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Abstrakt (Cesky)

Nerodegenerativni onemocnéni predstavuji dnes pro stdale stoupajici trend zavaznym
problémem nejen medicinskym, ale i socioekonomickym. K nejcastéji se vyskytujicim
onemocnenim V lidské populaci patii  Alzheimerova nemoc, Parkinsonova nemoc,
Huntingtonova choroba a Amyotroficka lateralni skleroza. Etiopatogenetické mechanizmy
pro vznik onemocnéni nejsou dosud detailné objasnény. Je uvdadéna moznd souvislost mezi
neurodegenerativnimi ~ onemocnénimi  a  stresem.  Predpokladany  vztah  mezi
neurodegenerativnimi chorobami a stresem je zaloZen na poznatcich o vzdjemné
provazanosti funkci nervového, endokrinniho a imunitniho systému. Pro vyzkum v této
oblasti jsou velmi uzitecné zvireci modely, které mohou prispét k objasnéni ucastnicich se
biologickych mechanizmii. Znalost téchto procesii by mohla v budoucnu umoznit rozvoj

novych diagnostickych a terapeutickych pristupii.

Abstract (in English):

Neurodegenerative disorders represent due to their still increasing trend serious problem
not only medical, but also socio-economic. The most common disorders in human
population include Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, Huntington’s disease and
Amyotrophic lateral sclerosis. Underlying ethiopathogenetical mechanisms are not closely
clarified yet. Potential conjunction between neurodegenerative disorders and stress is
mentioned. Supposed relationship between neurodegenerative disorders and stress is
based on knowledge of functional interrelationships among nervous, endocrine and
immune systems. Animal models are very helpful for research in objective field and they
can contribute to the elucidation of involved biological mechanisms. Knowledge of these
processes could enable development of new diagnostic and therapeutic approaches in

future.
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1 Uvod

Téma neurodegenerativnich onemocnéni jsem si pro zpracovani své bakalaiské
prace vybrala proto, ze se jedna o aktualni problém. Etiopatogenetické faktory uplatiiujici
se pii vzniku téchto onemocnéni dosud nejsou pln€ objasnény. Stejné tak je tomu i stran
ptipadnych diagnostickych markert, kde téz stale neexistuji biomarkery specifické pro
jednotliva onemocnéni. Vzhledem k vySe zminénému jsou pochopitelné velmi omezené i
terapeutické moznosti. Konkrétné se soustiedim predevsim na patogenetické mechanizmy
uplatnujici se pfi vzniku neurodegenerativnich onemocnéni, a to zejména na jejich odezvu
V neurobiologickych interakcich. PfedevS§im se v tomto sméru chci vénovat vlivu stresu u

neurodegenerativnich onemocnéni.

V Gvodni c¢asti prace se budu zabyvat charakteristikou jednotlivych klinickych
jednotek. Vzhledem ktomu, Ze zminénou problematiku nelze v celé S§ifi studovat u
¢lovéka, nabizi se moznost vyuZiti zvifecich modell. Z tohoto diivodu prace zahrnuje také
ptehled zvifecich modelll uzivanych pro experimenty v oblasti neurodegenerativnich
onemocnéni a vV experimentalni ¢asti se pokusim navrhnout i experimenty vyuzivajici tyto
modely. Je tfeba pfedem upozornit, Ze zadny ze zminénych modeli nerekapituluje zcela
behavioralni a patologické zmény u lidského onemocnéni. Presto jsou vSak zvifeci modely
velmi cenné jak pro studium etiopatogeneze neurodegenerativnich onemocnéni, tak pro

vyzkum v oblasti terapeutickych pfistup.

Dalsi ¢ast prace je vénovana vlivu stresu na organizmus obecnég. Jsou zde zminény
uplatiujici se mechanizmy a zpétnovazebné regulace. V ndvaznosti na tuto obecnou
problematiku uvaddim vliv stresu konkrétné u neurodegenerativnich onemocnéni.
Vzhledem kvySe zminénému vyuziti zvifecich modelt, je dale zafazena kapitola
zabyvajici se modelovanim a hodnocenim stresu v preklinickych studiich. Tyto teoretické
poznatky jsou dale vyuzity i v experimentalni Casti. V experimentdlni Casti se snazim
navrhnout projekt tak, aby zahrnoval jak srovnani vlivu stresu u zdravych a postizenych
jedincti, tak metody, kterymi by bylo potencidlné mozno casné detekovat nastup
onemocnéni u rizikovych pacientli (napf. pozitivni rodinnd anamnéza). Jak jiz bylo
zminéno, budou zde zahrnuty i experimenty na zvifecich modelech, které umoziuji i
hodnoceni morfologickych zmén nejen v CNS, ale i dalSich organech neuro-endokrino-

imunitniho regulacniho systému.



2 Literarni prehled

2.1 Neurodegenerativni onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni jsou choroby postihujici CNS charakteristické
progresivnim zanikem neuront, reaktivnim zmnoZenim glie a uklddanim proteinovych
depozit v postizenych bunkach ¢i jejich bezprostiednim okoli. Jsou variabilni skupinou ve
svych klinickych pfiznacich, ty jsou rGznorodé v zévislosti na postizené struktufe CNS.
Nejcastéjsim zakladnim patogenetickym mechanizmem vedoucim ke vzniku choroby je
zména sekundédrni struktury (konformace) konkrétniho proteinu. Dochdzi k nartstu
vyskytu proteinu v tzv. B-konformaci (B-sheet). Protein v této formé postizena bunka
nedokéze zpracovat, hromadi se uvnitf buiiky ¢i jejim okoli, kde miize ptsobit toxicky ¢i
indukovat apoptdzu. Soucasné dochazi k nedostatku funkéniho proteinu (Frost, Hemberg,
Lewis, & Feany, 2014; McGonigle, 2014; Ribeiro, Camargos, Souza, & Teixeira, 2013).
V nasledujici podkapitole budou probrana neurodegenerativni onemocnéni, ktera se
nejCastéji vyskytuji v lidské populaci. Konkrétni patogenetické mechanizmy budou
zminovany Vramci podkapitol vénovanych jednotlivym onemocnénim. Pro snadnou
orientaci a souvislost uvadim u kazdé klinické jednotky v navaznosti téz pouzivané zvifeci
modely. Ackoli jsou pro modelovani v oblasti neurodegenerativnich onemocnéni
vyuzivana riznd zvifata napii¢ zivociSnou fi§i vCetné napt. hmyzu (octomilka) ¢i hlistd
(had’atko), v nésledujicim popisu se budu vénovat pouze bézné vyuZivanym modelim
savéim. Tyto modely, na rozdil od vySe zminénych, umoZiluji testovani motorickych a

kognitivnich funkci a hodnoceni behavioralnich projevu (Ribeiro et al., 2013).

Ptehled neurodegenerativnich onemocnéni a odpovidajicich zvitecich modeld je
vénovan predevSim ,klasickym*“ neurodegenerativnim onemocnénim, kterd jsou
samostatnymi  klinickymi jednotkami. Jsou probrana nejcastéji se vyskytujici
neurodegenerativni onemocnéni. Pro omezeny rozsah prace uvadim pouze ta onemocnéni,
ktera jsou v lidské populaci relativné Casta, a existuje dostateCny pocet praci zabyvajicich
se touto tématikou. U méné castych chorob obvykle neni k dispozici dostate¢ny pocet
literarnich zdrojii, ze kterych by bylo moZzno usuzovat na obecné platné mechanizmy.
Préce tykajici se téchto chorob jsou €asto publikovany jako kazuistiky. Obvykle téZ nejsou
k dispozici zvifeci modely, které by umoznovaly podrobnéjsi vyzkum téchto vzacnych

onemocnéni. Je tieba také zminit, Ze existuje celd fada neurodegenerativnich onemocnéni,



kterd se vyskytuji v rdmci komplexniho postizeni jako soucést riznych syndromi. Této
skupiné onemocnéni se vzhledem k jeji $ifi a znacné heterogenité ptehledné vénovat
nebudu. Zminim pouze model, se kterym mam vlastni zkuSenosti, a na ném téz
demonstruji moznosti riznych druhit modelovani a jejich srovnani, dale ukazi paralely
S lidskym onemocnénim na zékladé dostupnych literarnich poznatkii a pfedchoziho

vlastniho vyzkumu.

Obecné lze zvifeci modely rozdélit na geneticky modifikované a indukované
(farmakologicky, toxicky). Geneticky modifikované modely jsou dnes zalozeny predevs§im
na vyuzivani transgennich technologii. Pro n¢ktera onemocnéni existuji t€Z modely na bazi
elektrolyticky nebo chemicky zptsobenych 1ézi v konkrétni oblasti CNS (McGonigle,
2014).

2.1.1 Neurodegenerativni onemocnéni jako samostatné klinické jednotky
2.1.1.1 Alzheimerova nemoc

Alzheimerova nemoc (AN) je dnes povazovéna za nejcastéjSi pifi¢inu demence
vyssiho véku. Spoleéné se starnutim populace a stoupajici prevalenci predstavuje
vyznamny socioekonomicky problém. Onemocnéni je charakterizovano progresivni
kognitivni deterioraci a kortikalni atrofii. Konkrétni etiopatogenetické procesy nejsou
dosud objasnény. Kromé genetické predispozice je jako mozny etiologicky faktor uvadéno

difuzni poranéni mozku (Bissette, 2009; Smith et al., 1999)

AN je obvykle fazena samostatné, ale vzhledem Kk pfitomnosti tau proteinu, je
mozné ji v §irSim slova smyslu vnimat v souvislosti se skupinou tzv. tauopatii, kam dale
patii Progresivni supranuklearni obrna (Steele-Richardson-Olszewsky), Kortikobazalni
degenerace, Pickova nemoc — frontotemporalni atrofie (Pickova téliska intracelularng),
Demence s argyrofilnimi zrny, coz jsou vzacna onemocnéni spojena s mutaci tau proteinu,
jehoz  stubulinem  asociovana  jednotka  zpeviiuje  strukturu  mikrotubult.
Hyperfosforylovand forma tau proteinu je nefunkéni a agreguje v podobé amyloidu. O
téchto chorobach se z vyse zminénych divodi dale podrobnéji zminovat nebudu (Ejaz

Ahmed et al., 2013; Frost et al., 2014; McGonigle, 2014).



Charakteristickymi histopatologickymi zménami jsou extracelularni depozita -
amyloidu (amyloidni plaky) pochazejici z fragmentovaného membranového APP
(Amyloid Precursor Protein) a dale piitomnosti intracelularnich agregati tvofenych
nerozpustnym hyperfosforylovanym tau proteinem (neurofibrilarni klubka — neurofibrilary
tangles), ktery je asociovan s mikrotubuly (Frost et al., 2014; Hall & Roberson, 2012).
APP muze byt degradovan dvéma zplisoby. Za fyziologickych okolnosti vznikaji
pusobenim a-sekretdzy amyloidogenni fragmenty o délce 40 aminokyselin, za
patologického stavu vSak pievlada degradace (-sekretdzou (BACE) a y-sekretazou, ktera
vede ke vzniku nerozpustnych delsich fragmenti o délce 42 aminokyselin. Tyto fragmenty
jsou pak ukladany ve formé B-amyloidovych plak. Popsané zmény nésledn¢ indukuji
apoptozu cholinergnich neuronti a stimuluji proliferaci glie (McGonigle, 2014; Ribeiro et
al., 2013).

Geneticky modifikované modely Alzheimerovy choroby

Vyvoj transgennich modeli Alzheimerovy choroby vychazi pfedev§im z mutaci
gentl pro APP, presenelin-1 (PSEN1), presenilin-2 (PSEN2) a tau protein podminujicich
vzacné familiarni formy Alzheimerovy choroby (Hall & Roberson, 2012). Stejné, jako u
vétSiny ostatnich chorob, se nejvice vyuZivaji mySi modely. Jejich vyhodou je kratkd doba
zivota s moznosti brzkého vyvoje fenotypu, velkd reprodukéni kapacita a nizké
ekonomické naklady na chov. Na druhé strané jsou u tohoto modelu limity v disledku
velikosti experimentalniho zvifete (zobrazovaci metody, moznost chirurgické intervence

apod.) a omezend moznost testovani kognitivnich funkei a behavioralnich projevi.

