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ABSTRAKT

Bakalatska prace se na podklad¢ literarni reSerSe zabyva podilem imunitniho systému na
vzniku a progresi Parkinsonovy nemoci. Poskytuje komplexni pohled na zapojeni vSech jeho
slozek do rozvoje autoimunitni reakce a privodniho neurozanétu.

V tvodni ¢asti jsou uvedeny mozné piiCiny vzniku Parkinsonovy nemoci na urovni
exogennich, endogennich a genetickych vlivii se zaméfenim na roli aberantniho a-synukleinu
v patogenezi onemocnéni. Nasledujici kapitoly se vénuji uloze mikroglii, dendritickych bunék,
T-lymfocyti, a pfedevSim jejich vzdjemnym interakcim v rdamci celého autoimunitniho
procesu. Vyznamna ¢ast této prace se zaméefuje na regulaci neurozanétu v substantia nigra
prostfednictvim cytokini produkovanych mikrogliemi a T-lymfocyty. Za kli¢ové inicidtory
autoimunitni odezvy jsou pokladany neoantigeny, které mohou narusit imunitni toleranci a stat
se cilovymi molekulami cytokinil.

V zavéru piedstavuje tato prace na podkladé fady imunologickych studii moznosti nového
ptistupu k terapii Parkinsonovy nemoci. Imunoterapeutické strategie jsou zalozené bud’ na
podavani induktort regula¢nich T-lymfocytl pacientim s Parkinsonovou nemoci, nebo na
jejich imunizaci vakcinou proti a-synukleinu, piipadné pouzitim monoklonalnich protilatek
proti a-synukleinu.

Klic¢ova slova: Parkinsonova nemoc, autoimunita, cytokiny, neurozanét, T-lymfocyty



ABSTRACT

The bachelor thesis concerns with the involvement of immune system in the development
and progression of Parkinson’s disease and is supported by the literary research. It provides a
comprehensive view of the engagement of all the components of the immune system in the
autoimmune reaction and the neuroinflammation.

It introduces possible causes of Parkinson’s disease at the level of exogenous, endogenous
and genetic influences and focuses on the role of aberrant a-synuclein in the pathogenesis of
Parkinson’s disease in the second chapter. The following chapters are dedicated to the role of
microglia, dendritic cells, T-cells and especially to their reciprocal interactions within the whole
autoimmune process. A significant part of this thesis focuses on the regulation of the
neuroinflammation in substantia nigra by cytokines, which are produced by microglia and T-
cells. Neoantigens are thought to be key indicators of the autoimmune response, which can
disrupt immune tolerance and become cytokine target molecules.

In the conclusion the bachelor thesis presents the options of a new approach to the therapy
of Parkinson’s disease on the basis of series of immunological studies. The immunotherapeutic
strategies consist in the administration of regulatory T cells inductors to patients with
Parkinson’s disease or in their immunization by anti-a-synuclein vaccine or by monoclonal
anti-a-synuclein antibodies.

Key words: Parkinson’s disease, autoimmunity, cytokines, neuroinflammation, T-cells
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1. UVOD A CiL PRACE

Parkinsonova nemoc (PN), znama také jako hypokineticko-hypertonicky syndrom, je
neurodegenerativni onemocnéni bazalnich ganglii. OznacCeni hypokineticko-hypertonicky
syndrom vyplyva z pfiznakii onemocnéni, které se typicky projevuje zvySenou svalovou
rigiditou, ¢imz se zpomaluje pohyb (hypokineze) a klidovym tremorem (hypertonie).

Vlastni pfi¢ina vzniku onemocnéni neni znama. S jistotou miZzeme objasnit pouze princip
vzniku PN. Klicovym procesem v patogenezi PN je nadmérny zénik nervovych bunck
produkujici neurotransmiter dopamin, tzn. dopaminergnich neuronili, v pars compacta
substantia nigra bazalnich ganglii. V disledku odumirdni téchto neuront klesa v substantia
nigra syntéza dopaminu. Ze substantia nigra je dopamin transportovan axoplazmatickym
tokem do striata. Vyrazné snizeni syntézy dopaminu a jeho nasledny deficit v synapsich vede
k poruseni funkce striata a tim k poruSe fizeni hybnosti a manifestaci PN. Prvni klinické
ptiznaky PN mizeme pozorovat az po bytku minimaln¢ poloviny dopaminergnich neuronti a
po poklesu hladiny dopaminu pod 20-30 % z piivodniho mnozstvi. Dillezitou informaci je také
fakt, Ze u vSech lidi dochdzi s pokracujicim vékem k odumiréni téchto neuront a snizeni
produkce dopaminu fyziologicky. Oproti pacientim s PN probihd ale tento proces daleko
pomaleji, a ne do takové miry.!

Onemocnéni neni bohuzel vylécitelné, podavani antiparkinsonik vSak dlouhodobé tlumi
projevy nemoci a zlepSuje kvalitu zivota pacientd. Samotny priibéh onemocnéni je vzdy
individualni, nezaleZi jen na 1écbé€ ale i na psychickém stavu nemocného. Rizikovou skupinu
piedstavuji zejména starsi lidé ve véku $edesati a vice let.!

Obecné se PN fadi mezi proteinopatie, kdy asi 5-10% podil pfedstavuji familiarni formy
nemoci, zatimco absolutni vétSina (sporadickych) pfipadti ma multifaktoridlni raz. Cilem prace
je podani stru¢ného piehledu exogennich a endogennich faktori PN, hlavnim pfedmétem je pak
posouzeni Glohy imunitnich mechanismd v jeji patogenezi.



2. HYPOTEZY VZNIKU PARKINSONOVY NEMOCI

Pti¢ina vzniku PN je stale pfedmétem vyzkumu a v soucasné dobé existuje vice hypotéz
vzniku PN. Doposud vSak zddna nebyla jednoznacné prokazdna a neposkytuje kompletni
vysvétleni.

Ptedpoklada se, ze vznik PN je podminén spoluptisobenim mnoha faktorti vné&jsSiho a
vnitiniho prostfedi, kterymi jsou pfedevS§im rtizné toxiny, zmény metabolismu a genetické
predispozice. Velkou roli v patogenezi PN hraje a-synuklein, bilkovina, jejiz tlohou v
organizmu je pravdépodobné zapojeni do transportu vezikul a fizeni transportu dopaminu.
Tvorba této bilkoviny probiha ve velké mife v centrdlni nervové soustavé (CNS), jeji presna
fyziologickd funkce vSak neni objasnéna. Iniciaénim molekuldrnim mechanismem
neurodegenerativniho procesu je zména konformace a-synukleinu z ptivodni a-Sroubovice na
patologickou konformaci B-skladaného listu. B-struktury modifikovaného a-synukleinu jsou
nachylnéjsi k seskupovani a v cytoplazmé neuronti se formuji do fibrilarnich agregatt. Tyto
agregaty aberantniho o-synukleinu tvofi hlavni slozku Lewyho télisek, ktera jsou
charakteristickym morfologickym znakem PN.?

2.1 Exogenni vlivy

2.1.1 Neurotoxiny

Z exotoxinl, u nichZ byl nejlépe prokazan podil na vzniku PN, se jedna predevSim o
pesticidy. Tyto latky iniciuji zménu prostorového usporddani molekuly a-synukleinu a tim i
formovani Lewyho télisek.>

Selektivni poSkozeni dopaminergnich neuronli zptsobuje latka 1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin (MPTP), kterd je obsazena v herbicidech, pesticidech a primyslovych
hnojivech. MPTP je lipofilni protoxin, ktery se snadno dostava pfes hematoencefalickou bariéru
(HEB) do mozku. Uginek MPTP se projevi az po jeho metabolické konverzi v gliovych
buitkdch pomoci enzymu monoaminooxidazy typu B (MAO-B) na vlastni toxin 1-methyl-4-
fenylpyridin (MPP+). Selektivita a specificnost pisobeni MPP+ spociva v jeho schopnosti
pronikat dovnitt gliovych bunck. Zde MPP+ interaguje s neuromelaninem, ukldda se
v mitochondriich a zpiisobuje tak inhibici komplexu I dychaciho fetézce spojenou s
nedostateénou produkci ATP, ktera vede k degeneraci buiiky.**

V souvislosti s pouZivanim pesticidi a herbicidit byl zaznamenin vys$si vyskyt PN
v zemédglskych oblastech.’



2.1.2 Kraniocerebralni trauma

Rozvoj PN mize také souviset s traumatickym poskozenim mozku zpiisobené napf.
opakovanymi otfesy mozku. Pfedpoklada se, ze PN vznika na podklad¢ poskozeni HEB, které¢
vyvolad imunitni reakci doprovazenou nadprodukci proteint akutni faze. Tyto bilkoviny pak
iniciuji tvorbu a-synukleinovych agregatt.’

2.2 Endogenni vlivy

V mozku kazdého cloveka dochazi fyziologicky k tvorbé latek, které mohou toxicky
pusobit na mozkovou tkan. Jejich potencialné nebezpecny ucinek je proto redukovan pomoci
protektivnich detoxikaénich systémi.*

Endotoxické poskozeni muze nastat bud v disledku neefektivniho odstraiiovani
normalniho mnozstvi endotoxinli detoxika¢nimi enzymy nebo v disledku jejich zvySeného
mnozstvi nad fyziologickou hladinu, které jiz detoxika¢ni enzymy nejsou schopné
neutralizovat.*

Pokud se endotoxiny tvofi v substantia nigra, porusuji dopaminergni neurony a zvysuji
riziko rozvoje PN. Divodem kumulace toxinil pravé v této oblasti mize byt jejich piivod.
Nékteré endotoxiny jsou metabolickymi produkty dopaminu, tudiz se hromadi v misté jeho
syntézy, tzn. v substantia nigra. Piikladem metabolické konverze molekul dopaminu na
endotoxiny, které plsobi selektivné na dopaminergni neurony, je autooxidace dopaminu za
vzniku chinont, semichinont nebo 6-hydroxydopaminu (6-OHDA).*

Nejvice se vSak pfi endotoxickém poSkozeni uplatiiuji volné radikaly kysliku. Jejich
zdrojem je oxidativni deaminace dopaminu MAO-B doprovazena tvorbou peroxidu vodiku,
ktery je za fyziologickych podminek neutralizovan glutathionem. Pokud je v substantia nigra
hladina glutathionu a glutathionperoxidazy sniZena, reaguje peroxid vodiku s Fe** za vzniku
volnych radikali kysliku (hydroxylovych radikald). Volné radikaly kysliku jsou vysoce
reaktivni a mohou poskozovat okolni tkan predev§im peroxidaci lipidovych membran neuront.
Dochazi tedy ke vzniku oxida¢niho stresu, ktery byl u pacientli s PN prokazan poklesem
aktivity detoxikacnich enzymi, zvySenou lipoperoxidaci, zvySenou koncentraci reaktivni
formy Zeleza (Fe**) a poklesem aktivity komplexu I a III dychaciho fetézce.>*

2.3 Genetické vlivy

Z pohledu dédi¢nosti miZeme PN rozliSit na dvé formy — sporadickou a familiarni
(dédi¢nou). Sporadickd forma PN se vyskytuje u vétSiny piipadi a jeji vznik je dan souhrou
velkého mnozstvi vlivii (vnéjSitho prostfedi, metabolickych i1 genetickych abnormalit).
Familiarni forma ptedstavuje 5-10 % z celkového poctu onemocnéni a je podminéna predevsim
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mutacemi genu, které piimo zpisobuji PN. U familiarni formy je vyssi riziko pifenosu
onemocnéni na potomky.?

