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Abstrakt

Alzheimerova choroba je chronické, progresivni, neurodegenerativni onemocnéni. Patri
mezi nejcastéjsi typ demence a ve svété byva statisticky patou pri¢inou mortality.
Nejcastéjsimi morfologickymi markery jsou nesolubilni  amyloidni plaky,
hyperfosforylované tau proteiny a tvorba neurofibrilarnich klubek. Mezi projevy této
choroby patfi amyloidova angiopatie, naruseni synaptického prenosu neuronti a
nasledna apopto6za, zhorseni kognitivnich funkci a atrofie mozku. Ze studii vyplyva, Ze
podavani mesenchymalnich kmenovych bunék (MSC) ma imunomodula¢ni u¢inky a
miuze redukovat tvorbu a ukladani 3 amyloidu, coz miize vést ke zlepsSeni kognitivnich
funkci. V preklinickych studiich, které jsou provadény na transgennich mysich a ¢asto
vyuzivaji xenotransplantatd, je pouzivana imunosuprese, kterd mtize mit fadu vedlejsich
pozitivnich i negativnich efektli a ovlivnit tak vysledky experimentu. Pfedmétem
diplomové prace bylo zjistit, jaky vliv ma imunosuprese na experimentalni terapii MSC
v riznych ¢asovych etapach progrese AD (model 3xTg). Do jaké miry a pfi jakych
kombinacich ovlivni efekt podanych bunék, délku jejich prezivani, mortalitu
experimentalnich zvirat a zmény na bunécné urovni. Rovnéz jsme posoudiili, zdali je pro
bunéc¢nou terapii imunosuprese nezbytna. Nase vysledky ukazaly, Ze opakované podani
MSC z Whartonova rosolu v kombinaci s imunosupresi nezvysuje pirezivani bunék v
komorach hostitele, samotné bunky sniZily tvorbu 8 amyloidnich plaka u zvirat 9-12
mésici starych a snizily vyskyt TAU-5 proteinu u zvifat 13-15 mésict starych. Tyto
zmény nevedly ke zlepSeni paméti v Morrisové vodnim bludisti. Dale jsme pozorovali
vliv bunécné terapie i imunosuprese na expresi inhibi¢nich synaptickych markert,
zatimco celkova synapticka denzita (PSD 95) a exprese excitacnich synaptickych

markert nebyla ovlivnéna. Celkova mortalita zvitat s imunosupresi byla 30-40 % a

prestavuje pro transgenni zvirata zatéz, ktera neni vyvazena lepSimi vysledky.

Klicova slova: Alzheimerova choroba, f amyloid, tau, mesenchymalni kmenové buriky,

imunosuprese, transgenni model, poruchy paméti



Abstract

Alzheimer's disease is a chronic, progressive, neurodegenerative disease. It belongs to
the most common type of dementia and worldwide it is statistically the fifth cause of
mortality. The most common morphological markers are insoluble § amyloid plaques,
hyperphosforylated tau proteins and formation of neurofibrilar tangles. Among the
manifestations of the disease is amyloid angiopathy, synaptic transmission disorders
and subsequent apoptosis, deterioration of cognitive functions and brain atrophy.
Studies have shown that administration of mesenchymal stem cells (MSC) has an
immunomodulatory effects and it can reduce the production and storage of § amyloid
and thus improve cognitive functions. In preclinical studies, which are conducted in
transgenic mice and often use xenografts, administration of immunosuppresion may
lead to variety of positive or negative effects which can affect the results of the
experiment. The subject of the master’s thesis was to determine the effect of
immunosuppression on experimental therapy with MSC in various time windows of AD
progression (model 3xTg). At which scale and combination of immunosupression will
influence the cell therapy's effects, the length of graft survival, mortality of experimental
animals and changes at the cellular level. We have also assessed whether
immunosuppression is essential for cell therapy. Our result showed that repeated
administration of Wharton Jelly MSC in combination with immunosuppression did not
increase cell survival in host ventricles, cells alone reduced 3 amyloid plaque formation
in animals 9-12 months old and reduced incidence of TAU-5 protein in animals 13-15
months old. These changes did not improve memory in Morris Water Maze.
Furthermore we observed the effect of cell therapy and immunosuppression on the
expression of inhibitory synaptic density (PSD 95) and the expression of excitatory
synaptic markers were not affected . The overal mortality of immunosuppressed animals
was 30-40 % and represents a burden for transgenic animals that is not balanced by

better results.

Key words: Alzheimer’s disease, § amyloid, tau, mesenchymal stem cells,

imunosuppression, transgenic model, memory deficit
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Seznam zkratek

AD Alzheimerova choroba

MSC mesenchymalni kmenové buriky

UC-MSC mesenchymalni kmenové buriky derivované z pupecnikové tkané
FYZ skupina mysi, kterym byl implantovan fyziologicky roztok
MSCSUP skupina mysi s implantovanymi butikami a imunosupresi
FYZSUP skupina mysi s kombinaci fyziologického roztoku a imunosuprese
WT zdrava kontroln{ skupina

APP amyloidovy prekurzorovy protein

PSEN-1/2 presenilin 1a 2

VGAT vesikulani GABA transportér

VGLUT vezikularni glutamatovy transportér

PSD 95 postsynapticka densita

AB beta amyloidni plaky

LTP dlouhodoba potenciace

3xTg-AD trojité transgenni mysi model Alzheimerovy choroby
WB western blot

[HC imunohistochemie

APOE apolipoprotein E (ApoE4 alela)

ICV intracerebroventrikularn{

FAD familiarni forma AD

SAD sporadicka forma AD

PFC prefrontalni mozkova kiira

EC entorhinalni ktira

HIP hipokampus

MAP s mikrotubuly asociovany protein

TNF-a tumor nekrotizujici faktor alfa

IL-10,4 interleukin 10 a 4

TGF-B transformujici ristovy faktor beta

LPS lipopolysacharid

TLR toll-like receptory

BDNF z mozku odvozeny ristovy faktor

APLP1,2 APP-like protein 1

BACE1,2 beta sekretaza 1,2

sAPPB,a solubilni ektodoména APP f3,a

oCTF karboxylova C-terminalni doména a

MWM Morrisovo vodni bludisté

STAT3 signalni transduktor a aktivator transkripce

DG(GD) gyrus dentatus

IGF-1 inzulinovy riistovy faktor 1

NGF nervovy rustovy faktor

VEGF vaskularni endotelidlni ristovy faktor

SVZ subventrikularni zéna

HLA-1 hlavni histokompatibilni komplex

CA1,3 cornu ammonis 1,3



1. Uvod

Alzheimerova choroba (AD) je nejcastéjSi neurodegenerativni onemocnéni ve
starnouci populaci. Familiarni forma (FAD) ma geneticky podklad v genech APP, PSEN-
1/2. Tvori priblizné jen 5 % z celkového vyskytu onemocnéni. Zbylych 95 % vznika
sporadicky (SAD) vlivem rady rizikovych faktort mezi které patti naptiklad gen APOE.
Velky podil ma také epigeneticky vliv prostredi i Zivotosprava. Charakteristickymi
patologickymi projevy jsou extracelularné ukladané amyloidni neboli alzheimerovské
plaky, které se vyskytuji predevsim v oblasti hipokampi a kortexu. DalSim projevem
jsou intracelularné hyperfosforylované tau proteiny, které se nachazi prevazné na
axonech neuront. Vlivem fosforylace na specifickych aminokyselinovych zbytcich
destabilizuji mikrotubulovy cytoskelet, ktery za fyziologickych podminek
zprostiedkovavaji a tim indukuji vznik neurofibrilarnich klubek. Poslednim projevem je
bunécna apoptodza, ktera zplisobi postupnou atrofii mozkového parenchymu. Tyto
neuropatologické zmény se negativné projevi v synaptickém prenosu, kognitivnich
poruchach pameéti, neuropsychiatrickych projevech a narusené neurogenezi. Mysi model
3xTg-AD nese mutace pro APP, PSEN-1 i tau a umoZiuje tak zkoumat kombinaci
patologii AP a tau proteinu. V soucasnosti stale neni znama kauzalni pri¢ina vzniku
onemocnéni a schvalena farmaka funguji jen symptomaticky. Kmenové bunky a
kombinovana imunosuprese piredstavuji multifaktorialni terapeuticky pristup. Pozitivni
vlastnosti MSC spocivaji v jejich vysoké prolifera¢ni aktivité, imunomodula¢nich
ucincich, multipotentniho diferenciacniho charakteru, sekreci neurotrofnich faktord,
redukci ukladani a tvorby plakli. Mohou také podporit endogenni neuroregeneraci
v subventrikularni zéné, celkové zvysit plasticitu systému a zejména pak pamét.

V preklinickych studiich se ¢asto vyuziva bunéénych xenotransplantati, které se
neobejdou bez suprese imunitniho systému. Kombinovana imunosuprese vSak miize mit
fadu pozitivnich i negativnich Gcinka, které mohou ovlivnit vysledky experimentu.
Pozitivné miliZe imunosuprese piisobit neuroprotektivné a protizanétlivé. Mezi jeji
negativni projevy patii naptiklad nefrotoxicita, hypertenze, hyperglykémie nebo
spousténi oportunnich bakterii. V praci bude porovnano, jakym zplisobem miize
kombinovana imunosuprese ovlivnit terapii MSC u vékovych kategorif 9-12 mésicti a 13-
15 mésict. V ramci behavioralnich testi MWM a Y-bludisté bude zkouman vliv na
alotetickou orientaci u pracovni a dlouhodobé paméti a také zmény ve spontanni

alternaci. Imunohistochemie (IHC) bude pouZita pro porovnani zmén v ukladani A3 v
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hipokampech a prezivani MSC v komorovém systému. WB urci kvantitativni zmény

sekrece VGAT, VGLUT, PSD 95, tau 5 a dalsich zvolenych proteinfi.



