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Abstrakt

U zvitecich modelt pro vyzkum Alzheimerovy choroby jsou vyvolavany kognitivni insuficience, které
odpovidaji ptfiznaklim nemoci a projevuji se v rizném véku nebo intervalu po zakroku. Zvifata jsou
pak testovana zavedenymi behavioralnimi testy, které trvaji fadové minuty a odehravaji se vétSinou

v pasivni ¢asti dne zvifete a zvite pii nich zaziva urcité mnozstvi stresu.

Nase prace prezentuje validaci potkaniho systému IntelliCage, kde testovani jedinci Ziji pfirozené ve
skupiné a data jsou méfena kontinudlné celych 24 hodin. Pfesto je mozné testovani nastavit
individualné pro kazdé zvife ¢i testovanou skupinu zvIast. Se zvitaty se nemanipuluje, proto vysledky

testdl nejsou ovlivnény neptirozenou hladinou stresu zvifete.

Pomoci potkani IntelliCage jsme testovali ranné kognitivni poruchy u transgenniho modelu TgF344-
AD ve véku 6 - 8 mésicti a dva nejcastéji se vyskytujici protokoly streptozotocinového modelu — jedna
intracerebroventrikularni davka v mnozstvi 3mg/kg a dvé davky vrozmezi 48 hodin v mnoZstvi

3mg/kg. Vysledky jsme porovnali s klasickym testem Morrisova vodniho bludist¢ (MWM).

Vtestu MWM se transgenni zvifata neodliSovala od kontrol v zddném parametru a u
streptozotocinového modelu méla signifikantné horsi vysledky pouze skupina se dvéma davkami
streptozotocinu. Oproti tomu v IntelliCage se transgenni zvifata signifikantné€ odliSovala v niz§im
poctu navstév napajecich rohd i v niz§im poctu napiti oproti kontroldm. Ob¢ streptozotocinové

skupiny se v IntelliCage signifikantné odliSily od kontrol v niz§im poctu napiti.

Ke konecné interpretaci vSech ziskanych dat z IntelliCage bude potieba dalsi testovani, ale uz nyni
muzeme Fict, Ze testovani pomoci IntelliCage je senzitivn&jsi v urCeni behavioralniho fenotypu zvirat

v porovnani s MWM.
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Abstract

Animal models of Alzheimer’s disease display cognitive insufficiencies which mimic human
symptoms and occur at a given age or post-treatment time. Animals are typically tested using
canonical behavioral tests, lasting minutes and taking place mostly in the non-active period of the

daily cycle. Animals are exposed to certain amounts of manipulation-induced stress.

Our work represents a validation study for the rat behavioral system IntelliCage. The tested
individuals live freely in a group and their behavior is monitored continuously. It is however possible
to set up individual tests for each animal or a group of animals. The rats are not subject to human

manipulation and hence the results are not affected by manipulation-induced stress.

We tested early cognitive impairment in the transgenic rat model TgF344-AD at 6 - 8 months of age.
Further, we tested two most common protocols of the streptozotocin model, i.e. single dose of
intracerebroventricular 3 mg/kg streptozotocin and double dose 48 hrs apart. Results were compared

with the canonical Morris Water Maze (MWM) test.

In the MWM test, transgenic animals did not differ from controls in any of the studied parameters. The
streptozotocin model displayed a deficit only in the double dose group. However in the IntelliCage,
transgenic animals displayed reduced number of corner visits as well as licks compared to wildtype
controls. Both streptozotocin treated groups displayed a significantly reduced number of licks in the

IntelliCage.

While more experiments are needed to explain the observed data, it can be concluded that behavioral
testing in the IntelliCage system was more sensitive in determining the behavioral phenotype in both

models as compared to the canonical MWM test.
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1. Uvod

Alzheimerova choroba (Alzheimerova demence - AD) je chronické a progresivni neurodegenerativni
onemocnéni mozku, které vede k atrofii mozkové tkan€, a s ni spojenému chronickému zanétu, a
odumirani neurond. Nemocny trpi postupnym zhorSovanim paméti a kognitivnich funkcei, které vede

az ke stadiu tézké demence a smrti. Onemocnéni je dosud nelécitelné.

AD nejcastéji postihuje lidi nad 65 let ve€ku, kdy se objevuji prvni symptomy. Ve véku nad 65 let ma
¢loveék pravdépodobnost rozvoje nemoci asi 3 %, ve véku nad 85 let je to pak pres 30 %. Vyskyt
choroby u mladsich jedinct (pod 65 let) je ojedinély, tvoti ptiblizné 3 % piipadd ze vS§ech nemocnych

(Alzheimer’s Asociation, 2019).

1 ze 3 senioru starSich 65 let umira s AD nebo jinou formou demence, pocet zemielych na AD se od
roku 2000 zvysil o 89 %. Na Alzheimerovu chorobu umira vice lidi, nez na rakovinu prsu a prostaty

dohromady (Alzheimer’s Asociation, 2020).

Predpoklada se, ze na svété zije 44 miliond lidi s AD a pfislusSnymi pfiznaky demence. AD se
vyskytuje nejvice v zapadnich zemich — zapadni Evropé a Severni Americe a nejméné Casta je
v Subsaharské Africe. Alzheimerovou chorobou onemocni nejpravdépodobnéji Afroamericané,
nasledné¢ Hispanci, a nakonec bélosi, a to s pravdépodobnosti v poméru 2:1,5:1. Pfiblizné 2/3
nemocnych jsou Zeny. Prevalence AD se u osob nad 65 let podle National Institute On Aging, USA
zdvojnasobi kazdych 5 let a odhaduje se, Ze do roku 2050 bude jen v USA trpét AD 16 milionu lidi
(Alzheimer’s Asociation, 2020).



2. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je progredujici onemocnéni, které ma nekolik fazi. Prvni fazi AD je tzv. mirna
kognitivni porucha (Mild Cognitive Impairment — MCI). Je to samostatné postiZeni, které nemusi vézt
k rozvoji AD, zdrovei je vSak vZdy jejim prvnim staddiem. V tomto stadiu jsou potize jen lehké, ale jiz
meéfitelné a diagnostikovatelné. Jednd se o stav, ktery se nachdzi mezi pfedpokladanym béznym
zhorSenim kognitivnich funkci béhem starnuti a vyraznym zhorSenim pifi demenci. Nemocny ma
problémy s paméti, soustifedénim, rozhodovanim ¢i orientaci, stale se vSak nejedna o demenci a MCI
¢loveéku nebrani v kazdodennich aktivitich a sobéstacnosti (“Mild cognitive impairment - Symptoms

and causes - Mayo Clinic,” 2021). Mezi prvni ptiznaky AD patii i depresivni stavy.

Nasleduje stadium demence. AD je nejcastéjsi pricinou demence a to ze 60 — 80 % (Alzheimer’s
Asociation, 2020). Demence je definovana jako soubor symptomt - zhorSena pamét’ a vyjadiovani,
Spatné tvotfeni usudkii a rozhodovani, snizena schopnost feSit problémy - komplikujici az

znemoziujici samostatné vykonavani béznych kazdodennich tkont.

2.1. Déleni AD

AD se déli podle veéku, kdy je nemoc diagnostikovana, a to na formu s casnym zacatkem (EOAD -
Early-onset Alzheimer’s disease) pied 65. rokem Zzivota a na formu s pozdnim zac¢atkem (LOAD -
late-onset Alzheimer’s disease) po 65. roce Zivota (Masters et al., 2015). V naprosté vétSiné piipadi

maji tyto dvé formy i odlisnou etiologii.

Jedna se o familiarni, tedy dédi¢nou formu a sporadickou formu. Familiarni forma vykazuje klasickou
Mendelovskou autosomalné dominantni dédicnost (Talwar et al., 2015).
Témer vSechny formy EOAD jsou familiarni a vétSina forem LOAD je sporadickd (Sheppard &
Coleman, 2020)

2.2. Rizikové faktory sporadické formy AD

V manifestaci AD se uplatiiuje vliv prostiedi i dédi¢nost. Nejvétsi rizikovy faktor je vék, ktery
vyznamné zvySuje pravdépodobnost vzniku onemocnéni i u dalSich rizikovych faktord.

Cukrovka 2. typu je rizikovy faktor skrze vytvoreni inzulinové rezistence (viz kapitola 3.4.2.)



2.2.1. Genetické rizikové faktory

Mutace v genu pro amyloidovy prekurzorovy protein (APP, viz kapitola 3.1.) zptisobuje EOAD. Tato

mutace byla objevena jako prvni autosomalné dominantni pfi¢ina AD v roce 1991 (Goate ef al., 1991).