Polymorfismy genii souvisejici se vznikem PN jsou povazovany za rizikové faktory, které
mohou zplsobit onemocnéni pouze po interakci s dalsim rizikovym faktorem. Pfitomnost
vlastni mutace vSak také nemusi bezpodminecné znamenat vznik PN, pfestoZe je u ni nebezpeci
vyrazné vy$§i. O projevu mutace ve fenotypu rozhoduje mira jejiho uplatnéni v patogenezi. °

Dédicnost PN je monogenni a zpravidla se fidi Mendelovymi zdkony. Mezi nejlépe
prostudované geny dédéné autozomalné dominantné patii SNCA, LRRK2, GBA, VPS35 a
mezi geny dédéné autozomalné recesivné PRKN a PINK1.% ¢

2.3.1 Autozomalné dominantni dédi¢nost
2.3.1.1 SNCA

Prvnim popsanym lokusem pro PN byl PARK1, ve kterém se nachazi gen SNCA kodujici
a-synuklein (v pfipadé duplikace nebo triplikace genu se lokus oznacuje symbolem PARK4).
Zakladni hypotéza uvadi, Ze mutacemi tohoto genu se zvysila jeho funkce, kterd ovlivnila

agrega¢ni potencial a-synukleinu.>’

2.3.1.2 LRRK2

Gen LRRK2 (s lokusem PARKS) koduje velky multifunkéni protein, pficemz
nejvyznamnéj$i funkci zastava je jeho kinazova doména. Neurotoxicky ucinek se piipisuje
zvysené kinazové aktivité proteinu v disledku mutace zvysujici funkci LRRK?2. Je spojovana
s degeneraci striatonigralniho komplexu a tvorbou Lewyho télisek. Protein LRRK2 se také
podili na vezikularnim transportu prostfednictvim fosforylace Rab GTP4z (mozkové proteiny
souvisejici s Ras obsahujici guanosintrifosfatdzovou doménu).>’

23.1.3 GBA

Gen GBA koduje lysozomalni enzym glukocerebrosidazu, ktera Sté€pi sfingolipid
glukosylceramid na glukézu a ceramid. Mechanismus vlivu mutaci GBA neni zatim pfesné
objasnén. Existuje nckolik teorii, které zahrnuji jak mechanismy navySeni funkce, tak i
mechanismy ztraty funkce genu. Pfi zvySeni funkce GBA pravdépodobné dochazi k usnadnéni
akumulace a-synukleinu pomoci aberantni glukocerebrosidazy nebo k funkénimu defektu
lysozomu zplsobujici poruchu v drahidch ubikvitin-proteazomového systému ¢i autofagie.

wrwe

k hromadéni substratu.®’
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2.3.1.4 VPS35

Mutace v genu VPS35 (s lokusem PARKI17) ukazuje na podil vezikularni recyklace
v patogenezi PN. Protein VPS35 je totiz slozkou retromer komplexu, ktery se i¢astni tiidéni
obsahu z endozomi do Golgiho aparatu.’

2.3.2 Autozomalné recesivni dédi¢nost

2.3.2.1 PRKN

vvvvvvvv

PARK?2) kédujici protein parkin. Parkin je E3 ligdza, kterd katalyzuje pfenos ubikvitinu na
specifické cilové proteiny. Presna funkce parkinu ve vztahu k PN neni zcela jasn4, ale studie
svéd¢i o jeho ucasti pfi odstrailovani poSkozenych mitochondrii v procesu mitofagie za
piitomnosti proteinu PINK1.%7

2.3.2.2 PINK1

Gen PINK1 (s lokusem PARK6) koduje protein s kindzovou aktivitou, ktery je lokalizovany
v mitochondriich. Jeho role ve spojeni s PN je opét nejasnd, ale pravdépodobné je se spolu
s proteinem parkin zapojen do procesu aktivace mitofagie.>’

2.3.3 Kodominance

Velice zajimavym a dillezitym poznatkem je spojitost PN s geny imunitniho systému pro
molekuly HLA-DR (lidské leukocytarni antigeny typu DR). Znaci o mozném podilu mikroglii
v patogenezi PN prostfednictvim aktivace zanétlivého procesu, ktery vede neurodegeneraci

substantia nigra.’

Molekuly II. tfidy HLA-DR jsou pfitomny na bunkach prezentujici antigen, v mozku tedy
na mikrogliich. Studie prokazaly zvySenou expresi molekul HLA-DR v mozku a mozkomi$nim
moku u pacientli s PN. Trvalé pfitomnost reaktivnich mikroglii v substantia nigra se objevila
jak u pacientli s PN, tak u pacientti s MPTP indukovanym parkinsonismem.®°

Zanétliva reakce pravdépodobné dale plisobi na okoli pomoci specifickych cytokint, které
potencuji shlukovani a-synukleinu.?
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2.4 Prionova hypotéza

Patologické chovani abnormalni molekuly o-synukleinu mtizeme piirovnat k chovani
infek¢nich bilkovin, priont. Konformacné zménény a-synuklein mize slouzit jako templat,
ktery vyvola dals$i konformacni zmény u normalnich molekul a zpiisobi tak fetézovou reakci,
ktera vede v neurodegeneraci. Abnormalni molekuly a-synukleinu mohou byt navic pfenaSeny
z postizenych neuronii na zdravé neurony a prohlubovat neurodegenerativni proces. (obr. 1)* 1

Tato teorie je podporovana fadou studii. Jednou z nich je post mortem studie, pfi které byly
pacientim s pokrocilou PN vice nez deset let pied jejich smrti transplantovany fetalni
mezencefalické bunky substantia nigra. U téchto pacientl se uvnitt transplantovanych neuront
objevily proteinové inkluze podobné Lewyho téliskiim. Dalsi experiment zastdvajici prionovou
hypotézu byl proveden na mysich, kterym se do striata implantovala pfedem piipravend o-
synukleinova fibrila. V buiikach striata se také vytvoftily agregaty podobné Lewyho téliskiim.
Zasazeni ¢asti dopaminergnich neuront zpusobilo pokles hladiny dopaminu ve striatu a u mysi

se projevilo motorickou poruchou.? '°

¥ alpha-synuclein assemblies neurons <==p propagation

Cell death Rl
and releaso # ;
of assemblles

=~
LY
Sima

~as

oxosomes / ectosomes

/.\

oxocytosls

ondocytosis
macropinocytosis

coll-cell

Obrazek 1: SiFeni o-synukleinovych agregatii podobné prionovému Siieni.!!

A-synukleinové agregaty (oznacené Cervené) jsou uvolilovany zanikajicimi neurony ("donory") a zachyceny
nepostizenymi, zdravymi neurony ("recipienty"). Agregaty se mohou uvoliiovat do okoli jako samotné molekuly
nebo zlstat uvnitf exozomt.. Navic mohou byt agregaty transportovany dovnité buiiky pomoci endocytozy,
pinocytézy nebo pomoci bunéénych kontaktl (napf. synapsi) ¢i membranovych struktur (napf. nanotrubicemi
tvoficimi ,,tunel* pro transportované molekuly). A-synukleinové agregaty uvnitt endolysozomu zptisobi prasknuti
endolysozomalni membrany, uvolni se do cytosolu, kde mohou dale riist a pfeméiovat dalsi normalni molekuly
a-synukleinu.
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3. AUTOIMUNITNI MECHANISMY

Pivodné se CNS povazoval za oblast bez rizika napadeni vlastnim imunitnim systémem,
protoze vétSina neuronli neexprimuje antigeny, které by rozpoznaly protilatky. Dnes vSak jiz
zname neurologicka onemocnéni, jejichz pficinou jsou autoimunitni pochody (napt. sclerosis
multiplex, myasthenia gravis). Na zakladé uréitych podobnosti s mechanismem
vzniku roztrousené skler6zy a dale uvedenych skutecnosti se proto uvazuje, ze i PN by mohla
byt vyvolana chronickou aktivaci imunitniho systému. Piedpokladd se, ze spousStécim
mechanismem autoimunitnich déja je rozvoj neurozanétu vyvolany faktory okolniho prostredi
(napft. toxiny, genetickymi vlivy), ktery mtize trvat desitky let a pfi neustdlém poSkozovani
neurond mit za nasledek ireverzibilni degeneraci neurond. (obr. 2)!> 13

Hlavnimi a prvnimi aktéry, které iniciuji autoimunitni reakce a zplsobuji neurozanét u
pacientii s PN jsou aktivované mikroglie a dendritické buiiky. Pfestoze oba typy bunck
vykonéavaji rozdilné ukony, vzajemné spolu kooperuji a pfispivaji k rozvoji a Sifeni
autoimunitniho procesu prostiednictvim uvolfiovani cytokini. Vystupuji jako antigen
prezentujici buiiky (APC) a aktivuji T-lymfocyty, které¢ zahaji imunitni odpovéd’ spocivajici
v rozpoznani a zni¢eni piedkladajicich antigent.'?

Aktivaci mikroglii a dendritickych bun¢k mohou u PN stimulovat rtizné podnéty a pokud
jsou takové podnéty neustale k dispozici, miize byt aktivace trvald a vyustit ve smycku
nepfetrzité¢ probihajicich autoimunitnich reakci. Chronicky zanét substantia nigra nasledné

wvrwe

zapiicini postupnou degeneraci dopaminergnich neuronti a progresi PN.!
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Obriazek 2: Vznik autoimunity u Parkinsonovy nemoci.!?

Autoimunitni reakce se objevi v pfipad€é poruSeni imunitni homeostdzy vn&j§imi ¢i vnitinimi vlivy. Mezi
hlavni autoimunitni mechanismy patii alterace v genech pro tzv. ,,receptory rozpoznavajici molekularni vzory*
(pattern recognition receptors), zkfizené imunitnich reakce, dysfunkce T-lymfocyti a B-lymfocyti a fenomén tzv.
,Sifeni epitopti (epitope spreading). Jejich ptisobenim dochazi k poklesu imunitni tolerance, ke zvysené destrukci
vlastnich antigent a k chybnému rozpoznavani antigent. Spole¢né tyto déje vedou ke vzniku neurozanétu a
chronického autoimunitniho procesu, na jejichz podkladé se rozviji PN.