Vibec prvni transgenni model, PDAPP myS, byla vytvofena v poloviné
devadesatych let na zédklad€ znalosti mutace v APP genu podminujici vzacnou presenilni
autosomalné dominantni formu nemoci. V mozku této mySi byly nalezeny typické
amyloidové plaky, nicméné nebyla detekovana intracelularni klubka tau proteinu ani
vyrazny ubytek neurond typicky pro klasickou formu AN (Harvey, Richie, Hoffer, &
Airavaara, 2011). Postupné byly vyvinuty dalsi transgenni mysi s jednou ¢i vice mutacemi
v genu pro APP na zdkladé¢ dat genetickych analyz rodin s familidrnimi formami
onemocnéni. Nekteré z téchto mysi vykazuji kognitivni deficit 1 ibytek neuronti, nicméné

7adna nespliiuje vSechna kritéria AN véetné vyskytu neurofibrilarnich klubek tau proteinu,



ktera jsou, jak se zda, pro patogenezi nemoci stejné klicova jako vyskyt f-amyloidovych

plak (Hall & Roberson, 2012; Harvey et al., 2011).

Dalsi skupinu transgennich mysi tvoii linie s jednou ¢i vice mutacemi v genu pro
PSENI1 a PSEN2. Tyto proteiny tvoii komponenty degrada¢niho komplexu y-sekretazy a
mutace v genu PSEN1 tvoti podklad pro vétSinu familidrnich forem AN. Transgenni linie
nesouci mutace pouze v téchto genech (napt. PS1 linie) sice vykazuji vyssi tvorbu delsi
formy B-amyloidu, nicméné nevyskytuje se u nich zadna Klinicka symptomatologie.
Dalsim krokem bylo proto kiizeni APP transgent s témito liniemi. Vzniklé modely
(PSAPP, 5XFAD) jiz vykazuji jak patologii souvisejici s B-amyloidem, tak kognitivni
deficit a ubytek neuront (Epis et al., 2010; McGonigle, 2014; Neha, Sodhi, Jaggi, & Singh,
2014). U zadné z téchto linii vSak nebyly nalezeny agregaty tau proteinu, proto byly tyto
mysi dale kiizeny s liniemi obsahujicich jednu ¢i vice mutaci v genu pro tau protein, aby
bylo dosazeno pokud mozno kompletniho histopatologického a klinického obrazu
shodného s ¢lovékem. Asi nejvice pouzivanym modelem z této skupiny je trojité
transgenni myS§ 3xTg-AD, kterd kombinuje dvojitou mutaci v APP Smutaci v Tau a

PSEN1 genu (Oddo, Caccamo, Kitazawa, Tseng, & LaFerla, 2003).

Dal8imi, jiZz méné vyuzivanymi modelovymi zvifaty, jsou laboratorni potkani.
Transgenni modely laboratornich potkanli jsou méné rozSifené, protoZe nejsou jeSté
dokonale propracované transgenni techniky pro tato zvifata. V budoucnu se vSak da
piedpokladat rozvoj v této oblasti, protoze vyhodou tohoto modelu je fakt, ze laboratorni
potkan je dosud nejlépe ,.funkéné charakterizovanym modelovym zvifetem. Ptevazna
vétSina potkanich modeld nese mutaci v genu pro APP (Bugos, Bhide, & Zilka, 2009;
Leon et al., 2010). Existuji také modely s mutovanym PSEN1. Transgenni potkani modely
vsak vykazuji pomérné velkou heterogenitu (Do Carmo & Cuello, 2013).

Vyse zminéné modely postihuji autozomalné¢ dominantni (AD) formy onemocnéni,
které jsou viak malo ¢asté. Cast&ji se vyskytuji sporadické formy AN s pozdnim nastupem.
Z tohoto diivodu jsou snahy také o modelovani této situace. Za nejsilngjsi rizikovy faktor
pro vznik AN je povazovan gen APOE kodujici apolipoprotein E (apoE). Jako rizikova se
jevi alela €4, kodujici apoE4, ktery se lisi od CastéjSi formy apoE3 pouze zaménou jedné
aminokyseliny na pozici 112. Nejslibnéjsi variantou z této skupiny modell se zdaji byt

apoE knock-in mysi (Hall & Roberson, 2012).
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Indukované modely Alzheimerovy choroby

Intracerebralni podani B-amyloidu bylo pouzivano pro modelovani AN jesté pred
vyvojem prvni linie APP mysi. Tento zptisob indukce je vyuzivan u laboratornich potkani.
Metoda umoznuje velice rychlé ziskani pozadovaného fenotypu v fadu tydnl, nicméné
takovyto model neumoznuje sledovat progresi nemoci z hlediska starnuti. Z tohoto divodu
jsou nyni jednozna¢né vice vyuzivané transgenni modely (Frautschy, Yang, Calderon, &
Cole, 1996). Dalsimi substancemi pouzivanymi k indukci kognitivniho deficitu u
laboratornich zvifat jsou kolchicin, tézké kovy a neurotoxiny. Jsou aplikovany pro

modelovani sporadickych forem AN (Neha et al., 2014).

Z indukovanych potkanich modeld téz stoji za zminku intracerebroventrikularni
aplikace streptozocinu Vv subdiabetogenni davce (streptozocin je bézné pouzivan
k modelovani diabetu). Nasledkem jeho podani dojde k poruse glukozového a
energetického metabolizmu v mozku a oxidativnimu posSkozeni, které vede ke kognitivni
dysfunkci nasledkem inhibice syntézy adenosintrifosfatu (ATP) a acetyl-koenzymu A
(Ejaz Ahmed et al., 2013).

2.1.1.2 Parkinsonova nemoc

Parkinsonova nemoc (PN) je v populaci nejcastéji se vyskytujicim onemocnénim ze
skupiny tzv. synukleopatii, jejichz spole€énym patogenetickym podkladem je pfitomnost
patologické formy a-synukleinu. Do této skupiny dale patii Demence s Lewyho télisky a

Mnohotna systémova atofie, které dale podrobnéji probirat nebudu (Blandini, 2013).

Jde o progresivni onemocnéni s fadou neurologickych deficitti rizného funkéniho
stupné prevazné v oblasti motoriky, ale také v jinych ,,nemotorickych® oblastech jako je
napt. gastrointestindlni dysfunkce ¢i olfaktoricky deficit, které jsou popisovany v ¢asnych
stadiich onemocnéni. Charakteristickymi symptomy rozvinuté choroby jsou klidovy
tremor, rigidita, akineze nebo bradykineze a posturalni instabilita. Celkovy obraz je

variabilni a je uvadéna cela fada dalSich piiznakt (Harvey et al., 2011; Jankovic, 2008).
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Histopatologicky je patrny Ubytek dopaminergnich neurond V pars compacta
substantiae nigrae. Jak jiz bylo zminéno, podkladem je patologicka forma a-synukleinu,
ktery spolu s ubiquitinem vytvaii tzv. Lewyho téliska intracelularn¢ a indukuje apoptozu.
Ackoli je a-synuklein bézné ptitomen v CNS, jeho uloha za nepatologickych podminek

neni zcela ziejma (Blandini, 2013).

Geneticky modifikované modely Parkinsonovy nemoci

Stejné jako pii vytvareni modelti Alzheimerovy nemoci i u Parkinsonovy nemoci
vychazeji transgenni linie ze znalosti kauzalnich mutaci u vzacnych familiarnich forem
onemocnéni, které tvoti asi 5-10% piipadl. Jedna se o mutace v genech pro a-synuklein
(SNCA), leucine-rich repeat serin/threonine kinase 2 (LRRKZ2), Parkin, PTEN-induced
putative kinase 1 (PINK1), UCH-L1 a DJ-1 (Blandini & Armentero, 2012; Blesa, Phani,
Jackson-Lewis, & Przedborski, 2012; Jackson-Lewis, Blesa, & Przedborski, 2012). Jako
modelova zvifata jsou pouzivany mysi a laboratorni potkani. Mutace v SNCA genu byly
objeveny jako viibec prvni u AD familiarni formy PN. Dosud bylo vytvofeno nékolik
transgennich mysich linii s mutaci v tomto genu. Tyto linie sice nevykazuji typicky zanik
dopaminergnich neuronil v substantia nigra, u nékterych vSak byly prokézany nukleéarni
inkluze a-synukleinu a sniZzena hladina dopaminu ve striatu spolu s typickou motorickou
manifestaci, véetné responsivity k dopaminu (Blandini & Armentero, 2012; Blesa et al.,
2012; McGonigle, 2014). Dalsi transgenni mysi linie byly vytvofeny mutacemi v ostatnich
genech podminujicich familiarni formy PN. Nevykazuji symptomy typické pro ¢lovéka,
snad s vyjimkou LRRK2 transgenni mysi, u které jsou popisovany behavioralni zmény ve
smyslu zvySené thigmotaxe v open-field testu (Bezard, Yue, Kirik, & Spillantini, 2013;
Gama Sosa, De Gasperi, & Elder, 2012).

Toxicky indukované modely Parkinsonovy nemaoci

Toxicky indukované modely jsou pro PN vyuZzivany vice neZ modely transgenni.
Na rozdil od nich poskytuji celé spektrum charakteristickych symptomt. MPTP (1-methyl-
4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin) je Siroce pouzivan k modelovani PN zejména u

primata a jinych vyssich savci, ale je mozné pouziti i u mysi a fady dalSich zvirat (Bezard
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et al., 2013; Blandini & Armentero, 2012). MPTP indukuje prakticky kompletni klinicky
obraz nemoci, V histologickém obrazu vSak chybi intracelularni depozita a-synukleinu
(Blesa et al., 2012; Crabtree & Zhang, 2012).

Dalsi skupinou latek pouZivanych pro indukci PN jsou pesticidy a herbicidy. Casto
zminovany je rotenon, flavonoid uzivany jako Sirokospektry pesticid (Blandini &
Armentero, 2012). Na rozdil od MPTP je krom¢ zanétlivé reakce a behavioralnich zmén
pfitomna i formace inkluzi podobnych Lewyho téliskim (Ribeiro et al., 2013). Tvorba a-
synukleinovych inkluzi je prokazana i po podani herbicidu paraquatu, ktery se vSak dnes

jiz k modelovani PN pfili§ nevyuziva (Blandini & Armentero, 2012; Blesa et al., 2012).

Zatimco vySe zminéné latky jsou podavany systémove, prototypem lokalni aplikace
je 6-hydroxydopamin. Po podani dochazi k odumirani dopaminergnich neuronti substantia
nigra jiz za 12 hodin. Obvykle se aplikuje unilateralné. Stejné jako ostatni pouzivané
toxiny, 6-hydroxydopamin zplisobuje poSkozeni bun€k oxidativnim stresem jednak
v disledku autooxidace za vzniku peroxidu vodiku, jednak akumulaci v mitochondriich,

kde opét inhibuje komplex | (Bezard et al., 2013; Blandini & Armentero, 2012).

2.1.1.3 Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba (HCH) je onemocnéni fazené spolu se Spinocerebelarni
ataxii, ktera podrobnéji probirana nebude do tzv. tripletovych chorob. Jejich podkladem je
pritomnost patologického proteinu, ktery je produktem mutovaného genu, ve kterém
dochazi kexpanzi trinukleotidovych repeticc. HCH je fatadlni AD dédic¢né
neurodegenerativni onemocnéni zplsobené expanzi (>36) CAG tripletu v genu pro
huntingtin (4p16.3) Mutovany protein agreguje v neuronech striata, s postupem nemoci i
v dalsich oblastech (cortex, thalamus, hypothalamus a pars compacta substantiae nigrae).

Vyrazna kortikalni atrofie je téz vyznamnym rysem HCH (Harvey et al., 2011).

