF 2102 (Ascent Scientific)

mikrotitracni desticky Maxisorp NUNC (Thermo Fisher Scientific)

pipety Finnpipette a Socorex, steepery Finnpipette

8.3 Pufry a roztoky
Vétsina pouzitych hotovych chemikalii byla ziskana z firmy Sigma.

mitochondrialni izolaéni puft:

0,25M sachardza; 0,5mM K'-EDTA; 10mM TRIS; pH=7,4

karbonatovy pufr:
75mM NaHCOs; 25mM Na,CO;; pH = 9,5

fosfatovy pufr (PBS — phosphate buffered saline):
0,1M NaCl; 2,8mM Na,HPOy; 7,2mM NaH,PO,; pH = 7,2

blokovaci roztok (BS — blocking solution):

0,15mM BSA v karbonatovém pufru

promyvaci roztok (WS — washing solution):

75% Tween 20 v PBS (275 ul do 400 ml PBS)

fedici roztok (DS — diluting solution):

15uM BSA ve WS
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8.4 Vlastni metody:

8.4.1 Izolace mitochondrii

Izolace mitochondrii byla provedena v souladu s literaturou (Rajapakse et al., 2001) a probihala
celkem ve tfech dnech (prvni a druhy den bylo utraceno po 6 potkanech, posledni den zbylych
8 potkantl). Dva 7mési¢ni potkani, jejichz mitochondrie byly pouzity jako interni standardy, byli

utraceni a mitochondrie nasledovné izolovany v jednom nezavislém experimentu.

Pted vlastni izolaci byl pfipraven mitochondridlni izolacni pufr. Nasledné byly piipraveny
roztoky Percollu (Sigma) v mitochondridlnim izola¢nim pufru o koncentracich 12 %, 26 % a 40 %
a nésledovné uskladnény v lednici. Levé hemisféry byly zhomogenizovany v homogenizatoru
Potter Braun (systém teflon-sklo, podminky 20 zdvihi, 600 otd¢ek/min). Homogenizace mozkové
tkan¢ probéhla v 7nasobku 12% Percollu (napt. pro 0,532 g mozkové tkané pouzito 7 x 0,532 =
3,724 ml Percollu). V ptfedem vychlazenych zkumavkach k rotoru JA 20.1 z centrifugy Beckman
J2-HS doslo k navrstveni ledovych roztokd (pro 1 vzorek homogenatu byly pouzity nasledujici

pomery: 3,5 ml 40% Percollu + 3,5 ml 26% Percollu + 3 ml homogenatu v 12% Percollu).

Vzorky byly opakovan¢ toeny na velkokapacitni centrifuze Beckman J2-HS, nejdfive
pii 28 700 g po dobu 5 min. Vrchni vrstva obsahujici proteiny byla opatrné odsata vodni vyvévou.
Frakce obsahujici mitochondrie (svétle krémové zabarveni, mezi vrstvami 2 a 3) byla odebrana
pipetou do novych zkumavek, do kterych byly dale pfidany 4 ml mitochondrialniho izola¢niho
pufru a vSe bylo zvortexovano. Dale byly vzorky centrifugovany pii 15 100 g po dobu 10 min.
Supernatant byl odsat vodni vyvévou a ke kazdému vzorku byl pfidan 1 ml mitochondrialniho
izola¢niho pufru. Po zvortexovani byly vzorky opét stoceny pfi 15 100 g po dobu 10 min. Vznikly

supernatant byl opatrné odsat (pfiblizn€ na 700 pl) a zbyly objem mitochondrialni frakce zamrazen.

Po rozmrazeni byly vSechny vzorky ditkladné zvortexovany a zpracovany v homogenizatoru
Ultra Turrax (10x, stupen 3). Z kazdého vzorku bylo do sklenénych zkumavek odebrano 20 ul
mitochondrialni frakce, dale bylo pfidano 20 pl redestilované vody a 20 pl 15% detergentu lauryl
maltoside (LM). Po zvortexovani bylo 2x 10 pl této smési pouzito ke zméteni celkové hladiny

mitochondrialnich proteint.
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8.4.2 Stanoveni celkové hladiny mitochondrialnich proteinii metodou Bradford

Hladina celkovych mitochondrialnich proteinti byla stanovena metodou Bradford (Bradford, 1976)
pomoci modrého barviva Coomassie Brilliant Blue v 0,1M NaOH s pouzitim bovinniho sérového
albuminu (BSA) jako standardu. Po inkubaci po dobu 10 min byly vzorky méteny
na spektrofotometru (Specol 11) ptfi 590 nm. VSechny vzorky byly nafedény mitochondrialnim
izolaénim pufrem na stejnou koncentraci proteinu (9 mg/ml). Poté byly jednotlivé vzorky

rozpipetovany do mikrozkumavek po 250 pl a zamrazeny pti -40°C.

8.4.3 ELISA - obecny princip

Imunologickd metoda ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) byla pouzita k detekci
antigenu, kterym byly rtizné proteiny/peptidy (17BHSD10, AP, CypD, Parkin) nebo jejich
komplexy obsazené ve vzorcich. K experimentim byla pouzita mikrotitratni desticka F96
MaxiSorp (NUNC) obsahujici 96 jamek. VSechna méfeni prob€hla na vnitinich 60 jamkach.