2. Prehled literatury

2.1Alzheimerova choroba

AD je nejcastéjsi formou demence u starnouci populace s naristajicim rizikem od
60-65 let véku vyse. Poprvé ji diagnostikoval a pojmenoval Alois Alzheimer v roce 1906.
Pro pacienty s AD je charakteristicky gradujici kognitivni deficit, amnesie, desorientace,
vykyvy v chovani aZ neschopnost konat kaZdodenni aktivity. Jen v USA s touto zakefnou
nemoci bojuje vice jak 50 miliont lidi a zdravotni vydaje se v roce 2016 dostaly k 236

miliardam dolari (Alzheimer’s Association, 2016).

2.1.1 Klasifikace forem AD

Onemocnéni se vyskytuje ve dvou formach, a to geneticky podminénou
autozomalné dominantni FAD a sporadickou SAD, kterou mohou vyvolat ¢etné rizikové
genetické i epigenetické faktory, mezi které patii rostouci vék, nizké vzdélani, deprese,
diabetes melitus typu II., kardiovaskularni poruchy a ApoE4 gen. Konkrétni
mechanismus vzniku neni zcela objasnén (Duncan and Valenzuela, 2017). FAD tvoii
pouhé 1 % v populaci a projevuje se v jiZ ranném véku kolem 40 let. Jeji projevy vyvolaji
mutace v genech pro amyloidovy prekurzorovy protein (APP) nebo v genech umisténych
v katalytické podjednotce y-sekretazy, kterymi jsou presenilin-1 nebo 2 (PSEN 1/2).
Vétsinu populace ovsem postihuje v pozdnim véku SAD. Symptomatika je u obou forem
identicka. Existuji databaze jakou je napriklad AlzGene, které monitoruji publikované

Iy

polymorfismech, biomarkerech i terapiich (Bertram et al., 2007).

2.1.2 Patofyziologie a soucasny stav poznani

Z neuropatologickych zmén, které jsou charakteristické pro tuto komplexni
chorobu jsou nejvice prozkoumany zminéné § amyloidni plaky (extracelularné) a
hyperfosforylované Tau proteiny (intraceluldrné). Amyloidovy prekurzorovy protein
(APP) je za fyziologickych podminek dilezitym prvkem v neurogenesi a neuralnim
vyvoji. Za patologickych podminek je Stépen beta a gama sekretazou a vznika nesolubilni

42 AMK fragment 3-amyloidu namisto 40 AMK fragmentu, ktery je solubilni a u



zdravého clovéka ve vétSim zastoupeni (De Strooper, 2010). Tau protein je asociovan s
mikrotubuly (MAP). Jeho hyperfosforylaci dochazi k destabilizaci a disrupci
neuronalniho transportu. Vyskytuje se u starSich osob ve véku 75+ v entorhinalnim
kortexu (EC) (Caceres, Nature, & 1990, n.d.; Lindwall & David Cole, 1984; Seargeant et
al, 2005). Agregace amyloidovych fragmentt je hlavni pticinou vzniku
alzheimerovskych plakt, pozdéji jej doplituje i vznik neurofibrilarnich klubek,
neurotoxické poskozeni nervové tkané, oxidativni stres. Nejvice byva zasazen
hipokampus (HIP) a EC, kde dojde ke sniZeni dlouhodobé potenciace (LTP) a tim
negativnimu ovlivnéni tvorby pamétové stopy (Walsh et al.,, no date). Béhem vyvoje
nemoci byva poskozeni rozsifeno na prefrontalni kortex (PFC) i medialni temporalni
lalok. Na AD v soucasnosti neexistuje uc¢inna lé¢ba. Mezi schvalena farmaka patii
cholinesterazové inhibitory, které maji pouze kompenzacni ucinek. Imunoterapie proti
zminény proteinlim méla zavazné vedlejsi ucinky (Rosenmann et al., 2006). Na
piitomnou neurotoxicitu v pribéhu AD reaguji predevsim mikroglie, které
zprostredkovavaji hlavni imunitni kapacitu v mozkové tkani. Jejich aktivace ma dvoji
charakter. Za fyziologickych podminek zajist'uji funkéni dbytek, fagocytézu a degradaci
AB (Gaikwad et al, 2012; Solito and Sastre, 2012). Tim udrzuji homeostazu a
neuroprotekci. Podporuji také tkaniovou regeneraci a angiogenesi zvySenou sekreci
mozkovy neurotrofni faktor (BDNF) a transformujici ristovy faktor (TGF-[3). Dale sniZuji
hladinu zanétlivych cytokinii. Obecné se tato forma mikroglif nazyva M2 alternativni
fenotyp (Czeh, Gressens and Kaindl, 2011). Za podminek patologickych nicméné dojde k
funkénimu zvratu. Mikroglie proliferuji, zméni morfologii na améboidni formu a jsou
schopné fagocytozy. Na tento fenotyp, nazvany M1 klasicky fenotyp, se aktivuji vlivem
lipopolysacharidu (LPS), INF-y ¢i TNF-a. Role mikroglii spo¢iva v obrané organismu
proti patogeniim a tumorim zvysenim hladiny zanétlivych cytokint napriklad IL-1§,
TNF-a, STAT3, IL-6, IL-12, IL-23 a volnych kyslikovych radikali (ROS) (Boche, Perry and
Nicoll, 2013). Dlouhodobé ptisobeni M1 formy vSak zpiisobuje ztratu neuront. U AD se
vyskytuji obé formy mikroglii, ale béhem vyvoje choroby pievazuje zména
neuroprotektivniho M2 na klasicky fenotyp M1. Odstratiovani amyloidu mikrogliemi je
zprostiedkovana vazbou amyloidovych prekurzort, amyloidovych peptidii a
neurofibrilarnich klubek pres scavenger receptory (SRs) v ranném stadiu (Yang et al.,

2011; Zilka et al., 2012). V pozdnim stadiu se aktivuji napriklad receptory CD36, Fc-



receptory a toll-like receptory (TLRs), které naopak zvysuji ukladani amyloidu a snizuji
jeho degradaci (Carty et al., 2011; Bamberger et al.,, 2003). Inhibici mikroglialni aktivace
na tyto aktivacni molekuly doslo ke snizeni zanétlivych cytokini i amyloidnich plaki a
ke zlepSeni skdre v behavioralnich testech. I nékteré studie cilené pfimo na modulaci
jednotlivych zanétlivych cytokinti TNF-q, IL-1, IL-6, IL-18, IL-12 ukazuji zajimavé
pozitivni vysledky (Wang et al, 2015). A svou neurotoxicitou ovliviiuje i astrocyty. Ty v
mozku tvoii podstatnou ¢ast nervové tkané a zajistuji zivotné dilezité funkce trofické a
metabolické podpote neuront. Jsou schopné sekrece neurotrofnich faktort TGF-§3, BDNF
a NGF. Zajistuji podstatnou €ast transportu neurotransmiteru glutamatu, poskytuji laktat
pro energeticky metabolismus neuronti a vyznamneé se podili na komunikaci pre- a post-
synaptickych neuront a integraci gliovych bunék (Allen et al, 2009; Pannasch et
al.,2013). Amyloidni plaky zpisobuji astrogliézu, kdy dochazi k uvoliiovani oxidu
dusnatého (NO), ROS a zanétlivych cytokini a prostaglandint (Furman et al., 2012). To
ma dopad na ztratu funkce nervové tkané. Dale aktivace astrocytli vyznamné koreluje s
hladinou hyperfosforylovaného tau u méreni kognitivnich zmén (Perez-Nievas et al.,
2013). Astrocyty se vyznamné podili na sekreci zanétlivych cytokinti a tim vzniku
tauopatie u transgennich mysi. Astrocyty vS§ak mohou hrat i neuroprotektivni roli. Pri
implantaci neuralnich kmenovych bunék u 3xTg-AD mysi doslo k diferenciaci do
astrocytl. Pozorovany efekt prispél k obnoveni synapsi predevsim v hipokampu, coz
vedlo ke zlepSeni prostorové paméti a celkové ke zmirnéni pamét'ového deficitu. Efekt
byl pripisovan piredevsim sekreci BDNF a mladi vzniklych astrocytli (Lee et al., 2010).
Terapeuticky potencial farmak, které cili na inhibici jednotlivych zanétlivych cytokini v
ramci celé signaliza¢ni kaskady ma spiSe slaby efekt. VétSinou dochazi ke zlepSeni
symptomt, ale pouze docasné. Divodem miiZe byt pravé komplexnost zapojenych
biochemicky patologickych jevii provazejicich tuto chorobu, které nejsou zcela

objasnény.

2.1.3 APP

Gen pro APP se nachazi na 21. chromozomu. Dava vzniku tfrem favorovanym
isoformam s rtiznym poctem aminokyselin (APP695 je nejcastéji zastoupena v CNS). VU
savcl patii APP do rodiny obsahujici APP-like protein 1 (APLP1) a 2 (APLP2). Jedna se o

transmembranovy protein, ktery ma A3 doménu. Jeho funkce neni zatim zcela
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objasnéna. Pokud gen APP inhibujeme formou knockout mysiho modelu, tak myS$ nema
Zadné patologické projevy. V pripadé knockoutu kombinaci APP s APLP1 nebo 2 nastala
¢asna mortalita. Obecné se usuzuje, Ze ma fyziologickou funkci napriklad v bunécné
adhesi, proteinovém transportu v axonech a bunécné signalizaci. Je prokazano, Ze
isoformy vznikajici splicingem s doménou pro Kunitz proteazovy inhibitor maji spojitost
s ukladanim Af. Nespravny splicing mtiZze favorovat tyto formy a tim zhorsit

patogenesi(Zhang et al,, 2011).