Mechanizmy, kterymi mutovany huntingtin zptisobuje buné¢nou smrt, nejsou stale
objasnény. Klinicky je onemocnéni charakteristické choreatickymi mimovolnimi pohyby,
nejruznéjSim spektrem psychiatrickych symptomi a kognitivni deterioraci s postupnym
upoutanim na lizko (Ramaswamy, McBride, & Kordower, 2007; Zuccato, Valenza, &
Cattaneo, 2010).
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Geneticky modifikované modely Huntingtonovy choroby

Prvnim a nejpouzivanéjSim modelem je R 6/2 my$ obsahujici N-termindlni Cast
mutované¢ho huntingtinu. Tato linie je velmi dobfe prostudovana a vykazuje velmi brzy
vyrazny patologicky fenotyp s ndstupem motorickych a behaviordlnich abnormalit jiz
okolo 5. tydne véku. Knock-in mysi linie, napf. HdhQ111, nevykazuji tak vyrazné
fenotypické zmény a dosahuji na rozdil od R 6/2 normélni délky zivota. DalSim Siroce
vyuzivanym modelem je myS YACI28 s celym implementovanym lidskym huntingtin
genem na arteficialnim chromozomu. I tuto linii charakterizuji mirnéjsi fenotypové zmény

a standardni délka zivota (McGonigle, 2014; Ribeiro et al., 2013).

Mysi modely predstavuji ditlezity néstroj pro zkouméni a pochopeni molekularnich
mechanizmit Huntingtonovy choroby. Pro plnohodnotné modelovani lidského onemocnéni
vSak maji uréitd omezeni. Z tohoto divodu byly vytvoifeny modely velkych zvitat, tj.
transgenni ovce a primati, u kterych se pouziva dobfe vytvoieny systém skorovani
motorickych funkci (Huntington’s diesease primate rating scale, HDPMRS) 1 kognitivni

testovani (Gama Sosa et al., 2012; Jacobsen et al., 2010; S. H. Yang et al., 2008).

Prasata a zejména miniprasata jsou pouzivdna jako hlavni ,,velké* zvifeci modely
pro studium lidskych chorob diky mnohym anatomickym, fyziologickym a metabolickym
podobnostem. Pro jejich sofistikované kognitivni a motorické schopnosti jsou vhodné pro
dlouhodobé¢ studie uceni, paméti a chovani. Vzhledem k délce jejich Zivota také umoziuji
pozorovani progrese choroby. Diky velikosti a struktufe mozku je moZné u prasete pouZzit
neurochirurgické procedury a neinvazivni zobrazovaci metody podobné pouZivanym

v humanni klinické diagnostice (Lunney, 2007).

Tvorba transgenniho prasete technikou klonovani nebyla uspéSna, protoze
dochazelo k vysoké perinatalni umrtnosti (D. Yang et al., 2010). Pouziti strategie zalozené
na pouziti lentivirového vektoru vedlo Kk tispésnému vytvofeni transgenniho miniprasete
(Baxa et al., 2013). Tento model byl vytvofen a je nadale pouzivan v Ceské Republice

(Ustav zivogisné fyziologie a genetiky AV CR, Libé&chov).

charakterizace molekuldrnich mechanizml choroby na primarnich butikach izolovanych
z transgennich a ,,wild type* prasat, biochemické studie, sledovani riznych biomarkert

choroby, studium struktury mozku a jinych organti post mortem. Umoziiuje téZ pouziti
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vysokorozliSovacich zobrazovacich technik a testovani motorickych ¢i kognitivné-
behaviordlnich funkci. Toto transgenni miniprase reprezentuje dosud nejoptimalngjsi
model pro studium preklinickych ptiznakii choroby, dlouhodobé neinvazivni studie a

hlavné poskytuje moznost testovani novych 1é¢iv cilenych proti HCH (Baxa et al., 2013).

Excitotoxické modely Huntigtonovy choroby

Jesté pred identifikaci kauzalniho genu v roce 1993 bylo k modelovani choroby
pouzivano lokéalniho excitotoxického ptisobeni chinolinové a kainové kyseliny. Jako
modelovd zvifata jsou pouzivani predevSim hlodavei a primati. Lokalni aplikace
chinolinové kyseliny do striata vedla u primati ke srovnatelnym motorickym a
kognitivnim zménam pozorovanym u ¢lovéka. Bilateralni striatdlni 1éze u primatii méla
krom¢ motorickych dysfunkei za nasledek poruchu vizuospacialnich funkei, proceduralni

paméti a vybavovani (McGonigle, 2014; Ramaswamy et al., 2007).

2.1.1.4 Amyotroficka lateralni skleréza

Amyotroficka laterdlni skler6za (ALS) je neurodegenerativni onemocnéni, resp.
Vv tomto piipadé spiSe skupinou relativné heterogennich syndromi, u kterych dochazi
K progresivnimu ubytku motoneurontt vV mozku (mozkové kufe a mozkovém kmeni) a
miSe. Bunéc¢né smrti motoneuronu piedchdzi progresivni distdlni axonopatie. Ztrata
motoneuronl vede ke svalové slabosti a atrofii progredujici do kompletni paralyzy. Smrt
nastavd obvykle do 2-5 let od propuknuti choroby. I u tohoto neurodegenerativniho
onemocnéni existuji familiarni a sporadické formy. Vétsina ptipadi je sporadickych. U 5-
10% pfiipadd je jako pri¢ina uvadéna mutace v genu pro superoxid dismutazu 1 (SOD1),
ktera vytvafi excesivni mnozstvi volnych radikald (Chieppa et al., 2014; Harvey et al.,
2011; Venkova et al., 2014).

Geneticky modifikované modely Amyotrofické lateralni sklerozy

Vzhledem k patogenezi onemocnéni (selektivni postizeni motoneurontl) jsou pro

ALS pouzivany vyhradné geneticky modifikované modely. Jsou pfevazné zalozeny na
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mutaci v genu pro superoxid dismutazu (SOD1; ALS1). Byly vytvofeny modely mysi,
potkani a existuje i prase transgenni pro SOD1. Ackoli hlodavci modely rekapituluji
degeneraci motoneuronti, neni zde dokonaléd shoda s lidskou patologii, protoze ALS u lidi
neni jednotnou entitou, ale jde o pomérné heterogenni syndromy (Chieppa et al., 2014;
Harvey et al., 2011; Kato, 2008; Mead et al., 2011). Problematicka je téZ relevantnost
anatomickych struktur, které jsou odlisné u lidi a hlodavcta. Slibnym modelem se proto zda

byt relativné nedavno vytvoieny prase¢i model (Chieppa et al., 2014).

Vyvoj transgennich modeld pro toto onemocnéni neni stale jeste ptili§ pokrocily.
Kromé zminénych transgennich modeld pro SOD1 byly vytvofeny téz knock-out modely
pro alsin (ALS2). Tyto linie vSak nevykazovaly Zadnou viditelnou patologii ve smyslu
neurodegenerace. Je zminovano jesté¢ nékolik dalSich gent, pro néz ale dodnes pfevazné
neexistuji savéi modely, ackoli jsou jiz prvni vysledky napf. u hmyzu nebo ryb (Harvey et

al., 2011; Kato, 2008).

2.1.2 Neurodegenerace jako soucast komplexniho postizeni

Ze skupiny neurodegenerativnich onemocnéni vyskytujicich se v ramci
komplexné&jsiho postizeni, bych zminila syndrom Louis-Barr (Ataxia teleangiectasia),
kterému se budu podrobnéji vénovat. Charakterizuji tento humanni syndrom. Dale popiSu
podobné postizeni u zviteciho modelu (Lurcher mutanta mysi), se kterym mam zkuSenosti
z pfedchoziho vyzkumu. Mezi t€émito dvéma postiZenimi lze nalézt fadu paralel. Tento
model byl v naSich experimentech pouzivan pro studium zapojeni hypothalamo-pituitarné-
adrenalni (HPA) osy v etiopatogenezi choroby (Cervinkova, Mandakova, & Sima, 2006).
Na zavér ukazi moznost modelovani obdobného neurologického deficitu, jaky je
popisovan u Lurcher mutanty mysi, uzitim selektivniho neurotoxinu 3-acetylpyridinu (3-
AP).

2.1.2.1 Louis Barr syndrom (Ataxia teleangiectasia)

Ataxia teleangiectasia je multisystémové postizeni. Jednd se o chorobu

s autozomaln¢ recesivnim (AR) typem dédi¢nosti. Neexistuje jednotna teorie, kterd by
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vysvétlovala multisystémové poruchy. Uvadi se, ze se jde o defekt ve vyvoji mezodermu.
K dal§im odchylkam, které¢ by mohly vysvétlit multisystémové postiZeni, patii abnormality
kolagenu (kolagen deficitni na hydroxylyzin), zvySené hladiny al-fetoproteinu indikujici
defekt v organové maturaci, zvySena nachylnost bun€k k radiacnimu poskozeni (zvysena
fragilita chromozomil) a poruchy v opravné syntéze DNA. Gen, ktery zodpovida za vznik
Ataxia teleangiectasia, byl lokalizovan v oblasti chromozomu 11q22-23 (Platzer et al.,
1997, Stankovic et al., 1997; Stumm et al., 1995; Udar et al., 1999). Jsou popisovany téz
dal$i chromozomalni aberace 14q11-12, q32, 7932-35 a p13-15 (Kojis, Gatti, & Sparkes,
1991; Udar et al.,, 1999; Watters et al.,, 1997). Zajimavosti je, Ze tyto odchylky
strukturalniho uspotfddani chromozomu jsou pravé v mistech, kterd nesou geny kodujici

receptor pro antigen lymfocyta T (Baxter, Kumar, & Lavin, 1989).

K charakteristickym znakiim tohoto postizeni patii ataxie, teleangiektazie,
opakované sinopulmonalni infekce a abnormality v bunécné i protilatkové imunité.
Histopatologickym podkladem choroby je atrofie kiiry mozecku se ztratou Purkynovych a
granularnich bunék, atrofie nucleus dentatus a olivy, Ubytek neuronl substantia nigra a
okulomotorickych jader. Déle dochdzi k misni atrofii a degenerativnim zméndm
motorickych neurond zadnich kofeni mi$nich a motoneuroni sympatiku (Kuljis, Chen,
Lee, Aguila, & Xu, 1999). Tato choroba byla pivodné povaZovana piedevsim za
neurologické onemocnéni. Nyni je znamo, Ze postihuje také vaskuldrni, endokrinni a

imunitni systém (Bridges & Harnden, 1981).

Z klinickych ptiznakl se nejprve objevuje ataxie, kterda obvykle propuka mezi 9. a
13. mésicem Zivota. Teleangiektdzie se za¢nou vyskytovat do 2 let v€ku. Zpravidla se
vyvijeji nejprve na bulbarni spojivce a poté na horni casti hibetu nosniho, na usnich
boltcich nebo v loketnich jamkach. S v€kem pacienta se objevuji dalsi neurologické
symptomy, jako choreotaktickd dyskineze, pohledovd inkoordinace, extrapyramidoveé
pfiznaky a pfiznaky zadnich provazcli misnich. Velmi brzo po narozeni se jiz mohou
vyskytnout i opakované sinopulmonalni infekce. Tito pacienti byvaji nachylni k virovym i
bakteridlnim infekcim. Hlavnimi pfi¢inami umrti byvaji t€zké infekce a nadory z
lymforetikularnich nebo epitelialnich bunék. Z malignit se nejCastéji vyskytuji non
Hodgkin lymfomy (45%), lymfatické leukémie (24%), karcinomy (zaludku, jater, ovarii
atd.) (21%) a Hodgkin lymfomy (10%) (Jackson, 1995; Swift, Reitnauer, Morrell, &
Chase, 1987).
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2.1.2.2 Lurcher mutanta mysi

Podkladem pro vznik Lurcher mutanty je mutace genu pro 82 glutamatovy receptor
(GRID2) na 6. chromozému, jejimz disledkem je apoptéza Purkynovych bunék mozecku a
dolni olivy, coz ma pravdépodobné zarovenn za nasledek tomu odpovidajici ubytek
granularnich buné¢k (Caddy & Biscoe, 1975; Norman, Fletcher, & Heintz, 1991; Zuo et al.,
1997). Vysledkem je spontanni kongenitalni olivopontocerebelarni degenerace. VSechny
Purkynovy buiiky, 90% granularnich bunék a 60-75% neuront dolni olivy degeneruje v
prvnich ¢tyfech tydnech zivota. Tyto zmény se klinicky projevi neurologickym postizenim
— ataxii (Doughty, De Jager, Korsmeyer, & Heintz, 2000; Vogel, Sunter, & Herrup, 1989;
Wetts & Herrup, 1983).