Pouzité zkratky: CSF — mozkomisni mok, IL — interleukin, PRRs — receptory rozpoznavajici molekularni
vzory, SNpc — substantia nigra pars compacta, TNF — tumor nekrotizujici faktor.
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3.1 Uloha mikroglii

Aktivované mikroglie jsou u PN diilezitym markerem probihajiciho zanétu v CNS. Nejvétsi
zastoupeni mikroglii nalezneme v substantia nigra, ktera jich obsahuje 4,5x vice neZ ostatni
¢asti mozku. Za fyziologickych podminek jsou mikroglie v klidovém stadiu a jako fagocyty se
podili na selektivni redukci a piestavbé synapsi nezbytné pro spravné fungovani nervovych
drah. Pokud se v mozku rozvine patologicky proces, jako je neurodegenerace u PN, mikroglie
se aktivuji, migruji k mistu nervového poskozeni, fagocytuji odumirajici bunky a uvolnuji

rrrrr

mikroglie 1i§i od jejich klidového stddia améboidnim tvarem, zvétSenym télem a syntézou

bunéénych povrchovych receptorti de novo.'* 1°

3.1.1 Aktivace mikroglii a-synukleinem
3.1.1.1 Molekularni irovei

Jako vsechny bunky pfirozené imunity, mikroglie na svém povrchu exprimuji PRR
receptory (receptory rozpoznavajici molekuldrni vzory), které odpovidaji na vazbu PAMP
(molekularni struktury spojené s patogeny) a DAMP (molekuldrni struktury spojené
s poSkozenim) spusténim intraceluldrni signaliza¢ni kaskady. Jednim typem receptori PRR
jsou receptory TLR (receptory typu Toll, také receptory podobné Toll), které¢ se vyznamné
podili na aktivaci mikroglii. Tyto receptory vazi ligandy na svoji N-terminalni extracelularni
doménu s repeticemi bohaté na leucin a pies C-koncovou intracelularni doménu TIR (receptor
typu Toll pro interleukin 1) pfedavaji informaci o navazani ligandu do nitra buniky.!'> 16

Aktivace mikroglii je u PN pravdépodobné zahijena navazanim a-synukleinu na
receptorovy heterodimer TLR1/2, ktery rozpoznavéa a-synuklein jako cizi antigen, PAMP nebo
DAMP. Pomoci TIR domény interaguje s adaptorovym proteinem MyD88 (myeloidni
diferencia¢ni faktor 88), ktery aktivuje kinazovy komplex IRAK (kindza spojena s receptorem
pro interleukin-1). Kindzovy komplex IRAK dale aktivuje faktor TRAF6 (faktor 6 spojeny
s receptorem pro tumor nekrotizujici faktor) prostfednictvim K63-vazané auto-ubikvitinace.
Tyto postupné signalizacni déje zajiStuji aktivaci kindzového komplexu TAKI1 (kinaza 1
aktivovana transformujicim riistovym faktorem ) a uvolnéni kindzového komplexu IKK (IxB
kindzovy komplex), ktery zprostfedkovavd degradaci IkBa (inhibitor NF-kB) a aktivaci
proteinkindzy MAPK (proteinkindza aktivovand mitogenem). Aktivovand proteinkindza
MAPK umoziuje translokaci transkripéniho faktoru NF-kB (nuklearni faktor kappa B), kinazy
JNK (c-Jun N-koncova kindza) a proteinu p38 do jadra, ¢imz se iniciuje transkripce genti
kodujici medidtory zanétu a nasledna syntéza prozanétlivych cytokinii, chemokind, adheznich
molekul a indukovatelné syntazy oxidu dusnatého (iNOS). (obr. 3)!>18
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Obrazek 3: Signaliza¢ni kaskada p¥i aktivaci mikroglii.'s

Ligandy jako je a-synuklein nebo synteticky triacylovany lipopeptid Pam3CSK4 spousti signaliza¢ni kaskadu
uvnitf mikroglii pomoci receptoru TLR2 a jeho koreceptoru TLR1 nebo TLR6. Informace o navazani a-synukleinu
je z receptorového heterodimeru TLR1/2 nebo TLR2/6 pienesena pomoci cytosolové TIR domény na adaptorovy
protein MyD88 do intracelularniho prostfedi. Prostiednictvim MyD88 se aktivuje kinazovy komplex IRAK, ktery
zajistuje aktivaci faktoru TRAF doprovazenou K63-vazanou auto-ubikvitinaci. Cela tato kaskada vede k aktivaci
kinazového komplexu TAKI1 a uvolnéni kindzového komplexu IKK, ktery zprostfedkovava degradaci IxBa a
aktivaci proteinkinazy MAPK. Po aktivaci proteinkindzy MAPK dochazi k nuklearni translokaci transkripéniho
faktoru NF-xB, kinazy JNK a proteinu p38 a naslednému zahajeni exprese gent kodujici cytokiny.

Pouzité zkratky: IxBa — inhibitor NF-«kB, IKK — IxB kindzovy komplex, IRAK — kinaza spojena s receptorem
pro interleukin-1, JNK — c-Jun N-koncova kindza, MAPK — proteinkindza aktivovana mitogenem, MyD88 —
myeloidni diferenciacni faktor 88, NF-kB —nuklearni faktor kappa B, TAK1 —kinaza 1 aktivovana transformujicim
rastovym faktorem 3, TIR — receptor typu Toll pro interleukin 1, TLR — receptor typu Toll, TRAF6 — faktor 6
spojeny s receptorem pro tumor nekrotizujici faktor,
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3.1.1.2 Systémova troven

Béhem neurodegenerace u PN se z posSkozenych neuronii uvoliuji do extracelularniho
prostiedi molekuly o-synukleinu. Pfi nadmérné expresi a-synukleinu nebo tvorbé jeho
aberantni formy (napf. nitrace a-synukleinu) dochézi k aktivaci mikroglii a ke zmén¢ jejich
funkce. Zacnou fagocytovat agregity a-synukleinu a uvoliiovat prozanétlivé cytokiny a
chemokiny, které zvySuji permeabilitu HEB a pfitahuji T-lymfocyty a B-lymfocyty
k poranénym neuroniim. Produkci iNOS zvysSuji aktivované mikroglie nitraci a-synukleinu a
udrzuji tak zanétlivy proces. Nitratovany a-synuklein miize zaroven vystupovat z CNS do
lymfatickych uzlin, kde aktivuje APC buiiky (napt. dendritické bunky). T-lymfocyty rozpoznaji
a-synuklein prezentovany APC buiikami jako cizi antigen, ¢imz pfispivaji k aktivaci mikroglii
a zesiluji autoimunitni odezvu. (obr. 4)!3 14

A-synuklein mlze byt také rozpoznan prostfednictvim fenoménu tzv. ,,Sifeni epitopi* nebo
molekularnich mimikri, pti nichz jako prvni vyvold imunitni odpovéd’ jiny antigen, ktery je ale
strukturné podobny a-synukleinu. Na zékladé¢ molekulové podobnosti s primarnim antigenem
imunitni systém rozpozna a-synuklein, ktery je rozsifen po celém téle a mize podléhat riznym
imunitnim reakcim.!”
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Obrazek 4: Stimulace autoimunitni reakce a-synukleinem.!3

Plsobenim urcitych vlivii z vnéjsiho prostfedi miize dojit k poSkozeni neurond. Pfi jejich odumirani se
uvoliiuji do okoli modifikované a agregované proteiny (napf. a-synuklein), které aktivuji mikroglie. Ml
neurotoxické mikroglie fagocytuji a-synuklein a produkuji prozanétlivé cytokiny a reaktivni formy kysliku (ROS),
¢imz zvysuji propustnost HEB pro lymfocyty z periferie. Nitratovany o-synuklein muiize navic pronikat do
periferie, kde aktivuje APC buriky (napf. dendritické buriky). APC bunky predkladaji a-synuklein naivnim T-
lymfocytim, které se diferencuji v efektorové T-lymfocyty a zesiluji mikroglialni aktivaci a neurodegeneraci.

Pouzité zkratky: APC — antigen prezentujici buniky, E — efektorové T-lymfocyty, N-a-syn — nitratovany o-
synuklein
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3.1.2 Regulace mikroglialniho zanétu

Pomoci cytokint reguluji mikroglie nejen specifickou imunitu, ale i nervové funkce a
homeostazu. V zavislosti na typu produkovanych cytokini mizeme aktivované mikroglie
rozli$it na M1 neurotoxicky typ a M2 neuroprotektivni typ. Mikroglie typu M1 secernuji
prozanétlivé cytokiny zahrnujici interleukin 18 (IL-1B), interleukin 6 (IL-6) a tumor
nekrotizujici faktor o (TNF-a) a jsou zodpovédné za ubytek dopaminergnich neuront. Naopak
transformujici rastovy faktor B (TGF-B), ¢imZ zmiriiuji neurozanét a urychluji obnovu nervové
tkan¢. Ve vysledku aktivované mikroglie pfi raném stadiu PN plisobi protichidnymi efekty —
jednak zvySuji neurodegeneraci a zaroven podporuji prezivani neuroni. Pokud vSak
mikroglialni zanét trva dlouhodobé, prevladne neurotoxicky ucinek mikroglii a degenerace
dopaminergnich neuronti se zesili.'* 1

3.2 Uloha dendritickych bunék

Dendritické burniky se nachazi pobliz mozkomisniho moku, odkud mohou migrovat do
krénich lymfatickych uzlin. Za fyziologickych podminek se dendritické buiiky vyskytuji v CNS
jen v minimalnim mnoZstvi, ale pii zdnétu se zde jejich podet zvysuje.”

O konkrétni funkei, kterou dendritické buiikky vykonavaji, rozhoduje jejich vyvojové
stadium. Nevyzralé dendritické bunky inhibuji funkci T-lymfocyti pomoci regulacnich T-
lymfocytl (Treg lymfocyty), ¢imZz zabrafiuji autoimunitnim reakcim a udrzuji imunitni
homeostazu. Béhem maturace dendritickych bun¢k se prostiednictvim zvySené exprese HLA
molekul na jejich membrané zacina vice uplatiiovat jejich imunogenni funkce. Migruji do
lymfatickych uzlin, ve kterych aktivuji T-lymfocyty. 122

V dopaminergnich neuronech se po interakci dopaminu a noradrenalinu s cysteinem tvofi
pigment neuromelanin jako sekunddrni produkt metabolismu. U PN se pii zéaniku
dopaminergnich neuronti vyplavuje neuromelanin do extraceluldrniho prostfedi, kde muze
vystupovat jako autoantigen. Uvolnény neuromelanin je fagocytovan dendritickymi buiikami,
¢imz stimuluje jejich maturaci a funkéni aktivaci. Touto stimulaci se do autoimunitni odezvy
zapojuji slozky =ziskané imunity. Zral¢ dendritické builkky migruji z CNS do krcnich
lymfatickych uzlin, kde pfedkladaji neuromelanin jako autoantigen naivnim (,,panenskym*) T-
lymfocytiim, které nasledné potencuji aktivaci mikroglii. (obr. 5)1% %20

20



CNS Mature DC (APC)

4
NCER)  \\ | NaiveTeel

-, )
| &)
@ Inflammatory /L\@

cytokines Y | Effector T
cells’ clonal
S

Obrazek 5: Stimulace autoimunitni reakce neuromelaninem.!?

Nezralé dendritické buniky fagocytuji neuromelanin uvolnény z odumirajicich neuroni. Fagocytovany

neuromelanin stimuluje maturaci dendritickych bunék, které migruji do krénich lymfatickych uzlin. Zde
predkladaji neuromelanin naivnim a pomocnym T-lymfocytim, které aktivuji B-lymfocyty k produkci protilatek
IgG/IgM. Zaroven je porusena diferenciace regulac¢nich T-lymfocyti a eliminace efektorovych T-lymfocytl, ¢imz
se snizuje imunitni tolerance. Neuromelanin a cytokiny produkované pomocnymi T-lymfocyty také pfispivaji
k aktivaci mikroglii. Na zakladé zvySené translokace NF-kB do mikroglidlniho jadra se zintenzivni sekrece

prozanétlivych cytokinti a dalsi progrese zanétu a neurodegenerace.