2.1.4 Processing APP

APP je Stépen a-sekretazou v katalytické doméné, kterou vznikne solubilni
ektodoména sAPPa (Sisodia, 1992). Sekretaza patii funk¢né mezi zinkové
metaloproteazy a Stépenim APP predchazi vzniku Af. Naopak (-sekretaza (BACE1 jedna
z hlavnich (-sekretaz) je prvni sloZkou vzniku patologického proteinu a Stépi APP na
pozicich Asp1 a Glul1 a uvolni se doména sAPP3. Homolog BACE2 se nachazi na
chromozomu 21q22.3 a je spojeny s CastéjSim vyskytem uklddani amyloidii u Downova
syndromu. Po katalytickém Stépeni APP sekretazami v membrané ziistavaji karboxylové
termindlni domény (aCTF a BCFT), které slouZi jako substrat pro y-sekretazu. Pokud je
Stépen oCTF vznika p83 fragment, ktery je rychle degradovan a intracelularni
cytoplasmaticka doména (AICD). Ani jeden z téchto produktii neprispiva ke vzniku
plakli. Amyloidogenni proces nastava, pokud v prvotnim Stépeni APP zastane funkci (3-
sekretdza misto a-sekretdzy (Lammich et al, 1999). Vznika AICD a finalné fragmenty A(.
Nejcastéji vznikaji formy AB40/AB42. Proteinovy fragment AB42 se povazuje za nejvice
toxicky a amyloidogenni (Stroud et al, 2012). Navic oligomery porusuji dlouhodobou

potenciaci (LTP). Oba zminéné procesy jsou schematicky znazornény na obrazku 1.

FAD je charakterizovano kromé mutace APP i mutaci PSEN-1/2. Geny jsou
lokalizovany na chromozomech 14q a 1q. Presenilin je soucasti protedzového komplexu
y-sekretazy. PSEN-1 je kliCovy v neurogenesi a je spojeny s Notch receptory, které Stépi
(Selkoe et al., 2003).
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2.1.5 Tau a amyloidova hypotéza

Amyloidova kaskadova hypotéza predpoklada, Ze vznik a akumulace
neurotoxickych amyloidnich oligomeri predchazi vzniku hyperfosforylovaného tau a
tim vzniku neurofibrilarnich klubek. Hypotéza se ovSem potyka s fadou komplikaci.
Farmakoterapie a doposud probéhlé klinické testy zamérené na amyloidni plaky nemély
ocekavané pozitivni vysledky (Du, Wang and Geng, 2018). Vzhledem k prozatimni
absenci markerti v presymptomatickém obdobi pro véasnou diagnézu AD neni moZné
otestovat léciva v jinych ¢asovych intervalech a porovnat tak vysledky. Tauopatie se
objevuje i u fady jinych neurodegenerativnich onemocnéni, nez je AD (Arendt, Stieler
and Holzer, 2016). Tau se u pacientli vyskytuje v EC aZ od véku 75 let (Sergeant,
Delacourte and Buée, 2005). Procesy piedchazejici vznik klubek u AD nejsou zatim
prozkoumany (mimo amyloidovou hypotézu). Hyperfosforylovany protein se odpojuje
z mikrotubulii na neuronech, ¢imZ destabilizuje cytoskelet a blokuje neuronalni
transport. Aktivni imunizace proti tau redukovala patologické projevy, ale zaroven
s sebou nesla riziko neuronalni apopt6zy a vzniku encefalitidy (Rosenmann et al.,, 2006).

Existuji samoziejmé i jiné hypotézy, ale ty prozatim nemaji tak velkou pozornost védcu.



2.2 Kmenové buiiky pouzivané v terapii AD

Nejcastéji pouzivané typy kmenovych bunék pro terapii AD jsou embryonalni
kmenové burnky (ESC), MSC, neuralni kmenové bunky odvozené z mozku (NSC) a
indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSC). MSC se ucastni vyvoje tkani v
mesodermu béhem embryogeneze a je mozné je ziskat z tukové tkané, pupecnikové krve
nebo rosolovité tkané pupecniku. Neurogeneze v dospélém mozku je omezena pouze na
oblast subventrikularni vrstvy (SVZ) a granularni vrstvy gyru dentatu (DG). Presto je
nedilnou soucasti paméti a procesu uceni. Ovlivnit ji 1ze napriklad positivni regulaci
ristovych faktorti (BDNF, IGF-1, NGF) farmakologicky, genovou terapii nebo terapii
kmenovymi bunikami. Z divodu komplexni patofyziologie a dosud neobjasnéné etiologie
AD, je pristup 1é¢by pomoci kmenovych bunék vyhodny v nékolika aspektech, jelikoz
plisobi multifaktorialné a adaptivné v reakci na dané prostredi. V této studii budou
pouzity lidské mesenchymalni kmenové buriky isolované z rosolovité tkané pupecniku
(UC-MSCQ), které predstavuji primitivnéjsi bunécnou linii nezli klasické MSC izolované
napriklad z kostni diené. To znamen3, Ze sdili urcité charakteristiky s embryonalnimi
kmenovymi bunitkami, které jim pridavaji na jejich proliferacni aktivité a tim efektivité.
Dale byl popsan jejich imunomodulacni ti¢inek na sekreci nékterych cytokint.
Sekretované jsou neurotrofické faktory napriklad BDNF, nervovy riistovy faktor (NGF),
vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF) a insulinovy ristovy faktor (IGF-1) (K.
Batsali et al., 2013; Saeidi et al., 2013). Dle vysledki nékterych studii jsou schopné
redukovat tvorbu a ukladani amyloidnich plakl zvySenim fagocytické aktivity mikroglii
a jsou schopné podpofrit podporit endogenni neurogenezi v subventrikuldrni zoné (SVZ)
a gyru dentatu (DG), plisobit neuroprotektivné i stimulovat angiogenezi (Amemori et al.,
2015). Nékteré studie dokonce naznacuji imunosupresivni vliv samotnych MSCs v reakci
na zanétlivé prostiedi. In vitro studie na MSCs zaznamenali lepsi tlumeni zanétlivych
cytokini, vyssi proliferaci a sekreci neurotrofinii v poSkozené tkani bez pouziti
imunosuprese (Ren et al., 2008; Ma and Chan, 2016). Celkové tedy mohou zvysit
plasticitu systému a tim zlepSit kognitivni funkce, zejména pak pamét. Jednim z aspekti
predkladané prace na zakladé je pravé ovlivnéni systému cestou parakrinni sekrece.
Bunéc¢ny xenotransplantat bude implantovan intracerebralné do lateralnich komor, kde
cirkuluje cerebrospinalni tekutina. Implantace do komor minimalizuje mozné poSkozeni
mozkové tkané. Toto uspoiadani experimenti rovnéZ umoznuje opakované podavani
bunék s cilem zvysit dobu trvani parakrinniho efektu. Diferenciacni potencial bunék se v
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této studii neuvazuje, jelikoz buiiky podléhaji Fizené apoptéze v horizontu tydni az
mésici a jejich efekt je zaméren pravé na parakrinni ovlivnéni okolni tkané (Bae et al.,

2007).
2.2.1 UC-MSC

Zlatym standardem pro derivaci MSC je kostni dien. Jako zdroj je ovSem
limitovan kvantitou bunék. Maji multipotentni diferenciacni charakter a mohou tak
tvorit adipocyty, fibroblasty, chondrocyty, osteoblasty a dalsi. Zdrojem UC-MSC je
rosolovita tkan pupecniku. Jejich izolace se nepoji s etickymi problémy jako napriklad
buriky embryonalni. Tvori primitivnéjsi bunécnou linii neZ klasické MSC z kostni direné a
sdilf urcité charakteristiky s embryonalnimi butikami. Po transplantacich netvori
teratomy. Exprimuji nékteré embryonalni markery Oct-4, Sox-2, Nanog, c-Kit, Tert a
Dnmt3b. Jejich nizka exprese vysvétluje, pro¢ po transplantaci do imunodeficientnich
mysi a potkant netvoii teratomy. Maji vyssi proliferacni kapacitu nez MSC derivované
z kostni direné a mohou diferencovat i mimo mesodermalni zarode¢nou linii (endoteliani
burnky, kardiomyocyty). Jejich nizka exprese HLA-1 a nékterych kostimula¢nich molekul
CD40, CD80 nespousti imunitni odpovéd alogennich T-lymfocytt in vitro (K. Batsali et

al, 2013). Celkové Ize tento typ bunék povazovat za malo imunogenni.

2.2.2 Vyuziti bunécné terapie v Klinickych a preklinickych studiich

Existuje nékolik klinickych studii, které vyuzivaji implantace KB (databaze
ClinicalTrials.gov). Jedna se vétSinou o typ faze I. a II. zamérujici se hlavné na bezpecnost
pouziti. Pfevazné se jedna o intraveno6zni aplikaci, intraarterialni, intrathekalni, v
mensim méfitku také intrahipokampalni a jedna intracerebroventrikularni (ICV) pomoci
Omaya rezervoarového systému (NCT02054208), ktera se probéhla v roce 2019.
Zminéna studie NCT02054208 je zajimava v tom, Ze se v ni pouZziva stejny typ bunék
jako v této diplomové praci a podani je téZ 3x opakované jen bunécna davka az na

casovy interval, ktery se lisi.

Preklinické studie vyuZzivajici kmenové bunky pro bunécnou terapii ukazuji
potencidl pro 1é¢bu AD. Védci aspésné vylécili transgenni modely jiz desitkami zpiisob1,

presto translace do lidské mediciny je v této oblasti znacné komplikovana. Vysledky jsou
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také velmi Casto zavislé na konkrétnim modelu (Cummings, Morstorf and Zhong, 2014).
Jak bylo avizovano drive, modely jsou formy familiarni s incidenci do 5 % v populaci a
tvori priblizné 1 % vSech znamych forem AD. Shrnutim lze potvrdit, Ze ¢aste¢na bunécna
kompenzace opravdu zpomali a obnovi nékteré neuronalni drahy a tim zlepsi kognitivni

funkce a kvalitu Zivota.