V dnesni dobé zname ptes 50 mutaci v APP genu zptsobujicich pfiblizné 10% familiarnich AD.
Naptiklad Londynska mutace (Eckman et al., 1997), Svédska mutace (Mullan ef al., 1992), mutace
z Indiany (Murrell et al., 1991) apod. Mutace v APP genu vedou ke zvySené tvorbé amyloidu B (AP) a
naslednému ukladani A plakt (viz kapitola 3.1.).

Gen pro Apolipoprotein E (ApoE, viz kapitola 3.2.) ve formé alely E4 (ApoE4) je dalsim rizikovym
faktorem pro LOAD. U jedinci s touto alelou se nemusi rozvinout AD, nicméné vétSina pacientll
trpicich sporadickou AD ma tuto alelu. Homozygotni jedinci se dvéma alelami ApoE4 maji riziko
propuknuti AD 8 — 12x vyssi nez homozygotni jedinci se dvéma alelami ApoE3 (Jansen et al., 2015).
ApoE je hlavni pfenaSeC cholesterolu, ktery zajistuje transport lipidii v nervové soustavé. Podili se
také na synaptické plasticit¢ (Mahley et al., 2009) a gluk6zovém metabolismu a funkci mitochondrii

(Chang et al., 2005). Skrze vSechny tyto drahy mize dochazet k ovlivnéni AD.

Mutace v genech pro membranové proteiny presenilin 1 a presenilin 2 (viz kapitola 3.1.) zplsobuji

EOAD.

Downtiv syndrom — trisomie 21. chromozomu — je také rizikovym faktorem (Lai & Williams, 1989),

jelikoz se 21. chromozomu nachazi gen pro APP (Goldgaber et al., 1987).

2.3. Diagnostika AD

Pro diagnézu AD slouzi série vySetfeni a testd. Nejprve se zjiStuje rodinnd anamnéza souvisejici
s AD, hlavné vyskyt demence a cukrovky 2. typu. Rodinni pfislusnici jsou dotazovani na zmény
v chovani pacienta a problémy s rozhodovanim, jednanim a paméti. Poté ptichazi na fadu kognitivni
testy a fyzické a neurologické vysetfeni. Lékar vysetii reflexy, svalovy tonus, schopnost a stav chiize,
koordinaci pohybi a balanci. Kognitivnimi testy se odhali demence, zobrazovacimi metodami pak
atrofie mozku, amyloidové plaky, hypometabolismus a hyperfosforylovany tau protein, které odlisi
AD od demence jiného puvodu (Alzheimer’s Asociation, 2020; “Alzheimer’s disease - Diagnosis and

treatment - Mayo Clinic,” 2021).



2.4. Lécba AD

JelikoZ neni znama ani presna etiologie choroby, nelze AD v soucasné dobé vylécit. Existuje pouze
Inhibitory cholinesterazy zvySuji cholinergni signalizaci na synapsi a tim pomadhaji zachovat
koncentraci a pamét (Drachman & Leavitt, 1974). Patii mezi né léky Donepezil, Rivastigmin,

Galantamin.

Memantin plsobi na glutamatergni signalizaci, blokuje NMDA receptory a tim snizuje neuronalni
excitotoxicitu (Reisberg et al., 2003), ktera je rovnéz zapojena do etiologie AD. Podavéa se hlavné

pacientiim s nesnasenlivosti k inhibitortim cholinesterazy.
3. Molekularni podstata Alzheimerovy choroby

Etiologie AD je stile neznama, proto nelze zminit vSechny molekularni mechanismy vedouci
k patofyziologickym nalezlim u nemocnych. Jsou zde uvedeny ty drahy / proteiny / geny, a jejich
zapojeni do etiologie AD, jejichz patologie dava podklad pro ty nejrozsifenéj$i a nejuznavangjsi

hypotézy.

3.1. Amyloidovy prekurzorovy protein

Ve zdravém organismu se v nervové tkani nachazi integralni membranovy glykoprotein — amyloidovy
prekurzorovy protein. Jeho gen byl popsan v roce 1987 (Goldgaber ef al., 1987) a nachazi se na 21.
chromozomu. APP obsahuje jednu transmembranovou doménu, dlouhou extracelularni ¢ast a kratky
cytoplazmaticky usek. Jeho fyziologickd funkce v nervové tkani je receptorova (Weidemann et al.,
2002), reguluje synaptogenezi (Moya et al., 1994), indukuje rust axont (Allinquant ez al., 1995) a
adheruje k extracelularni matrix (Breen et al., 1991), napiiklad ke kolagenu (Breen, 1992), ¢i
heparansulfatu (Narindrasorasak et al., 1991). Po usazeni APP do membrany bunky dochazi
k nékolikanasobnému proteolytickému Stépeni, kterym vznikaji kratké peptidy srtznou signalni
funkci. Stépici proteiny jsou sekretazy a, P, a y. Nejprve je APP roz§tépen sekretizou o nebo .
Stépenim o a P sekretdzami vznikaji rozpustné derivaty APP zvané APPsa a APPsp, které jsou
uvoliovany extracelularné. Vznikaji také C-terminalni fragmenty (CTF) zvané APP-CTFa (neboli

C83) a APP-CTFB (neboli C99), které se podili na bunécné signalizaci (Lu et al., 2003) (Obr. 1).
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Obr. 1: Stépeni APP a ukladani A. Intermembranovy APP podléha dvéma kompetitivnim §t&pnym draham, které zacinaji
sekretazou o (proces smérem do leva od APP v ramecku) nebo sekretazou B (proces smérem do prava od APP v ramecku).
Produkty sekretazy o jsou APPsa and C83 (také znamé jako APP-CTFa) a produkty sekretazy B3 jsou APPsp and C99 (n¢kdy
oznacované jako APP-CTFp). Vsechny karboxylové fragmenty (C83 i C99) jsou substratem pro sekretazu y. Jejim §tépenim
vznika intracelularni protein AICD a AR, ktery se nasledné agreguje do oligomerd, které se ukazaly jako nejvice neurotoxicke.
Oligomery se skladaji do senilnich plakd, které, navzdory problematickému ukladani, jsou pomémeé inertni (Gandy, 2005).
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APP-CTFB mohou ale byt jest¢ v membrané dale Stépeny sekretdzou y. Pravdépodobné pievazné
z tohoto $tépeni vznikaji produkty podilejici se na vzniku amyloidovych plaki. Proto je proces Stépeni
sekretazou y jednim ztéch v soucasné dobé¢ slibné€jSich cili vyzkumu a je snaha rozklicovat cely
proces a chyby v ném. Katalytickou podjednotku y sekretazy tvofi dva proteiny — presenilin 1
(PSEN1) a presenilin 2 (PSEN2), skrze které sekretdza §t€pi APP na dvou mistech. Produktem je v cca
90 % ptipadi B amyloid obsahujici 40 aminokyselin, oznacovany AB40. V cca 10 % ale vznika AP
obsahujici 42 aminokyselin, ozna¢ovany AB42. Tato forma je vice toxicka, vice hydrofobicka a uklada

se snadn¢ji do fibrilarni struktury, ktera nasledné vede k tvorbé AP plakt (Liihrs et al., 2005).

Preseniliny jsou intermembranové proteiny bohaté na hydrofobni oblasti, diky ¢emuz je t€zsi urcit
jejich presnou strukturu. Gen pro presenilin 1 se nachazi na chromozomu 14 a gen pro presenilin 2 na
chromozomu 1 (Sherrington et al., 1995). Mutace v genu pro presenilin 2 jsou vzacné, proto je cilem
studif hlavné presenilin 1.
Preseniliny jsou zasadni pro neurogenezi, neuroprotekci a formovani axidlniho skeletu b&hem

embryonalniho vyvoje (Shen et al., 1997).



3.1.1. Dlouhodoba potenciace (Long-term potenciaci — LTP)

LTP je zaklad pamétové stopy a jejiho trvani. Presynapticka delece presenilind méni kratkodobou
plasticitu synapse. Pravdépodobné negativné ovlivituje hladinu vapenatych kationtdi v presynaptickém
zakonceni neuronu (Zhang et al, 2009), tim dochazi k niz§i vazbé presynaptickych vesikuli
k membrané a vyliti jejich mensiho mnozstvi do synaptické §térbiny. Tak je negativné ovlivnéna
signalizace vSemi neurotransmitery. Pokud je timto neurotransmiterem glutamat, dochazi k ovlivnéni

LTP.