Pouzité zkratky: APC — antigen prezentujici buiika, CNS — centralni nervovy systém, Cys — cystein, DC —

dendritické buiky, Ig — imunoglobulin, LDLs — lipoproteiny s nizkou hustotou, LPC — lysofosfatidylcholin,
MAPK - proteinkinaza aktivovana mitogenem, MHC-II — molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu II.
tfidy, NF-kB —nuklearni faktor kappa B, NM — neuromelanin, P2Y6 — purinergni receptor, SNpc — substantia

nigra pars compacta, Tregs — regulacni T-lymfocyty
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3.3 Dalsi dlohy nespecifické bunééné imunity
3.3.1 Pyroptoza

Pyroptoza piedstavuje typ programované bunécné smrti, kterd je indukovana
prozanétlivymi signaly. Hlavni ulohu v tomto d&ji zastava inflamazém obsazeny v riiznych
typech bunék véetné mikroglii. Inflamazom je intracelularni multiproteinovy komplex tvoteny
piedevsim cytosolovymi senzory patiici do skupiny NLR (receptory podobné NOD) a kaspazou
1. Pomoci téchto senzorti deteguje PAMP a DAMP. U PN je aktivace inflamazému
zprostiedkovana aktivaci mikroglii po navazani a-synukleinu na jejich receptor TLR2 nebo
TLR4. Samotny inflamazém rozpozndva a-synuklein prostiednictvim receptoru podobnému
NOD obsahujici pyrinovou doménu 3 (NLRP3), ¢imz se aktivuje kaspazova doména. Kaspaza
1 nasledné $tépi pro-interleukin 1B (pro-IL-1B) a pro-interleukin 18 (pro-IL-18) na funkcni
interleukiny IL-1p a IL-18, které spousti zanétlivy proces.?!> 22

3.3.2 Imunoexcitotoxicita

Excitotoxicita je jev, pfi kterém dochazi k odumirani neuronti kviili nadmérné stimulaci
receptori pro excitaéni aminokyselinu L-glutamat. V ramci PN plisobi imunoexcitotoxicky
cytokiny IL-1B a TNF-a, které uvoliiuji mikroglie aktivované a-synukleinem. Tyto cytokiny
zvySuji  hustotu  glutamatovych  receptori  pro  a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolpropionovou kyselinu (AMPAR) a pro N-methyl-D-aspartat (NMDAR). Zaroveil
stimuluji produkci excitotoxického glutamatu na zékladé modulace glutamindzy a inhibice
glutamatovych transportnich proteinli, tudiz zvysuji hladinu extracelularniho glutamatu.
Nadmeémou aktivaci glutamatovych receptorti, predevSsim receptoru AMPAR, ktery je
propustny pro vapnik, také vyrazné zvySuji intracelularni koncentraci vapniku. V disledku
zvySeného influxu vépniku do bunék jsou pak dopaminergni neurony nachylné;si
k degeneraci.’!
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3.4 Uloha specifické humoralni imunity

Prestoze protilatky proti antigenim dopaminergnich neuroni se nachazeji v séru a
mozkomi$nim moku u pacientti s PN, studium podilu humoralni imunity na vzniku PN je teprve
na svém pocatku a vyzaduje dalsi pozornost.'?

Predpoklada se, ze nadmérné mnozstvi a-synukleinu vyvoldva expresi specifického
antigenu, ktery spousti generaci protilatek IgG (imunoglobulin G). Mikroglie vazou IgG ptes
svlij membranovy receptor Fc-y a zahajuji tak signaliza¢ni kaskddu vedouci k mikroglialni
aktivaci a naslednému poskozeni neuronti v substantia nigra."?

Rada studii in vitro a in vivo také potvrdila, Ze syntetické protilatky jsou schopné vézat se
na dopaminové receptory a zpusobit tak kompetitivni inhibici receptori vici vazbé k jejich

piirozenému agonistovi.?* %4

Vyzkum Benklera et al.**

ptiznakt PN a pfitomnosti specifickych autoprotilatek v séru pacientii s PN. Béhem studie se
testovalo celkem 77 pacientl s PN na pfitomnost protiladtek proti nervovym buikam,
mozkovému lyzatu, dsDNA (dvouvldknové deoxyribonukleové kyselin€), fosfatidylserinu,
kardiolipinu, serotoninu a melanocytim. Z celkového poctu pacientli s PN bylo 35,1 %

poukdzal na moznou souvislost mezi rozvojem typickych

pozitivnich alespofi na jednu autoprotilatku v porovnéni se zdravymi pacienty. Nejcastéji se u
séropozitivnich pacient vyskytly pfiznaky dyskineze a deprese, které¢ byly asociované
s detekci vyrazné zvysenych titrii protilatek proti dsSDNA a mozkovému lyzatu.

Vyzkum Brudeka et al.? zjistil potencialni protektivni G¢inek pFirozenych autoprotilatek ve
y 4] p p p y p

vztahu k PN. Pfirozené autoprotilatky chrani organismus na zaklad¢ blokace a odstrafiovani
patologickych proteind jako je a-synuklein. Vysledky studie ukézaly, Ze u pacientii s PN je
plazmatickd koncentrace vysokoafinitnich anti-a-synukleinovych pfirozenych autoprotilatek
sniZzena. Proto se miizeme domnivat, Ze pacienti s PN maji poruSenou schopnost eliminovat
ucinek patologického a-synukleinu z divodu nedostate¢né koncentrace anti-a-synukleinovych
pfirozenych autoprotilatek.

3.5 Uloha nespecifické humoralni imunity

Post mortem studie u pacientli s PN také odhalily pfitomnost C1q slozky komplementu na
povrchu extracelularniho neuromelaninu. Tato skuteCnost ukazuje na mozné zapojeni
komplementu aktivovaného klasickou cestou do zanétlivého procesu u PN. Opsonizace
neuromelaninu Clq je zprostiedkovéana bud’ pfedchozim navazanim protilatek rozpoznavajici
neuromelanin, které interaguji s Clq nebo pfimou vazbou Clq sloZky na neuromelanin. Za

pritomnost Clq v substantia nigra jsou zodpovédné mikroglie, které jsou jedinymi bunkami
..... 12, 13,20
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3.6 Regulace autoimunitnich reakci prostrednictvim cytokinu

3.6.1 Signalni draha JAK/STAT

Produkce cytokinti je stimulovana mimo vySe zminéné aktivace transkripcniho faktoru NF-
kB také pomoci signalni drahy JAK/STAT (signalni draha, které se ucastni Janusovy kinazy,
signalni transduktory a aktivatory transkripce). Dysregulace v ramci této drahy s velkou
pravdépodobnosti také piispiva k autoimunitnimu procesu u PN.2

V séru pacientli s PN se nachazi zvysené koncentrace cytokinti IFN-y (interferon y) a IL-6,
které predstavuji jedny z nejucinnéjsich aktivatort JAK/STAT signalni drahy. Proto se mizeme
domnivat, Ze predevSim tyto cytokiny spousSti u PN signalizaci JAK/STAT. Navazanim
cytokinu na pfisluSny tyrosinkinazovy membranovy receptor se zméni jeho konformace, ¢im
se aktivuje JAK. Aktivované JAK fosforyluji tyrozinovy zbytek na cytosolové doméné
cytokinového receptoru a poskytuji tak vazebné misto pro STAT. STAT se vazi na
fosforylovanou c¢ast receptoru pres svoji SH2 doménu (Src homologni 2 doména) a pomoci
JAK jsou fosforylovany na svych tyrozinovych zbytcich. Aktivované STAT se uvolni
zreceptoru a v cytoplazmé tvoifi homodimery nebo heterodimery prostfednictvim SH2-
fosfatovych interakci. Z cytoplazmy se STAT dimery translokuji do jadra, ve kterém se vazi na
cilovou promotorovou ¢ast DNA a zahajuji genovou expresi a syntézu cytokinii. (obr. 6)¢28

V signdlni draze JAK/STAT se u PN uplatiiuje pifedevSim protein STAT3. Ptesnd tloha
STAT3 neni zcela jasna, ale existuji diikazy o jeho podilu na riznych déjich. Zatimco nékteré
studie ukazuji, Ze aktivace STAT3 ma za nasledek expresi gentl, které postupné potlacuji
transkripci genli pro prozanétlivé cytokiny, tudiz potlacuji zanétlivou reakci, jiné studie
prokézaly schopnost STAT3 indukovat apoptézu. Aktivace STAT3 pravdépodobné vede
k programované smrti dopaminergnich neuronti pomoci aktivace transkripce gentli regulujicich
apoptozu jako jsou geny kodujici Fas receptor (receptor prvniho apoptotického signalu),
kaspazy, protein Bcl-xL (protein souvisejici s velkobunéénym B-lymfomem) a cytokin TRAIL
(TNF-piibuzny ligand indukujici apoptozu).'® 262
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Obrazek 6: JAK/STAT signalni draha.?

IL-6 se navaze na sviij cytokinovy receptor IL-6R, konkrétn€ na jeho podjednotku Gp80. Touto vazbou dojde
ke zméné prostorového uspotadani receptoru a k propojeni dvou dalsich podjednotek Gp130 v homodimer. Zména
konformace receptoru vede k aktivaci JAK kinaz, které fosforyluji receptor v misté, na néjz se vazi STATI a
STAT3. Ob¢ navazané molekuly STAT na fosforylovana mista receptoru jsou fosforylovany a aktivovany JAK
kindzami. Po uvolnéni aktivovanych molekul STAT zreceptoru podléhaji molekuly STAT v cytoplazmé
dimerizaci. Dimery STAT vstupuji do jadra a iniciuji transkripci ptislu§nych gend.

Pouzité zkratky: APRE — element odpovédi akutni faze, APRF — faktor odpovédi akutni faze, Gp —
glykoprotein, IL — interleukin, JAK — Janusova kindza, P — fosfat, SH2 — Src homologni 2 doména, STAT —
prenasece signalu a aktivatory transkripce, Y — tyrozin
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3.6.2 Utinky jednotlivych cytokinii
3.6.2.1 1L-1

IL-1 je jeden z hlavnich prozanétlivych cytokini a u PN se exprimuje ve zvySené mife.
Existuje ve dvou izoformach, IL-1a a IL-1B, které vykonavaji podobné biologické funkce jako
je aktivace T-lymfocytl, indukce exprese dalSich prozanétlivych cytokini a exprese adheznich

molekul 3% 3!