U tohoto kmene je popisovana zvysend odpovidavost na zanétlivé stimuly, ktera je
doprovazena potencovanou pituitdrné-adrenalni odpovédi. Téz je zminovéana rychlejsi a
intenzivnéj§i odpovéd ACTH a kortikosteronu po vystaveni stresu (zména prostiedi)
(Frederic et al., 1997). Opakované nalezy zvySenych koncentraci IL-1f ve strukturach
mozku pfispivaji k hypotéze, ze IL-1p se zde UcCastni neurodegenerativnich procest
(Bluthe, Michaud, Delhaye-Bouchaud, Mariani, & Dantzer, 1997; Vernet-der Garabedian,
Lemaigre-Dubreuil, Delhaye-Bouchaud, & Mariani, 1998).

Z humannich klinickych syndroml je tomuto modelu nejblize vySe zminény
syndrom Louis-Barr (Ataxia teleangiectasia). Obdobné nalezy u mysiho Lurcher modelu a

lidského syndromu Ataxia teleangiectasia jsou shrnuty v tabulce ¢. 1.

Ataxia teleangiectasia Lurcher
Klinicky se neprojevuje bezprostfedné po narozeni +
Propuknuti klinickych pfiznak( do dvou let véku + (do 6-8 tydnl véku)
Kompletni pfiznaky: | ataxie +
teleangiektazie ?
opakované sinopulmonaini infekce ?
Selektivni deficience nékterych tfid imunoglobulinl ?

Tabulka €. 1. Srovnani klinickych projeva u lidského onemocnéni a mysiho modelu. + shodné
nalezy, ? u zvifeciho modelu nebylo jesté detailné studovano.

18



2.1.2.3 Indukce olivopontocerebelarni degenerace selektivnim neurotoxinem

Pro odliSeni zda jsou zmény zpusobeny neurodegeneraci samotnou nebo jsou
nasledkem postizeni v jinych systémech, jsme pouzili modelovani pomoci neurotoxinu 3-
acetylpyrindinu, ktery je selektivni pro oblast mozeCku a dolni olivy. Vysledkem jeho
aplikace je stejny neurologicky deficit jako u vySe zminéné Lurcher mysi. Srovnani s timto
modelem tedy umoziiuje diferencovat zmény na podkladé genotypu a geneticky

nepodminéné, které jsou dusledkem vzniklé neurodegenerace (Caddy & Vozeh, 1997).

Uvedeny piehled neni komplexnim zpracovanim tématiky. Jednd se o nahled do
problematiky a ukézadni moznosti a limitl, kterd prace se zvifecimi modely pfinasi. Pro
detailngjsi informace odkazuji na pouzitou literaturu. Existuje fada pichledovych
publikaci, zabyvajicich se obecné moznosti modelovani lidskych neurodegenerativnich
onemocnéni u zvifat. Bylo publikovano téz mnoho praci zabyvajicich se konkrétnimi

modely pro urcitd onemocnéni.

2.2 Stres a vliv stresu na organizmus

Za prvni vymezeni pojmu Stres vV novodobé historii mizeme povazovat definici
Hanse Selyeho, ktery je Casto nazyvan ,,otcem stresu“. Popisuje ho jako nespecificky
fenomén reprezentujici priinik symptomu zpiisobeny Sirokym spektrem Skodlivych agens.
Pozdé&ji tento Selyeho koncept modifikoval John Wayne Mason, ktery poukazuje na
dilezitost psychosocidlnich stresori a emocionalnich aspektli stresu. Stresovou reakci
definuje jako specifickou hormonalni, behavioralni a fyziologickou odpovéd’ organizmu.
Nasli bychom jesté dalsi definice, kdy Lazarus definuje stres jako narok na jednotlivce,
ktery ptesahuje jeho schopnosti se s narokem vyrovnat ¢i Ganongovu fyziologickou
definici, ktera uvadi, ze stres je takovy vliv na clovéka, ktery vede k prodlouzené

hormonalni odezvé kiry nadledvin (Bali & Jaggi, 2015b; Schreiber, 1992).

Dnes stres v §ir§im slova smyslu povazujeme za naruseni homeostazy organizmu,
behem ¢ehoz dochazi k aktivaci riznych adaptivnich procest a v disledku toho nasledné
k fyziologickym a behavioralnim zménam. Tyto zmény nastavaji na tirovni psychologické
(emocionalni a kognitivni), behavioralni (,,fight and flight“) a biologické (zmény

autonomnich a endokrinnich funkci) (Bali & Jaggi, 2015b).

19



Z hlediska délky expozice stresoru délime stres na akutni a chronicky. V dusledku
pusobeni akutniho stresu dochazi ke spusténi kaskady biologickych déji, zejména diky
aktivaci dvou hlavnich drah, tj. hypothalamo-pituitarn¢-adrenalni (HPA) osy a
sympatického adreno-medularniho systému. Prostiednictvim neuroendokrinniho systému
dochdzi pak dale i k ovlivnéni dalSich systému, pfedevS§im imunitniho systému. Zminéné
systémy tedy kooperuji jako jednotny neuro-endokrino-imunitni (NEI) systém. Na trovni
imunitniho systému miizeme pozorovat jednak zmény v zastoupeni bunécnych subpopulaci
a také zmény v produkci piisobkii bun€k imunitniho systému - cytokinli. Zminéné cytokiny
se téZ podili na zpétnovazebnych regulacich (Bali & Jaggi, 2015b; Gaillard, 1994; Kiecolt-
Glaser et al., 1984). Schematické znazornéni ptisobeni stresu na organizmus je uvedeno na

obrazku ¢. 1.

A
» hypothalamus
lymfocyty

] CRH <~

B - Y| granulocyty
IL-1 » hypofyza - _ | zirné buriky
IL-2 - P
-6 ACTH - -

- a-endorfiny - -
TNFa ¥ - v
-~
IFNy i P
PGE, nadledviny P
H e
-
v - -
b

Obrazek €. 1. Schematické znazornéni plisobeni stresu na organizmus, zapojeni hypothalamo-
pituitarné-adrenalni (HPA) osy s ucasti odpovidajicich hormonu (kortikotropin uvolfiujici hormon
(CRH) a adrenokortikotropni hormon (ACTH)) a zpétnovazebnych regulaci prostfednictvim
cytokind (interleukin-1 (IL-1), interleukin-2 (IL-2), interleukin-6 (IL-6), tumor nekrotizujici faktor-a
(TNFa), interferon-a (IFNa), interferon-y (IFNy)), prostaglandinu E2 (PGE2) a histaminu (H).

Aktivace HPA osy je zmiflovana jak u akutniho, tak chronického stresu. Nicméné

odpovéd’ organizmu na akutni a chronicky stres je zpravidla odliSna. Rozdily jsou

20



pozorovany v zavislosti na délce a intenzité¢ ptisobiciho stresu. Pfedev§im chronicky stres
je zminovan jako faktor predisponujici kriznym psychickym ¢i  somatickym
onemocnénim. Zminovany jsou predevSim deprese, kardiovaskularni choroby, diabetes
mellitus, autoimunitni onemocnéni, infekce hornich cest dychacich a horsi hojeni ran
(Cohen et al., 2012; Porcelli, Lewis, & Delgado, 2012; Uschold-Schmidt, Nyuyki, Fuchsl,
Neumann, & Reber, 2012). Jiz dlouhodob¢ je také zminovan negativni vliv chronického
stresu na reproduk¢ni funkce v disledku aktivace hypothalamo-pituitarné-gonadalni (HPG)

osy (Rivier & Rivest, 1991).

U chronického stresu je predpokladano, ze jednim z mechanizmii plsobeni je
rezistence glukokortikoidnich receptori, coz muze interferovat s HPA mediovanou
negativni regulaci lokalni prozanétlivé cytokinové odpovédi. Bez odpovidajici regulace
prostfednictvim kortizolu mize na zaklad¢ regulace ve smyslu prozanétlivé odpovédi
dochazet k ptehnané manifestaci znamek zanétu (napf. hornich cest dychacich apod.)

(Cohen et al., 2012).

2.3 Pouzivané protokoly a hodnoceni stresu v preklinickych studiich

Jak jiz bylo zminéno vySe, pro hodnoceni vlivu stresu na organizmus jsou
v preklinickych studiich pouzivany zvifeci modely. Nejcastéji se jednd o mySi nebo
laboratorni potkany. Vyhodou téchto ,,malych® zvifecich modeli je snadna dostupnost,
nizké naklady na chov, kratké reprodukéni cykly a relativné velka reprodukéni kapacita.
Z ,velkych* zvifecich modelti jsou to pak prasata, obvykle miniprasata ¢i méné Casto
primati, jejich vyhodou je pfedevsim anatomicka a fyziologicka podobnost ¢loveku. V této
kapitole se budu vénovat stru¢nému popisu protokoli a hodnoceni vlivu stresu U

zminovanych modeli.

Vzhledem Kktomu, Ze vnavrhu experimentl planuji zafazeni jen ,malych*

zvitecich modelti, soustfedim se tedy pouze na tyto protokoly.
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2.3.1 Protokoly pouzivané k indukci stresu

2.3.1.1 Imobiliza¢ni stres

Imobilizace je komplexnim stresorem. Ma jak fyzické, tak psychosocidlni dimenze.
Procedura imobilizace spociva ve fixaci vSech ¢tyi koncCetin a hlavy k podlozce. Vzpirani
se a svalova prace ve snaze osvobodit se z fixace predstavuje fyzickou komponentu. Na
druhé stran¢ omezena moznost pohybu v imobiliza¢ni pozici pfi expozici volnému
prostoru je psychologickym stresem. Imobilizace je laboratornimi zvifaty relativné dobte
tolerovana a je pouzivdna a ve studiich zabyvajicich se chronickym stresem. Tento typ
stresu efektivné aktivuje systémovou odpovéd’ na stres véetné HPA osy a sympatického
nervového systému. Tento typ indukce stresu je vhodny piedevsim pro studie tykajici se
stresem indukované neurodegenerace, posttraumatickych poruch a deregulace imunitniho
systému. Také je zminovana u testovani latek s potencidlnim protistresovym ucinkem.
Imobilizace mize byt také kombinovana s jinymi typu stresord (Bali & Jaggi, 2015b;
Bhatia, Jaggi, Singh, Anand, & Dhawan, 2011; Jaggi et al., 2011).

Pro indukci akutniho stresu je typicky pouZivana jedna epizoda imobilizace v délce
trvani 120-150 minut. Konkrétni trvani imobilizace je zavislé na zaméfeni studie, pro
kterou je pouzivana. U chronického imobiliza¢niho stresu jsou zmiflovana rozmezi
celkového trvani experimenti 5-30 dni. Expozice stresu se pohybuje od 60 do 150 minut

denn¢ v prubéhu vyse zminéného trvani experimentu (Bali & Jaggi, 2015b).

2.3.1.2 Omezovaci stres

Omezovaci stres je modifikovanou formou imobiliza¢niho stresu. Zvife je omezeno
V pohybu po uré¢enou dobu. Neurélni a endokrinologické studie ukazuji, Ze omezovaci stres
je méné intenzivni stresor nez imobilizaéni. Casto je vyuzivan pro indukci jak akutniho,
tak chronického tresu u laboratornich potkanid. Zvife je umisténo do dobie vétraného,
nejcastéji plastového valce. ACkoli moznost pohybu je vyrazné omezena, koncetiny nejsou
Vv tomto piipad¢ fixovany. Pro indukci akutniho stresu jsou v zévislosti na typu studie

zminovana omezeni v trvani 15 minut az 3,5 hodiny. U chronického stresu se délka
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experimentti pohybuje od 7 do 60 dnti, expozice stresu denné béhem experimentu pak od 1

do 6 hodin. Nejcastéji je pouzivana expozice na 1 hodinu denn¢ (Bali & Jaggi, 2015b).