Zakladni typy metody ELISA jsou kompetitivni a sandwichova, jejich principy jsou znazornény

na obr.9: ;
Substrat ' Produkt
Kompetitivni navazovani /
A)
Protein Frimarni B
vzorku protilatka
\ L AN
&7 e
Navazany
protein AN AN
Substrat ' Produkt
B)
Druha primarni ) -
protilatka
|~ .=
Primarni \ ‘
protilatka

Obr. 9: Schéma metody kompetitivni a sandwichova ELISA. (A) Kompetitivni ELISA: Principem je
kompetice peptidu navazaného na desticce a peptidu ze vzorku o vazebné misto primarni protilatky.
Sekundarni protilatka navazana na primarni pak vytvoii z bezbarvého substratu barevny produkt.

(B) Sandwichova ELISA: Protein ze vzorku je vychytan primarni protilatkou navazanou na desticku. Poté se
na protein navaze druhd primarni protilatka. (Tyto tfi struktury vytvoii ,,sandwich®“.) Na druhou primarni
protilatku se navaze sekundarni protilatka, diky které je vytvoien barevny produkt.

HRP - ki'enova peroxidadza (horse radish peroxidase)

(Ptevzato z Goggins et al., 2015, upraveno.)
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8.4.4 Stanoveni hladin 17HSD10 metodou kvantitativni kompetitivni ELISA
v mitochondriich izolovanych z mozku potkana

Pouzit byl potkani rekombinantni protein ERAB plné délky (CSB-YP010767RA, Flarebio),
rozpipetovany v jednotlivych alikvotach a skladovany pii -80°C. 4 pl rozmrazeného roztoku
(1,5 mg/ml) bylo pfidano do 7 ml karbonatového pufru (kone¢na koncentrace proteinu
0,8567 pg/ml), zvortexovano a pouzito jako potahovaci roztok (CS). K aktivaci mikrodesti¢ky bylo
do vsech jamek (krom¢& prvnich dvou tvoficich blank - B) napipetovano 100 ul CS (85,67 ng
proteinu na jamku). Desticka se poté zakryla lepici folii a probihala inkubace na tfepacce
pti pokojové teploté po dobu 4 h. Po inkubaci a vycaknuti byla desticka 3x promyta PBS (250 ul
na jamku). Dale bylo pipetovano 250 ul blokovaciho roztoku (BS) na jamku k zablokovani
nespecifickych mist. Pfi pokojové teploté se desticka nechala inkubovat na tfepacce po dobu 1 h,

poté byla pies noc ponechana v lednici.

Dalsi den nejdiive probihala pfiprava vzorki — vzorky mitochondridlni frakce byly
rozmrazeny a zvortexovany. Do sklenénych zkumavek bylo odebrano 100 pl z kazdého vzorku
(9 mg mitochondrialnich proteind/ml), dale pfidano 20 pl redestilované H,0 a 10 pl 15% detergentu
LM (kone¢na koncentrace 6,923 mg/ml, vzorky oznacené MITO). Z lednice byla vytazena
mikrotitracni desticka obsahujici BS, po vycéknuti byla 3x promyta WS (250 pl najamku).
Do prvnich 4 jamek bylo napipetovano 100 pl 10% DMSO (2x B, 2x Sy). Pro tvorbu kalibra¢ni
ktivky bylo na desticku v duplikatech naneseno 6 standardd se zvySujici se koncentraci potkaniho
rekombinantniho proteinu (koncentrace 138,3 az 4838,7 ng na jamku, rozpusténo v 10% DMSO).
Do zbylych jamek byly v duplikatech napipetovany jednotlivé vzorky MITO (50 pl), v poslednich
dvou jamkach byl interni standard (50ul). VSe bylo doplnéno 10% DMSO do stejného objemu
100 pl. Nasledné bylo aplikovano 50 pl primarni protilatky (PP), pouzita byla krali¢i polyklonalni
anti-ERAB (CSB-PA002392, Flarebio), nafedénd 1 : 4000 v fedicim roztoku (DS). Desticka se
poté zakryla lepici folii a nechala se tfepat 4 h pii pokojové teploté.

Po vycaknuti byla desticka 4x promyta promyvacim roztokem (WS, 250 ul). Nasledovala
aplikace sekundarni protilatky (SP) — praseci polyklonalni anti-kralici IlgG/HRP (DAKO). 100 pl
této SP nafedéné 1 : 6000 v DS bylo napipetovano do kazdé jamky. Zakryta desticka se tfepala 1 h.
Po vycaknuti byla 4x promyta WS (250 pul). Jako substrat byl pouzit roztok
3,3°,5,5 -tetramethylbenzidinu (TMB, Sigma). Pipetovano bylo 150 ul substratu do jamky. Poté se
nechala desticka tfepat ptiblizné 15 min, po zmodrani byla reakce zastavena 50 ul 0,5M H,SO,
na jamku. Barva se zmeénila ve Zlutou a desticka se nechala 3 min tfepat. Nasledovalo méteni
desticky na spektrofotometru Multiskan EX pfi 450 nm. Hladiny 17BHSD10 byly vztazeny
k celkové hladin¢ mitochondrialnich proteinti a vyjadfeny v ng 17BHSD10/ug mit. proteini).