Prestoze se IL-1povazuje za prozanétlivy cytokin, nékteré studie ukazuji, ze za urcitych
podminek mlze mit i neuroprotektivni ucinek. Vyzkum, ktery vyuzil adenovirovy vektor pro
produkci IL-1P, zjistil, ze trvald exprese IL-1B v substantia nigra vede k aktivaci mikroglii, k
nevratné degeneraci dopaminergnich neuronll a k motorickym projeviim jako je napt. akineze.
Na druhou stranu IL-1f mlze mit pfi akutnim zénétu i1 neuroprotektivni Uc¢inek, ktery
zprostiedkovava na zékladé stimulace sekrece neurotrofniho faktoru odvozeného od gliovych
bunék (GDNF) z astrocytd. Z téchto poznatkid vyplyva, ze trvala, ale ne akutni exprese I1L-1
ma neurotoxicky ¢inek na buiiky substantia nigra.>'-3

Tvorba IL-1 aktivovanymi mikrogliemi vede také k aktivaci NADPH oxiddzy (nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat oxidazy) a iNOS a k nasledné tvorbé reaktivnich forem kysliku
(ROS). Vznika tak oxidaéni stres, ktery poskozuje dopaminergni neurony v substantia nigra.>

3.6.2.2 TNF-a

TNF-a je prozanétlivy cytokin, na n€jz jsou dopaminergni neurony extrémné citlivé. Jeho
funkce je zprostiedkovana dvéma receptory TNF-R1 (receptor 1 pro TNF), ktery se vyskytuje
ve vétSin¢ tkani a TNF-R2 (receptor 2 pro TNF), ktery se nachdzi na imunocytech,
oligodendrocytech a ur¢itych podtypech neuronii.?* 33

Podobné jako IL-1P piisobi pfedevs§im prozanétliv€, nicméné za urcitych podminek miize
mit také ochranny efekt viici neurontim. O jeho pozitivnim nebo negativnim G¢inku na neurony
tedy rozhoduje jeho aktualni koncentrace a zdravotni stav jedince. Tento opacny efekt miiZzeme
u PN pozorovat ve studii zalozené na inhibici TNF-a. Pfi inhibici TNF-a v raném stadiu
poskozeni neurontl, napt. v ramci tydne po podani 6-OHDA, se projevil neurotoxicky ucinek,
tudiz TNF-a v této fazi pravdépodobné ptlisobil neuroprotektivné. V piipade€, ze se inhibice
TNF-a uskutecnila v pozdnim stadiu poSkozeni, napt. mezi 7-15 dny po podani 6-OHDA, m¢la
inhibice ochranny efekt, a tudiz TNF-a efekt neurotoxicky. Dalsi vyzkumy také potvrdily, ze
pfi chronické expresi TNF-a dochazi k zaniku dopaminergnich neuronti. Napf. pii studii
vyuzivajici adenovirovy vektor kodujici TNF-a, ktery byl injekéné podan hraboSim do
substantia nigra, se po 14 dnech inokulace adenoviru u hrabo$i projevila kromé
neurodegenerace i akineze. Pro shrnuti miZzeme fict, Ze podle téchto vyzkumi TNF-a
zpusobuje neurodegeneraci dopaminergnich neuroni pifi jeho dlouhodobé tvorbé a
dlouhodobém pusobeni v substantia nigra nebo pii jeho akutni, ale velmi vysoké expresi.
Naopak nizsi koncentrace TNF-a navozuje neuroprotektivni ti¢inek proti 6-OHDA v substantia

nigra.“’ 32
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TNF-o miize také v substantia nigra prostiednictvim aktivace mikroglii a jejich NADPH
oxidazy a iNOS vyvolat oxidac¢ni stres. Vzniklé ROS pak lipoperoxidaci a dal§imi oxida¢nimi
d&ji poskozuji dopaminergni nerony.3 %3

3.6.23 1IL-6

IL-6 je neuropoeticky cytokin zodpovédny za vyvoj, obnovu a odumirani neuront. Porucha
regulace tvorby tohoto cytokinu miize také pfispivat k rozvoji PN.3% 32

Neurodegenerativni proces, na kterém se podili IL-6, zavisi na aktivaci dvou rozdilnych
signalnich drah. Prvnim typem této signalni dréhy je tzv. klasicka signalizace, kterd je zahajena
vazbou IL-6 na Gp80 (glykoprotein 80) podjednotku cytokinového receptoru pro IL-6 (IL-6R).
Nasledné probéhne propojeni dvou dalSich podjednotek tohoto receptoru Gp130 v homodimer.
Tato zména konformace IL-6R spousti dalsi dvé signalni drahy — vySe popsanou JAK/STAT a
MAPK/ERK (kin4za regulovand extracelularnim signalem).?s: 32

Vzhledem k tomu, ze IL-6R maji na svém povrchu pouze neutrofily, monocyty, makrofagy,
nékteré subpopulace lymfocytl a jaterni buiiky, nemohly by teoreticky ostatni buiiky véazat IL-
6 a byt jim aktivovany. S IL-6 ale interaguje mnohem vét§i pocet bunéénych typl, a to na
zakladé¢ tzv. trans signalizace. Jedna se o signalni drahu, ktera je aktivovana vazbou IL-6 na
solubilni IL-6R (sIL-6R) v plazmé¢ za vzniku komplexu IL-6/sIL-6R. Tento cirkulujici komplex
umozni vytvoteni homodimerit Gp130 i v téch buiikach, které neexprimuji IL-1R.?% 3

-----

trans signalizace reguluje prozanétlivé d&je. O konkrétnim ucinku IL-6 rozhoduje také jeho
hladina v téle jedince a dalsi specifické podminky. Napt. v ptipad¢ nizs$i koncentrace IL-6,
zvySuje schopnost adheze a migrace leukocytli, poskozeni HEB, aktivaci mikroglii a produkci
ROS. IL-6 tedy ve vysoké koncentraci vystupuje jako prozanétlivy mediator a pfispiva

k degeneraci dopaminergnich neuroni.*® 32

3.6.2.4 IFN-y

IFN-y je vedle IL-6 dal§im hlavnim aktivatorem JAK/STAT signalni drahy u PN. Produkuji
ho T-lymfocyty a NK buiiky (pfirozeni zabijeci) a u pacienti s PN je jeho koncentrace v plazmé
a mozku zvysena. Podle vyzkumu Barcia et al.>* IFN-y zprostiedkovava spoleéné s TNF-a
aktivaci mikroglii a p¥ispiva tak neurodegeneraci v substantia nigra.*!

3.6.2.5 TGF-p

TGF-B je vyznamnym regulatorem bunécného ristu, pfezivani a apoptdzy. In vitro studie
ukazaly, Ze TGF-3 ma v patogenezi PN neuroprotektivni funkci a reguluje aktivaci mikroglii.
Protizanétlivy u¢inek TGF-P potladuje prozanétlivé reakce aktivovanych mikroglii.>% 3!
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3.6.2.6 CXCL1/Gro-o

CXCL (chemokinovy ligand 1 s jednou aminokyselinou jinou nez cystein znacenou ,,X*
mezi dvéma N-terminalnimi cysteiny znacené ,,C*‘) oznacovany také jako Gro-a (ristem
regulovany onkogen a) je chemokin, ktery fidi diferenciaci prekurzorit dopaminergnich

neurontl a zajistuje jejich regeneraci.®

3.6.2.7 CXCLs/IL-8

CXCLs bézné znamy jako IL-8 je chemokin, ktery piisobi chemotakticky na neutrofily a
pies HEB je ptitahuje k mistu zanétu. CXCLg se vaze na receptor CXCR; s vysokou specifitou
a na receptor CXCR3 s nizsi specifitou. CXCLg produkuji kromé jinych bunék také aktivované
mikroglie, které zaroven exprimuji CXCR3, a tudiz poskytuji pozitivni zpétnou vazbu pro
udrzeni probihajicitho neurozanétu. Vazbou CXCLg na svij receptor mize CXCLg vyvolat
interakce mezi mikrogliemi a dopaminergnimi neurony, ¢imz muze pfispivat k poruse
dopaminergnich neuronii.?* *°

3.6.2.8 CXCL1/IL-10

CXCL1o znamy také jako IL-10 je chemokin, ktery vykonava svoji chemotaktickou funkci
pomoci vazby na sviij receptor CXCR3. Zaroven ma CXCL1o protizanétlivy ucinek spocivajici
v inhibici prozanétlivych cytokind IL-1 a TNF-a a v inhibici aktivace jejich receptord.
Experimenty na mySim modelu PN vyvolané lipopolysacharidem naznacily, Ze CXCL1o plisobi
neuroprotektivné na zadklad€ inhibice mikroglidlni aktivace, ¢imZz zmirfiuje poskozeni
dopaminergnich neuronii.?!:*°

3.6.2.9 CCL2/MCP-1

CCL2 (chemokinovy ligand 2 se dvéma pfimo sousedicimi cysteiny znacené ,,C*“ na N-
konci) neboli MCP-1 (monocytovy chemotakticky protein 1) je jeden z nejvice se uplatitujicich
chemoatraktantli pfi zanétu. Vazbou na svijj receptor CCR: indukuje zanétlivé d&je, které
zahrnuji zvySeni permeability HEB a migraci monocytl do CNS. Za normdalnich podminek
v mozku neprobihd tvorba CCL,. Pokud je v§ak mozek poskozen, spusti se exprese CCL> jako
je tomu u PN. ZvySena produkce CCL, vede k aktivaci mikroglii a polarizaci dalSich
makrofagt, které se podili na progresi PN.3% %

3.6.2.10 CLLs/RANTES

v

CLLs znamgjsi jako RANTES (chemokin exprimovany, vyluCovany a regulovany po
aktivaci normalnich T lymfocytd) je dal§i chemokin, ktery se pravdépodobné ucastni
v patogenezi PN. Jeho neurotoxicky efekt demonstroval vyzkum Dutty et al.’®, pfi némz se
mySim s PN vyvolanou MPTP podaval dvakrat za tyden rekombinantni RANTES. Vysledkem
byla indukce infiltrace Th17 lymfocyti (pomocnych T-lymfocytl produkujici IL-17) do
substantia nigra a zvyseni degenerace dopaminergnich neuronti.*>
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3.6.2.11 CXzCLi/fraktalkin/neurotaktin

CX;3CL; (chemokinovy ligand 1 se tfemi aminokyselinami jinymi nez cystein znac¢ené ,,.X*
mezi dvéma N-termindlnimi cysteiny znacené ,,C*) oznaCovany také jako fraktalkin nebo
neurotaktin je chemokin vyskytujici se ve dvou izoformach, které se ob¢ vazi na jejich
specificky receptor CX3CRj. Solubilni forma CX3CL; vykondva tlohu klasického chemokinu
a zesiluje aktivaci mikroglii, monocytu, dendritickych buné¢k a NK bun¢k, jejichz funkce dale
fidi. Na membréanu vazana forma CX3CL; funguje jako adhezni molekula zajist'ujici zachyceni
leukocytti a jejich prinik do mista zan&tu.>> 3’

Existuji ditkazy svédCéici o jak prozanétlivém, tak protizanétlivém ucinku CX3CL,
v patogenezi PN. Vyzkum vyuzivajici mysi model PN indukované a-synukleinem dospél k
zavéru, Zze u mysi bez exprese CX3CR1 doslo ke zmirnéni neurozanétu na rovni mikroglialni
fagocytozy a-synukleinovych agregat, k poklesu ukladani IgG a k poklesu exprese
mikroglidlnich HLA molekul II. tfidy. Experimenty na mysich s PN indukovanou 6-OHDA
zjistily, ze CX3CL1 mé naopak protektivni efekt spocivajici v potlaceni mikroglidlni aktivace.
(Obecna role chemokinii je popsana na obr. 7.)% 3%
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Obriazek 7: Role chemokinii u Parkinsonovy nemoci.’®

(1) Chemokiny zastavaji u PN dvoji roli — plisobi jak neurotoxicky, tak i neuroprotektivné. (2) Aktivované
mikroglie produkuji neurotoxické chemokiny, které zvysuji permeabilitu HEB a chemotakticky atrahuji lymfocyty
do CNS. (3) Chemokiny a dalsi zanétlivé mediatory stimuluji ziskanou imunitu. (4) Slozky ziskané imunity zesiluji
imunitni odpovéd’ v CNS. (5) Vystupiiovany zanétlivy proces nésledné zhorSuje PN. (6) Aktivované mikroglie
produkuji také neuroprotektivni chemokiny, které naopak zmirfiuji mikroglidlni aktivaci a poskozeni
dopaminergnich neurond. (7) U¢inek neuroprotektivnich chemokinti zlepsuje stav pacienta s PN.