2.3.1.3 Stres indukovany elektrickymi impulsy (angl. electric foot shock-induced
stress)

Stres indukovany elektrickymi impulsy zahrnuje jak fyzickou, tak emocionalni
komponentu a je uzivan jednak jako piimy stresor (fyzicky stres), tak i jako nepiimy
stresor (psychologicky stres). Je vyuzivan k indukci akutniho i chronického stresu o rtizné
rizné intenzity, trvani a frekvence impulzl. Aplikace probiha prostfednictvim podlozky,
na které zvife stoji. Do tlapek jsou takto aplikovany impulsy, které jsou pro zviie
nepiijemné, ale nikoli bolestivé. Je sledovana a hodnocena lokomoce zvifete ve snaze se
impulzu vyhnout. Tento model je Casto vyuzivan pro experimenty zabyvajici se paméti

(Bali & Jaggi, 2015a, 2015b).

Pii vyuziti jakozto fyzického stresoru jsou pro indukci akutniho stresu uvadény
intenzity 0,15-3 mA v trvani od 200 ms do 5 s. Velka variabilita je ve frekvenci aplikace
(pohybuje se vtadech desitek sekund az hodin) a trvani série impulzi. Pro indukci
chronického stresu existuje tfada protokoli rizné se liSicich ve vSech parametrech.
Intenzity aplikovaného elektrické pole se pohybuji v rozmezi 0,15 — 1 mA v trvani od 750
ms do 6 s. Frekvence aplikace a trvani aplikované série jsou v jednotlivych protokolech
znacn¢ odlisné. Pouzivaji se dvé rozdilna nastaveni. U prvniho se jednd o aplikaci série
pulzli v pravidelnych intervalech, u druhého je aplikace pulzu v ndhodnych
neptfedvidatelnych intervalech. Jak jiz bylo zminéno, model indukce stresu elektrickymi
impulsy je vyuzivan 1 pro navozeni psychologického stresu. V tomto ptipade se jedna o
nepiimé plisobeni prostiednictvim vizudlnich, ¢ichovych a sluchovych vjemu na jedince,
kterym nejsou piimo aplikovany elektrické impulsy, zvitaty, ktera jsou stresu vystavovana.
V tomto piipadé jsou téz uvadény ruzné protokoly liSici se v intenzitach, délkach a

frekvencich aplikace (Bali & Jaggi, 2015b; Jaggi et al., 2011).
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2.3.1.4 Dalsi protokoly pouzivané pro indukci stresu

O dalsich moznostech indukce stresu se jiz zminim pouze stru¢néji, protoze se
jedna o metody, jejichz vyuziti pro své experimenty nepiedpokladdm. Specifickym typem
stresu je stres vyvolany socialni izolaci, ktery je vyuzivan pro hodnoceni stresu vyvolaného
separaci zvifete od matky v ¢asném neonatdlnim obdobi. Tento model je pfinosny pfi

hodnoceni vlivu negativnich udalosti v Casném novorozeneckém veéku na dalsi vyvoj

jedince (Bali & Jaggi, 2015b).

Dalsi modely jsou zalozeny na modelovani fyzického stresu. Do této skupiny patii
napt. pobyt v chladném prostiedi, kombinace chladu s omezovacim stresem a stres
vyvolany nucenym plavanim. Pro pobyt v chladném prostiedi je nejéastéji pouzivana
teplota 4 °C, ale jsou popisovany i modely pro chronicky mirny chladovy stres, kdy napt. u
tzv. nahych mysi, které jsou bezsrsté je jiz teplotni gradient o 4 °C oproti jejich bézné
chovné teploté (cca 25-26 °C), tj. 22 °C povazovan za stresujici a je schopen vyvolat pfi
dlouhodobém ptlisobeni pomérné zavazné zmény imunitnich parametrit (konkrétné
v zastoupeni lymfoidnich subpopulaci a tvorby protilatek) (Cervinkova, Smetana, Holub,
Sima, & Funda, 1998; Jaggi et al., 2011; Sima, Cervinkova, Funda, & Holub, 1998). Pro
kombinaci chladu a omezovaciho stresu je zmifiovana teplota prostfedi 5 °C nebo voda o
teploté 22 °C v kombinaci s imobilizaci zvifete. Stres vyvolany nucenym plavanim je
zalozen na situaci, kdy je zvife umisténo do valce o priméru 30 cm, naplnéného do vyse

20 cm vodou, ve kterém zvife plave ve snaze z nadoby uniknout (Jaggi et al., 2011).

Pro specifické vyzkumné otazky jsou vyuzivany i dal$i moznosti indukce stresu ¢i
modifikace zminénych schémat, o kterych se vhledem k celkovému rozsahu prace jiz

podrobnéji zminovat nebudu.

2.3.2 Hodnoceni stresu v preklinickych studiich

K hodnoceni ovlivnéni jedince stresem jsou v preklinickych studiich vyuzivany

behavioralni, biochemické a fyziologické parametry.
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2.3.2.1 Behavioralni testy

Z behavioralnich testl jsou bézné pouzivany ,,Open field exploration test”, ,,Hole
board test™ a ,,Social interaction test (pozn. autorky: nazvy testii jsou cilené ponechany bez
prekladu v anglickéem origindle pro zachovani jednotnosti, protoze u prvnich dvou

zminovanych testii se ceské preklady standardné nepouzivaji) (Bali & Jaggi, 2015Db).

Open field exploration test je zalozen na hodnoceni explorace v novém prostiedi.
Standardni aréna nejcastéji pouzivana pro testovani u mysi je ¢tvercova, o délce stén 44 x
44 cm a vySce 30 cm, ackoli jsou uvadény i jiné rozméry v zavislosti na typu experimentu.
Je hodnocen spontanni pohyb zvifete (pocet pfechodli pfes arénu), explorace prostiedi
(vyplaSeni) a strach ¢i tzkost (drzeni se pii stranach arény, defekace) (Bali & Jaggi,
2015b).

Hole board test vyuziva desku s otvory, do kterych zvife pfi exploraci prostiedi
ponoii hlavu. Vychazi se z pfedpokladu, Ze pocet a hloubka ponoteni hlavy do otvoru
negativné koreluje s anxiozitou zvifete. Standardni doba testovani je 10 minut. Tento test

je pouzivan u mysi a laboratornich potkant (Bali & Jaggi, 2015b).

Social interaction test je provadén v arén€ pouzivané u Open field exploration test.
Principem je hodnoceni interakce hodnoceného zvitete s jinym, jemu doposud nezndmym
zvitetem. Je sledovan celkovy pocet, délka a typ kontaktl za dobu 10 minut (Bali & Jaggi,
2015b).

2.3.2.2 Biochemické parametry

Pro hodnoceni vlivu stresu jsou v preklinickych studiich sledovany hladiny
kortikosteronu a ACTH (produkt HPA o0sy). Jsou popisovany rizné zmény u obou

sledovanych markerii v zavislosti na typu a trvani stresu.

Uvolnovéni kortikosteronu z nadledvin je odpovédi na stoupajici hladiny ACTH.
Plazmatické hladiny kortikosteronu jsou povazovany za vnéj§i marker aktivity CNS
(zejména limbicko-hypothalamické aktivity), pficemz HPA osa je regulovana

zpétnovazebné prostiednictvim limbického systému. Ackoli je kortikosteron dobrym
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markerem pro hodnoceni ptisobiciho stresu, mé vypovédni hodnotu pouze u mirnych a
stiednich stresorti z diivodu regulace cirkulujicim ACTH. Pfi opakovanych expozicich
stresu dochazi obecné k poklesu hladin kortikosteronu v disledku adaptace HPA osy (Bali

& Jaggi, 2015b). Systém regulaci v ramci HPA osy ukazuje obrazek €. 2.

L Hypothalamus

Adrenal gland

Glukokotikoidy M= (nadledvina)

Obrazek €. 2. Systém regulaci uplatiiujici se v ramci hypothalamo-pituitarné-adrenalni (HPA) osy.

CRH - kortikotropin uvolfujici hormon (z angl. corticotropine releasing hormone), ACTH -
adrenokortikotropni hormon (z angl. adrenocorticotropic hormone); + - pozitivni odpovéd, - -

negativni odpovéd. (Pozn. autorky: nazvy pituitary a adrenal gland jsou ponechany v anglictiné a
Cesky preklad uveden v zavorce, protoZe z jejich poéateénich pismen vychazi nazev HPA osa,
ktery je v této podobé pouzivan i v ¢estiné).

Plazmatické hladiny ACTH jsou zmitovany jako vyznamny a reliabilni marker
stresu. Je piimy vztah mezi intenzitou stresu a uvoliovanim ACTH. Ackoli jak
kortikosteron, tak ACTH jsou uvoliiovany v pribéhu stresu jako dusledek aktivace HPA
osy a ACTH stimuluje uvoliiovani kortikosteronu, hladiny téchto dvou hormond nemusi
vzdy pozitivné korelovat. Disociace mezi jejich uvolnovanim je pomeérné Castd. Byla

popsana napi. u nékterych psychickych onemocnéni (Bali & Jaggi, 2015b).
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2.3.2.3 Fyziologické parametry

Pfi plsobeni stresu na organizmus se prirozené projevuji také zmeény
fyziologickych parametrti. Bézn¢ jsou v preklinickych studiich sledovany piijem potravy a

zmény télesné hmotnosti, hmotnost nadledvin a pfitomnost zalude¢nich viedi.

Pifjem potravy je stresem vyznamné ovliviiovan. Cim intenzivn&j$i a delsi je
pusobeni stresu, tim vyraznéji je omezen pifijem potrava a dochdzi téz k vyznamnéjsSimu
poklesu hmotnosti. V preklinickych studiich vykazovaly vyraznéj$i odpovéd’ na emoéni

stres v tomto sméru samice oproti samctim.

Nadledviny jsou hlavnim organem odpovidajicim na ptisobeni stresu. Jsou soucasti
jak HPA osy, tak sympato-adrenomedularniho systému. Rozsifeni kliry nadledvin, nartst
objemu diené a ev. také zvySeny obsah katecholaminli je popisovano u riiznych typt
chronického stresu. Chronickym stresem indukovana hypertrofie diené¢ nadledvin je
vysledkem aktivace sympatického nervového systému. Hypertrofie a hyperplazie zona
fasciculata kiiry je sou€dsti zmén nastavajicich v ramci piisobeni chronického stresu a
vysledného nartstu hmotnosti nadledvin. Na druhé stran€ u chronického stresu dochazi
spise ke zten€eni zona glomerulosa. Za stimulaci a hypertrofii zona fasciculata a hypotrofii
zona glomerulosa jsou patrné zodpovédné zvysSené plazmatické hladiny ACTH v prabéhu

chronického stresu.

Viedy zaludku jsou Casto pozorovany jako duasledek chronického a chronického
neptfedvidatelného stresu. Vznikaji v disledku zvySeného uvolnovani glukokortikoid
Vv pribéhu chronického stresu ¢imz je naruSena funkéni homeostdza organizmu a je vyssi
susceptibilita ke vzniku ulceraci. Dal§im piisobicim mechanizmem je zde aktivace
sympato-adrenomeduladrniho systému stresovym stimulem, v jehoz disledku dojde ke
sniZzeni pratoku krve Zaludecni sliznici a néasledné lokalni ischemii a hypoxii. Pro

posouzeni vlivu stresu jsou vySetfovany vzorky zalude¢ni sliznice (Bali & Jaggi, 2015b).
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2.4 Stres a neurodegenerativni onemocnéni

2.4.1 Vliv stresu u jednotlivych neurodegenerativhich onemocnéni

Predpokladany vztah mezi stresem a neurodegenerativnimi chorobami je zalozen na
poznatcich o provazanosti funkci nervového, endokrinniho a imunitniho systému
(Besedovsky & Sorkin, 1977). Rtizné typy stresu jsou povazovany za mozny etiologicky
faktor neurodegenerativniho onemocnéni. Je napf. uvadéno, ze mechanicky stres
zpuisobeny opakovanymi traumaty mozku ¢i chronicky psychologicky stres mize byt
predisponujicim pro vznik Alzheimerovy nemoci (Ermak, Pritchard, Dronjak, Niu, &
Davies, 2011).