Detekeni limit byl stanoven na 20 ng proteinu na jamku, intra-assay variace se rovnaly 3,7 %

a inter-assay variace 9,6 % (stanoveno pro 276,5 ng na jamku).
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8.4.5 Stanoveni hladin 17HSD10 metodou semikvantitativni sandwichova ELISA
v mitochondriich izolovanych z mozku potkana

Pti sandwichové ELISA byla pro aktivaci desticky pouzita krali¢i polyklonalni PP anti-ERAB
(CSB-PA002392, Flarebio). CS obsahoval 10 pl PP (1 mg/ml) a 4,9 ml karbonatového pufru
(2,04 ug PP/ml). Do jamek desticky bylo napipetovano po 100 ul CS (0,204 pug PP na jamku),
prvni dvé jamky byly vynechany (B). Zakryta desticka se tfepala pii pokojové teploté po dobu 4 h.
Po vycaknuti byla desticka 3x promyta PBS. K zablokovani nespecifickych mist bylo dale
pipetovano 250 pl BS na jamku. Pti pokojové teploté se desticka tfepala 1 h, poté byla do druhého
dne ponechana v lednici.

Dalsi den nejprve probéhla piiprava vzorkli mitochondrialni frakce, vzorky byly vytazeny
z mrazaku a zvortexovany. Do sklenénych zkumavek bylo odebrano 140 ul z kazdého vzorku
(9 mg mitochondrilnich proteinti/ml), ptidano 28 pl redestilované H,0 a 14 pl 15% detergentu LM
(pomér 100 : 20 : 10; konecnd koncentrace mitochondridlnich proteinti ve vzorku MITO byla
6,923 mg/ml). Po vycaknuti byla desticka 3x promyta WS. Prvni 4 jamky obsahovaly 100 pl 10%
DMSO (2x B, 2x Sy). VSechny vzorky MITO i interniho standardu byly pipetovany v duplikatech
(celkem 80 pl, doplnéno do 100 ul 10% DMSO).

Po 5h tfepani a vycaknuti byla desticka 3x promyta WS. V dal§im kroku byla aplikovana druha
PP — mysi polyklondlni anti-17betaHSD10 (AO1, Abnova), fedénd 1 : 3000 v DS. Pipetovano bylo
50 pl na jamku. Po 2h tfepani zakryté desticky pii pokojové teploté byla desticka ponechdna
v lednici do dalsiho dne.

Po vycéknuti byla desticka 4x promyta WS. Aplikovana byla SP anti-mouse IgG/HRP (Dako),
nafedénd v poméru 1 : 6000 v DS, pipetovano po 100 pl na jamku. Po 1 h tfepani a vycéknuti byla
desticka 4x promyta WS. Dalsi postup byl totozny s pfedchozim experimentem (kvantitativni
kompetitivni  ELISA). Hladiny 17pHSD10 byly vztazeny khladinam interniho
standardu a vyjadreny v %.

8.4.6 Stanoveni hladin CypD metodou kvantitativni sandwichova ELISA v mitochondriich
izolovanych z mozku potkana

Pro tento experiment byl vyuzit 96jamkovy ELISA kit pro lidsky CypD (Cat. No: MBS023478).

Na prilozeném letaku byly pro toto stanoveni uvedeny nasledujici hodnoty: senzitivita 0,1 ng/ml,

detek¢ni rozsah 0,625 ng/ml — 20 ng/ml, intra-assay a inter-assay variace mens$i nez 15 %. Hladiny

CypD jsou vyjadieny v ng/ml.
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8.4.7 Stanoveni hladin konformacné zménéného AP(1-42) a celkového AP metodou
semikvantitativni sandwichova ELISA v mitochondriich izolovanych z mozku
potkana

Meéfeni probéhlo na mikrotitracnich destickach predpfipravenych firmou ELISA Development,
s.r.0. Desticky byly pasivné pokryty kozim anti-mySim IgG (Fitzgerald Industries International),
1 pug na jamku. Poté byly desticky aktivovany mysi monoklonalni PP anti-Abeta 13-28 (Sigma),
100 ng na jamku (vSechny jamky kromé prvnich dvou) a pfevezeny do laboratoie NUDZ, kde jsme

na takto upravenych destickach zacali experiment.

Ve sklenénych zkumavkach byly pfipraveny vzorky MITO (450 pl vzorku rozmrazené a
zvortexované mitochondridlni frakce + 90 pl 15% LM). Prvni jamky desticek obsahovaly pouze
100 pl redestilované H,0, dale bylo pipetovano v duplikatech 100 pl MITO na jamku a nakonec
100 pl interniho standardu. Zakryté desticky se nechaly tfepat pii pokojové teploté 5 h, po
vycaknuti byly 3x promyty WS. Nasledovala aplikace dvou riznych druhych PP. Na prvni desticku
byla pouzita krali¢ci monoklonalni protilatka anti-Abeta 1-42 (Abcam AB201060, konformaéné
specificka) natedéna 1 : 7000 v DS. Na druhou desticku byla pouzita krali¢i polyklonalni protilatka
anti-Abeta 1-14 (Abcam AB2539), nafedéna 1 : 9000 v DS. Pipetovano bylo v obou piipadech 50
ul na jamku, zakryté desticky byly tfepany pti pokojové teploté do druhého dne.