2.3 Mysi model 3xTg-AD

3xTg-AD je transgennim FAD modelem, ktery byl vytvoren v roce 2003. Dvojice
genovych konstruktl Svédského amyloidového prekurzorového proteinu (APPswe) a tau
proteinu (Taup3o1L) se vpravila mikroinjekéni transfekéni metodou do homozygotnich
mysich embryi s knockin mutaci PS1m146v (obr. 2). Genovou modifikaci se u modelt
progresivné vyvinuly patologické zmény typické pro priibéh AD, a to difizni amyloidové
plaky a hyperfosforylované tau proteiny (Oddo et al., 2003). Dale byly pozorovany
zmény na urovni synapsi, dlouhodobé potenciace (LTP) a souvisejici synaptické

plasticity, které predchazely tvorbé zminénych plaki a tauopatii.

harvest single-cell cmbryos

—D—D—'I I a0, I l—
_[H:I’_| I APPswe I l_

v

—  Genotypic analysis

Obr. 2 - Transfekce transgennich konstruktti APPswe, TauP301L a vznik 3xTg-AD potomstva jejich

naslednou reimplantaci do nahradnich matek (prevzato a upraveno dle (Oddo et al., 2003))

Prvni ¢asné zmény jsou detekovatelné jiz ve 3. mésici ve formé solubilnich
intracelularnich amyloidovych peptidl prevazné v neokortikalni oblasti. Pozdéji i
v pyramidalni vrstvé CA1 HIP, které jsou nejspiSe zodpovédné za prvni kognitivni
poruchy (Billings et al.,, 2005). V 6. mésici lze jiZ prokazatelné nachazet i extracelularné
agregované alzheimerovské plaky v oblasti EC, HIP a postupné v celém frontalnim

kortexu, predominantné ve vrstvach 4 a 5. V témze véku se projevuje i vyrazny deficit
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LTP v oblasti Schafferovych kolateral CA1. Priibéh hyperfosforylace tau proteinii za¢ina
ve stejném véku a pozdéji vytvari tzv. neurofibrilarni klubka zhruba kolem 15-26 mésice
v CA1 pyramidalni vrstvé neurond HIP, limbickych strukturach a rozsirujici se dale az do
kortikalnich struktur (Mesulam, 1999). Tau pozitivni buiiky jsou detekovatelné i

v amygdale, kde se vyrazné podili na emoc¢nim neklidu, agresivité ¢i strachem
podminéné ztuhlosti. Vyvoj AB a hyperfosforylace tau jsou vzajemné provazané procesy,
které vSak postupem casu ztraci na primé korelaci. Oba markery se Casto vyskytuji

v blizkosti stejnych neuront a je tedy dost pravdépodobné, Ze se néjakym zplisobem
vzajemné ovliviiuji, i kdyz kaZdy je v Casné fazi situovan do jinych ¢asti mozku (Schwab
& McGeer, 2000). Ackoliv byly studovany drahy a procesy spojujici tyto dva markery,
dosud nejsou zcela objasnény. Nejlépe s ¢asnymi zménami koreluji synaptické zmény,
které se projevuji pozitivni imunoreaktivitou na intracelularni AB. SniZeni synaptické
density lze také mérit hladinou presynaptického markeru jakym je napriklad

synaptofysin.

Projevujici se symptomatika kognitivnich funkci se u mysich modeli studuje na
pracovni a episodické paméti ¢i na asociativnim uceni. Priibéh kognitivnich poruch je do
jisté miry srovnatelny s lidskych pribéhem AD (obr. 3). VyuzZivaji se rozli¢né
behavioralni experimenty jako ekvivalent k testim bézné uzivanych na lidech. Zahrnuji
napiiklad riizné typy labyrintt, které vyZaduji prostorovou pamét k jejich vyieseni.
Takovymi jsou praveé Moristiv vodni labyrint (MWM) ¢i Barnesové bludisté (Webster,
Bachstetter, Nelson, Schmitt, & Van Eldik, 2014). Také se zkouma jejich piirozené
explorativni chovani v oteviené aréné (BBB), Y-bludisti i v rozpoznavani novych
objektli (NOR) (Foley, Ammar, Lee, & Mitchell, 2015). Konkrétné u 3xTg-AD se
poskozeni kognitivnich funkci objevuje prvné v asociativnim uceni mezi 3. -5. mésicem
nasledované poskozenim prostorové paméti v 6. mésici. Neni neobvyklé, Ze tento model
projevuje protichtidné vysledky. Napiiklad v BBB testu vykazovaly kontroverzné
hypoaktivituv 6., 7., 10., 12., 15 a 17. mésici véku a vice €asu stravily nehybné na
periferii oproti kontrolni zdravé mysi a hyperaktivitu zase v 6. a 12. mésici. Deficit
prostorové paméti je prokazan také v MWM, ktery se velmi Casto pouziva praveé u AD

(Filali et al., 2012).
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Obr. 3 - Srovnani pribéhu kognitivnich poruch u ¢lovéka a mysi (prevzato a upraveno dle (Webster et al,,
2014))

Mimo kognitivni patologickou sloZku je nutno zminit i nekognitivni
neuropsychiatrické symptomy, které maji vyznamny vliv na zvolené behavioralni testy.
Mezi né patii zvySend agrese zménou regulace riiznych neurotransmiterovych systému
v limbickém okruhu (serotonin, norepinefrin, dopamin, GABA), stereotypické chovani,
poruchy cirkadidnnich rytmi, tzkost (disrupci cholinergniho sytému), hyperaktivita,
nékdy vSak naopak apatie a strachem podminéna ztuhlost (Filali et al.,, 2012; Foley et al,,
2015; Webster et al,, 2014). To ma potom za nasledek rozdilné chovani mysi

v behavioralnich testech a miize komplikovat vyhodnocovani vysledkd.

Posledni zminka patfi vlivu pohlavnich hormonii na chovani a samotny priibéh
AD. Mnohé epidemiologické a klinické studie prokazali rozdily mezi pohlavimi (Dye,
Miller, Singer, & Levine, 2012). Zeny jsou nachyln&jsi k vzniku této demence oproti
muzim a také vykazuji agresivnéjsi formu pribéhu. Mysi samice maji vétsi procento
plaki i neurofibrilarnich klubek v HIP (obr.4). Také siln€jsi migroglialni a astrocytarni
aktivitu a s nimi spojenou zvySenou sekreci zanétlivych cytokinti IL-1 a TNF-a. V MWM
mély horsi vysledky oproti samciim. Estrogen ma sam o sobé neuroprotektivni
vlastnosti. Je schopny indukovat neamyloidni metabolismus APP, zvySuje cholinergni
aktivitu neuroni, zvySuje LTP, ma protizanétlivé a antioxidac¢ni ac¢inky. Problém tkvi
v tom, Ze s vékem jeho produkce klesa a tim i jeho ochranné vlastnosti. Progesteron ma

zase pozitivni vliv na redukci tauopatie (Carroll et al., 2007; Yang et al., 2018).
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Obr. 4 -Zleva B Histogram znazornujici procentudlni zastoupeni A u samcti a samic 3xTg-AD
oproti kontrolnim WT z hipokampalnich fezti B,C Histogramy, které ukazuji rozdily ve vyskytu tau

pozitivnich bunék a celkového tau v HIP (prevzato a upraveno dle (Yang et al.,, 2018))

Androgeny maji u samct podobny vliv. Endogennim snizenim jeho hladiny se
signifikantné zvysi akumulace amyloidt a tim dojde potazmo ke zhorsené kognici.
Aplikaci dihydrotestosteronu se akumulace A3 opétovné zpomali. Konkrétni regulac¢ni
mechanismus bohuZel neni objasnén (Rosario, Carroll, 0ddo, LaFerla, & Pike, 2006).
Stejné jako u samic plati, Ze s vy$$im vékem klesa jeho syntéza a tim i tento regulacni

proces.

Tento derivovany trojité transgenni model vykazoval jak poruchy synaptické
plasticity, LTP, tak ukladani Af a hyperfosforylaci tau a dal vzniku alzheimerovskym
mys$im s kombinaci vzniku plaki a tau klubek. Existuji samoziejmé i jiné modely jako
J20, APP/PS1, APP + PS1, APP/PS1 I, 5 x FAD, kde kazdy ma sviij specificky nastup
nemoci a rozdilny patologicky priibéh (Webster et al., 2014). Historicky jiné modely do
té doby mély napriklad jen mutaci APP a jednu variantu PS1/PS2, které ovlivitiovaly
vznik a rychlost ukladani A, ale postradaly celou slozku patologie Tau, ktery tvori
strukturni sloZzku mikrotubulii v neuronech (Blanchard et al., 2003; Holcomb et al.,
1998). Jak to tak se zvifecimi modely byva, ani tento model neni zcela homologni
s lidskou formou AD. Nevykazuje totiZ Zddnou ztratu neuront, ktera je u lidi devastujici
a nenf tedy dplné mozné zkoumat terapie zamérené na jejich bunéc¢nou nahradu. Je vSak
moZné pozorovat zmény synaptotoxicity pomoci presynaptickych a jinych markeri

(Oddo etal., 2003).
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Cely priibéh nemoci velmi dobte kopiruje neuropatologicky pribéh u lidi dle
amyloidové hypotézy (Hardy & Selkoe, 2002). Z klinického hlediska je tento model kvtili
popsanym vlastnostem dobrym nastrojem pro porozuméni tohoto onemocnéni a

hledani budouci 1écby.
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3. Cile prace:

Na experimentalnim mys$im modelu 3xTg simulujicim AD v riiznych stadiich
progrese nemoci (9-12 mésici a 13-15 mésicti) porovnat vliv opakované aplikace
MSC izolovanych z Whartonova rosolu v kombinaci s a bez imunosuprese na

kognitivni funkce a patologické znaky nemoci.