Dalsi studie uvadéji negativni vliv psychologického stresu a na druhé strané
pozitivni vliv cviceni jako faktory plsobici také na neurovaskuldrni urovni. Pfedpoklada
se, ze efekt je zde zprostfedkovan jak ovlivnénim rizikovych faktori pro cévni
onemocnéni, jako hypertenze, diabetes, pruznost aorty, tak ptimym vlivem na mozkovou
vaskulaturu, véetné ovlivnéni krevniho prutoku, angiogeneze a postizeni cév (Garcia-Mesa
et al., 2011; Nation et al., 2011). Jsou vSak publikovany také prace, které upozoriuji na to,
ze vzhledem k tomu, Ze etiopatogenetické faktory nejsou dodnes dobie znamy, je tieba vzit
V tvahu, Ze stres nemusi byt vyvolavajicim Cinitelem, ale ze situace je slozitéjsi a je tieba
vzit v ivahu, zda pfic¢inou probihajicich déji je pilsobeni stresu ¢i neurodegenerativni
onemocnéni samotné, ackoli dosud nejsou rozvinuty klinické ptfiznaky. Nabizi se tedy
otazka, zda je primdrni puasobeni stresu nebo je ovlivnéna vnimavost ke stresu jiz

pfitomnym neurodegenerativnim onemocnénim (Pastore & Adinolfi, 2014).

Také u Parkinsonovy nemoci je uvadén stres jako ovliviujici faktor. Jednak je
zminovan jakoZzto rizikovy pro nasledny vyskyt depresi u PN, ale také jako predisponujici
pro onemocnéni PN samotnou. Stresové a afektivni poruchy jsou uvadény jako faktory
ovliviiujici rozvoj neurodegenerativniho onemocnéni. | zde je tedy otazkou, co je v tomto
piipadé primarni, zda pusobeni stresu ¢i neurodegenerativni onemocnéni (Hemmerle,

Herman, & Seroogy, 2012).

Podobnych vysledkt bylo dosazeno pii vyzkumu tykajicim se Huntingtonovy
choroby. Pifi plsobeni chronického stresu je popisovano zhorSeni motorickych,

kognitivnich, psychickych a sexuélnich funkci u mys$tho HCH modelu. ZhorSeni bylo
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popisovano i u zdravych kontrol, ale v mnohem mensi mitfe. U HCH je téz ve vyss$i mife
popisovan vyskyt anxioznich a depresivnich poruch. Také zde tedy z vysledkt vyplyva, ze
nelze jednoznaéné Fici, zda stres je primarni pfi¢inou ¢i nikoli (Du et al., 2015; Mo, Renoir,

& Hannan, 2014).

Ackoli jsou u Amyotrofické lateralni sklerdézy popisovany deregulace HPA osy ve
smyslu cirkadianniho kolisani hladin kortizolu, nenalezla jsem u této choroby prace, které
by se pfimo zabyvaly vlivem stresu na nastup choroby. Pfi¢emz je publikovana fada praci,
které uvadéji emociondlni labilitu a zvySeny vyskyt anxioznich a depresivnich symptomil,
coz je dle mého zcela pochopitelné¢ v disledku rozvijejiciho se motorického postizeni,
které je pro postizeného jisté psychicky zna¢né zatézujici. ZvySeny vyskyt anxioznich a
depresivnich symptomtl je pravdépodobné také ztohoto ditvodu uvéadén také u osob
pecujicich o takto postizené (Chen et al., 2015; Mitchell & Borasio, 2007; Patacchioli et
al., 2003).

2.4.2 Vliv stresu u modelu Lurcher mysi

Tuto kapitolu jsem do piehledu zaradila proto, ze se jedna o poznatky z mého
vlastniho vyzkumu, ktery byl ptivodné vénovan tématu neurodegenerativnich onemocnéni,
jejich pfic¢in a zejména Ucasti imunitniho systému. Pfi provadéni experimenti jsem si
povsimla, ze Lurcher mysi ve srovnani se zdravymi kontrolami extrémné $patn¢ reaguji na
jakoukoli manipulaci, a to i pouze pii pfemistovani zvifete z jednoho akvaria do jiného,
bez jakékoli dalsi intervence. Nékolikrat doslo 1 k tomu, tato pouha manipulace dokonce

vedla k ndhlému tumrti zvitete.

V dal§im vyzkumu jsme se tedy vice soustfedili 1 na parametry endokrinni, zeyména
v souvislosti s aktivitou HPA osy. U Lurcher mysi byly pozorovany zmény ve struktuie
nadledviny. Nadledviny byly celkové mensi a pii preparaci bylo patrné, ze korova vrstva je
»Kieh¢i®, ¢astéji dochazelo k odtrzeni kiry od diené. Pfi mikroskopickém zhodnoceni jsem
zjistila, ze jednotlivé korové zony jsou redukovany a maji setielou strukturu, ale jejich
vzajemny pomér se neménil. Dfenn nadledviny byla naopak hyperplastickd. Pomér
dren/kuira je tedy u Lurcher mysi oproti zdravym kontrolam zvySen. Domnivam se, Ze se

jedna o relativni hypertrofii dfené s relativni hypotrofii kiry. Toto pozorovéani by mohlo
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nepiimo ukazovat na zvySenou produkci stresovych hormoni katecholamint a vysvétlovat
zvySenou excitabilitu a nachylnost tohoto kmene ke stresu (Cervinkova et al., 2006).

Jednotlivé mikroskopické nalezy jsou ukdzany na obrazku €. 3.

Obrazek €. 3. Srovnani relativniho poméru
kury (K) a dfené (D) u zdravé kontroly (a) a
Lurcher mysi (b) postizené mozeckovou
degeneraci. Oproti kontrole je patrna
relativni hypotrofie kiiry a hypertrofie
dfené. Dale je v detailu ukazana ztenéena

korova ¢ast (c).

Dale byly u Lurcher mys$i nachazeny i zmény ve struktufe organti imunitniho
systému, zastoupeni lymfoidnich subpopulaci a apoptdze lymfoidnich buné€k, coz mize byt
téz dusledkem zmén v regulacich v ramci neuro-endokrino-imunitniho systému. Témto
naleziim se jiz podrobngji vénovat nebudu, protoze nejsou predmétem predkladané prace

(Cervinkova et al., 2006).

2.4.3 Mechanizmy vysvétlujici souvislost neurodegenerativnich onemocnéni

a stresu a z toho vyplyvajici potencialni nové terapeutické intervence

U neurodegenerativnich onemocnéni v¢etné Alzheimerovy nemoci, Parkinsonovy
nemoci, Huntingtonovy choroby i Amyotrofické lateralni sklerdzy je popisovana Casta

asociace s diabetem Il. typu. Nabizi se zde moznost propojeni v souvislosti s deregulaci
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Vv oblasti procest zahrnujicich oxidativni stres, mitochondrialni dysfunkci a microRNAS

(Hassan, Sehgal, & Rashid, 2014).

Doprovodné zanétlivé procesy v postizené tkani jsou zminovany u vSech vyse
zminénych neurodegenerativnich onemocnéni. Buitkami, které jsou za tyto zanétlivé
procesy v mozku zodpovédné, tj. astrocyty a mikroglii jsou uvoliiovany také odpovidajici
mediatory zanétu (cytokiny, chemokiny a reaktivni volné radikaly). Neni jednotny nazor,
zda provazejici zanét je predisponujicim ¢i facilitacnim faktorem nebo naopak piisobi
protektivné. Zavéry jednotlivych studii se v tomto sméru riizni. Nabizi se tedy vyuziti vyse
zminénych procest k potencidlnim terapeutickym intervencim. V experimentalnich
studiich na zvifecich modelech byl napt. popsan pozitivni efekt minocyklinu. Dalsi slibnou
oblasti jak pro diagnostické ucely, tak 1 pro piipadnou moznost intervence se jevi detekce a
pripadna modulace na urovni produkovanych cytokinii. Jednalo by se tedy o biologickou
1é¢bu na podobném principu, jak je dnes jiz bézn¢ uzivana napft. u nespecifickych stievnich
zanétlivych onemocnéni (Ellrichmann, Reick, Saft, & Linker, 2013; Hsiao & Chern, 2010;
Kotrcova et al., 2015).

Jako mozny mechanizmus zprostiedkujici vliv faktorti vnéjSiho prostiedi na
organizmus a zaroven propojujici procesy zanétu a starnuti organizmu se uvadéji RAGE (z
angl. receptor for advanced glycation end products; pozn. autorky: cesky preklad se
nepouziva). Zvysena exprese téchto receptoril je popisovana u fady zanétlivych a
nadorovych onemocnéni, v€etné neurodegenerativnich onemocnéni. Uvadi se, ze receptor
pfitomny na bufice po aktivaci spusti kaskadu déji vedouci k poskozeni bunky, resp. tkané
V misté zvySené tvorby jejich ligandit AGEs (z angl. advanced glycation endproducts pozn.
autorky: cesky preklad se nepouzivd). K tvorbé AGEs dochazi zejména neenzymatickou
glykaci proteinti, nukleotidii a lipidi za patologickych stavii, kdy jsou redukovany obranné
mechanizmy a narista bunécny stres. Za rizikovy faktor je povazovana zvysena glykémie.
Nasledné AGEs prostfednictvim aktivace RAGE akceleruji procesy starnuti, zanétu a dalsi

patologické dusledky (Levesque et al., 2011; Ramasamy, Yan, & Schmidt, 2012).

Kromé zminéné membranové formy RAGE, ktera je pfitomna na bunééném
povrchu a spousti kaskadu déji vedoucich k poskozeni tkané, existuji i solubilni formy
SRAGE a es RAGE. esRAGE je produkovan na zakladé¢ alternativniho sestfihu na tirovni

MRNA. SRAGE vzniké odstépenim RAGE z bunééné membrany za pomoci enzymut
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matrix metaloproteinaz (MMP), v tomto piipad¢ konkrétné ADAMI10. Procesy vedouci ke

vzniku solubilnich forem RAGE jsou znazornény na obrazku cislo 4.

g g ; esRAGE
! !
MMP

ADAM10

A
$mDia-1

eSRAGE

<‘\

Signalizace a zména genové exprese

Obrazek €. 4. Procesy vedouci ke vzniku solubilnich forem RAGE. MMP — matrix metaloproteinaza

(Pfevzato: Yan, Ramasamy, & Schmidt, 2010).

Solubilni formy jsou povaZovany za protektivni, protoze mohou AGEs vyvazat
v cirkulaci, diive nez se dostanou k cilové tkani a zabranit tak tkanovému poskozeni a
naslednému rozvoji ¢i progresi choroby. I toto je tedy oblast, kde se nabizi ptipadna
moznost terapeutické intervence, at’ jiZ na Urovni exprese RAGE na bunééném povrchu,
tak produkce solubilnich forem napf. ovlivnénim aktivity matrix metaloproteinaz (Yan,

Ramasamy, & Schmidt, 2010).
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3 Navrh vyzkumného projektu

Jak jiz bylo zminéno v teoretické casti prace, k posouzeni vlivu stresu na
organizmus jsou ¢asto pouzivany zvifeci modely. Také ve své praci pocitam s tim, ze
kromé& prospektivnich studii zahrnujicich srovnani vlivu stresu u jedinci postizenych
neurodegenerativnim onemocnénim se skupinou zdravych lidi, budou zafazeny i

experimenty vyuzivajici zvifecich modeli.

3.1 Navrh studii u lidské populace

3.1.1 Navrh prarezové studie u probandl sjiz diagnostikovanym

neurodegenerativhim onemocnénim

Cilem této studie je odpoveédét na otdzku, zda je rozdil ve vnimavosti ke stresu u
jedincti postizenych neurodegenerativnim onemocnénim ve srovnani se zdravymi
kontrolami. Vychazim z hypotézy, Ze mira vnimavosti ke stresu bude vyssi u postizenych
jedinci oproti kontrolam. Vzhledem ktomu, Ze stres je do znacné miry otazka
individualniho vnimani konkrétniho stresoru, predpokladam, Ze rozdily by se mély projevit
spiSe na Urovni subjektivniho vnimani, neZ objektivné pusobiciho stresu. Je také obtizné a

prakticky téméef nemozné kvantifikovat miru piisobiciho stresu v ptirozenych podminkéch.