Po vycaknuti byly desticky 4x promyty WS. Dale byla aplikovana SP, prase¢i anti-krali¢i
IgG/HRP (DAKO), nafedéna 1 : 6000 v DS, 100 pul na jamku. Po 1h tfepani pti pokojové teploté a
vycaknuti byly desticky 4x promyty WS. Dalsi postup byl stejny jako u metody kvantitativni
kompetitivni ELISA. Hladiny AP(1-42) i celkového AP byly vztazeny k hodnotdm interniho
standardu S a vyjadreny v %.
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8.4.8 Stanoveni hladin komplexi 17HSD10 s celkovym AP metodou semikvantitativni
sandwichova ELISA v mitochondriich izolovanych z mozku potkana

Meéfeni komplextt 17BHSDI10 s celkovym AP probéhlo opét na desticce predpfipravené firmou
ELISA Development, s.r.o. VSechny jamky desticky byly pasivné pokryty kozim anti-krali¢im IgG
(Fitzgerald Industries International) v mnozstvi 1 pug na jamku. Dale byla desticka aktivovana prvni
PP, krali¢i polyklonalni anti-ERAB (CSB-PA002392, Flarebio) v mnozstvi 200 ng na jamku
(v8echny jamky kromé¢ prvnich dvou). Dalsi experimenty probéhly v laboratoii NUDZ.

Nejdiive byly ve sklenénych zkumavkach pfipraveny vzorky MITO (200 pl rozmraZeného
a zvortexovaného vzorku mitochondrialni frakce + 40 pl 15% LM). Do prvnich ¢tyt jamek desticky
bylo napipetovano 100 ul redestilované H,0 (2x B, 2x B,), dalsi jamky obsahovaly v duplikatech
100 ul MITO nebo 100 ul interniho standardu. Po 5h tiepani zakryté desticky pii pokojové teploté
a vycaknuti byla desticka 3x promyta WS. Dal$im krokem byla aplikace druhé PP, mysi anti-Af
(Sigma, proti vS§em fragmenttim), fedéni 1 : 2666 v DS, pipetovano bylo 50 pl na jamku. Zakryta
desticka se nechala tfepat pii pokojové teploté po dobu 1 h, poté byla vloZena do lednice, kde byla
ponechana do druhého dne.

Po vycadknuti byla desticka 4x promyta WS. Daéle byla aplikovana SP, krali¢i anti-mysi
IgG/HRP (DAKO). 1,5 ul této SP bylo nafedéno 9 ml DS obsahujicim inertni krali¢i sérum
(Fitzgerald Industries International), fedéni pro SP tedy bylo v poméru 1 : 6000, findlni fedéni
pro krali¢i sérum pak 1 : 1000. Pipetovano bylo 100 pl této SP a poté nasledovala 1h inkubace.
Po vycaknuti byla desticka 4x promyta WS. Dalsi postup byl stejny jako u metody kvantitativni
kompetitivni ELISA. Hladiny komplexti 17BHSD10 s celkovym AP byly vztazeny k hladindm

interniho standardu a vyjadieny v %.
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8.4.9 Stanoveni hladin komplexii 17HSD10-CypD metodou semikvantitativni
sandwichova ELISA v mitochondriich izolovanych z mozku potkana

Pro aktivaci desticky byla pouzita krali¢i polyklonalni PP anti-ERAB (CSB-PA002392, Flarebio).
Na pripravu CS bylo pouzito 21 ul PP (1 mg/ml) ve 4,25 ml karbonatového pufru (2,46 ug PP/ml).
Prvni dvé jamky byly vynechany (B), do dalsich bylo pipetovano 100 pl CS na jamku (0,246 pug PP
na jamku). Zakryta desticky byla tfepana Sh pfi pokojové teploté. Po vycaknuti byla desticka 3x
promyta PBS. Nasledn¢ bylo pipetovano 250 ul BS na jamku k zablokovani nespecifickych mist.
Po 1 h tfepani byla zakryta desticka pfendana do lednice a tam ponechana do dalsiho dne.

Nasledujici den byly z mrazaku vytazeny vzorky mitochondrialni frakce a dukladné
zvortexovany. Pfiprava vzorkit MITO ve sklenénych zkumavkach probéhla nasledovné: 250 ul
vzorku + 150 ul HyO + 25 ul 15% LM. Po vytazeni z lednice a vycaknuti byla desticka 3x promyta
WS. Do prvnich ¢étyf jamek bylo napipetovano 100 pl redestilované vody (2x B, 2x Sy).
Do zbylych jamek bylo napipetovano v duplikatech 100 pul MITO a interniho standardu. Zakryta
desticka byla inkubovana 5 h pfi pokojové teploté. Po vycaknuti byla 3x promyta WS. Jako druha
PP byla pouzita mysi monoklonalni protilatka anti-CypD (anti-PPID, MO1, Abnova), fedéni
1:3333 v DS; pipetovano bylo 50 pl na jamku. Zakryta desticka se nechala tiepat 1 h a poté byla
uloZena do lednice, kde zustala az do dalSiho dne.

Po vycaknuti byla desticka 4x promyta WS. Dale byla aplikovana SP anti-mouse IgG/HRP
(DAKO), tedéni 1 : 6000 v DS, pipetovano bylo 100 pl na jamku a inkubovéano 1 h. Po vycaknuti
byla desticka 4x promyta WS. Dalsi postup byl stejny jako u metody kvantitativni kompetitivni
ELISA. Hladiny komplexd 17BHSD10-CypD byly vztazeny khladindm interniho
standardu a vyjadreny v %.
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8.4.10 Stanoveni hladin komplexu 17pHSD10-Parkin metodou semikvantitativni
sandwichova ELISA v mozkomi$nim moku pacientii s AD

Mikrotitracni desticka byla pfedpfipravena firmou ELISA Development, s.r.o. Nejdiive byla
pasivné pokryta kozim anti-krali¢im IgG (Fitzgerald Industries International), 1 pg na jamku. Poté
byla desticka aktivovana krali¢i polyklonalni PP anti-ERAB (CSB-PA002392, Flarebio), 200 ng
na jamku (vSechny jamky kromé prvnich dvou).