Dil¢i cile prace

1. Imunohistochemickymi metodami zhodnotit vliv bunéc¢né terapie a
imunosuprese na vyvoj amyloidnich plaki (Ab 1-42) a vyskyt TAU-5 proteinu.
Zhodnotit prezivani transplantatu s a bez imunosuprese
Zhodnotit prezivani zvirat s a bez imunosuprese

Vyhodnotit zvolenymi behavioralnimi testy vliv na zachovani paméti

gk W N

Kvantifikovat excita¢ni a inhibi¢ni markery synaptickych proteinti a vyhodnotit

vliv terapii na jejich expresi
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4. Material a metody
4.1 Experimentalni zvirata

Ke studiu bunécné terapie byl zvolen transgenni model 3xTg-AD, ktery je
homozygotni pro vSechny tri alely (APPSwe, tauP301L, Psen1) na genetickém pozadi
linie C57BL/6 (Jackson Laboratory). Kontrolni zdrava skupina méla stejné genetické
pozadi. MySi byly chovany v oddéleném zvérinci sousedicim s UEM v
prisvitnych plastovych boxech po maximalné 4 jedincich pti konstantni teploté 22 °C
s 12hodinovym reZimem stiidani svétla a tmy. Potrava a voda byly pristupné ad libitum.
Jejich vaha se pohybovala kolem 30 g. Kazdy tyden se opakované vazila kvili apravé
podavanych lé¢iv. Aklimatizace pti prevozu do zviretniku v dstavu probihala po dobu
minimalné 10 dni. Prvni patologie se objevuje formou imunoreaktivity na amyloidni
peptidy, ktera je ve 3. mésici doprovazena casnymi synaptickymi zménami, nasledovana
extracelularnimi plaky v 6. mésici a kolem 12.-15. mésice tvorbou hyperfosforylovaného
tau. Zasazeny jsou oblasti entorhindlni kiiry, hipokampi a mozkové kiiry relevantni pro
studium AD a korelujici s poruchami kognitivnich funkci paméti. Zvirata byla ve dvou
vékovych kategoriich 9-12 mésicti a 13-15 mésicli o n = 75 rozdélena do 5 skupin:
skupina s implantovanymi MSC bez suprese, MSC se supresi (MSCSUP), skupina
s fyziologickym roztokem (FYZ), dale s fyziologickym roztokem a supresi (FYZSUP) a
posledni skupina zdravych mysi poslouzila jako kontrolni (WT). Pocet na kazdou

skupinu byl stanoven na 4-8 mysi dle tabulky niZe.

13-15m

o | |

Pokusy byly provadény v souladu se smérnicemi Evropské rady z roku 2010
(2010/63/EEC) a zaroveii dle protokold schvalenych komisi pro péci o laboratorni
zvifata na UEM AVCR a byly v souladu se Zakonem ¢&. 149/2004 Sb., véetné dodatku o
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ochrané zvitat proti tyrani, a Vyhlaskou Ministerstva zemé&délstvi Ceské republiky ¢.

207/2004 Sb., o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych zvirat.

4.2 Isolace a kultivace UC-MSC (Whartontiv rosol)

Burniky byly se souhlasem darct ziskany z odstranénych pupecnikt novorozenct
(n = 3) z Fakultni nemocnice v Plzni. VSechny studie pouZivajici MSCs derivované
z pupecniku a rosolovité hmoty byly schvaleny etickou komisi. Pupec¢nikova tkan byla
skladovana sterilné ve PBS (IKEM, Praha, CR) s antibiotickou a antimykotickou smési AA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) pti 4 °C a béhem 24 h prevezena na pracovisté UEM.
Rosolovita tkan (Whartoniv rosol) byla nékolikrat promyta PBS-AA a oplachnuta 10 %
betadinem (EGIS Pharmaceuticals PLC, Budapest, Mad'arsko). Byly separovany
nezadouci krevni elementy a samotné kmenové buriky byly po dobu 2 h izolovany na
tirepacce s kombinaci roztoki 0,26 U/ml liberazy (Roche Custom Biotech, Mannheim,
Némecko), 1 mg/ml hyaluronidazy (Sigma-aldrich) a PBS-AA pri teploté 37 °C. Suspenze
se poté stacela pri 450 x g 10. Buniky byly nasledné vysety a expandovany v mediu
obsahujicim aMEM bez pritomnosti ribonukleotidii, deoxiribonukleotidi a
UltraGlutaminu (Lonza, Basilej, Svycarsko) suplementovaném 5% alogennim
desti¢kovym lyzatem (Bioinova, Praha, Ceska Republika) a 10 pg/ml gentamycinu
(Sandoz, Holzkirchen, Némecko). Takto byly kultivovany v 37 °C v atmosfére s 5 % CO, a
vymeéna média probihala dvakrat do tydne. Pro implantaci se pouZivala 3.-5. bunéc¢na
pasaz. Buniky se sklizely pti 90 % konfluenci pomoci 0,05 % TRYPSIN-EDTA (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) a stacely se pti 1000 rpm. Poté se buniky promyvaly
v PBS a opét stacely pri 1000 rpm. Nakonec byl odebran veskery supernatant a pocet

bunék byl upraven na koncentraci 5x10%/5 ul v Blirkerové komiirce.

4.3 Stereotakticka operace

Mysi byly uspany inhala¢nim anestetikem isofluranem (IsoFlo, Zoetis) o
koncentraci 300 ml/min v uzaviratelné nadobé. Po dosazZeni poZadované hloubky
anestezie byly mySi presunuty a fixovany do stereotaktického aparatu (Stoelting)

s vyhrivanou podlozkou pro udrzovani stale teploty téla, kde byly pripojeny na
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polouzavreny okruh a isofluran byl nastaven na 120 ml/min. Povrch hlavy byl oholen,
desinfikovan ethanolem a byla provedena podélna incise o délce 1 cm pro odhaleni
lebky. Lebka se ocistila vatovymi tampo6nky a nanesl se roztok H,0,, ktery oxidaci
zvyraznil koordinaty na lebec¢nich Svech bregmu a lambdu. Pristup do ventrikularniho
systému pak byl ziskan trepanaci s upravenymi koordinatami od bregmy jako vychoziho
bodu 1 mm lateralné, 1 mm posteriorné, 2 mm ventralné do obou lateralnich komor.
Béhem této faze byl pouZit fyziologicky roztok, ktery slouzil jako prevence proti
moZnému tepelnému poskozeni. Pro naslednou implantaci byla pouzita mikrostrikacka
Halmilton (701N 10 pl SYR 6/PK (26s/2“/2)). Implantat byl aplikovan vZdy v suspensi
5x10%/5 ul UC-MSC ve fyziologickém roztoku. Skupina s fyziologickym roztokem dostala
pouze roztok ve stejném objemu. Suspense byla implantovana do obou ventrikuld v
objemu 2,5x105/2,5ul s rychlosti 400 nl/min mikroinjek¢ni aparaturou
(UltraMicroPump II, Wold Precision Instruments, Inc.). Po dokonceni implantace se jehla
nechala na misté po dobu 5 minut pro zamezeni zpétného toku suspense. Po vyjmuti
jehly se ocistilo operacni pole, rana se zasila a aplikoval se roztok Novikov (Solutio
Novikov, 1ékarna Pharmacia). Mysi byly presunuty do svych kleci a jejich pooperacni
stav se sledoval nasledujicich 48 h. Operace byla provedena celkem 3x ve dvoutydennich
intervalech. Casovy priibéh je zobrazen na ose ptiloZené niZe. Skupinam MSCSUP a
FYZSUP byla aplikovana trojkombinace suprese cyklosporinu A (Sandimmun, 50 mg/ml,
Novartis), azathioprinu (Imuran, 50 mg, Aspen) a methyprednisolonu (Solu-Medrol, 62,5
mg/ml, Pfizer), ktera jim byla kontinualné sniZovana. Davka methylprednisolonu a
azathioprinu byla sniZena na %2 po 14 dnech a po 30 dnech se sniZila davka o dalsi %2 u

vSech tiech 1ékili a tato hodnota byla udrzovana po celou dobu experimentu.

Casovy priibéh operaci

Druha faze
behavioralnich
1. operace 2. operace 3. operace .
i i i testu
T ! — i ;
Dny -1. 0. 14. 28. 30. 42. 52.
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4.4 Zpracovani tkané pro WB

Po humannim usmrceni zvirat se vyjmul mozek a na ledu se separovaly specifické
¢asti a to entorhindlni kiru (EC), hipokampus (HIP), prefrontalni kiru (PFC) a
zbytkovou tkan kortexu. BEhem separace byla tkan ponotrena ve studeném
fyziologickém roztoku. Tkan byla mechanicky homogenizovana v ependorfkach
s lyza¢nim pufrem (100 mM Tris (pH 7,6), 300 Mm NaCl, 4 mM EDTA, 1% Triton X-100)
obsahujici proteazovy (Thermo Scientific) a fosfatazovy inhibitor (Milipore). Vzorky
byly zvortexovany a stoCeny pti 1000 rpm. VyuZit byl pouze odsaty supernatant, ktery

byl presunut do mensich ependorfek a skladovan v mrazaku pfi - 80° C.

4.4.1 Méreni koncentrace proteinti

Reagencie A: 2 % Na,CO3-H,0; 0,95 % NaHCO3; 0,14 % NaOH;
0,16% KNaCsH406:-4H20

Reagencie B: 4 % CuS04-5 H,0

Ke standardizovani proteinovych koncentraci byl pouZit Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermo Scientific). Kazdy vzorek byl napipetovan v dubletech do 96 jamkové
desticky a jeho objem byl fedén v poméru 1:20 v dH,0. Kalibra¢ni fada byla stanovena
z hovéziho sérového albuminu v koncentracich 0 pro blank aZ 2000 pg/mL do jamek A-
H v tripletech. Do kaZdé jamky byla napipetovana kombinace BCA reagencii A a B
v poméru 50:1 v objemu 200 pl. Inkubace probéhla za tmy pti pokojové teploté po dobu
1 h. Kolorimetrickou reakci a mérenim absorbance na spektrofotometru ve vinové délce
562 nm byla posléze koncentrace vzorkd upravena na hodnotu 25 pg proteinu na

nanasku.