Do této prafezové studie bude zatazena skupina jedinci s jiz diagnostikovanym
neurodegenerativnim onemocnénim, Vtomto piipadé Alzheimerovou chorobou. Jako
kontrolni bude zafazena skupina zdravych jedinct odpovidajici vékovym rozmezim a
pomérem pohlavi ve sledované skupin€. ProtoZze se jedna o onemocnéni zahrnujici
prevazné vyssi vékové kategorie, nelze sestavit skupinu probandu tak, aby byly vylouceny
komorbidity, které mohou ptipadné plsobit jako intervenujici proménné. Vzhledem
k tomu, ze by v tomto piipadé bylo velmi tézké tyto potencidlni intervenujici proménné
jakkoli vhodné oSettit, volila bych tedy tu cestu, Ze bude odebrana pecliva anamnéza a
pfipadné komorbidity zaznamenany pro pfipad, kdy by na ziklad¢ vysledku bylo
podezieni, Ze mize byt ovlivnén jesté dal§im faktorem. Tento ptistup se mi v minulosti jiz
osvedcil pii vyzkumu tykajicim se nadorovych onemocnéni, kde je také prakticky nemozné

vyloucit komorbidity.
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Vstupné budou pacienti vySetieni pro zhodnoceni kognitivniho deficitu, aby bylo
ovéieno, zda nejsou 1 ve zdravé skupiné jedinci s kognitivnim deficitem a na druhé strang,
aby bylo u skupiny s neurodegenerativnim onemocnénim ovéieno, zda kognitivni deficit
neni jiz natolik zavazny, aby pifipadné ovlivnil schopnost podstoupit nasledné testovani ke
zjisténi miry vnimaného stresu. K tomuto ucelu by bylo mozné vyuzit napt. Mini Mental
State Examination (MMSE) (Folstein, Folstein, & McHugh, 1975), ktery je v praxi bézné

pro hodnoceni pouzivan.

Nasledn¢ ob¢ skupiny podstoupi vlastni testovani tykajici se miry vnimaného
stresu. K tomuto ucelu mize byt pouzito testu Stress profile, ktery je koncipovan jako
sebeposuzovaci dotaznik, ptipadné¢ PSS-10 (Perceived Stress Scale) pro rychlou zakladni
orientaci (Nowack, 2006). Dalsim vhodnym testem by byla napt. Beckova $kala deprese —
BDI-11 (Beck, Steer, Ball, & Ranieri, 1996; Beck, Ward, Mendelson, Mock, & Erbaugh,
1961). Co se tyka objektivné ptsobiciho stresu, jsem si védoma, Ze naprosto objektivniho
zhodnoceni zde nelze dosdhnout. Nepiimo by bylo moZzno usuzovat napi. na zakladé¢
disociace, ktera by mohla vypovidat spise o dlouhodobé ptlisobicim stresu ¢i koncentrace
pozornosti, kde by mohl byt patrny i1 vliv aktualné pusobiciho stresu. K hodnoceni
disociace by bylo mozno vyuzit napft. testi DES-20 (Skala disocia¢nich zkuSenosti) a SDQ-
20 (8kala somatomorfni disociace) (Bernstein & Putnam, 1986; Nijenhuis, Spinhoven, Van
Dyck, Van der Hart, & Vanderlinden, 1996). Stran koncentrace pozornosti by bylo mozno
vyuzit napf. i testu Ciselny &tverec. Jedna se o velmi jednoduchy test, ktery byl ptvodng
vyvinut pro testovani détskych pacientli, jeho jednoduchost by byla u pacientt, kde je
predpokladan kognitivni deficit rizného stupné, jisté s vyhodou (Jirasek, 1975). Existuje i
cela fada dalSich testt, které by mohly byt pro zminéné tc¢ely pouZity, zde uvadim ty, které

jsem méla moznost podrobnéji prostudovat.

K objektivnimu posouzeni pulsobiciho stresu by bylo také moZno pouzit
biologickych markert. Nejcastéji jsou zminovany sérové hladiny kortizolu. U ¢lovéka se

nabizi i moznost neinvazivniho testovani z odebranych slin (Obayashi, 2013).

Ziskané vysledky budou porovnany mezi skupinou probandii a kontrolni skupinou.
Bude také sledovano, zda subjektivni vnimani stresu koreluje s vysledky testd, které
nepiimo ukazuji na miru ptsobiciho stresu a hladinami biologickych markeri. Ptipadné se
nabizi také mozné srovnani mezi pohlavimi, protoze lze predpokladat, ze vzhledem

k interindividualnim rozdilim ve vnimani stresu budou i zde patrné rozdily.
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3.1.2 Navrh prospektivni studie ke zjisténi predispozice

k neurodegenerativhimu onemocnéni u rizikovych skupin

Cilem studie je odpovédét na otazku, zda stres a Grovenn vnimaného stresu muze
ovlivnit nastup ¢i progresi neurodegenerativniho onemocnéni. Vychazim z hypotézy, Ze
mira pusobiciho stresu bude rizikovym ¢i facilitacnim faktorem pro rozvoj onemocnéni.
Otazkou tedy je, zda bude rozdil mezi jedinci s rizikovym faktorem v anamnéze a
kontrolnimi subjekty a zda mira pusobiciho stresu bude mit prediktivni hodnotu pro
nasledny rozvoj onemocnéni. Pficemz 1 zde predpokladdm, ze rozdily by se mély projevit
spiSe na trovni subjektivniho vniméni. Uvedend otazka by méla ptispét k objasnéni, zda
Jjsou pro rozvoj neurodegenerativniho onemocnéni rozhodujici spise genetické predispozice
na stran¢ jedince ¢i faktory okoli. Na zaklad¢ literarnich tdajt, uvedenych v teoretické

¢asti, se da nejspiSe predpokladat, Ze se bude jednat o kombinaci obou zminénych faktori.

Do studie budou zafazeni probandi s rizikovym faktorem v anamnéze, v tomto
ptipadé vyskytem Alzheimerovy choroby v rodinné anamnéze. Jako kontrolni subjekty
budou zafazeni jedinci bez pfitomného rizikového faktoru v anamnéze, piipadné by
sledované skupiny mohly byt rozdéleny dale jest¢ dle pohlavi. Bude se jednat o
longitudinalni design, kdy bude piedpoklddan jednotny vék probandi na zacatku
sledovéani. V tomto ptipad¢ bych zvolila 50 let, coz je v€k, kdy by mély byt spolehlivé
zachyceny i formy AN s ¢asnym nastupem. Ackoli je v této studii pfedpokladan nizsi vek
probandi, nez u ptedchozi, 1 zde je nutno pocitat s komorbiditami, zejména pak v pritbé¢hu
studie. Tak jako v pfedchozim pfipad¢, ani zde neni prakticky mozné je vyloucit. Bude
tedy zvolen stejny postup, tj. budou peclivé zaznamendvana anamnestickd data v pribehu

studie.

Ob¢ skupiny budou pred zaCatkem také vySetieny MMSE pro vylouceni ev. jiz
pfitomného kognitivniho deficitu v obou skupinach. Na poc¢atku studie budou obé& skupiny
testovany za pouziti stejnych testi, jaké byly zminény v piedchozi kapitole. Budou
sledovany také stejné¢ biomarkery. Na zaklad¢ kombinace vysledki administrovanych testi
a hladin sledovanych biomarkerti budou probandi v obou skupinach rozfazeni dle miry

ovlivnéni stresem na dvé dalsi podskupiny. Jsem si védoma, Ze v tomto ptipadé by nejprve
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musela byt provedena predbéznd studie, ktera by nastavila cut score pro jednotlivé

skupiny.

Nasledn¢ budou probandi testovani v pravidelnych intervalech 2 let MMS pro
zjisténi piipadného kognitivniho deficitu. Bude porovnavan vyskyt onemocnéni mezi
skupinami. Déle bude hodnoceno, zda je doba, ktera uplyne od zacatku sledovéani do
nastupu klinickych ptiznaka (kognitivni deficit), zavisla na intenzit¢ vnimaného stresu a
hladinach sledovanych biomarkerii. V piipad¢ zjisténi kognitivniho deficitu bude
hodnoceno, zda existuje souvislost mezi mirou vnimaného stresu, hladinami biomarkera a

progresi onemocnéni.

3.1.3 Predpokladané limity navrzenych studii

Vzhledem Kk tomu, ze se jedna o studie zahrnujici probandy vyssich vékovych
kategoriich, nelze prakticky vylouéit komorbidity. Jak bylo navrzeno, ¢astecné je moznym
feSenim disledné zaznamendvani anamnestickych dat. Nicméné i pokud jsou tyto tdaje
k dispozici a je podezfeni, ze vysledek je u pacienta ovlivnén pfitomnou komorbiditou,
nelze s jistotou fici, zda je to skute¢né jejim diasledkem, nebo se jedna o plsobeni jesté
dalsiho dosud neidentifikovaného faktoru. Timto mtize byt napf. jind komorbidita, jejiz
pfiznaky se dosud nerozvinuly, nebo celd fada dalSich faktorti vychéazejicich z vnéjSiho

prostiedi.

Dalsim uskalim je pfipadné jiZ rozvinuty vyrazny kognitivni deficit, ktery u casti
pacienti pravdépodobné neumozni dalsi testovani, nebot’ zde by jiZ nebyla jistota, zda
pacient predkladané testy chape spravné a zda je schopen na otazky validné odpovédet.
Déle je nutné brat na védomi, ze zadna z uvadénych metod neni schopna zhodnotit miru
pusobiciho stresu skutecné objektivné. Aby se dalo jakési Castecné objektivité alespon
ptiblizit, patrné by bylo nutno zvolit kombinaci testil a n¢kolika biologickych markerti na
riznych urovnich, coz je v praxi vhledem k naro¢nosti tohoto postupu v mnoha smérech

neproveditelné.

U longitudinélni studie by se zcela jisté projevil jev pro tento druh studie typicky,
tj. ,,opottebeni vzorku*. Také by byl limitujici pocet probandi, protoze vzhledem k déleni

skupiny na dalsi podskupiny by bylo pravdépodobné dosti slozité shromazdit dostatecny
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pocet sledovanych jedincii. Jak jiz bylo zminéno nejprve by v tomto pfipadé bylo nutné
provést predbéznou studii, aby mohly byt zvoleny cut score a nastaveny normy, na zaklad¢
kterych by probéhlo zatazeni do skupiny vice ¢i méné stresem ovlivnéné. S vyse
zminénymi uskalimi souvisi 1 délka intervalu, ve které by méli byt probandi sledovani. Pti
volbé prilis kratkého intervalu se da predpokladat, ze toto bude pro sledovaného jedince
obtézujici. Pti volbé pfili§ dlouhého intervalu by na druhé strané dochézelo ke ztraté dat ve

smyslu zachyceni nastupu onemocnéni.

Vzhledem Kk velkému mnozstvi shromazd’ovanych dat a mnozstvi porovnavanych
parametri by navrhované studie byly jisté ndro¢né i stran vyhodnoceni a interpretace
vysledkt. Je pravdépodobné, ze mnozstvi zpracovdvanych dat by se vyzadalo vyuziti

pokrocilej$ich metod multivariacni analyzy.

Je pravdépodobné, ze v pribéhu navrhovanych studii by se objevily jesté dalsi

pfedem neptedpokléddané limity ¢i tskali.

3.2 Navrh experimentu vyuzivajiciho zvireci modely
3.2.1 Experimentalni design

Vzhledem k tomu, Ze u ¢lovéka nelze objektivizovat pusobici stres Vv pfirozenych
podminkach je pro posouzeni vlivu standardizovaného stresoru zafazen experiment
vyuZivajici zvifeci modely pro neurodegenerativni onemocnéni, konkrétné Alzheimerovu

nemaoc.