Po rozmrazeni byly vzorky mozkomisnich mokd zvortexovany. Prvni dvé jamky obsahovaly
100 pl redestilované H,0, dalsi jamky potom po 100 ul vzorkl v duplikatech. Zakryta desticka se
nechala tfepat pii pokojové teploté 4 h, po vycaknuti byla 3x promyta WS. Dale byla aplikovana
druha PP, mysi polyklonalni anti-Park2 (Abnova), natedéna 1 : 3000 v DS. Pipetovano bylo 50 pl
PP na jamku. Zakryta desticka se nechala tfepat pii pokojové teploté 1 h, poté se pfes noc
ponechala v lednici.

Dalsi den byla po vycaknuti desticka 4x promyta WS. Poté byla aplikovana SP, kralici
anti-mysi IgG/HRP (DAKO). 100 pl SP, fedéni 1 : 6000 v DS obsahujicim inertni krali¢i sérum
(Fitzgerald Industries International), fedéni pro krali¢i sérum 1 : 1000. Po 1 h tfepani a nasledném
vycdknuti byla desticka 4x promyta WS. Dalsi postup byl stejny jako u metody kvantitativni
kompetitivni ELISA. Hladiny komplexti 17BHSD10-Parkin v mozkomi$nim moku pacientd s AD

byly vztazeny ke kontrolnim vzorklim a vyjadieny v %.
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8.5 Analyza dat

Data byla vyhodnocena statistickym softwarem BMDP. Pro srovnani dvou skupin byl pouzit
neparametricky Mann-Whitney-Wilcoxontv test (MWW).

Data jsou prezentovana jako aritmeticky pramér + smérodatna odchylka (SD).
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9 VYSLEDKY

9.1 Hladiny 17BHSD10
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Obr. 10: Kalibra¢ni kfivka pro stanoveni hladin 17pHSD10 (kompetitivni ELISA). Na ose x je
logaritmické vyjadfeni koncentraci 17BHSDI10 (138,3 az 4838,7 ng na jamku), na ose y absorbance
v logaritmickém métitku.

Graf na obr. 11 znazornuje vysledky méteni hladin 17BHSD10 metodou kvantitativni kompetitivni
ELISA. U transgennich potkanti byl pozorovan pokles na 92,3 % pfi srovnani s kontrolami, rozdily
mezi skupinami vSak nebyly statisticky vyznamné. Primérna hodnota ziskana u kontrolnich zvitat
(3,514 ng/pg mitochondrialnich proteintl) odpovidala po pfepocteni (M = 26 923 Da) pftiblizné
1,1uM koncentraci 17BHSD10 v ptivodni mitochondridlni frakci nafedéné na 9 mg/ml celkovych

mitochondridlnich proteint.
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Obr. 11: Hladiny 17HSD10. Hladiny jsou vyjadfeny v ng/pug mitochondridlnich proteini. Data jsou
prezentovana jako aritmeticky primér + SD. Statisticka vyznamnost (MWW test) byla spoc¢tena pfi srovnani
s kontrolnimi potkany (p = 0,3252). Pouzity pocet zvifat: 10x McGill-R-Thy1-APP, 10x kontrola.
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Graf na obr. 12 znazornuje opét vysledky méfeni hladin 17BHSDI10, tentokrat metodou
semikvantitativni sandwichova ELISA. Vysledky jsou v souladu s pfedchozim méfenim, je zde
vidét mirny pokles hladin 17BHSD10 u potkani McGill-R-Thyl-APP oproti kontrolam

(na 90,1 %), rozdily opé&t nejsou statisticky vyznamné.
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Obr. 12: Hladiny 17pHSD10. Hladiny jsou vztazeny k internimu standardu a vyjadieny v %. Data jsou
prezentovana jako aritmeticky pramér + SD. Statistickd vyznamnost (MWW test) byla spoctena pfi srovnani
s kontrolnimi potkany (p = 0,3643). Pouzity pocet zvitat: 10x McGill-R-Thy1-APP, 10x kontrola.

9.2 Hladiny CypD

Na obr. 13 jsou vyneseny vysledky méfeni hladin CypD metodou kvantitativni sandwichova
ELISA. Ackoliv byl u transgennich potkanti pozorovan mirny narust oproti kontrolam (zvySeni
na 107,7 %), rozdily nejsou statisticky vyznamné. Primérnd hodnota ziskana u kontrolnich zvirat
(2,98 ng/ml) odpovidala po prepocteni (M = 40 764 Da) pfiblizn¢ 0,08nM koncentraci CypD

v piivodni mitochondrialni frakci nafedéné na 9 mg/ml celkovych mitochondrialnich proteind.

kontroly
B McGill-R-Thy1-APP

Obr. 13: Hladiny CypD. Hladiny jsou vyjadfeny v ng/ml. Data jsou prezentovana jako aritmeticky
pramér + SD. Statisticka vyznamnost (MWW test) byla spoctena pii srovnani s kontrolami (p = 0,1304).
Pouzity pocet zvifat: 10x McGill-R-Thy1-APP, 10x kontrola.
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9.3 Hladiny AB(1-42)

Graf na obr. 14 znazoriuje vysledky méfeni hladin konformaé¢né zménéného AP(1-42) metodou

semikvantitativni sandwichova ELISA. Hodnoty hladin byly prakticky totozné u obou skupin.
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Obr. 14: Hladiny AP(1-42). Hladiny jsou vztazeny k internimu standardu a vyjadfeny v %. Data jsou
prezentovana jako aritmeticky pramér + SD. Statisticka vyznamnost (MWW test) byla spoétena pii srovnani
s kontrolami (p = 0,8094). Pouzity pocet zvirat: 9x McGill-R-Thy1-APP, 8x kontrola.