Casna LTP, ktera trvd méné neZ hodinu, vznika, kdyZ se glutamat postsynapticky vaze na AMPA
receptory (iontové kanaly), které¢ nasledné vpusti do postsynaptické buriky sodné kationty a buiika se
depolarizuje. Depolarizace uvolni hotecnaté kationty z NMDA kanald, tim je odblokuje a skrze né
dojde k vpusténi véapenatych kationtd do bufiky. Vépenaté Kkationty aktivuji Ca®'/kalmodulin
dependentni kindzy a ptes signalizacni kaskadu dojde k zabudovani vice AMPA receptorii do
postsynaptické membrany. Dochdzi tak ke zpétnovazebnému posilovani celého procesu a dlouhodobé
potenciaci na synapsi (Dudai, 2002). Pozdni LTP zahrnuje modulaci genové exprese, ktera ovlivituje

geny s ranou a pozdni odpovédi (Frey et al., 1988).

Zde by tedy patologie presenilini vedla nejen k formovani plakti AB42 (Citron et al., 1997), ale pies

ovlivnéni LTP by zplisobovala pfimo jeden z ptiznakii nemoci, zhorSenou pamét’.

3.1.2. Stépici draha n

V roce 2015 byla popsana nova $tépici draha . Stépici protein sekretaza 1 je membranové vazana
metaloproteaza, ktera APP §tépi v extracelularni ¢asti proteinu. 1 $tépeni nasleduje po Stépeni o nebo
B. Vznikaji peptidy sAPP-n, CTF-n a An-a ¢i An-B (Obr. 2). U An-a (ne vSak u An-f) byly popsany
synaptotoxické ucinky. Ve snaze vyvinout Iék na AD se mimo jiné zkousi i ovlivnéni tvorby A pies
ruzné inhibitory P sekretazy. Zde vSak nastava problém, protoZe piisobeni inhibitoru p sekretazy vede
ke zvySenym hladindm CTF-n a synaptotoxického fragmentu An-o. Draha $t€peni 1 totiz interferuje s
inhibitorem B-sekretazy, pomér An-a se zvysSuje, a to jak in vitro, tak i in vivo. Tato nove
identifikovana $t€pna draha tak ukazuje, Ze uziti inhibitord B-sekretazy v 1écbe Alzheimerovy choroby

muze mit dosud necekané negativni disledky (Willem et al., 2015).
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Obr. 2: Schéma $tépnych drah APP. . ¢i B sekretazova draha se také nazyva kanonicka draha a produkuje jiz vySe zminéné
peptidy (viz Obr. 1). Nove vSak byla popsana n-sekretazova draha, jejiz produkty jsou v zeleném poli, sSAPP-n a CTF-n. CTF-n
dale podstupuje $tépeni a. ¢i  sekretdzou a tim vznikaji An-a ¢i An-p fragmenty (Tyan & Koo, 2015).

3.2. Apolipoprotein E

Apolipoprotein E je glykoprotein, ktery je sekretovan v rGznych tkanich, pfevazné pak jatrech a
mozku. Jeho gen se nachazi na chromozomu 19. V mozku je exprimovan gliovymi butikami, hlavné
astrocyty (Grehan et al., 2001). Za ur¢itych podminek ho vSak mohou exprimovat i neurony, ale
v mensi mife (Xu et al., 1999). ApoE je v krevnim obéhu pfitomen jako soucast lipoproteinovych
¢astic — VLDL (very low density lipoproteins), IDL (intermediate density lipoproteins) a nékterych
HDL (high density lipoproteins). Ma funkci ligandu v receptorové vazané endocytoze lipoproteintl,
podili se tak na transportu lipidd, vitamind rozpustnych v tucich a cholesterolu. V nervové soustave je
hlavnim ligandem pro pfenos cholesterolu do bunék a ma tak nepostradatelnou ulohu pii hojeni tkané,

kdy jsou potieba fosfolipidy i cholesterol pro reinervaci (Mahley et al., 2009).

Lidsky ApoE se vyskytuje v n€kolika jedno nukleotidovych polymorfismech, které jsou zastoupené
konkrétnimi alelami a vedou ke vzniku riznych isoforem ApoE. Jednd se nejcastéji o isoformy

ApoE2, ApoE3, ApoE4 (Nickerson ef al., 2000).



ApoE2 se $patn¢ vaze k bunéénému povrchu a povazuje se za neuroprotektivni (Corder et al., 1994),
riziko vzniku AD snizuje (Zhao et al., 2018), naopak ApoE3 a ApoE4 se vazi k buitkdim snadno
(Weisgraber3 et al., 1982). ApoE4 oproti ApoE3 v mnohem vétsi mife podstupuje nasledné
proteolytické Stépeni. C koncové fragmenty pak opoustéji sekrecni drahu, kterou buiika za normalnich
okolnosti vylouc¢i odpojeny ApoE od lipidické ¢asti a tak miize byt znovu pouzit, a kon¢i v cytosolu,
kde ptisobi neurotoxicky (Harris et al., 2003). V nékterych neuronovych bunéénych kulturach byly
ApoE4 fragmenty nejvice koncentrovany uvnitt mitochondrii. Timto jevem si autofi vysvétlovali
mitochondridlni disfunkce u neuronti syntetizujicich ApoE4 (Chang et al., 2005). Nahromadéné
fragmenty ApoE4 byly pozorovany v mozcich transgennich mys$i exprimujicich neuronalni ApoE4 C
terminalni konce (A272-299), avSak zajimavé je, Ze nebyly pozorovany u transgennich mysi, které
sekretovaly ApoE4 v astrocytech. Tato zvitata byla vytvofena pomoci mikroinjektdze DNA konstruktl
do vajicek kmene C57BL/6J. (Harris et al., 2003) (Obr. 3).
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Obr. 3: Neurodegenerace v mozku hemizygotni transgenni mysi exprimujici apoE4 v neuronech. Mozkové fezy 2-4 mésice
starych mysi exprimuji vysoké hladiny apoE4 (A272-299) (A-E) nebo apoE4 (A241-299) (F-G). Vzorky byly znaceny
anti-apoE4 protilatkami (A-C a F) nebo hematoxylin-eozinem (D, E a G). PGvodni kmen (Wild type — WT) slouzil jako
kontroly (D a E). ApoF4 inkluze vidime v oblasti kortikalni (A) a hipokampalnich CA1 (B) a CA3 (C). Neuronalni degeneraci
CALl a CA3 oblasti hipokampu transgennich mysi pozorujeme v horich ¢astech D a E oproti kontrolam ve spodnich ¢astech D
aE. A, CaF zvétseno 600x; B, D, E a G zvétseno 400x (Harris et al., 2003).

ApoE4 fragmenty v neuronovych kulturach ovliviiovaly i produkci AB. Neurony pod vlivem ApoE4
produkovaly mnohem vice AP nez bunky s ApoE3 (Ye ef al., 2005). Chang, Ma a kolektiv (2005) se
zaméfili na to, jaky konkrétni usek fragmenti ApoE4 neurotoxicitu zpisobuje. Pfisli na to, Ze cela
délka ApoE4 (1-299 aminokyselin) a ApoE4 (1-240 aminokyselin) neurotoxické nejsou. Problém je
v useku ApoE4 (1-272). Je to ¢ast, kde se vyskytuje receptor vazajici region spolu s lipidy vazajicim
regionem. Receptor vazajici region je zodpovédny za Unik fragmentu ze sekre¢ni drahy a lipidy

vazajici region nasledn¢ interaguje s mitochondriemi (Chang et al., 2005).

U lidi i zdravi jedinci salelou ApoE4 (bez diagnostikované AD) vykazovali znamky demence
zhorsujici se s pokrocilym vékem (Deary et al., 2002).
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Zvysena ApoE4 proteolyza a vysledna akumulace C-terminalnich fragmentii v mozku také ovliviiuje

fosforylaci Tau proteinu (Brecht et al., 2004; Shi et al., 2017).

3.3. Tau protein

Tau protein je kodovan genem MAPT (microtubule-associated protein tau) na chromozomu 17 a jeho
alternativnim sestfihem vznik4 Sest vysoce rozpustnych isoforem. Jeho hlavnim ukolem je stabilizace
mikrotubulll v axonech neuronli centralni nervové soustavy (CNS). Tuto roli hraji i dalsi proteiny
z rodiny MAPs (mikrotubule-associated proteins), které jsou schopny tau protein zastoupit, cozZ bylo
dokézano na mysich s knockoutovanym MAPT genem, které vykazovaly normalni imunohistochemii
mozku. Také bunééné kultury neuronii vykazovaly normalni riist axond, prestoze stabilita, a hlavné
usporadani mikrotubuldl, bylo vyrazné¢ zméneéno. Zvysend koncentrace MAP A1 proteinu naznacovala

jeho moznou roli jako hlavniho zastupce misto tau proteinu (Harada et al., 1994).