4.4.2 Elektroforéza a blotovani

Tyto alikvoty byly poté nanaSeny na elektroforeticky gel 4-15% gradient Mini-
PROTEAN TGX #456-1083 (Bio-Rad) pro jejich separaci v elektrodovém pufru (0,0278
M Tris, 0,276 M glycin, 0,1112 M SDS). Zdroj byl nastaven na konstantni proud 25

mA/gel. Po skoncenti se transferovaly proteiny z gelu na PVDF membranu (Life
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Technologies) v transferovém pufru (0,0252 M Tris, 0,1915 M glycin, methanol v poméru
1:4) pti konstantnim proudu 350 mA po dobu 1 h. Déleni proteint probihalo v
elektroforetické aparature od Bio-Rad. Po elektropienosu byla membrana barvena
roztokem Ponceau (0,5% (v/v Ponceau; 1% (v/v) kyselina octova) pro kontrolu
spravného prenosu proteint. Poté se se provedl 3 x 5 min oplach v TBS-T. Nasledovala
blokace v 5 % netu¢ném suseném mléku 1 h (9999S, Cell Signaling Technology). Poté
opét 3 x oplach v TBS-T a nakonec inkubace s primarnimi a sekundarnimi protilatkami
popsanymi niZe. Primarni protilatky se nechaly inkubovat ptes noc v lednici na kyvacce,
jediny beta aktin pti pokojové teploté 1 h. Sekundarni protilatky se inkubovaly po dobu
1 h. Po dokonceni kazdé faze byl proveden 3 x 5 min oplach TBS-T.

4.4.3 Chemiluminiscence a denzitometrie

Na PVDF membrany byl nanesen smiSeny roztok 1 ml peroxidu a 1 ml luminolu
z chemiluminiscenéniho setu Clarify™ Western ECL Substrate, 500 ml (Bio-Rad, Marnes-
la-Coquette, Francie). V temné krabicce se nechaly inkubovat 5 minut a poté se
membrany daly do vystiiZenych eurodesek a vytlacil se prebytecny roztok. Membrany
se poté snimaly na chemiluminiscenci v systému Azure c600 (Azure Biosystems, Inc.,
Dublin, USA) pti autoexpozici. Sminky se poté denzitometricky zpracovavaly v Image]
(LOCI, University of Wisconsin, USA) dle jejich stupné sSedi a byly relativné

normalizovany vztazenim k beta aktinu.

4.4.4 Primarni protilatky

e Anti-VGAT n. 131 002 (Synaptic Systems, Goettingen, Némecko) -
presynapticky marker, vezikularni GABA transportér pro gabaergni
termindly, polyklonalni krali¢i protilatka, fedéni 1:1000

e Anti-GAD 65+67 n.ab11070 (abcam, Cambridge, UK) - dekarboxylaza
kyseliny glutamové se vyskytuje ve dvou isoformach v dané molekulové
hmotnosti 65 a 57 kDa, enzymaticky katalyzuje produkci gama
aminomaselné kyseliny (GABA) z kyseliny L-glutamové, polyklonalni
kralic¢i protilatka, redéni 1:3000
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e Anti-VGLUT1 n. 135 302 (Synaptic Systems, Goettingen, Némecko) -
presynapticky marker, glutamatovy transportér membranovych vesikla
vyskytujici se prevazné v glutamatergnich synapsich v HIP, polyklonalni
kralici protilatka, fedéni 1:1000

e Anti-beta Amyloid 1-42 n. ab12267 (abcam, Cambridge, UK), reaguje
s amyloidnimi plaky, oligomery i monomery v rozmezi 1-42 kDa,
polyklonalni krali¢i protilatka, fedéni 1:1000

e Anti-PSD95 n. ab18258 (abcam, Cambridge, UK) - postsynapticky marker
neuronalni density, vaze se na NMDA, AMPA receptory a draslikové
kanaly, polyklonalni krali¢i protilatka, fedéni 1:1000 v 3% mléce

e Tau monoklonalni protilatka (TAU-5) n. AHB0042 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) - kvantifikace celkového tau v tkani, reaguje
s rezidui 210-230 nezavisle na jeho stavu fosforylace

e Anti-beta aktin #ab8227 (abcam, Cambridge, UK) - kontrolni protein pro
kvantifikaci, je vysoce zastoupeny housekeeping protein ve vSech

bunkach, polyklonalni krali¢i protilatka, redéni 1:8 000

4.4.5 Sekundarni protilatky

e kozi IgG proti mySim protilatkdm (Goat Anti-Rabbit IgG) #ab205718
(abcam, Cambridge, UK), fedéni 1:15000

e kozi IgG proti krali¢im protilatkdm (Goat Anti-Mouse IgG) #ab150113
(abcam, Cambridge, UK), fedéni 1:15000

4.4.6 Proteinovy Zebricek

e Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ (10-250 kDa, Bio-Rad)
4.5 Imunohistochemie
4.5.1 Priprava vzorku

Zvirata byla uvedena v hlubokou anestezii isofluranem 500 ml/min a jesté
intraperitonealni aplikaci kombinace ketaminu (Narketan 10%, 50mg/kg) s xylazinem

(Rometar 2%, 6mg/kg). Transkardialné byla perfundovana 0,1 M PBS do velkého télniho
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obéhu a po viditelném odkrveni byl roztok vyménén za 4% paraformadehyd. Poté se
vyjmul mozek z lebky a uloZil do zkumavek s paraformaldyhedem pres noc do lednicky.
Dalsi den se tkan davala do 30% roztoku sacharézy v PBS s trochou azidu sodného. Pro
imunohistochemické zpracovani se mozky zamrazily a krajely se na krytostatu Leica
CM1850 (Leica Microsystems GmbH, Viden, Rakousko). Jednalo se o kranialni rezy o
tloust'ce 20 um. Z tkané se zpracovavala pouze oblast hipokampu. Kranialni Fezy poté
poslouzily k zjiSténi prezivani kmenovych bunék ve ventrikularnim systému, kam byly
pii implantacich vpraveny a ke zjisténi kvalitativni distribuce amyloidovych plakt. Pro

foceni vybranych preparatt byl pouzit fluorescen¢ni mikroskop (Zeiss, Némecko).

4.5.2 THC barveni, foceni a analyza

Kryorezy byly proplachnuty v PBS (pH 7,4) 3 x 5 min, nasledné 10 min v 1 %
H,0, a nakonec 3 x 10 min v PBS. Dale byly fezy oplachnuty kombinaci PBS s Tween
0,05 % po dobu 10 min. Nakonec byly blokovany v 3% kozim séru 2 h. Nasledovala
inkubace s primarnimi protilatkami rMTCO2 (1:200,ab91317, abcam), mHuNu (1:50,
MAB1281, Millipore), mAmyl (1:200, SIG-39300, Covance) a DAPI (1:1000, D9564,
Sigma Aldrich) pti 4 ° C ptes noc. Snimky byly porizeny pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu (Zeiss, Némecko). Analyza v program Image] 1.52s hodnotila kvantitativni

zmény prezivsich implantovanych bunék a prostorovou distrubuce amyloidnich plaki.

4.6 Statisticka analyza

Pro statistické vyhodnoceni vSech dat byla pouzita jednofaktorova analyza
rozptylu (One-way ANOVA) s Tukey post hoc testem a studentsky t-test. VSechny
vysledky byly predloZeny jako aritmeticky primér se stiedni chybou priiméru (+ SEM).
Statisticky signifikantni hodnoty byly oznaceny jako * p < 0.05, ** p < 0.01, ***p < 0.001.
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4.7 Behavioralni testy
4.7.1 MWM

Morrisovo vodni bludisté je nejcastéji pouzivanim behavioralnim testem pro
vyzkum Alzheimerovi choroby se zamérenim na prostorovou orientaci a pamét v
hipokampu. V pripadé této prace byl zkoumam vliv na kratkodobou pamét v podobé
5denniho testovani, kdy bylo zvife kazdy den vypusSténo 4x v intervalu 5-7 minut z
kazdého svétového sméru a jeho tikolem bylo nalézt skryty ostriivek v co nejkratsim
case. Doba testu byla stanovena na maximalnich 60 s. Pokud se zvireti nepodarilo
ostravek najit, tak bylo navigovano na jeho polohu. Pfed samotnym testovanim probéhl
5denni trénink mysi. V bazénku byly 2 barevné cedulky na severu a zapadé pro
pomocnou orientaci. Sledovala se latence Uniku, rychlost plavani, tigmotaxe, ¢as
straveny v cilovém kvadrantu, kde byl potopeny ostriivek a délka trajektorie. Dale byla
sledovana dlouhodoba pamét v modifikované versi tzv. probe testu, ktery probéhl 48 h
po poslednim testovacim dni verse s kradtkodobou paméti. V této verzi byl ostriivek
vynat a mys$ méla na cely test stejnych 60 s jako v predchozim pripadé. Zde se sledoval i
pocet prinikd mista, kde byl ptivodné ostriivek. Experiment byl snimam softwarem

VideoMot2 (TSE Systems).