Cilem experimentu je zjistit zda existuji rozdily ve vnimavosti ke stresu mezi
zvitecimi modely, konkrétn€ mysimi pro Alzheimerovu nemoc a jejich zdravymi
kontrolami (jako kontroly jsou pouzivany ,,wild type* jedinci kmene, od kterého byl mysi
model odvozen, tedy majici stejné genetické pozadi). Dalsi otazkou je, zda je pro
vnimavost ke stresu rozhodujici spiSe geneticky podklad nebo vysledné neurodegenerativni

postiZeni.

Pro experiment budou pouzity 3xTg-AD mysi, které jsou modelem pro AD formy

AN. Druhou skupinou budou ,,wild type* mysi stejného kmene, u kterych bude kognitivni
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deficit indukovan aplikaci B-amyloidu nebo neurotoxinu. Jako kontroly budou pouzity

,»wild type mysi stejného kmene. Budou utvoteny skupiny o 8-10 jedincich.

Zvitata budou exponovana stresoru. V tomto piipadé¢ bude zvolen imobiliza¢ni
stres, ktery je uvadén jakozto vhodna forma pro studium neurodegenerativnich
onemocnéni. Bude sledovana odezva jak po expozici akutnimu, tak chronickému stresu.
Expozice bude probihat jednak ve smyslu pfimého plsobeni fyzického stresu, tak i
nepfimého plisobeni psychologického stresu. Délka expozice bude pro akutni stres 120
minut, pro chronicky stres 120 minut denné pfti celkové délce trvani experimentu 30 dni.
Konkrétni protokoly pouzivané pro tyto ucely byly popsany v predchozi kapitole. Pro
prehlednost jsou jednotlivé skupiny experimentalnich zvifat a typy pusobiciho stresu

sumarizovany v tabulce ¢. 2.

skupina typ stresu
akutni ﬁgmf?/m
kontrola Fiﬁw’ Y
chronicky P vy .
neprimy
akutni Egmf?/m
3xTg-AD ﬁﬁq, Y
chronicky P vy .
neprimy
akutni ﬁgmf?/m
indukovany model v,p - Y
.. | pfimy
chronicky S
neprimy

Tabulka €. 2. Sumarizace dle experimentalnich skupin a typl pusobiciho stresu.

Na zacatku experimentu budou zvitata podrobena behavioralnimu testovani. Budou
pozity ,,Open field exploration test, ,,Hole board test“ a ,Social interaction test®.
Konkrétni provedeni testli odpovida tomu, jak je popsano v predchozi kapitole. Po tomto
budou zvifata exponovana stresoru dle odpovidajicich protokolt pro imobilizacni stres
(Bali & Jaggi, 2015b). Nasledné testovani bude probihat v riznych intervalech po
expozici, pfi¢emz prvni probéhne bezprostfedné po ukonceni experimentu. Dalsi ¢asové

intervaly budou: 3 dny, 1 tyden, 2 tydny a 1 mésic.

V uvedenych intervalech budou zvifata nejprve opct podrobena behaviordlnim

testiim. Po té budou zvifata usmrcena a odebran biologicky material na biochemické testy
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(krev) a k histologickému vysetieni (nadledviny, zaludek). U odebranych nadledvin bude
nejprve zaznamenana jejich velikost a hmotnost a pfipadné makroskopické zmeény.
Eventudlni makroskopické zmény budou zaznamenavany i na zaludku. Materidl pro
histologické vySetieni bude zpracovan odpovidajicimi metodami a vyhodnocen. U
nadledvin bude kromé celkové velikosti hodnocen pomér kiry a dfené a také piipadné
zmény Vv tloust’ce jednotlivych korovych vrstev. Na zaludec¢ni sliznici bude hodnocen pocet

a rozsah ptitomnych ulceraci.

Po celou dobu experimentu bude zaznamenavana také hmotnost pokusnych zvirat

pro nasledné vyhodnoceni kolisani hmotnosti v pribéhu experimentu.

Srovnani bude provedeno mezi experimentalnimi skupinami Vv jednotlivych
Casovych intervalech. Také budou mezi sebou srovnavany skupiny dle toho, zda se jednalo
o akutni nebo chronicky stres. Dale budou srovndvany vysledky v riznych ¢asovych

intervalech k zhodnoceni zmén vyvolanych piisobenim stresu v Case.

Jako dalsi varianta experimentu by mohlo byt v budoucnu navrzeno sledovani zmén
v zavislosti na typu pisobiciho stresu. Zde by se nabizela celd fada modifikaci

experimentalniho schématu.

3.2.2 Predpokladané limity navrzeného experimentu

Experiment na zvifecim modelu nabizi moZnost ovéfeni hypotéz, které neni mozné
testovat u lidi, napt. umoznuje podrobit zvife standardizovanému stresoru, stejnému pro
vSechny testované jedince ¢i dovoluje hodnotit zmény v morfologii vnitinich organii. Pies

uvedené vyhody ma vSak na druhé strané také mnoh4 omezeni a nevyhody.

Pro navrzeny experiment je limitujicim faktorem, stejné jako pro vSechny
experimenty vyuZzivajici zvifeci modely, problematicka aplikace poznatkli na lidskou
populaci a tedy vysledna validita ziskanych vysledkt. Vzhledem K tomu, Ze je pouzit mysi
model, je zde limitujici velikost experimentdlniho zvifete a souvisejici anatomické a
fyziologické rozdily. Velmi omezené jsou zde moZnosti odbéru biologickych materiali.
Konkrétné u mysiho modelu je problémem nemoznosti ziskani dostatecného mnozstvi krve
k hodnoceni biochemickych parametrii v pribéhu experimentu bez usmrceni zvifete.

Stimto souvisi také kratkd doba zivota a rychlé starnuti zvifete, které neumoziuje

39



sledovani dlouhodobych zmén. Je zde i omezeni ve smyslu moznosti hodnoceni
kognitivniho deficitu. Oproti lidské populaci zde zcela chybi moznost zhodnoceni
subjektivniho vnimani stresu, coz je pomérné velkym nedostatkem, pokud piedpokladame,
ze interindividudlni rozdily v lidské populaci budou dany predevSim na trovni

subjektivniho vnimani.

Z vySe zminéného vyplyva také problematicka analogie s lidskym onemocnénim.
Z4dny ze zvifecich modeltl nerekapituluje zcela odpovidajici lidské onemocnéni. V tomto
konkrétnim piipadé je pouzit model 3xTg-AD mysi, kterd je modelem pouze pro AD
formu onemocnéni, ktera je vSak v lidské populaci velmi vzacna. Pro lepsi srovnatelnost
s lidskym onemocnénim by bylo spiSe vhodnéjsi zaradit apoE knock-in mysi. Jedna se
vSak o pomérné novy model, kterd jest¢ neni bézné pouzivan. Jeho pouziti by tedy
vyzadovalo vyprodukovani knock-in mysi od konkrétniho pozadovaného kmene mysi za
pouziti transgennich technologii. Jednd se o postup, ktery je jak Casove, tak finanéné

znacn¢ ndrony a momentalné prakticky neredlny.

V tomto ptipadé se tedy nejedna o experiment, ktery by mél byt zalozen na analogii
se situaci v lidské populaci, ale mél by spiSe pfinést poznatky, které u ¢lovéka nelze ziskat.
Da se fici, ze navrzené studie u lidi a experiment na zvifecim modelu by mély pfinést spise
komplementarni poznatky. Zdali by tomu tak bylo by bylo nutno posoudit na zakladé¢
predbéznych vysledkt studii a experimentu, eventualné by bylo vhodné na zaklad¢ tohoto
poznatku upravit experimentalni design, pfipadné na druhé stran¢ i znovu zvazit schémata

navrzenych studii.

V disledku nemoznosti odbéru krve pro biochemickd vySetieni bez usmrceni
zvitete je také nemozné koncipovat experiment jako longitudinalni. Je tedy nutné pro
kazdy interval vytvofit samostatnou skupinu zvifat a srovnavat tyto skupiny mezi sebou.
K provedeni experimentu je tedy nezbytny velky pocet experimentilnich zvifat a
Vv jednotlivych ¢asovych intervalech jsou srovnavany skupiny riznych jedinct nikoli stejna

skupina v prabéhu ¢asu.

| zde by vzhledem k velkému mnozstvi sbiranych dat a nasledné porovnavanych
parametrii byla velkd naro¢nost stran vyhodnoceni a interpretace vysledki. Také se da

predpokladat, Ze vyuziti pokrocilejSich metod multivariani analyzy by bylo nezbytné.
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4 Zaver

V predkladané praci jsem se snazila ukdzat na vztah mezi neurodegenerativnimi
onemocnénimi a stresem. Soustfedila jsem se predevsim na mechanizmy, které by tuto
provazanost mohly vysvétlovat. V prvni ¢asti literarniho tivodu jsou charakterizovana
neurodegenerativni onemocnéni. Je uvedena jen stru¢nd charakteristika, a dale jsem se
soustiedila spiSe na etiopatogenetické mechanizmy, které jsou probrany i v souvislosti ze
zvifecimi modely. Dalsi ¢ast je vénovana obecnym poznatkiim o stresu a jeho ptisobeni na
organizmus. Zminuji se pouze o zakladnich mechanizmech a zpétnych vazbach, protoze
tato problematika je sama o sob¢ velmi rozsahld. Vice jsou v nasledujici ¢asti rozebrany
konkrétni poznatky tykajici se vlivu stresu u neurodegenerativnich onemocnéni. Toto je
dnes aktudlni oblast vyzkumu, a ackoli bylo publikovdno mnoho praci na toto téma, jejich
zavéry nejsou jednoznacné. Stale neni zodpovézena otadzka, zda je pro vznik
neurodegenerativnich onemocnéni stres rizikovym faktorem ¢i zda je naopak vnimavost ke

stresu ovlivnéna jiz pfitomnym onemocnénim.

V kapitole, kterd je vénovana mechanizmtiim, které by mohly vysvétlovat spojitost
mezi neurodegenerativnimi onemocnénimi a stresem, jsem se snaZzila ukéazat 1 potencialni
terapeutické intervence vyplyvajici ze znalosti téchto mechanizmi. Toto je dnes velmi
intenzivné se rozvijejici oblast vyzkumného zajmu, pravé proto, Ze by mohla nabidnout
nové terapeutické postupy. Pfes vSechny dosavadni snahy je vSak moZnost terapie

neurodegenerativnich onemocnéni stdle velmi omezena.

Vzhledem k tomu, Ze fada poznatkd v oblasti vlivu stresu na organizmus byla a je
ziskavana experimenty na zvifecich modelech a i ja jsem Vv empirické Casti je zatadila
experiment tyto modely vyuzivajici, je do predkladané prace v¢lenéna i ptehledna kapitola,
kterd sumarizuje protokoly pro indukci a hodnoceni stresu v preklinickych studiich.
V empirické ¢asti jsou navrzeny jednak studie v lidské populaci, tak i zminény experiment
na zvifecim modelu. Snazila jsem se nastinit i limity, které se u navrhovanych studii a

experimentu daji pfedpokladat.

Prace je pojata jako stru¢ny ndhled do problematiky a neni mozné, ani se neklade
za cil obsdhnout celou oblast komplexné. Byly vybrany pouze poznatky vztahujici se ke
konkrétné studovanému problému. V budoucnu bych se tomuto tématu vénovala i nadéle a

zpracovala na toto téma i diplomovou praci.
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6 Seznam pouzitych zkratek

ACTH — adrenokortikotropni hormon (z angl. adrenocorticotropic hormone)

AD — autozomalné dominantni

ALS — Amyotroficka lateralni skler6za

AN — Alzheimerova nemoc

APP — protein, ktery je podkladem pro tvorbu amyloidu (z angl. amyloid precursor protein)
ATP — adenosin trifosfat

CNS — centralni nervovy systém

CRH — kortikotropin uvoliiujici hormon (z angl. corticotropine releasing hormone)
DNA — deoxyribonukleova kyselina

HCH — Huntingtonova choroba

HPA — hypothalamo-pituitarné-adrenalni

HPG — hypothalamo-pituitané-gonadalni

IL — interleukin

NEI — neuro-endokrino-imunitni

PN — Parkinsonova nemoc

Pozndmka: zkratky v ndzvech jednotlivych mysich modelii uvadeny nejsou, protoze

vzhledem K ucelu prdce nemaji hlubsi vyznam.

49