Tau je fosfoprotein, jehoz nejdelsi isoforma ma 79 serin-threonin fosforylacnich pozic. Bézné je
fosforylovan na 30 znich. Pokud vSak dojde k hyperfosforylaci, afinita tau proteinu k mikrotubulu
vyrazn¢ klesd. Tau protein se uvoliuje, struktura mikrotubulu se rozpadd (pokud neni pfitomen
dostatek jinych MAPs) (Biernat et al., 1993) a volny tau protein vytvaii volna parova helikalni
filamenta, ktera se hromadi intracelularn¢ a tvoii utvary zvané neurofibrilarni klubka (neurofibrillary

tangles — NFTs) (Grundke-Igbal et al., 1986), ktera ptisobi neurodegeneraci (Obr. 4).
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Obr. 4: Pribéh hyperfosforylace tau proteinu. Hyperfosforylace tau proteinu (nékteré konkrétni signalni drahy vedouci
k fosforylaci konkrétnich mist jsou ukazany v ramecku) vede k destabilizaci celého mikrotubulu. Tim je porusen axonalni
transport a hyperfosforylovany (HF) tau protein je uvolnén do bunééné cytoplasmy, kde tvori parova helikalni filamenta az

neurofibrilarni ktubka (“Tau Protein. Causes, symptoms, treatment Tau Protein,” 2021).

3.3.1. Axonélni transport

Destabilizace a rozpad mikrotubulti ma také zasadni dopad na axonalni transport. Po mikrotubulech se
pohybuji tzv. molekularni motory, coz jsou proteiny, které transportuji vacky s nasyntetizovanymi
latkami, které jsou potfeba na jiném misté v butice nebo slozi k sekreci, jsou takto dopravovany i celé
organely, napfiklad mitochondrie. Kinesin se pohybuje k + konci mikrotubulu, ktery smétfuje smérem
od mikrotubuly organizujicitho centra (MTOC) blizko jadra k bunéénému okraji, zajistuje tedy
anterogradni axonalni transport. Dynein se pohybuje k — konci mikrotubulu, zajistuje retrogradni
axonalni transport. Krom¢ nékterych neurotransmiteri jsou anterogradné transportovany i Casti

mRNA, kterd se v nekterych piipadech translatuje az v axonalnim zakonceni. Anterogradné jsou
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transportovany i mitochondrie potfebné pro tvorbu energie pii silné synaptické aktivité a zvySené
produkci proteint. Pokud je pfi destabilizaci mikrotubuld ohrozen axondalni transport, ma to vliv na
celé fungovani synapse od pfitomnosti dostateného mnozstvi vackd neurotransmiteru az po

energetické nedostatky zptisobené nizkym poctem mitochondrii.

Duivodt patologické hyperfosforylace tau proteinu je nekolik. Jak jiz bylo feCeno, jednim z nich je
ApoE4 produkované neuronovou tkani (glie produkujici ApoE4 nevykazuje vyznamné zvySené
ukladani tau proteinu) a jeho fragmentace - konkrétné C-koncové fragmenty (Brecht et al., 2004).
Brecht et al., (2004) porovnava dva modely mysi, jeden s ApoE3 a druhy s ApoE4 neuronalni expresi
(NSE-ApoE3 / NSE-ApoE4 kmen — neuron specific enolase promotor pochazejici z kmene C57BL/6J)

a na vysledcich vidime nejen vliv ApoE4, ale i zavislost ukladani tau proteinu na véku mysi (Obr. 5).
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Obr. 5: A: Na véku zavisla akumulace fosforylovaného tau proteinu u mysiho transgenniho kmene NSE-apoE4. Hodnota
fosforylovaného tau zobrazeného pomoci western blotu s jednoklonalni protilatkou vzrista s vékem a dosahuje nejvysSich
hodnot ve 21 mésicich véku mysi. U kmene NSE-apoF4, nesouctho alelu apoE4, jsou tyto hodnoty vyrazné vyssi nez u kmene
NSE-apoE3 nesouciho alelu apoE3.

B: Fosforylovana neurofilamenta v intraneuronalnich formacich v hipokampu u 21 mésicti staré NSE-apoE4 mysi znacena anti-
apoE a anti-p-NF imunofluorescenci (Brecht et al., 2004).

Dalsim divodem je pak mutace pfimo v genu MAPT. Doklad4 to naptiklad zdafila in situ transfekce
lidské mutace genu MAPT zdravym potkaniim do basalniho pfedniho mozku, ktera vedla ke vzniku
fibril, tzv. ,,pretangles” a pozdé&ji i klasickych klubek tau proteinu. Transfekce mySim ukladajicim ve
vysoké mife AP vedla k ukladani velkého mnozstvi tau proteinu do téchto plaku a taktéz k tvorbé

vlaken a ,,pretangles® (Klein et al., 2004).

3.4. Metabolismus glukozy v CNS

Insulin v CNS, jako jedna z prvnich, zminuje studie Havrankové ef al., 1978. M¢fili hladiny insulinu
v mozku a oproti ocekavani nameérili vyssi hodnoty nez v plazmé. Jeho plivod vsak byl nejasny,
protoZze se predpokladalo, Ze inzulin je produkovan pouze slinivkou a neprostupuje pies
hemato-encefalickou  bariéru  (HEB). Nasledné byla inzulinovd mRNA  detekovana
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v periventrikularnim nukleu hypotalamu, coz svédc¢ilo o tvorbé inzulinu pfimo v mozku (Young,
1986). Pozd¢ji byla inzulinovd mRNA potvrzena v CA1l a CA3 oblasti hipokampu, gyru dentatu a ve
vrstvé granularnich bunék v bulbus olfaktorius (Devaskarss et al., 1994). Také se ukazalo, ze hladiny

inzulinu v mozku jsou nezavislé na zménach hladiny inzulinu v krvi (Havrankova ef al., 1979).

3.4.1. Inzulinové receptory v CNS

Inzulinovy receptor (IR) je kddovan jedinym genem na 19. chromozomu. Alternativnim sestfihem
vznikaji 2 isoformy prekurzorového proteinu IR-A a IR-B, které jsou tkanove specifické (Seino et al.,
1989). U lidi je nejrozsifengjsi forma IR-B, vyskytuje se v insulin-senzitivnich tkanich, jako je pficné
pruhovand svalovina, tukova tkan, jatra. V CNS pak najdeme IR-A formu (Moller et al., 1989). IR-A
forma receptoru se vyznacuje vyssi glykosylaci a afinitou k ligandu. Lisi se i v regulaci, systémova
forma receptoru je inzulinem zpétnovazebné potlacena, na centralni IR nema inzulin zpétnovazebné

vliv zadny (Hopkins & Williams, 1997).

Inzulin se krom¢ IR vaze také na insulin-like growth factor 1 (IGF-1) receptory (IGF-1r). Ty se
vyskytuji v potkanim mozku nejvice v thalamu, glomerularni vrstvé bulbus olfaktorius, eminentia
medialis hypothalamu, hypofyze a mozeCku. Na téchto mistech koncentraci prevysuji IR. IR naopak
dominuji v oblastech hypothalamu, amygdaly, CA1 hipokampu a ve vétsiné bulbus olfactorius
(Werther et al., 1989). U lidi se potvrdil vyskyt IR v oblastech hypothalamu, kiry a mozecku
v mozcich posmrtné ziskanych ze subjektd bez diagnostikovaného diabetu (Hopkins & Williams,
1997). Nekteré ¢asti mozku vykazuji rizné zastoupeni IR a IGF-1r béhem embryonalniho vyvoje a
v dospélosti. Vysokd koncentrace IR v thalamu, striatu a jadrech mozkového kmene behem
embryondlni faze oproti fidkému zastoupeni v dospélosti ukazuje na roli ve vyvinu jedince (Kar et al.,
1993). Taktéz systémové podani inzulinu nov€ narozenym potkaniim zvySuje aktivitu ornitinové
dekarboxylazy (ktera podporuje biosyntézu polyaminil), coz je indikator ristové stimulace (Roger &

Fellows, 1980).