4.7.2 Y-bludisté

Test spontanni alternace se pouziva pro zkoumani prirozené explorace hlodavctj,
kterého se ucastni kratkodoba pamét. Ti prirozené prozkoumavaji jednotliva ramena,
nez aby se vraceli zpét do vychoziho. Je to znamy prirodni fenomén. Tento typ testu je
citlivy pro HIP, septum a PFC. V této praci byl kladen diraz predevsim na ventralni
oblast HIP. Pred testovanim kazdé mysi bylo experimentalni pole vyciSténo 70 % EtOH a
poté omyto dH,0. Na samotny test bylo stanoveno 5 min a po dokonceni byla mys
navracena do klece. Experiment byl sniman stejnym softwarem VideoMot2 jako u
predchoziho testovani. Z namérenych dat se pracovalo se spontanni alternaci a celkovou
vyvinutou aktivitou, ktera odpovidala poCtu navstivenych ramen. Navstéva ramena se
pocitala pouze, pokud mys vstoupila vSemi Ctyrmi koncetinami do systémem ohranicené

zony. SA se spocitala dosazenim do nasledujiciho vzorce.
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# spontanni alternace

SA% = x 100

pocet navstivenych ramen—2

Bodovani vstupii do ramen (A, B, C) bylo nasledujici: 1 bod za vstup do nového ramene
(A->B->C), 2 body za navstiveni pfedchoziho ramene (A->B->A), 3 body za
bezprostiredni vraceni do predchoziho ramene ze stiedu bludisté (A->A). SA se proto
pocita pouze u kombinaci ABC, CBA, ABC, BCA, CAB, ABC. V ptripadé bodového systému

jsou k uvedenym kombinacim analogické ¢iselné kombinace 111, 311, 121, 211.
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5. Vysledky

5.1 Behavioralni testy
5.1.1 MWM (prostorova orientace ve spojeni s pracovni a dlouhodobou paméti)

Pro studium prostorového uceni u pracovni a dlouhodobé paméti byl zvolen
pravé MWM ve dvou rozdilnych modifikacich. Sestaveni pro zkoumani kratkodobé
pameéti se testovalo tak, ze v bludisti byl umistén skryty ostriivek pod hladinou vody
zabarvené bilou netoxickou barvou. Mys byla béhem testovani vypousténa ze 4 rtiznych
mist a jejim tkolem bylo skryté misto najit v nejkrat§im moZném case. Pfed samotnym
testovanim probéhl , handling” mysi pro privyknuti na bludisté po dobu 5 dnti. U této
verze se sledoval ¢as nutny k tiniku na ostrivek v priibéhu nasledujicich 5 dnt pred
implantaci. Dalsi 5denni testovani probéhlo aZ po ukonceni vSech implantaci, tj. za 42
dni. K tomu byla jesté vytvorena krivka prostorového uceni na zohlednéni vSech
testovanych dnii. Druhou variantou byl tzv. probe trial, ktery otestoval pamét
dlouhodobou. Ten probéhl 48 h po skonceni verse pro kratkodobou pamét. Zde byl
ostriivek vynat uplné a zvife mélo na test plnych 60 s. Sledoval se primérny
procentudlni ¢as straveny v cilovém kvadrantu 3, tinikova latence (jelikoZ ostriivek
nebyl, protnuti mista probéhlo vicekrat), tigmotaxe (okrajova zéna bazénku), délka
trajektorie, rychlost plavani. Jako referen¢ni kontrolni skupina byla zvolena WT
(C57BL/6), kterd ma stejné genetické pozadi jako zvitrata transgenni. Skupina 9-12 m ani
13-15 m nevykazovala Zadné signifikantni zmény v testu kratkodobé paméti u
parametru latence ve srovnani pred zakrokem a po ném (Obr. 5-A, E). Krivka uceni
nevykazovala také Zadné zmény, ale z grafu lze usoudit, Ze prostorové uceni ziistalo
takika neposkozené u vSech skupin (Obr. 5-B, F). Z obecného hlediska si mladsi skupina

9-12 m vedla o néco lépe nez skupina starsi.
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Skupina 13-15m
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5.1.2 Y-bludisté (anxieta, emocionalita a regulace lokomoc¢ni aktivity)

Druhym behavioralnim testem bylo trojramenné bludisté ve tvaru Y. Tento typ
arény je citlivy na ventralni oblast hipokampu. Mérily se zde fenomén spontanni
alternace a s ni spojeny pocet navstivenych ramen, ktery urcil aktivitu sledovaného
zvirete (Obr. 6). U skupiny 9-12 m byly zmény vyrazné mensi, naopak skupina 13-15 m
vykazovala vétsi disturbance ve vysledcich. Zadna hodnota oviem nebyla signifikantni.
Vliv terapie MSC ani imunosuprese v tomto pripadé nemél vyraznéjsi vliv na pamét u

vybranych behavioralnich testd.

Obr. 6 -A, C) Zmény SA pred/po
implantaci B, D) Vliv na aktivitu

Skupina 9-12 m svifete
A B . e . .
Spontannialternace pfed/po Pocet navstivenych ramen pfed/po
104 25

%

N\ Q
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Skupina 13-15m
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5.2 IHC

Imunohistochemické metody fluorescencné znacenych proteinovych markert
byly pouzity pro proteiny Amyl 1-16 v kombinaci s DAPI, které reagovaly s AB plaky.
Dalsi pouzité protilaty byly MTCO2 a HuNu v dubletovém barveni, které reagovalo

s pfitomnymi prezivsimi MSC.

5.2.1 Bunécna terapie a imunosuprese vyrazné sniZuji ukladani a tvorbu
amyloidnich plaki v cilovych oblastech CA1, CA3 a subikulu

[HC znaceni beta amyloidli vybranou protilatkou proti Amyl 1-16 vyjevilo sérii
senilnich plakl napfic celym hipokampem a prilehlych korovych strukturach. Nejvice
byly zasazeny oblasti CA1, subikula a PFC (Obr. 9). S ohledem na pouZzité behavioralni
testy se provedla kvalitativni analyza hipokampalnich oblasti CA1 a CA3. Nejméné plaki
v CA1 vykazovaly skupiny MSC * = p < 0.05, FYZSUP a MSCSUP ** = p < 0.01 ve skupiné
9-12 m. Obdobné na tom byla oblast CA3, kde nejvétsi zlepSeni méla skupina MSC *** = p
< 0.001 oproti kontrolni FYZ. Starsi skupina mysi 13-15 m neméla zadny signifikantn{
ubytkek plaki, pouze trend u MSCSUP, coZ miliZe byt ddno vétsim rozptylem hodnot ve

skupinach.
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Obr. 9 Vybrané snimky z HIP
transgenni mysi ze skupiny FYZ
imunoznacené na amyl 1-16 emitujici
cervenou barvu (méritko 200 pm)
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Skupiny 13-15m
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5.2.2 Viabilita implantovanych MSC

Dal$i IHC znaceni bylo pouZito pro ziskani dat ohledné preZivani implantovanych
bunék u skupin MSC a MSCSUP. Mozkova tkan byla zpracovana 52. den od prvni
implantace. Pro predbéznda data poslouZil lidsky mitochondriadlni marker cytochrom c
oxidazové podjednotky I (MTCO2) (Obr. 10 A). Na pocetni analyzu se dale
fluorescencné barvily rezy proti proteinu specifickému pro lidska bunécnd jadra
(HuNu), ktery ma vyssi specifitu a je tedy vhodnéjsi. Skupiny spadajici do vékové
kategorie 9-12 m mezi sebou mély signifikantni rozdil. MSC podané bez imunosuprese
meély vyssi viabilitu nez skupina MSCSUP s hodnotou * = p < 0.05. Starsi skupina 13-15m
mezi sebou méla minimalni rozdil. OvSem porovnani téchto dvou vékovych kategorif
mezi sebou ukazalo vyrazny ubytek pieZivsich bunék s hodnotami *** = p < 0.001.

Kombinovana imunosuprese ma tedy vyznamny podil na piezivani implantatu.
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Obr. 10-A) Snimky z fluorescencniho mikroskopu a IHC barveni MTCO2/DAPI signalizujici
piitomnost lidskych implantovanych MSC v komorovém systému (zleva rez skupiny

s implantovanymi MSC, vpravo kontrolni skupina FYZ) B) Ukazkovy snimek viability MSC
znacené HuNu/DAPI pouZité pro naslednou pocetni analyzu v Image] C) Analyza IHC barveni
HuNu na viabilitu implantovanych MSC na kranialnich fezech mozku v oblasti lateralnich

komor.
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JelikoZ reaktivita a icinky MSC jsou velice komplexni a uplatiiuje se rada

parakrinné sekre¢nich mechanismi, byla zde provedena kvantitativni proteomicka
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analyza vybranych proteinti. Zaméreni bylo na ovlivnéni plasticity v HIP excitacnimi a
inhibi¢nimi synapsemi a clearance systému od AP plakti a zmény hyperfosforylovaného
tau proteinu. Pofizené snimky byly normalizovany viic¢i pozadi a jejich relativni
koncentrace standardizovana ke kontrolnimu B-aktinu. Jako kontrolni skupina byla

zvolena WT.

5.3.1 Zmény exprese markert excitacnich synapsi a udrzovani plasticity

Za excitacni markery byly zvoleny postsynapticky marker neuronalni density
(PSD 95), ktery se vaZe na draslikové kanaly a také zprostredkovava synaptickou
plasticitu asociovanou s NMDA. Vesikularni glutamatovy transportér (VGLUT) zajiStuje
transport glutamatu do synaptickych vesiklli na presynaptickych terminalech. Zvolena
metoda kvantifikace proteinti neukazala zadné signifikantné vyznamné pozitivni zmény
napri¢ skupinami (Obr. 11). Naopak se spiSe objevil trend stagnace aZ poklesu u skupiny
PSD 95 13-15 m, ktery mohl byt zapticinén pokrocilym stddiem AD, ktery jiz
terapeuticky efekt MSC ani imunosuprese nestacila kompenzovat nebo opakovana ICV

implantace byla prili$ invazivni.

PSD 95 9-12 m PSD 95 13-15 m

0.0~ T

Relativni koncentrace proteinu
Relativni koncentrace proteinu

Obr. 10 - Srovnani drovneé exprese synaptického markeru PSD 95 u excitacnich synapsi v HIP u9-12 a 13-
15 mésicl starych mysi napric skupinami.

34



VGLUT 9-12 m VGLUT 13-15 m

= =
£ 2.01 £ 1.5+
] ]
3 S
o o
= -
o [N
o 151 °
[*) o 1.0 -
= | s
c _ c
o 1.0 o
o o
o o
) o 0.5
x x
— 0.5+ -
= o
2 2
© =
v 0.0- T o 0.0- T
x A 4 o Q Q x A v o Q Q
4 K
K\ < “‘9 e° e° K < “‘9 e° %\)
NG [9) g )
2 G
< KY < N\

Obr. 11 - Srovnani drovné exprese excitacniho synaptického markeru VGLUT v HIP ve skupinach 9-12 a
13-15 mésica.