9.4 Hladiny celkového AP

Graf na obr. 15 znazoriuje vysledky méteni hladin celkového AP metodou semikvantitativni
sandwichova ELISA. Hladiny naméfené u transgennich zvitat byly signifikantné zvysSené

oproti kontrolam (nartst na 103,0 %).
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Obr. 15: Hladiny celkového AB. Hladiny jsou vztazeny k internimu standardu a vyjadfeny v %. Data jsou
prezentovana jako aritmeticky prumér + SD. Statisticka vyznamnost (MWW test) byla spoctena pfi srovnani
s kontrolami (p = 0,0107). Pouzity pocet zvitat: 9x McGill-R-Thy1-APP, 8x kontrola.
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9.5 Hladiny komplexi 17pHSD10-CypD

Graf na obr. 15 znazornuje vysledky meéfeni hladin komplexit 17BHSD10-CypD metodou
semikvantitativni sandwichova ELISA. U transgennich zvitat byl naméfen vyrazny a statisticky

vyznamny pokles v hladinach komplext (na 76,0 %) oproti kontrolam.
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Obr. 16: Hladiny komplexii 17HSD10-CypD. Hladiny jsou vztaZeny k internimu standardu a vyjadieny
v %. Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér = SD. Statistickd vyznamnost (MWW test) byla
spoctena pii srovnani s kontrolami (p = 0,0274). Pouzity pocet zvirat: 10x McGill-R-Thy1-APP, 9x kontrola.

9.6 Hladiny komplexii 17HSD10 s celkovym AP

Graf na obr. 17 znazornuje vysledky hladin komplext 17BHSD10 s celkovym AP metodou
semikvantitativni sandwichova ELISA. Ackoliv byl pozorovany trend ke zvySeni komplext
u transgennich zvitat oproti kontrolam (nartst na 104,4 %), rozdily mezi skupinami nebyly

statisticky vyznamné.

110

100 - [

90 -

kontroly
% 80 -

B McGill-R-Thy1-APP
70 -

60 -

50 -

Obr. 17: Hladiny komplexti 17BHSD10 s celkovym AP. Hladiny jsou vztazeny k internimu standardu a
vyjadfeny v %. Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér + SD. Statistickd vyznamnost (MWW test)
byla spoctena pii srovnani s kontrolami (p = 0,1304). Pouzity pocet zvitat: 10x McGill-R-Thyl1-APP, 10x
kontrola.
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9.7 Hladiny komplexi 17pHSD10-Parkin

Graf na obr. 18 znazoriiuje vysledky meéteni hladin komplexd 17BHSD10-Parkin metodou
semikvantitativni sandwichovd ELISA. Rozdil hladin (pokles na 97,8 % u pacientd s AD

oproti kontrolam) byl statisticky nevyznamny.
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Obr. 18: Hladiny komplexi 17pHSD10-Parkin. Hladiny u pacientd s AD byly vztazeny ke kontroldm a
vyjadieny v %. Data jsou prezentovana jako aritmeticky primeér + SD. Statistickd vyznamnost (MWW test)
byla spoctena pii srovnani s kontrolami (p = 0,2959). Pouzity pocet vzorkti: 16x pacient s AD, 12x kontrola.
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10 DISKUZE

Cilem této prace bylo otestovat, zda zmény v expresi 17BHSDI10 v mitochondriich izolovanych
z mozku potkana McGill-R-Thy1-APP odpovidaji zméndm pozorovanym v mozku lidi s AD a zda
jsou interakce 17BHSDI10 s CypD ovlivnény akumulaci AP. Déle jsme chtéli porovnat zmény

v interakcich mezi CypD a 17BHSD10 u AD se zménami vyvolanymi roztrouSenou sklerézou.

10.1 Hladiny 17BHSD10 v mitochondriich a jeho schopnost regulovat
CypD

Dostupna literatura uvadi zvySenou expresi mitochondridlniho proteinu 17BHSD10 v mozku
pacientti s AD i v mozku animalnich modelit AD (Lustbader et al., 2004; Yang et al., 2014). Data
lze podpofit i nalezenymi zvySenymi koncentracemi 17BHSD10 v mozkomisnim moku lidi s AD
(Kristofikova et al., 2009). Prekvapivy nalez nezménénych hladin 17HSD10 v mitochondriich
izolovanych zmozku transgennich potkanit McGill-R-Thyl-APP oproti kontroldm ziskany
metodou kvantitativni kompetitivni ELISA (obr. 11) a potvrzeny metodou semikvantitativni
sandwichova ELISA (obr. 12) Ize interpretovat dvéma zpusoby. Prvni moZnosti by mohlo byt
zpochybnéni validity tohoto animalniho modelu AD, druhou variantou je interpretace, Ze navzdory
up-regulaci a nasledné overexpresi 17BHSD10 v mozku nedochdzi ke zvySenému transportu
proteinu do mitochondrialni matrix.