3.4.2. Inzulinova signalizace

IGF-1 reguluje riist a ma anabolické funkce, inzulin stimuluje vstup gluk6zy do bun¢k indukei presunu
glukézového transportéru GLUT 4 z Golgi do plasmatické membrany (Agrawal et al., 2018). IR i
IGF-1r jsou receptory s tyrozin kinazovou aktivitou. Po navédzani ligandu se intracelularni cast
receptoru autofosforyluje a tim se zahaji signalni proces. Nasleduji proteiny IRS-1 (insulin receptor
substrate 1) a IRS-2 (insulin receptor substrate 2). Signalizace IRS-1 vede k potla¢eni autophagie,
apoptdzy a ke snizeni oxidativniho stresu. Zaroven podporuje proteinovou translaci a tim dochazi k

télesnému ristu. IRS-2 fosforyluje RAS proteiny a tato draha vede ke genové transkripci a proliferaci
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tkané (pfevazné v mozku), kontrole télesné hmotnosti a glukdézové homeostaze (White, 2003) (Obr. 6).
V mozkové tkani dochazi k ristu, dozravani a regeneraci axonti (Xu et al., 2004) i neuritd (Ghasemi et
al., 2013). Na bunéénych kulturdch bylo dokézano, Ze inzulinem indukovana proliferace probiha u
potkanich i lidskych astrocytd (Veldzquez et al., 2009). IGF-1 signalizace také interaguje
s cholinergnim systémem, IGF-1 zvySuje senzitivitu granularnich bun¢k na glutamat (Calissano et al.,
1993). Nedostate¢na inzulinova signalizace vede k nadmérné aktivité kindzy GSK3 (Fraser et al.,
2001) a cyklin dependentni kinazy 5 (cdk-5), které se podileji na hyperfosforylaci tau proteinu (Liao ef
al., 2004). 1 genova exprese tau proteinu je fizena pfes inzulinovou a IGF signalizaci, inzulinova
rezistence tedy vede nejen k hyperfosforylaci tau proteinu, ale i k jeho nedostatecné expresi (De La

Monte et al., 2011).

___________
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TRANSLACE STRES TRANSKRIPCE

PROLIFERACE

Obr. 6: Signalni drahy indukované inzulinem nebo IGF-1 pfes izulinové, IGF-1 nebo hybridni receptory. Signalizace inzulinem
€1 IGF-1 vede ke genové transkripci, proteinové translaci a obecné k proliferaci viibec. Potlacena je naopak autofagie a pres
blokace GSK3 kinazy a FOXO kinazy je tlumena i apopt6za a produkty oxidativniho stresu (Blazquez et al., 2014).

Z vyse uvedeného nam vyplyva, ze pii narusené inzulinové signalizaci, ke které dochazi naptiklad pii
inzulinové rezistenci, muzeme pozorovat zvySeny oxidativni stres a apoptozu, které mohou vést
k chronickému zanétu a neurodegeneraci. Dochazi k naruSeni cholinergniho systému a tim procesu
zapamatovavani a pfi posSkozeni tkané je zhorSena regenerace. Tyto pfiznaky pozorujeme u pacientil

s cukrovkou 2. typu (typicka a znama inzulinova rezistence) i u pacientd s AD.
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V mozku pacienti s AD byl nalezen snizeny vyskyt receptoru aktivovaného peroxizomovym
proliferatorem (peroxisome proliferator activator receptor - PPAR) delta (De La Monte & Wands,
2006). PPAR hraje dtlezitou roli pfi modulaci genové exprese stimulované inzulinem (Collino et al.,
2008). Aktivovany PPAR delta ma také protizanétlivy efekt a pfi pokusu na mys$im modelu AD bylo
zjisténo 1 mén€ usazenych amyloidovych plakt (Kalinin ef al., 2009). U mysi bez PPAR byly zvySeny
hladiny zanétlivych markeri CNS, zvySen oxidativni stres mozkové tkdné€ a vyssi vyskyt AB42 plakt a

NFTs (Barroso et al., 2013).

Frolich et al. (1998) poprvé zkoumali na lidské mozkové tkani, zda se s vékem ¢i onemocnénim AD
néjak zméni koncentrace inzulinu v mozku, koncentrace IR a IGF-1r, jejich afinita k ligandu a mira
autofosforylace téchto receptord. Porovnavali 3 skupiny, a to mozky lidi s AD, zdravé kontroly
odpovidajiciho véku a zdravé kontroly mladsich jedincl ve stiednich letech. Zjistili, ze mnoZstvi
inzulinu a c-peptidu (peptid spojujici 2 inzulinové fetézce ve fazi proenzymu, jeho mnozstvi tedy
koreluje s uvoliniovanym novée §tépenym inzulinem) v mozku ve vSech oblastech kiry s vékem klesa u
AD jedincil i u zdravych jedincd, to znamena, Ze pravdépodobné nesouvisi pfimo s postizenim AD, i
kdyz u AD bylo jesté nizsi (ne vSak statisticky vyznamnég). Koncentrace IR s vékem klesa pouze ve
frontalni a parietalni kiie, ne vSak v temporalni a okcipitalni ktife. Afinita k ligandu zlstavd u IR
nezménéna. Koncentrace IGF-1r byla ve vSech zminénych ¢astech mozku s vékem nezménéna, stejné,
jako jeho afinita k ligandu. AD jedinci méli oproti stejné starym kontroldm koncentraci receptori
naopak zvySenou s nezménénou afinitou. Zmeéna koncentrace zde mohla znamenat upregulaci ve snaze
kompenzovat nedostate¢nou inzulinovou signalizaci. Co vSak bylo zasadni, s vékem se snizila mira
autofosforylace obou receptorti ve vsech uvedenych ¢astech mozku a u AD pacientl bylo toto snizeni
jesté vyrazné€jsi. Bylo tedy objasnéno pojitko (pro oba receptory, vSechny skupiny i vSechny kroky

inzulinové signalizace), kde je cela kaskada narusena.

4. Animalni modely pro vyzkum Alzheimerovy choroby

4.1. Vybrané animalni transgenni modely AD

Poté, co byly uréeny konkrétni molekuldrné genetické mechanismy zptisobujici patologii pozorovanou
u AD, byly nékteré mutace preneseny i do zvifecich modelll pro moznost vyzkumu vedouciho
k objasnéni a mozné 1écbé AD. Tyto modely by se tedy mély pfiblizit familidrnim formam AD.
Jelikoz vSak ani familidrni / EOAD forma nemoci neni Cisté geneticky zptisobené onemocnéni a stale
zde maji pravdépodobné vliv dalsi metabolické a vnéjsi faktory, musime myslet na to, Ze procesy ve

transgennich zvitecich modelech nejsou presnou kopii procesii v ¢lovéku s familiarni AD.
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4.1.1. Mys$i model 3xTg

Mysi modely jsou nejpouzivanéj$i animalni modely viibec. Mysi APP ma 97% sekvencni homologii
s lidskym APP (Klein et al., 2004). Model 3xTg nese 3 lidské genové mutace v genomu puvodniho
kmene C57BL/6J. Jedna je KM670/671NL, tzv §védska mutace genu pro APP (APPsw); druhd je
P301L, mutace genu MAPT pro tau protein; tieti je M146V, mutace genu pro presenilin 1. V téchto
zvitatech tak dochazi ke kombinaci patologii AD, a to k tvorbé a ukladani AP, hyperfosforylaci tau
proteinu a tvorbé a ukladani NFTs. Mutace v genu pro presenilin 1 ovlivni pomér AB40 : AB42 ve
prospéch AB42 (Citron et al., 1997) a navic muze ovliviiovat LTP a tim pamét’ zvitat. Prvni AP plaky
byly detekovany v oblastech neokortexu, nasledné v CA1 oblasti hipokampu a objevily se ve véku
okolo 6 mésicii mysi. Ve 12 mésicich veéku byly pak zmény patrné velmi vyznamné a zasahovaly i do
dalsich ¢asti mozku. V tomto véku se také objevily NFTs v CA1l neuronech. Zde bylo ukdzano na
veku zavislé ukladani AP a také rozdilny nastup patologii, kdy se AP plaky ukladaly mnohem dfive,
nez byly detekovatelna prvni NFTs (Oddo ef al., 2003).

4.1.2. Mysi model 5xFAD

Tento model obsahuje 3 mutace v APP genu a to Svédskou, Floridskou a Londynskou a pak 2 mutace
v genu pro presenilin 1 — mutaci M146L a L286V. Pivodni kmen je C57BL/6J. Autofi se snazili
nejvice ve prospéch AB42. Zvirata vykazovala vysokou tvorbu AB42 jiz od 1,5 mésice veku, stejné tak
vyskyt AP plakd. AP plaky byly vyrazné ukladany intraneuronalné i v extraceluldrni matrix (ECM).
Neurodegenerace zacala okolo 4 meésicti véku a maxima dosahovala okolo 9 mésicti véku. Marker
neurodegenerace — komplex aktivované cyklin dependentni kindzy 5 s proteinem p25 — byl v tomto
véku oproti kontrolam zvysen na 150%. Stejné jako u ostatnich modeld byl dokazan pamétovy deficit

stoupajici s vékem a kognitivni nedostatecnost (Oakley et al., 2006).