5.3.2 Zmény exprese inhibi¢nich synaptickych markera

Inhibi¢ni synapse a jejich aktivita se také vyznamné podili na plasticité v HIP.
Dekarboxylaza kyseliny glutamové (GAD 65/67) uz z nazvu znaci, Ze se vyskytuje ve
dvou isoformach v dané molekulové hmotnosti 65 a 57 kDa. Enzymaticky katalyzuje
produkci gama aminomaselné kyseliny (GABA) z kyseliny L-glutamové. Vesikularni
GABA transportér (VGAT) zodpovida za ukladani neurotransmiterti GABA a glycinu
v inhibi¢nich terminalach. U starsi skupiny mysi doslo k signifikantnimu poklesu (*** =p
<0.001) exprese GAD 65/67 u vSech transgennich jedinci. Obdobného vysledku se
dostalo u VGAT, kde skupiny MSC a FYZSUP vykazovaly nejmensi deficit a mély hodnotu
*=p<0.05, pak FYZ ** = p <0.01 a MSCSUP *** =p < 0.001 (Obr. 12).
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Obr. 12 - Srovnani drovné exprese inhibi¢nfho synaptického markeru GAD 65/67 v HIP ve skupinach 9-
12 a 13-15 mésich. ***p<0.001 proti WT
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Obr. 13 - Srovnani drovné exprese inhibi¢niho synaptického markeru VGAT v HIP ve skupinach 9-12 a
13-15 mésich. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 proti WT

5.3.3 MSC a imunosuprese pomahaji redukovat patologii tau

Tau protein (TAU-5) se pouziva na znaceni fosforylované a nefosforylované
isoformy, vaZe se na neurofibrilarni klubka a slouZzi nejcastéji ke kvantifikaci celkového
tau ve tkani. Hyperfosforylované tau proteiny se u modelu 3xTg-AD objevuji aZ kolem
17. mésice stari, proto je redukce tau vyrazné vidét az u starsi skupiny 13-15 m

v porovnani s mladsi skupinou ** = p < 0.01 (Obr. 13).
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Obr. 14 - Kvantifikace celkového tau v HIP ve skupinach 9-12 a 13-15 mésict. **p<0.001 proti WT

5.3.4 Vyskyt amyloidnich plaki

Amyloidni peptidy (Amyl 1-42), vznikaji disfunkénim processingem APP

v membrané axontll a postupné agreguji v plaky, které se ukladaji v tkani. Vétsinu plakt

tvori nesolubilni fragmenty s 42 aminokyselinovymi zbytky. Plaky také vyrazné zhorsuji

LTP v procesech uceni. U skupiny 9-12 m doslo k vyznamnému ubytku plaki u lécenych

skupin oproti skupiné FYZ *** = p < 0.001. U starsi skupiny byla signifikantni pouze

skupina MSC (Obr. 14).
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Obr. 15 - Srovnani kvantitativni distribuce Amyl 1-42 v HIP ve skupinach 9-12 a 13-15 mésici. *p<0.05

proti WT ****p<0.0001 proti WT
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6. Diskuse

Cilem diplomové prace bylo porovnat vliv trojité imunosuprese (cyklosporinu A,
azathioprinu a methylprednisolonu) na terapii MSC ve dvou vékovych kategoriich 9-12
mésict a 13-15 mésicti mysiho modelu 3xTg-AD. Zvoleny model vykazoval vhodné
patofyziologické znaky pro zkoumani potencialni terapie, kterymi bylo zminéné
ukladani plaki a tvorba neurofibrilarnich klubek hyperfosforylovaného tau. Bunécnych
terapii MSC na redukci ukladani A plakd, neuroprotekci, plasticitu, sekreci ristovych
faktorti, modulaci zanétlivého prostiredi ovlivnénim gliovych bunék a rady cytokint
vedoucich ke kognitivniho zlepSeni paméti je cela fada (Lee et al., 2010; Bao et al,, 2011;
K. Batsali et al,, 2013; Ma and Chan, 2016; Yu et al,, 2017; Huang et al., 2019).
Predpokladali jsme, Ze prace ¢astecné navaze na predchozi studii publikovanou v roce
Presto se experimentalni ¢ast neobesla bez rady komplikaci. MySi obecné nejsou
dobrymi plavci a testy typu MWM pro né mohou byt stresovou zaleZitosti. V dobé, kdy se
experimenty provadély bohuzel nebyla jina alternativa. Vhodnéjsi by byla jakakoliv
suchd varianta obdobného bludisté, jakym je naptiklad Barnesové bludisté. Vysledky
testli z MWM proto nemaji idealni vypovédni hodnotu pro dany model. Jesté tu byla
moznost vyloucit neSikovné plavce z testu, coz ale vzhledem k malému poctu zvirat
nebylo proveditelné. Dalsi komplikaci byla vysoka mortalita zvirat u skupin FYZSUP a
MSCSUP, které byly imunosuprimované. U imunosuprese je znamo, Ze mlZe byt
zatéZova pro organismus a u témér 30-40 % zvirat se tak stalo a zvirata nasledujici den,
nejpozdéji do jednoho tydne zemfiela bez predchozich viditelnych symptom. Cast zviiat
se do skupin pozdéji dopliovala kviili statistické relevanci dat. Plivodné byly zamyslené
tii vékové kategorie (9-10 m, 11-12 m, 13-15 m), které se zredukovaly na predkladané
dvé. Analyza distribuce amyloidl ze snimk IHC ukazala signifikantni redukci amyloidi
u mladsi skupiny mysi 9-12 m. BohuZel nekorelovala se zlepSenim paméti, které nebylo
prokazano pouZzitymi behavioralnimi testy. Lze vSak tvrdit, Ze zaroven nedoslo
k Zddnému vyraznému zhorsSeni a pamét naopak ziistala zachovana v porovnani se
stavem pred implantaci a po ni. Stejné tak byl pozitivni signal na detekci MSC pomoci
HuNu. Zde se ukazalo, Ze imunosuprese nezvysSuje, ale naopak sniZuje pocet preZivsich
transplantovanych bunék. Vysledky z proteomické analyzy proteinti ukazaly, ze
excitacni synaptické markery se neliSily od WT skupiny ani v jednom ¢asovém intervalu.

Naopak, inhibi¢ni synaptické markery byly oproti WT skupiné sniZené a ¢asteCné
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ovlivnéné terapii GAD 65/67 (13-15 m), VGAT (13-15 m). Signifikantni ubytek TAU-5
byl naméren ve starsi skupiné (13-15 m). Tau proteiny se zacinaji vyrazné tvorit az
kolem 17. mésice véku, proto byl marker dobte viditelny pouze u této skupiny. Ve
srovnani se skupinou s fyziologickym roztokem byl ubytek TAU-5 ve vSech lécenych
plaki u léCenych zvirat ve skupiné (9-12 m) a je patrné, Zze mnoZzstvi A u skupiny 13-15
m je tak velkém Ze jej terapie neni schopna ovlivnit (aZ na skupinu MSC, kde byl
pozorovan maly signifikantni ubytek). Posledni zminka urcité patfi progresivni bunécné
apoptéze, kterou AD provazi. Zvoleny model touto patologii nedisponuje a nebylo tak
moZné zkoumat pripadnou bunécnou diferenciaci a bunécnou nahradu, kterou MSC
mohou ¢astecné poskytnout. Obecné se vSak nepiredpoklada diferenciace MSC do
nervovych bunék, a tak ICV podané buriky by teoreticky mohly pouze svymi trofickymi
ucinky zpomalit progresi apopt6zy v raném stadiu nemoci. Jelikoz je AD velmi
progresivni nemoc a v pozdni fazi ztraty neuronti v hipokampu presahuji leckdy miliony
bunék denné, je nepravdépodobné, Ze by bunécna terapie mohla bunécné apoptéze
zabranit. Vzhledem k manifestaci jednotlivych znakt v riiznych ¢asovych obdobich je
obtiZné stanovit, kdy je vhodné bunécnou terapii aplikovat. Aplikace v casném stadiu
miiZe zmirnit tvorbu plakd, ale jesté neovlivni TAU proteiny, naopak pozdni aplikace jiZ
nedokaZe ovlivnit mnoZstvi naakumulovaného amyloidu. Opakovanda operace se jevi
jako ptilis invazivni a zvysSuje mortalitu zvirat. Opakované podani bunék s vétSim
casovym intervalem mezi aplikacemi by mohlo byt alternativou v dalsich

experimentech.
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7.7Zaver

Predkladana diplomova prace je zaméfena na fadu mechanismi spojenych
s terapeutickym efektem podanych MSC u modelu 3xTg-AD a porovnava vliv trojité
imunosuprese na efektivitu bunécné terapie. Sledovali jsme zmény na irovni synaptické
aktivity, pracovni a dlouhodobé paméti HIP v MWM a Y-bludisti. Signifikantni zvySeni
inhibi¢niho synaptického markeru VGAT méla skupina 13-15 m (oproti FYZ), ale tento
vysledek se neodrazil na zlepSeni skore v danych testech. Vysledky z IHC ukazaly
vyznamny ubytek plaki v klicovych oblastech CA1, CA3 u lé¢enych skupin MSC, MSCSUP,
FYZSUP 9-12 m a stejné tak dobré prezivani implantatu u mladsich zvirat. Naopak,
k silné redukeci tau proteinu doslo u lé¢enych skupin mezi 13-15 mésicem. Bunécna
terapie samotna tedy zmirnila nékteré patologie (plaky a tau proteinova klubka).
Imunosuprese zvysila imrtnost mysi ve skupindch a neméla vyznamnéjsi vliv na zménu
hladiny studovanych proteinovych markert. Naopak ve skupinach MSCSUP sniZzila pocet
prezivsich bunék a skupiny se samotnou kombinovanou imunosupresi mély horsi
vysledky neZ skupiny s podanymi bunitkami. Pro preZivani bunék a jejich terapeuticky
efekt tedy nenf imunosuprese nutng, naopak, je pro zvirata dalsi zatézi. Terapie MSC ma
pleiotropni charakter, ale v ptipadé takto komplexniho onemocnéni s velkou Ffadou
projevi, jakym je AD (predevsim u zvoleného mysiho modelu) neni dostacujici. Rovnéz
casové okno, kdy a jak bunécnou terapii aplikovat a v jakém rozsahu, je tieba jesté

optimalizovat.
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