Zpochybnéni validity transgenniho potkaniho modelu McGill-R-Thy1-APP vSak nepovazujeme
za spravné. Potkani McGill-R-Thy1-APP jsou v soucasné dobé povazovani za jeden z nejlepsich
animalnich modeli AD, protoze spolehlivé odrazeji patologii AD vcetné intracelularni akumulace
AP v mozku. Behavioralni experimenty, véetné pokusii provedenych nasi skupinou, prokazaly
na véku zavislé poruchy uceni a prostorové orientace, naruseni motoriky, socialniho chovani,
emocionality a cirkadianniho systému podobné¢ jako u lidi s AD (Leon et al., 2010; Galeano et al.,
2014; Wilson et al., 2017; Petrasek et al., under review). U téchto zvifat starych 6 mésict byly
navic potvrzeny i mitochondrialni dysfunkce (Adami et al., 2015).

Nezménéné hladiny 17BHSDI10 v mitochondriich  izolovanych zmozku potkana
McGill-R-Thy1-APP lze tedy interpretovat pravdépodobnou poruchou transportniho mechanismu
PINK1-Parkin-TOM/TIM a pravdépodobnym hromadénim proteinu v cytoplasmé. Tento fakt l1ze
dolozit nasledovné.

1) Je znamo, Ze akumulace AP v mitochondrialni membrané mtze blokovat transport proteind
kédovanych jadrem dovnitt mitochondrie (Reddy and Beal, 2008). NaSe experimenty

mitochondridlni akumulaci celkového AP, vcetn¢ jeho mozného hromadéni v mitochondridlni
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membran€, pfimo potvrzuji (obr. 15). Nezménéné hladiny 17BHSD10 v mitochondriich lze
podpofit i ndlezem nulovych zmén v hladinach komplexti 17BHSDIO0 s celkovym AP
u transgennich zvifat oproti kontroldm (obr. 17). Je totiz velmi pravdépodobné, Ze by hladiny
téchto komplext byly zvysené za podminek zvySeni koncentrace obou latek, tj. 17BHSD10 i Ap
(Kristofikova et al., 2013).

2) Udaje z literatury naznaduji, e interakce Parkinu a 17BHSD10 v cytoplasmé reguluji hladiny
17BHSD10 vstupujiciho do mitochondrialni matrix a Ze overexprese Parkinu vede ke zvySeni
hladin 17BHSD10 v matrix (Bertolin et al., 2015). Lze tedy piedpokladat, Ze zvySeny transport
17BHSD10 pomoci PINK1-Parkin-TOM/TIM mechanismu by se mél v piipadé up-regulace
aoverexprese 17BHSD10 projevit zvySenymi hladinami komplextt 17BHSDI10-Parkin
v cytoplasm¢ a nasledovné v mozkomisnim moku lidi s AD. NaSe pokusy vSak zadnou zménu
v mozkomi$nim moku lidi s AD oproti kontrolam neprokazaly (obr. 18).

Signifikantni sniZzeni hladin komplexti 17HSD10-CypD u transgennich potkant pii srovnani
s kontrolami (obr. 16), navzdory nezménénym hladinam 17BHSD10 (obr. 11 a 12) a CypD
(obr. 13) naznacuje, ze i 17BHSD10 transportovany do matrix pomoci PINK1-Parkin-TOM/TIM
systému nemusi byt plné funkéni a miize pouze omezené regulovat CypD. Nalez je v souladu
s hypotézou, Ze interakce 17BHSD10 s CypD v mitochondrialni matrix jsou omezené v pfitomnosti
AP, protoze AP se vdZe na oba tyto proteiny (Muirhead et al., 2010). Ackoliv jsme nepozorovali
signifikantni zvySeni hladin komplexti 17BHSD10 s AB v mozku transgennich zvifat (obr. 17),
vysledek mtze ¢astecné souviset s mirnym poklesem hladin 17HSD10 (obr. 11 a 12). Lze ale
pfedpokladat, ze hlavni pfi¢inou by mohla byt interakce CypD s AB. Hladiny komplexti CypD-AB
by mohly byt vhodnym cilem pro dal$i experimenty. Pozorované snizeni hladin komplexii
17BHSD10-CypD (obr. 16) také podporuje hypotézu, Ze nedostatetné regulovany CypD
translokuje k vnitini mitochondridlni membrané a zpusobuje otevirani MTPT vedouci k bunééné

smrti (Yan and Stern, 2005).

10.2 Porovnani AD a roztrouSené sklerozy

K up-regulaci a nasledovné overexpresi 17BHSD10 v mozku dochazi pii neurodegenerativni AD
a pravdépodobné i pii neurodegenerativni roztrouSené skleroze (RS). Zatimco u AD byla
overexprese potvrzena primo v autoptické mozkové tkani (Yan and Stern, 2005) a nepiimo
i v mozkomi$nim moku (Kristofikova et al., 2009), u RS jsou zatim dostupna data pouze
z mozkomisniho moku (Kristofikova et al., 2009). Tato up-regulace vedouci k overexpresi je
povazovana za obecny neuroprotektivni mechanismus, ktery se ale u AD pravdépodobné
nasledkem akumulovaného Af stavd mechanismem patologickym (Lustbader et al., 2004; Yan et

al., 2007). Srovnani vysledkti této diplomové prace s dal§imi vysledky laboratore NUDZ
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provedenymi na mozkomi$nim moku lidi s RS (Kristofikova et al., under review) naznacuje
vyrazné rozdily mezi obéma nemocemi, navzdory podobnym zménam v koncentraci 17HSD10
v mozkomis$nim moku (Kristofikova et al., 2009).