4.1.3. Potkani model TgF344-AD

Tento model nese lidskou §védskou mutaci pro APP vedouci k nadmérnému ukladani A a lidskou
mutaci v genu pro presenilin 1. Oboje nezavisle na sobé autosomalné dominantné zptusobujici EOAD.
U potkanti dochazi k chronickému zanétu, apoptotické ztraté¢ neuronti v kuife a hipokampu a zaroven

ke kognitivnim insuficiencim.

Potkani byli vyvinuti z kmene Fisher 344. Transgenni zvitata vykazovala 2,6x vy$si produkci APPsw
a 6,2x vyssi produkei mutovaného presenilinu 1 oproti endogennimu presenilinu 1. Byla zjisténa

hyperaktivita vzrustajici s vékem a vyrazné hor$i kognitivni vysledky v bludisti Barnesové, opét
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zhorsujici se s vékem. U transgennich zvitat byla zvysena tvorba plakil nejen v mozkové tkéni, ale i
v cévach mozku, coz je znamy fenomén i u AD pacientli — takzvand cerebralni amyloidova angiopatie
(CAA). Co se tyka tau patogeneze, u zadné ve€kové kategorie (6, 15, 24 mesicl) nebyla pozorovana

NFTs, ale byl detekovan hyperfosforylovany tau protein (Cohen et al., 2013).

4.1.4. Potkani model McGill-R-Thy1-APP

Tento model byl vyvinut z kmene Wistar, aby obsahoval 2 mutace APP zaroven a to Svédskou mutaci
a mutaci z Indiany (Murrell et al., 1991) za pomoci promotoru Thyl.2. Autofi zdmér vysvétluji tak, ze
ackoli jiz existovalo nékolik transgennich modeli s mutacemi pro APP, z4dny z nich nepokryl celé
spektrum mutaci APP zaroven a tak nedosahoval celé¢ obdoby lidské AD. Tim, Ze autofi tvorbu
mutovaného APP navic podminili a mohli fidit promotorem, dokézali, Ze exprese mutovaného genu

koreluje s mnozstvim ulozenych AP plaki.

Tvorba APP vcelé délce byla v transgennim mozku dvojnasobna. AP se usazoval nejprve
v pyramidovych neuronech kiry a v hipokampu a s vékem tato akumulace vzristala. Usazeniny byly
detekovany ve vSech vrstvach kiry a nejsilngj$i byly v oblasti ethorinalni a piriformni kury.
V hipokampu pak byl AP usazen rovnomérné ve vSech oblastech. AP plaky obklopovala zanétliva
tkan. Zanét se ale nevyskytoval okolo cév, coz pravdépodobné vylu¢uje CAA. Kognitivni nedostatky

byly pozorovany pomoci Morrisova vodniho bludist¢ (MWM) od 3 mésict véku (Leon et al., 2010).

4.2. Vybrané animalni modely s chemicky indukovanou AD

Alzheimerovu chorobu miizeme modelovat i pomoci chemickych latek, které po aplikaci centralné (na
konkrétni misto v mozku) nebo systémové indukuji podobny patofyziologicky stav, jako nastava pii
AD.

4.2.1. Streptozotocin

Transgenni zvifata dobfe slouzila jako modely pro familiarni AD (nikoliv pro sporadickou AD),
zvlasté v dob€, kdy hlavni hypotézou patofyziologie AD bylo ukladani amyloidovych plakd.
S prichodem dalSich hypotéz, zvlasté pak zaméfenych na bunéény metabolismus (disfunkéni
mitochondrie, chronicky oxidativni stres, apoptotické signalni drahy apod.), nebyly tyto modely
dostacujici a musel pfijit novy zvifeci model. Takovy model lze ziskat pomoci streptozotocinu.
Subjektim se aplikuje do mozkovych komor, coz usnadnuje stereotaktické zaméfeni. V mozku se

nasledné rozvinou patologické déje podobné déjim pti AD(Kraska ef al., 2012; Knezovic et al., 2015;
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Ghosh et al., 2020). Streptozotocin pisobi inzulinovou rezistenci, ktera vede ke zhorSené paméti a

vysSi neurodegeneraci — viz kapitola 3.4.2. (C. Correia et al., 2013; Shingo et al., 2013)

4.2.2. Skopolamin

Ve zdravém organismu se acetylcholin vaze na cholinergni muskarinové receptory. Postsynaptické
muskarinové receptory jsou spfazeny s Gq proteinem a signalizace po navazani acetylcholinu vede
pfes inositol-3-fosfdt az kwvyliti  vapenatych kationtd  zendoplazmatického  retikula.
V CNS, hlavné pak v gyru dentatu, CA1 oblasti hipokampu, piriformni kife a neokortexu, se tato
acetylcholinova signalizace podili na posileni neuromodulace pii long-term potenciaci (zvySuje

amplitudu excitacnich postsynaptickych proudt po indukci LTP).

Skopolamin je antagonista cholinergnich muskarinovych receptorti. Blokuje tedy vazebné misto pro
acetylcholin a tim naruSuje proces pameéti (Drachman & Leavitt, 1974, Khakpai et al., 2012).
Ve studii s mladymi dobrovolniky s oraln¢ a podkozné€ aplikovanym skopolaminem jedinci vykazovali
poruchy pozornosti, konstantniho vykonu a zapamatovani si novych informaci. Taktéz dle
subjektivniho hodnoceni jedinci citili delsi reakéni ¢as na veSkeré podnéty a snizenou pozornost
(Parrott, 1986). Laczo et al., (2017) testovali efekt skopolaminu a skopolaminu s donepezilem, I€kem,
ktery by meél zvratit vliv skopolaminu, v prostorové navigaci a porovnavali vznikly efekt u lidské a
potkani verze ,,Hidden Goal Task®. Tento test vychazi z principu MWM a tidi se porovnatelnym
protokolem pro lidskou a potkani ¢ast. U lidské i1 potkani skupiny, které byl podén scopolamin,
zaznamenali vyzkumnici kognitivni insuficienci v prostorové orientaci. Oproti tomu lidska i potkani
skupina, které byl nejprve podan scopolamin a nasledné donepezil, méla vysledky srovnatelné
s kontrolnimi skupinami. Porovnatelnost dat z protokolt pro potkani a lidsky model ptiblizila zdkladni
vyzkum preklinickému vyuziti. Vyhodou skopolaminového modelu je intraperitonealni (IP) podani

latky (u zvitecich modeltr), které se obejde bez operativniho zakroku.
5. IntelliCage

IntelliCage (IC) (Obr. 7) je zafizeni, ve kterém zvitata Ziji po celou dobu experimentu. Ma vybaveni
klasického ubytovaciho boxu, jako krmitko, lahve s vodou, domecky a moznost jakékoli podestylky.
Dovoluje nam provadét fadu behavioralnich testli bez zdsahu cloveka ve smyslu manipulace se
zvitetem. Nedochazi ani k separaci zvifat, protoze v IC Zije cela skupina zvifat dohromady a
vyhodnocovani chovani kazdého znich se uskute¢nuje pomoci podkozniho ipu v kréni oblasti
zvifete. Zvifata jsou ve stalém a presné¢ definovaném prostiedi, at’ uz se IC nachazi v jakékoli

laboratofi.
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Obr. 7: Struktura mysi klece IntelliCage (“IntelliCage - The New Standard For Behavioral And Cognitive Phenotyping In The
Home Cage,” 2021).
Pomoci IC se tak 1ze vyhnout problematice standardizace jednotlivych behavioralnich testi. Crabbe et
al. (1999) testovali 8 mySich kmend v Sesti behavioralnich tulohdch ve tfech laboratornich
komplexech. Pokusili se 0 maximalni standardizaci protokolu testu a podminek prostiedi ve vSech
ttech laboratofich. Poté porovnavali silu vlivu zmény prostiedi, silu vlivu genetické specifikace
daného kmene, silu vlivu pohlavi jedince v ramci daného kmene a také silu vlivu pfesunu zvifat mezi
laboratofemi tésné pied testem. Prestoze sila vlivu genetické specifikace byla nejsiln€jsi u vSech 8
kmenl ve vSech 6 testech, sila vlivu prostfedi byla hned na druhém mist¢ a ovlivnila variabilitu
konkrétnich ¢isel vysledki natolik, ze prvenstvi urCitého kmene v urcité uloze bylo v jedné laboratofi
signifikantni a ve druhé uz ne. Prekvapivé nizky vliv pak mél presun zvifat tésn¢ pred testem,
statisticky signifikantné ovlivnil vysledek pouze jednoho kmene v uloze MWM. Vliv prostiedi je tedy

stale vyznamny a pro interpretaci vysledkd behavioralnich pokust je zasadni tento vliv minimalizovat.