Pouzité zkratky: CNS — centralni nervova soustava, CSF — mozkomisni mok, HEB — hematoencefalicka
bariéra, PN — Parkinsonova nemoc
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4. ULOHA T-LYMFOCYTU

Hypotéza o tloze T-lymfocytt pii rozvoji PN ptredpokladd, Ze autoantigeny z CNS mohou
byt transportovany do lymfatickych uzlin, kde je fagocytuji APC bunky a ptedkladaji je
naivnim T-lymfocytim. T-lymfocyty jsou tak aktivovany a diferencuji se do riznych
vykonnych podskupin, které na zadkladé chemotaxe migruji ptes porusenou HEB do substantia
nigra, kde mohou zastavat jak prozanétlivou, tak protizanétlivou roli.*

Podil ziskané bunécné imunity na vzniku PN zahrnuje roli CD4+ T-lymfocytt, CD8+ T-
lymfocyti 1 B-lymfocytlh. Nejvyznamnéj$i ulohu v patogenezi PN maji vSak CD4+ T-
lymfocyty, které piedstavuji hlavni inicidtory neurozanétu v substantia nigra. Ne&které
subpopulace CD4+ T-lymfocytd mohou po aktivaci specifickym antigenem stimulovat
polarizaci mikroglii do M1 neurotoxického typu nasledovanou sekreci prozanétlivych cytokin

IL-1pB a TNF-0, ¢imz béhem PN potencuji neurodegeneraci.*’

4.1 Utinky aktivovanych T-lymfocytd
4.1.1 CD4+ pomocné T-lymfocyty

Aktivace CD4+ pomocnych T-lymfocytt (Th lymfocyty) probihd na zakladé kontaktu
jejich T-bunéénych receptori (TCR) s neuronalnimi antigeny predkladanymi APC buiikami,
jako jsou mikroglie a dendritické bunky, pomoci HLA molekul II. tfidy. Th lymfocyty mohou

-----

Mezi prozanétlivé Th lymfocyty patfi lymfocyty Thl a Thl7, které svymi cytokiny
podporuji neurotoxicky ucinek mikroglii typu M1 a makrofagi z periferie. Thl lymfocyty
indukuji apoptdzu neuronii pomoci sekrece prozanétlivych cytokinit TNF-a, IFN-y, IL-1p a IL-
6. Th17 lymfocyty produkuji IL-17, jehoz zvySena produkce a zvySend odpovéd’ jeho receptort
vede k zesileni funkce NF-kB, ktery zprostiedkovava apoptézu neurond.?!> 34!

rrrrr

rrrrr

pusobeni mikroglii typu M1 ve smyslu omezeni jejich migrace, fagocytézy a produkce ROS.
Zaroven oba typy lymfocytii stimuluji mikroglie k produkci neurotrofnich faktort jako jsou
napf. inzulinu podobny rtstovy faktor 1 (IGF-1) a mozkovy neurotrofni faktor (BDNF), ¢imz
je transformuji z jejich ptivodniho M1 neurotoxického fenotypu do M2 neuroprotektivniho
fenotypu. Lymfocyty Th2 a Treg tak zajistuji pfezivani neuront a obnovu nervové tkang.>**!

CDA4+ T-lymfocyty mohou také aktivovat B-lymfocyty, které¢ se méni v plazmatické buiiky
produkujici protilatky. Tyto protilatky se vazi na mikroglidlni receptory a zajist'uji tak stimulaci
mikroglii k sekreci prozanétlivych cytokini nebo se pfimo vazi na neuronalni antigeny
exprimované dopaminergnimi neurony, ¢imz spousti programovanou bunéénou smrt.>!
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Obrazek 8: Aktivace a diferenciace naivnich Th lymfocyti.*!

APC burika prostiednictvim kontaktu HLA molekul II. tfidy nesouci neuronalni antigen s TCR receptorem
naivniho Th lymfocytu aktivuje naivni Th lymfocyt, ktery se dale diferencuje do uréitého vykonného podtypu a
prostupuje ptes HEB do substantia nigra. Thl lymfocyty produkujici IFN-y, TNF-q, IL-1B a Th17 lymfocyty
produkujici IL-17 pisobi neurotoxicky a stimuluji mikroglie k produkci prozanétlivych mediator TNF-o, IL-18,
IL-6 a iNOS, které zapficinuji zanik dopaminergnich neurond. Na druhou stranu Th2 lymfocyty uvoliujici IL-4,
IL-13 a Treg lymfocyty uvoliujici TGF-B pisobi neuroprotektivné a aktivuji produkci mikroglialnich
protizanétlivych mediatorti IL-4, IL-5, IL-10, TGF-B a neurotrofnich faktortt IGF-1, BDNF, které podporuji
prezivani dopaminergnich neuront.

Pouzité zkratky: APC — antigen prezentujici buiky, BDNF — mozkovy neurotrofni faktor, CD — povrchové
znaky oznacujici buiiky, HEB — hematoencefalicka bariéra, HLA molekuly II. tfidy — lidské leukocytarni antigeny
II. tfidy také oznacované jako MHC II — molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu II. tfidy, IGF-1 —
inzulinu podobny rastovy faktor 1, IL — interleukin, IFN-y — interferon y, iNOS — indukovatelna syntaza oxidu
dusnatého, TCR — T-bunécny receptor, TGF-f — transformujici rtstovy faktor f, Th lymfocyty — pomocné T
lymfocyty, TNF-a — tumor nekrotizujici faktor a, Treg — regulacni T lymfocyty

4.1.2 CDB8+ cytotoxické T-lymfocyty

CD8+ cytotoxické T-lymfocyty (Tc lymfocyty) deteguji svymi TCR receptory neurondlni
antigeny prezentované HLA molekulami I. tfidy, které se vyskytuji na povrchu témeét vSech
jadernych bunc¢k vcetné dopaminergnich neuronii. Produkci FasL (ligand prvniho
apoptotického signalu) nebo TNF-a, které se vazi na své receptory cilovych bun¢k, spousti Tc
lymfocyty apoptézu dopaminergnich neuronti a napomahaji ji uvolnénim perforini a granzym?.
(obecna role T-lymfocyti je popsana na obr. 9.) 21:3% 42

31



Endothelial cell

- -
[ -

-
self-antigens

"y
Tay
-
.
-

Obriazek 9: Role T-lymfocyti u Parkinsonovy nemoci.*

Naivni T-lymfocyty jsou aktivovany APC bunkami (napf. dendritickymi buiikami) predkladajicimi
autoantigeny a nasledné se diferencuji do funkénich podskupin. Prozanétlivou funkci zastavaji Thl lymfocyty
pomoci sekrece IL-6, IFN-y a Th17 lymfocyty uvolnujici IL-17. Oba typy lymfocytl tedy pisobi neurotoxicky a
v populaci T-lymfocyti, pfi niZ je preferovana stimulace prozanétlivych Th lymfocytd. Vedle toho mohou CD8+
T-lymfocyty indukovat apoptéozu dopaminergnich neuronit svym piimym cytotoxickym u¢inkem.
Neurodegeneraci také vyrazné zesiluji mikroglie, makrofagy z periferie i astrocyty.

Pouzité zkratky: APC — antigen prezentujici buniky, CD — povrchové znaky oznacujici butiky, IL — interleukin,
IFN-y — interferon y, PN — Parkinsonova nemoc, Th lymfocyty — pomocné T lymfocyty, TNF — tumor nekrotizujici
faktor, Treg — regulacni T lymfocyty
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4.2 Neoantigeny rozpoznavané T-lymfocyty

4.2.1 Mitochondrialni antigeny

Mutace v genech kodujici proteiny PINKI1 a parkin lokalizované v mitochondriich jsou
nejcastéjsi pricinou vzniku familiarni PN s autozomaln€é dominantni dédi¢nosti. Tyto proteiny
spole¢né zprostiedkovavaji degradaci poskozenych mitochondrii pomoci mitofagie a degradaci
vezikulit odvozenych od mitochondrii. Mitochondridlni vezikuly transportuji mitochondrialni
proteiny do lysozomu pro jejich zpracovani a naslednou prezentaci jejich antigennich peptida
na HLA molekulach I tfidy. Za normalnich podminek PINK1 a parkin inhibuji drahu
mitochondridlnich vezikull, ¢imZ brani prezentaci mitochondrialnich antigenti. Pokud se vSak
proteinti PINK1 a parkin tvoii nedostate¢né mnozstvi nebo ztrati svoji funkci, zvysi se tvorba
mitochondridlnich vezikuli a prezentace mitochondridlnich antigenti, kterd muze u PN
indukovat autoimunitni odpovéd’.!% 214344

Autoimunitni reakci mize také zapfticinit neefektivni mitofagie, kterd potlacuje prezentaci
mitochondridlnich antigenli a reguluje zanét na zaklad€é inhibice funkce inflamazoému.
Dtivodem neefektivni mitofagie je opét defekt proteinii PINK1 a parkin. V disledku porusené
mitofagie dochédzi k akumulaci naruSenych mitochondrii v cytoplazmé dopaminergnich
neurontl, ve kterych vznika oxidaéni stres piispivajici k jejich odumirani.** 4

Teorie autoimunitni reakce vyvolané prezentaci mitochondrialnich antigent popisuje jako
primarni d&je zicastnéné v této patogenezi oxidacni stres a aktivaci mikroglii, které sekreci
prozanétlivych cytokinti a ROS vytvareji neurotoxické prostiedi. Dochézi tak k poruSe HEB,
ptes kterou mohou snadnéji prostupovat T-lymfocyty infiltrujici CNS. Pfi nedostatku proteinti
PINK1 a parkin se v dopaminergnich neuronech za tucasti Rab9 GTPazy a tfidiciho nexinu 9
(SNX9) formuji mitochondrialni vezikuly ve zvySené mite. GTPazy Rab7 umoziuji naslednou
fizi mitochondridlnich vezikulil s lysozomem, ve kterém se mitochondridlni proteiny $tépi na
peptidy urcené k prezentaci na HLA molekulach I. tfidy. Mitochondridlni antigeny predkladané
dopaminergnimi neurony jsou rozpoznany CD8+ T-lymfocyty specifickymi pro mitochondrie,
které cytotoxicky plisobi na dopaminergni neurony a indukuji jejich bunéénou smrt.* 44 46
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4.2.2 A-synuklein