U AD (a validnich animélnich modeld AD) se up-regulovany 17BHSD10 pravdépodobné
nedostdva Pinkl-Parkin-TOM/TIM mechanismem ptes obé mitochondridlni membrany do matrix.
U AD toto potvrzuji nezménéné hladiny 17BHSDI10 v mitochondriich animalniho modelu AD
(obr. 11 a 12) a nezménéné hladiny komplextt 17BHSD10-Parkin v mozkomi$nim moku lidi s AD
(obr. 18). Dale se zda, ze 17BHSDI10 v matrix neni schopny u AD plné regulovat CypD, nebot’
hladiny komplexti 17BHSD10-CypD jsou v mitochondriich animélniho modelu AD snizeny
(obr. 16). V piipadé RS vsak experimentalni data naznacuji, Ze se up-regulovany 17HSDI10
do matrix dostdva a Ze by mohl byt i plné¢ funkéni - viz zvySené hladiny komplexi
17BHSD10-Parkin a nezménéné hladiny komplexi 17BHSD10-CypD v mozkomis$nim moku lidi
s RS (Kristofikova et al., under review). Naméfené hladiny proteinti/peptidii a jejich komplext

u RS a AD jsou pro srovnani vyneseny v Tab. 2.

Tab. 2: Porovnani hladin proteini/peptidi a jejich komplexi u RS a AD.

*1 signifikantni zvySeni; *| signifikantni snizeni; n.s. — nesignifikantni zména
CSF — mozkomi$ni mok, Mit — mitochondrie

RS AD
17BHSD10 v mozku 1

CSF CSF Mit
17BHSD10 *1 *1 n.s.
CypD n.s. n.s.
APB(1-42) n.s. | n.s.
celkovy AB n.s./*|? n.s. *1
17BHSD10-CypD n.s. il
17BHSD10 s celkovym A n.s. *1 n.s.
17BHSD10-Parkin ) n.s.

Tabulka obsahuje vysledky této diplomové prace i dalsi data ziskana z literatury. U lidi s AD byla popsana
zvysena exprese 17PHSD10 v mozku (Yan and Stern, 2005) a zvySena koncentrace v mozkomisnim moku
(Kristofikova et al., 2009). Vysledky ziskané v mozkomiSnim moku lidi s RS jsou popsény ve studii:
(Kristofikova et al., 2009). V piipadé hladin AB(1-42) v mozkomi$nim moku lidi s RS jsou vysledky nejasné,
pozorovany bud nebyly zadné zmény (Kristofikova et al., under review), nékteré studie vSak potvrzuji
zmény podobajici se zménam u AD, tj. vyznamné snizeni hladin AB(1-42) (Augutis et al., 2013; Pietroboni et
al., 2018).
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11 ZAVER

Podle naSich vysledk ziskanych na mozcich transgennich potkanit McGill-R-Thyl-APP zde
nedochdzi ke zvySeni hladin proteinu 17BHSD10 v mitochondriich, navzdory jeho overexpresi
v mozku pfi AD uvadéné v literatuie. Tento animalni model AD se osvéd¢il v mnoha studiich,
aproto ho povazujeme za validni. ZvySend exprese 17BHSD10 tedy pravdépodobné nevede
ke zvySenému transportu do mitochondrii, ale spiSe ke hromadéni v cytoplasmé. Divodem mize
byt porucha v transportnim systému PINK1-Parkin-TOM/TIM i akumulace AP v mitochondrialni

membrane.

Dale jsme zjistili signifikantni snizeni v hladinach komplexti 17BHSD10-CypD, coz naznacuje
mozné snizeni interakce obou proteind. Tato interakce je dilezita pro regulaci CypD a jeji oslabeni
vede kdislokaci CypD a otevirani MPTP spoustéjiciho apoptéozu. V naruseni této vazby
pravdépodobné hraje roli AP, ktery se k obéma proteinim vaze. Interakce 17BHSD10 s AP jsme
vSak zvysené nepozorovali, je tedy mozné, ze vyrazng€jsi interakce by pravdépodobné mohly byt
pozorovany u CypD s AP. Komplexy CypD-AB by proto byly vhodnym cilem pro dalsi

experimenty.

Zda se, ze mechanismy vedouci k dysfunkénim mitochondriim u AD a RS jsou odlisné.
Ackoliv u obou neurodegenerativnich chorob byly nalezeny zvySené hladiny 17pHSDI10
v mozkomi$nim moku, na rozdil od AD se pravdépodobné v ptipadé RS up-regulovany 17pHSD10

do mitochondrii dostava a je schopny regulovat CypD.
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Hofmannova A, Kristofikova Z., Ricny J. Animal model of Alzheimer disease (Tg McGill-R-Thy1-
APP rats) and mitochondrial dysfunction.
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13 PRILOHY

Animal model of Alzheimer disease (Tg McGill-R-Thy1-APP rats)

and mitochondrial dysfunction

A. Hofmannova, Z. Kristofikova and Jan Ricny
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