5.1. Struktura IC

IC pracuje na principu detekce a fizeni piistupu zvitat k lahvim s vodou véetné detekce piti. Klec ma
v kazdém rohu 2 lahve s vodou, ke kterym vede kratky tunel a na jeho konci, pfed lahvemi, je fada
senzor( a dvitka. V tunelu je ¢teCka Cipu zvifete, senzory pred lahvemi pak umi detekovat ptitomnost
zvitete, Stouchnuti nosem a pak samotna napiti. V jedné kleci mizeme najednou testovat skupinu
okolo 16 zvifat v zavislosti na jejich velikosti. Kazdé znich ma cip, diky kterému se nejen
zaznamenava pocet pristupti do daného napajeciho rohu (NR), ale pokus muze byt zaroven pro kazdé
zvite/skupinu upraven na specifické podminky. Ty jsou definovany tim, kdy je zvifeti dovolen piistup
k vode a v jakém NR (kdy se po precteni Cipu dvitka k lahvim oteviou a kdy se zaviou). Ten mize byt
bud’ neomezeny nebo podminény ¢i Gplné zakazany. Po priichodu tunelem je pfitomnost zvifete v NR
monitorovana pomoci infraerveného senzoru. Nad otvorem ke kazdé z lahvi jsou 3 diody, kazda
znich miize svitit Cervené/zelené¢/modie nebo jsou zhaslé. U otvoru je fotobunka zachycujici
Stouchani nosem. Otvor ma elektronickd dvitka, jejichz otevieny/zavieny stav je specificky dle

zvitete, jeho chovani (dviika se oteviou po 5 Stouchnutich nosem) nebo denniho rozvrhu. Navic jdou
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nad ramec naprogramované¢ho pokusu kdykoli otevirat/zavirat pomoci ovladaciho panelu v softwaru
pocitace. Poslednim senzorem je pak rozpoznavano piti zvitete. Aby se zvife napilo, ale neziistavalo
v oblasti rohu pfilis dlouho a nebranilo tak pfistupu jinych zvifat, je zde 1 vyusténi pfivodu

natlakovaného vzduchu, kterym se na zvife mtize fouknout (Obr. 8).

Senzor na piftomnost zvifete
(detekuje zmény teploty)

Usti pro pfivod
natlakovaného vzduchu 3 t¥ibarevné LED

e

Senzor na Detekce napiti

$touchéni nosem
(detekuje zmény svétla)

Zaviraci dviika ke zdroji vody

Obr. 8: Technické vybaveni napajeciho rohu IntelliCage (“IntelliCage - The New Standard For Behavioral And Cognitive
Phenotyping In The Home Cage,” 2021).

IC byla pouzita v pokusech, které vedly k vydani vice nez 100 recenzovanych ¢lankl i ve velmi
prestiznich ¢asopisech jako PNAS, Molecular Psychiatry nebo Nature Communications (“IntelliCage -
The New Standard For Behavioral And Cognitive Phenotyping In The Home Cage,” 2021).

5.2. Vybrané IC testy

5.2.1. Adaptace (FA — free adaptation), habituace

Po vloZeni do IC mysi intenzivné prozkoumavaji prostiedi béhem prvnich 12 hodin (Galsworthy ef al.,
2005). Adaptace na IC a osvojeni si piti v rozich je obvykle dosazeno do druhého dne pokusu
(Galsworthy et al., 2005; Vannoni et al., 2014), avSak u nékterych modell s vlivem na prostorové

vnimani, pamét’ apod, jako je naptiklad model pro AD, habituace transgennich 14 mésict starych mysi
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trvala vice jak 2 dny (Codita et al., 2010).
Multivariacni analyza spontdnniho chovéni v IC dokazala vyclenit zvifata s hipokampdlnimi ci
prefrontalnimi lézemi od kontrol (Voikar ef al., 2018). IC je také schopna méfit rekonvalescenci po
traumatu mozku a navrat bézné lokomoc¢ni aktivity (Muthuraju ef al., 2012). Jak je vidét, zivot ve
skupin€é nenarusi typické individudlni chovani, redukuje vSak stres jedinct, ktery je v testech

nezadouci.

5.2.2. Uceni na preferované misto (Place preference — PP)

Nejpouzivanéjsi protokol vIC je uceni prostorové orientace ovlivnéné odménou na jednom
konkrétnim misté, v pfipadé IC v jednom napajecim rohu, nazyvany place preference. Nejcastéjsi
odmeénou je vodny roztok 10% sachardzy (Onishchenko et al., 2007; Konopka et al., 2010; Zhu et al.,
2010; Karlsson et al., 2011; Huo et al., 2012) a odména se davd do nejméné navstévovaného rohu

béhem celé FA.

Preference pro zvoleny roh se vyvine velmi rychle. Béhem prvnich 24 hodin bylo pozorovano vice nez
25 % (ze vSech navstév) navstév spravného napajeciho rohu (Onishchenko ef al., 2007; Jaholkowski et
al., 2009; Konopka et al., 2010; Faizi et al., 2011; Karlsson et al., 2011; Berry et al., 2012; Huo et al.,
2012; Kalm et al., 2013).

Zajimavou otdzkou je, jak socialni uspotfadani skupiny ovlivni schopnosti uceni. O tom pojednava
prace autort Kiryk et al. (2011), kteti ukazuji, Ze IC dokaze nejen detekovat rozdily v kognitivnich
procesech stejné kvalitn€, jako Morrisovo vodni bludisté, ale mizeme pozorovat vliv skupinového
souziti zvifat. Studie pracuje s transgennim AD modelem mys$i s Londynskou mutaci. Pokud jsou
transgenni zvifata v testu PP ve skuping s kontrolni skupinou (ptivodni kmen — wild type - WT), jsou
schopna od nich rychleji odpozorovat ptitomnost odmény a jeji umisténi. DalSim ne¢ekanym objevem

bylo, jak moc byla schopnost vyhledat zadany napajeci roh ovlivnéna aktivni ¢i pasivni ¢asti dne.

Ukézalo se také, Ze AD mySi mély mnohem vyssi procento névstév ve spravném rohu béhem pasivni
casti dne. Autofi tento fakt diskutuji moznosti niz$iho rozptyleni a vyssiho soustiedéni na provedeni
ukonu.

Dulezité je zde vSak zminit, Ze jakykoli vliv cirkadianni aktivity by se klasickymi testy nemohl zjistit,

nebot’ ty probihaji standardné v pasivni ¢asti dne a jen po kratky Casovy usek.
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5.2.3. Cirkadianni aktivita

Jak jiz bylo feceno, cirkadianni aktivita je parametr, ktery by se bez automatizovaného systému méfil
obtizné. Sice existuji dalsi zatizeni, ktera zvife automaticky monitoruji, zadné z nich vSak neumoziuje
monitoring celé skupiny zvifat najednou. IC dokaze detekovat hyperaktivitu i hypoaktivitu jedinct
(Onishchenko et al., 2007; Robinson & Riedel, 2014), nestandardné vyssi aktivitu béhem klidové faze
(Cathomas et al., 2015) a jinou abnormalni cirkadianni aktivitu (Too et al., 2014, 2016).

5.2.4. Potkani IC

Potkani IC funguje na naprosto shodném principu, jako mysi. Funkcionalita i ovladani je totozné,

zafizeni je pouze vetsi a nepfenosné (Obr. 9)

Obr. 9: Potkani IntelliCage (“Animalab,” 2021)

Doposud byly publikovany pouze 2 studie, ve kterych byl pouzit potkani model testovany v IC.
Urbach ef al. (2014) testovali potkani transgenni model Huntingtonovy choroby. Jejich IC byla v té
dob¢ designové odlisna, jednalo se o 4 klece spojené tunely a kazda klec méla jeden napajeci roh.
Chyb¢lo variabilni osviceni LED. Jednotlivé faze jejich kognitivniho testovani trvaly maximalné 3

dny.