Aktivace T-lymfocyti u PN mize byt podminéna pozménénou konformaci neurondlnich
proteintl, nejcastéji a-synukleinu. V disledku oxidacniho stresu a posttranslacnich modifikaci
vlastnich proteini mohou vznikat na téchto proteinech nové epitopy, se kterymi se bunky
imunitniho systému dosud nesetkaly. Kovalentné¢ modifikované proteiny ptedstavuji v téle
neoantigeny, které mohou narusit imunitni toleranci a stat se cilovymi molekulami pro slozky
ziskané imunity.!”> 4047

A-synuklein je termostabilni protein sklddajici se ze 140 aminokyselin, které jsou
uspotradané do tiech strukturnich oblasti. N-terminalni doména zahrnujici aminokyseliny 1-60
ma amfifilni charakter a umozniuje vazbu a-synukleinu na lipidové vezikuly. Oblast od 61. do
95. aminokyseliny se nazyva neamyloidni-f3 komponenta, kterd se také nachédzi v f-amyloidu,
v typickém morfologickém znaku Alzheimerovy choroby a je zodpovédnd za agregaci -
synukleinu a jeho formaci do -struktur. Posledni C-termindlni doména zahrnuje aminokyseliny
96-140 a predstavuje hlavni cilovou strukturu pro fosforylaci a dalSi posttranslacni
modifikace.*® *

Za hlavni pfi¢inu tvorby novych antigeni u PN muizeme povazovat oxidacni stres
zprostiedkovany ROS a reaktivnimi formami dusiku (RNS), ktery mimo jiné usnadiiuje
produkci a-synukleinovych agregati. Aktivaci iNOS dochazi k nitraci a-synukleinu na jeho
tyrozinovych zbytcich. Nasledné¢ vznikly nitratovany o-synuklein piedstavuje u PN
pravdépodobné nejvyznamnéjsi neoantigen rozpoznavany Th lymfocyty.**-

Mezi dilezité antigenni oblasti, proti kterym je smérovand imunogenni odpovéd Th
lymfocytt patii S129 fosforylovana oblast a-synukleinu. Jedné se o posttransla¢ni modifikaci
a-synukleinu zprostfedkovanou predevSim kaseinovymi kindzami 1 a 2. Dukazem, Ze
fosforylovana oblast S129 a-synukleinu hraje vyznamnou ulohu v patogenezi PN, je také
vyzkum, ktery ukézal, ze u zdravych osob se v mozku vyskytuje méné nez 4 % a-synukleinu
fosforylovaného v S129 oblasti, zatimco u pacientl s PN je v Lewyho téliskach fosforylovano
v S129 oblasti vice jak 90 % a-synukleinu.*->!

Vyznamnym epitopem se rovnéz ukazala byt Y39 oblast a-synukleinu. Y39 oblast ma
dobrou vazebnou afinitu k HLA-DR molekulam a pfi jeji prezentaci Th-lymfocytim muize
spustit imunitni odezvu.?!>

Dal$im moznym diivodem pfitomnosti novych antigeni v CNS je alterace lysozomalni
degradace neuronalnich proteinii a alterace jejich nasledného zpracovani pro prezentaci
antigend. Agregaty a-synukleinu jsou rezistentni vic¢i jejich autofagii zprostfedkované
chaperony, tudiz bunky ptfedkladaji jako antigeny jiny soubor vytvorenych peptidi.
Nedokonaly rozklad a-synukleinovych agregatii vede ke vzniku zkracenych C-koncovych
forem a-synukleinu a toxickych C-koncovych fragmentt, které jsou vystavovany Th

lymfocytiim jako neoantigeny.*’- %
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Pro porozuméni komplexniho autoimunitniho procesu, ktery se odehrava u PN indukované
a-synukleinem, si miizeme ptedstavit nasledovny prabéh jednotlivych autoimunitnich reakei.
Oxidacni stres jako vychozi d¢j celého patologického procesu vyvolava v substantia nigra
tvorbu nitratovaného a-synukleinu, ktery stimuluje TLR receptory na membran¢ mikroglii.
Aktivované mikroglie indukuji produkci zanétlivych mediatorG maturaci okolnich
dendritickych bunék v mozkomisnim moku, které také fagocytuji nitratovany a-synuklein a
migruji do krénich lymfatickych uzlin. Zde ptedkladaji nitratovany a-synuklein naivnim Th
lymfocytim, které pies své TCR receptory rozpozndvaji nitratovany o-synuklein jako
neoantigen. Aktivované Th lymfocyty se diferencuji do jednotlivych vykonnych forem, které
infiltruji CNS. Thl a Th17 lymfocyty jsou v substantia nigra restimulovany aktivovanymi
mikrogliemi prostfednictvim mikroglidlni prezentace nitratovaného o-synukleinu na HLA
molekulach II. tfidy. Restimulované lymfocyty Thl a Th17 uvoliuji velké mnozstvi TNF-a a
IFN-y, ¢imz potencuji neurotoxicky efekt M1 mikroglii. Sekreci TNF-a, ROS a RNS vyvolavaji
mikroglie zanik dopaminergnich neuronii a dalsi oxidaci a nitraci a-synukleinu. Pfi primdrni
aktivaci mikroglii a-synukleinem je také piisobenim mikroglidlnich cytokini zvySena
propustnost HEB pro vstup leukocyti. Thl a Th17 lymfocyty svou sekreci chemotaxint
(chemoatraktantll) atrahuji ptes HEB do substantia nigra makrofagy a neutrofily z periferie,
které dale zvysuji poskozeni nervové tkdn¢€. Zaroven restimulované Th lymfocyty stimuluji B-
lymfocyty k produkci protilatek proti a-synukleinu, které také ptispivaji k neurodegeneraci.
Naopak Treg lymfocyty maji neuroprotektivni i¢inek a inhibuji tvorbu ROS indukovanou o-
synukleinem a aktivaci NF-«kB v mikrogliich, nicmén¢ jejich efekt je u PN potlacen. A-
synuklein mtze byt také prezentovan Tc lymfocytim dopaminergnimi neurony na HLA
molekulach I. tfidy. Aktivované Tc lymfocyty na zaklad€ interakce svych TCR receptort
s HLA molekulami I. tfidy pfimo indukuji smrt dopaminergnich neuront. Ve vysledku tak u
PN vznikéa smycka neustale probihajicich autoimunitnich dé&ji, které posléze vedou v chronicky

neurozanét a progresi degenerace dopaminergnich neuronti. (obr. 10)!7-3% 4047, 52,53
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Obriazek 10: Autoimunitni odpovéd’ na neoantigeny u Parkinsonovy nemoci.*’

(1) Pocatecni oxidacni stres vyvolany produkci ROS a RNS v dopaminergnich neuronech zptisobuje oxidaci
a nitraci a-synukleinu. (2) Oxidovany a nitratovany a-synuklein vystupuje jako neoantigen a vytvari oligomery a
agregaty, které se vazi na mikroglialni TLR receptory a mikroglie aktivuji. (3) Aktivované mikroglie uvoliuji
zanétlivé mediatory, které zvysuji permeabilitu HEB. (4) Zaroven mikroglialni zanétlivé mediatory stimuluji
maturaci APC bunék v mozkomisnim moku. (5) APC buiky fagocytuji neoantigeny a ziskavaji imunogenni
charakter. (6) Imunogenni APC bunky migruji do krénich lymfatickych uzlin, kde predkladaji neoantigeny CD4+
T-lymfocytim. (7) V zavislosti na polymorfismu v MHC komplexu mohou byt neoantigeny piedkladany TCR
receptorim na CD4+ T-lymfocytech. (8) V pfipadé efektivni aktivace CD4+ T-lymfocytt specifickych pro
neoantigeny, mohou aktivované CD4+ T-lymfocyty stimulovat B-lymfocyty. (9) Aktivované CD4+ T-lymfocyty
se dale diferencuji a migruji do CNS. (10) Protilatky produkované B-lymfocyty specifickymi pro neoantigeny také
infiltruji CNS a indukuji neurodegeneraci.

Pouzité zkratky: APC — antigen prezentujici bunky, BBB/HEB — hematoencefalicka bariéra, CD — povrchové
znaky oznacCujici bunky, CNS — centralni nervova soustava, CSF — mozkomisni mok, MHC - hlavni
histokompatibilni komplex, RNS — reaktivni formy dusiku, ROS — reaktivni formy kysliku, TCR — T-bunécny
receptor, TLR — receptor typu Toll
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4.2.3 Neuromelanin

Neuromelanin uvolnény z odumielych dopaminergnich neuronti se také muze uplatiiovat
jako cilovd molekula pro zahajeni imunitni odpovédi Th lymfocyty. Pii kontaktu
neuromelaninu s dendritickymi buiikami se spousti jejich maturace. Dendritické bunky
fagocytuji neuromelanin a nasledn¢ se premistuji z CNS do lymfatickych uzlin. Zde
piedkladaji neuromelanin jako neoantigen naivnim Th lymfocytiim. Aktivované Th lymfocyty
migruji do CNS, kde jsou restimulovany mikrogliemi aktivovanymi neuromelaninem. Th
lymfocyty tak v CNS proliferuji a potencuji zanik dopaminergnich neuroni. Zaroven mohou
Th lymfocyty aktivovat B-lymfocyty, které ptispivaji k neurodegeneraci sekreci protilatek proti

neuromelaninu.2 3°

4.3 Dopamin jako modulator T-lymfocyti

Utinek T-lymfocytd také ovlivituje koncentrace dopaminu. Pokud se koncentrace
dopaminu odchyli od fyziologické hodnoty, mlize pozménit funkci nejen neuront, ale i
mikroglii, dendritickych bun&k a T lymfocytf.*

U PN snizena koncentrace dopaminu indukuje aktivaci T-lymfocytd a jejich adhezi
k fibronektinu umoziujicim prinik T-lymfocytl do nervové tkan€. In vitro studie zjistily, Ze za
pritomnosti dopaminu produkovaného APC buitkami, zaujimaji T-lymfocyty protizanétlivou
roli a diferencuji se v Th2 lymfocyty. Naopak pokud APC buriky nesyntetizovaly dopamin, T-
lymfocyty se polarizovaly do prozanétlivych Th1 lymfocytt a Th17 lymfocytd.*!