Wu et al. (2017) testovali rozpoznavaci pamét’ na potkanim kmeni Sprague—Dawley a roli GABAg
receptort v inzule pomoci IC. Jejich IC uz byla tvotena pouze jednou kleci, jako vidime na obrazku 9.
Jednotlivé faze kognitivniho testovani trvaly vzdy 4 - 10 dni. Autofi uvadéji, ze data z IC sbirali kazdy
den pouze mezi 9:00 — 12:00. Z metodiky neni jasné, zda zvifata mimo testovaci dobu zila v IC nebo

zda byla navracena do klasickych kleci.
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6. Cile experimentalni prace

Cilem této prace bylo zavedeni a validace behavioralnich modelli Alzheimerovy choroby a jejich
porovnani. Ovétovali jsem kognitivni postizeni potkaniho transgenniho modelu TgF344-AD oproti
WT kontrolam a kognitivni postizeni streptozotocinového modelu ve dvou skupinach oproti WT
kontroldm, u kazdé skupiny byla podana jina davka streptozotocinu, dle dvou rtiznych protokold

nejcastéji se vyskytujicich v literatute. Jako dil¢i cile jsme si stanovili:

e Zavedeni a validace testovani kognitivnich funkci v zatizeni IntelliCage
e Testovani ranych kognitivnich zmén v transgennim modelu TgF344-AD v zatizeni IntelliCage
e Validace protokolu pro streptozotocinovy model

e Testovani kognitivnich zmén u streptozotocinového modelu v zafizeni IntelliCage
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7. Material

7.1. Zvirata

V pokusech jsme pracovali se sami¢imi potkany transgenniho modelu TgF344-AD a samic¢imi WT
jedinci kmene F344 V dobé testu WMW a nésledném vstupu do IC byla zvifata stara 6 - 8 mésica.
Déle jsme pracovali se sam¢imi jedinci kmene Wistar. Ti byli v dobé intracerebroventrikularni
aplikace streptozotocinu stafi 13 tydnti, vdobé MWM 17 tydnt a pfti vstupu do IC 23 tydnti. Zvitata
byla ve zvétinci chovana v boxech ve skupinach po 1-3 jedincich. Svételny rezim byl nastaven 12 h/12
h (Cas rozsviceni svétla — 6:00). Teplota vzduchu byla 23 £ 2 °C. Zvifata méla volny pfistup k vode i
potraveé. V zatizeni IC byla zvifata chovana ve skupin€ po 15 nebo 18 jedincich. Svételny rezim a

teplota byly stejné jako ve zvétinci. Zvitata méla volny piistup k vod¢ i potravé.

7.2. Pristroje a nastroje

Morrisovo vodni bludisté; @ 150 cm Ugo Basile, Italie

kruhova platforma Atlantis platform; @ 10 cm Ugo Basile, Italie

luxmetr LM120 Amprobe, USA

teplomér a vlhkomér HM 16 Beurer, Némecko

analytické vahy Schoeller Instruments, Ceska Republika
pumpa pro mikrostiikacky AL-1000 World Precision Instruments, USA
pipetman Eppendorf, Némecko

stereotakticky pfistroj Stoelting, USA

vrtacka Dremel Bosch, Némecko

IntelliCage TSE systems, Némecko

7.3. Chemikalie

Etanol SERVA, Némecko
Streptozotocin Sigma-Aldrich, USA
Fyziologicky roztok (0,9% NaCl) Braun, Némecko

Xylazin Ecuphar (20 mg/ml, u¢inna latka Xylazinum) Bioveta, Ceska Republika
Narkamon (100 mg/ml, G¢inna latka Ketaminum) Bioveta, Ceska Republika

Betadine (75 mg/ml, G¢inna latka povidonum iodinatum) Egis, Ceska Republika
Nurofen (20 mg/ml, G¢inna latka ibuprofenum) Reckitt Benckiser, Velka Britanie

Sacharoza Vrbatky, Ceska Republika
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7.4. Software

EthoVision XT; verze 15.0.1416; Noldus Information Technology bv, The Netherlands;

https://www.noldus.com

GraphPad Prism; verze 8; GraphPad Software, San Diego, CA; https://www.graphpad.com

IntelliCagePlus Designer; verze 3.3.5.0; TSE Systems GmbH, Germany; https:/www.tse-

systems.com/

IntelliCagePlus Controller; verze 3.3.5.0; TSE Systems GmbH, Germany; https:/www.tse-

systems.com/

IntelliCagePlus Analyzer; verze 3.3.5.0; TSE Systems GmbH, Germany; https:/www.tse-

systems.com/

MS Excel 365; verze 2102; Microsoft; https://www.microsoft.com/cs-cz/microsoft-365

8. Metodika

8.1. Morrisovo vodni bludisté

&.1.1. Test plavby na viditelny ostravek

Pred zaCatkem samotného MWM byl ovéfen zrak potkanti. Béhem 1 dne byla provedena série 8
plaveb na viditelnou platformu (za stejnych podminek, jako nasledujici nacvik pozice platformy — viz
kapitola 8.1.2.). Platforma byla oznacena malou vlajkou s kontrastnim praporem. Poloha platformy se
s kazdou plavbou meénila, ménila se také startovni pozice potkana, aby se zajistilo, ze se zvife musi
zorientovat zrakem. Zvifata, ktera nenalezla platformu vice nez 3x ve stanoveném casovém limitu,

byla z pokust vyfazena pro Spatny zrak.

8.1.2. Nacvik pozice platformy

Plavby probihaly v kruhové aréné o praméru 150 cm. Voda byla kvili detekci potkanii obarvena na
¢erno pomoci zdravotné nezavadné détské temperové barvy a méla teplotu 23°C. V mistnosti bylo
23-27°C a osvétleni uprostfed bludisté tésné¢ nad hladinou bylo 40 luxt. Svételny zdroj byl na

podlaze, aby k osviceni dochazelo od spodu a na hladin€ se netvofily odlesky. Vlhkost v mistnosti
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byla 50-60 %. Na kazdé stén¢ mistnosti byly kontrastni geometrické obrazce velikosti 30 x 40 cm pro

orientaci zvirat.

Zvitata byla rozdélena do skupin po 7-8 jedincich, v kazdé skupiné byly rovnomérné zastoupena
zvitata daného modelu AD a jejich kontroly. Rozdéleni do skupin a potadi zvitat ve skupiné bylo
provedeno nahodnym vybérem pomoci pocitace. Kazda skupina byla umisténa do mistnosti

s bludistém minimalné 30 minut pred zacatkem testu.

Kruhova platforma (Atlantis platform; ugo basile) o priméru 10 cm se nachazela 1 — 1,5 cm pod vodni
hladinou a byla umisténa bliZze jedné svétové strané. Zvitata absolvovala 8 plaveb denné po dobu péti
dnt, startovaci pozice plaveb byly z jednotlivych svétovych stran kromé té, u které byla platforma.
Jedna z nejvzdalenéjsich pozic se vzdy opakovala 2x, protoze startovacich pozic bylo 7 a plaveb 8.

Poradi startovacich pozic plaveb bylo kazdy den rozlosovano ndhodnym vybérem pomoci pocitace.

Poradi zvitat v celém pokusu bylo dané a kazdy den neménné. Zvifata byla po 30 minutové habituaci
rozde¢lena po jednom do boxi se savym papirem, do kterych se vracela po kazdé plavbé. Plavba byla
ukoncena, kdyz zvife nalezlo platformu a vylezlo na ni nebo trvala maximalné 2 minuty, po kterych
bylo zvife na platformu navedeno. Na platform¢ bylo zviie ponechano 15 sekund a pak navraceno do

boxu. Rozmezi mezi plavbami jednoho zvifete bylo +£10 minut.

8.1.3. Probe test

Nasledujici den po patém nacvikovém dni na polohu platformy byl proveden tzv. probe test. Platforma
byla z bludisté odstranéna a kazdé zvitre absolvovalo 1 plavbu dlouhou 60 sekund. Startovaci pozice
byla pro vSechna zvifata stejna a byla z jedné ze 3 nejvzdalenéjSich pozic od ptivodniho umisténi

platformy.

8.2. Zpracovani dat z MWM

Plavby byly nahravany a videa dale zpracovana v programu EthoVision XT (EV). V EV byly
nastaveny specifikace arény, jako je primér a jednotlivé méfené kvadranty. Byla oznaéena pozice
platformy a nastaven spravny kontrast zvifete ke zbytku arény. Déle byl nastaven start, priibéh a doba
sledovani trasy zvifete. VSechny plavby byly oznaceny Cislem zvifete a testovaci skupinou, kam zvife

patiilo. Nasledné byly plavby odméieny.

Zméfena data byla exportovdna do tabulek podle testovacich skupin. Data v tabulkdch byla déle
manudlné zpracovana v programu MS Excel a vypocty byly vlozeny do programu GraphPad Prism,

kde byla provedena statistickd analyza vysledkd. Na data z nacvikovych dnt byla pouZzita dvoucestna
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ANOVA a na data z probe testu t-test nebo dvoucestna ANOVA. U parametrti probe testu byly
porovnany 4 oblasti arény (Obr. 10). Cilova platforma a jeji kvadrant byly vzdy porovnany
s kvadrantem a hypotetickou polohou platformy po sméru hodinovych rucicek (clockwise — CW) od
realné platformy, proti sméru hodinovych ruci¢ek (counterclockwise — CCW) od realné platformy a
s p