-----

aktivovaného dopaminového receptoru. Dopamin se mize védzat na pét riznych receptord
oznacovanych jako DIR-D5R, ze kterych kazdy vykazuje jinou afinitu k dopaminu. T-
lymfocyty nesou na svém povrchu vSechny typy dopaminovych receptorl, z nichZ se u PN
z diivodu nizké koncentrace dopaminu v substantia nigra vice uplatituji v regulaci funkce T-
lymfocytt ty receptory, které maji vyssi afinitu. Vazba dopaminu predev§im na D3R receptory
s nejvyssi afinitou svédc¢i o nizké koncentraci dopaminu v striatonigralnim komplexu a vede
k polarizaci T-lymfocytl do prozanétlivych podtypti Thl a Th17. Restimulace Thl a Th17
lymfocyti APC buinikami pifedkladdajici neurondlni antigeny indukuje u téchto lymfocyti
sekreci prozanétlivych cytokinti TNF-a a IFNy. Restimulované T-lymfocyty pomoci svych
cytokini potencuji M1 neurotoxicky uc¢inek mikroglii a chemotakticky pfitahuji neutrofily a
makrofagy z periferie, ¢imz pfispivaji k zaniku dopaminergnich neurond. Zaroven pii vazbé
dopaminu na receptor D3R dochazi k potlaceni diferenciace Th2 lymfocytl. U Treg vazba
dopaminu na receptor D5R s druhou nejvyssi afinitou inhibuje jejich schopnost potlacovat
pusobeni efektorovych T-lymfocyti (Teff lymfocyty) a vede ke snizené produkci

~~~~~

uvoliiovani IL-10.40- 41> 54,55
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5. ZAVER

Ustiedni dé&j v patogenezi PN predstavuje chronicky neurozanét vznikajici jako odpovéd’ na
oxidacni stres. Tento poznatek vznesl otazku, zda PN miize byt vyvolana autoimunitnimi
mechanismy. Rada studii potvrdila u¢ast na rozvoji PN jak bunééné, tak humorélni slozky
imunitniho systému a jejich prozanétlivy efekt na dopaminergni neurony v substantia nigra.

Na podkladé téchto vyzkumii vznikla hypotéza, Ze u PN probiha komplexni autoimunitni
proces zahrnujici spoluptisobeni vsech slozek imunity, z nichz hlavni tlohu hraji aktivované
mikroglie, dendritické bunky a T-lymfocyty. Kli¢ovymi iniciatory autoimunitni odpovédi jsou
bud’ mitochondridlni neoantigeny, které se v substantia nigra objevily v disledku genového
defektu, nebo — castéji — neoantigeny vznikajici v disledku uvolnéni obsahu odumielych
dopaminergnich neuronii a ptipadné posttranslacni modifikaci a-synukleinu (nitratovaného,
fosforylovaného) a neuromelaninu. Velmi vyznamné se na regulaci autoimunity u PN podili
cytokiny produkované predevsim aktivovanymi mikrogliemi a T-lymfocyty. Vliv cytokint na
prabéh PN mize byt jak neurotoxicky, tak neuroprotektivni v zavislosti na typu cytokinu, jeho
koncentraci a fazi onemocnéni.

Dals$im neurotoxickym plisobkem produkovanym mikrogliemi je iNOS zpusobujici nitraci
a-synukleinu. Nitratovany o-synuklein (jako jeden z hlavnich neoantigent indukujicich
autoimunitni odezvu) se dostava do lymfatickych uzlin, kde ho fagocytuji dendritické bunky a
predkladaji naivnim T-lymfocytim. T-lymfocyty rozpoznaji nitratovany a-synuklein jako cizi
antigen, diferencuji se do vykonnych podtypt a na zakladé chemotaxe migruji pies porusenou
HEB do substantia nigra. Zde T-lymfocyty uvolnénim svych prozanétlivych cytokinil potencuji
neurotoxicky uc€inek mikroglii a chemotakticky pfitahuji periferni imunocyty nebo piimo
indukuji apoptézu dopaminergnich neurond.

Diky mnohym imunologickym studiim a poznatkiim se pfistoupilo k terapii PN z nového
pohledu. Na rozdil od klasické 1é€by levodopou/karbidopou, které zvysuji hladinu dopaminu a
feSi tak az nasledky neurodegenerace, se imunoterapie zaméiuje na prevenci zvySenc¢ho
odumirani dopaminergnich neuroni a jejich regeneraci. Imunoterapie je zalozena na vyuziti
latek indukujici Treg lymfocyty, které zmiriiuji neurozdnét a zaroven zajiStuji protekci
dopaminergnich neuronii. Mezi tato potencialni imunoterapeutika, ktera jsou dosud predméetem
dalSich studii, patii pfedevsim faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofagti (GM-CSF),
vazoaktivni intestindlni peptid (VIP) a anti-CD3 monoklondlni protilatky (anti-CD3 mAbs).
Zajistuji indukci tolerogennich dendritickych bunék, které orientuji diferenciaci naivnich T-
lymfocytli do Treg lymfocyti a sekreci TGF-B mohou dendritické bunky zprostfedkovat
konverzi efektorovych (prozanétlivych) T-lymfocyt do Treg lymfocytt. (obr. 11)°

Dal8i mozné vyuziti imunoterapie spo¢iva v imunizaci pacientd s PN za Gcelem snizeni
mnozstvi extracelularniho a-synukleinu. Tento pfistup vyuzivéa specifické protilatky proti a-
synukleinu, které maji za cil zvysit degradaci a-synukleinu a tim redukovat jeho toxické
pusobeni na nervové bunky a zamezit tak Sifeni patologického procesu. Aktivni imunizace
predstavuje mozné vyuziti vakcin proti a-synukleinu AFFITOPE-PDO1A a AFFITOPE-
PDO3A, které napodobuji C-terminalni doménu oa-synukleinu (aminokyseliny 110-130) a
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zajist'uji dlouhotrvajici odstranovani a-synukleinu bez nutnosti dlouhodobého a opakovaného
podavani. Strategie 1é¢by pomoci aktivni imunizace musi u PN piekonat dvé prekazky, které
limituji miru u¢inku této 1écby — reprogramovat imunitni toleranci organismu pro cilové
antigeny a zajistit dostate¢nou dodavku protilatek pies HEB do substantia nigra. Pro 1écbu PN
na zadkladé¢ pasivni imunizace se ukazuji byt perspektivni monoklondlni protilatky
PRX002/RG7935 (Prasinezumab) cilici na C-terminalni doménu a-synukleinu a BIIB054, ktera
cili na N-termindlni doménu a-synukleinu. Tyto protilatky vyzaduji opakované davkovani,
jejich vyhodou je v§ak jejich selektivita k epitoptim cilovych antigent.>’>>8
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Obrazek 11: Imunosupresivni Gi¢inek Treg lymfocyti potencovany Treg induktory.>®

Neurozanét udrzuje aktivaci mikroglii a Teff lymfocytt, které produkuji prozanétlivé cytokiny a piispivaji tak

u PN k neurodegeneraci. Pti chronickém neurodegenerativnim procesu je funkce Treg lymfocyti prekonana
prozanétlivym pasobenim Teff lymfocytd z divodu nizkého poctu ¢i dysfunkce Treg lymfocytd. Imunoterapie
zaloZena na podavani Treg induktord, jako jsou vazoaktivni intestinalni peptid, faktor stimulujici granulocytarni a
makrofagni kolonie a anti-CD3 monoklonalni protilatky, indukuje navyseni poctu Treg lymfocytl a stimuluje
jejich neuroprotektivni funkci. Treg lymfocyty migruji pres HEB a v substantia nigra inhibuji neurotoxicky ucinek
Teff lymfocyti. Produkei IL-4, IL-10 a TGF-f zmirfuji Treg lymfocyty neurozanét a podporuji tak neuronalni
homeostazu a neurotrofni prosttedi. Zaroven v periferii inhibuji prezentaci antigentt APC butikami prostfednictvim

sekrece IL-10, TGF-$ a FasL.

Pouzité zkratky: APC — antigen prezentujici buitka, CD3 mAbs — anti-CD3 monoklonalni protilatky, FasL —

ligand prvniho apoptotického signalu, GM-CSF — faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofagi, HEB/BBB
— hematoencefalicka bariéra, IFN-y — interferon vy, IL — interleukin, NOS — syntdza oxidu dusnatého, ROS —
reaktivni formy kysliku, Teff — efektorové T-lymfocyty, TGF-f — transformujici ristovy faktor, TNF-a — tumor

nekrotizujici faktor a, Treg — regulacni T-lymfocyty, VIP — vazoaktivni intestinalni peptid
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMPAR

anti-CD3 mAbs
APC

APRE

APRF

Bcel-xLL

BDNF

CCL

CCR
CD
CNS

CXCL

CXCR

CX3CL

CX3CR

DAMP

DR

dsDNA

ERK

FasL

receptor pro  a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionovou
kyselinu

anti-CD3 monoklonalni protilatky

antigen prezentujici buiika (antigen-presenting cell)

element odpovédi akutni fdze (acute-phase response element)
faktor odpovéedi akutni faze (acute-phase response factor)

protein souvisejici s velkobunéénym B-lymfomem (B-cell lymphoma-
extra large)

mozkovy neurotrofni faktor (brain-derived neurotrophic factor)

chemokinovy ligand se dvéma piimo sousedicimi cysteiny (znacené ,,C*
na N-konci)

receptor pro CCL
povrchové znaky oznacujici buniky (cluster of designation)
centralni nervova soustava

chemokinovy ligand s jednou aminokyselinou jinou nez cystein (znacené
»Xmezi dvéma N-terminalnimi cysteiny znacené ,,C*)

receptor pro CXCL

chemokinovy ligand se tfemi aminokyselinami jinymi nez cystein
(znacené ,,.X* mezi dvéma N-termindlnimi cysteiny znacen¢ ,,C*)

receptor pro CX3CL

molekularni vzory spojené s poskozenim (damage associated molecular
pattern)

dopaminovy receptor

dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina (double-stranded
deoxyribonucleic acid)

kindza regulovana extraceluldrnim signalem (extracellular signal-
regulated kinase)

ligand prvniho apoptotického signalu (ligand of the first apoptosis signal)

41



GBA

GDNF

GM-CSF

Gro-a
GTPaza
HEB

HLA-DR

IFN

IGF-1

IgG
IkBa
IKK
IL
IL-6R
iINOS

IRAK

JAK
INK

LRRK2

MAO-B
MAPK

MCP-1

gen pro kyselou B-glukosidazu (acid beta-glucosidase gene)

neurotrofni faktor odvozeny od gliovych bunék (glial cell-derived
neurotrophic factor)

faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofagh (granulocyte
macrophage-colony stimulating factor)

glykoprotein

rustem regulovany onkogen o (growth-regulated oncogene alpha)
guanosintrifosfataza

hematoencefalicka bariéra

lidské leukocytarni antigeny typu DR (human leukocyte antigen — DR
type)

interferon

inzulinu podobny rtstovy faktor 1; somatomedin 1 (insulin-like growth
factor 1)

imunoglobulin G

inhibitor nuklearniho faktoru kappa B

IxB kindzovy komplex (IkB kinase complex)
interleukin

receptor pro IL-6

indukovatelnd syntaza oxidu dusnatého

kin4dza spojend s receptorem pro interleukin-1 (interleukin-1 receptor
associated kinase)

Janusova kinaza (The Janus Kinase)
c-Jun N-koncové kindza (c-Jun N-terminal kinase)

gen pro kindzu 2 s repetici bohatou na leucin (leucine-rich repeat kinase
2 gene)

monoaminooxidaza typu B
proteinkinaza aktivovana mitogenem (mitogen activated protein kinase)

monocytovy chemotakticky protein 1 (monocyte chemotactic protein-1)
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MPP+
MPTP
MyD88
NADPH

NF-kB

NK bunky

NLR

NLRP3

NMDAR
6-OHDA

PAMP

PARK
PINK1
PN
PRKN
PRR
Rab

RANTES

RNS
ROS
SH2
sIL-6R

SNCA

I-methyl-4-fenylpyridin

I-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin

myeloidni diferenciacni faktor 88 (myeloid differentiation factor 88)
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

nuklearni faktor kappa B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells)

pfirozeni zabijeci (natural killers)

receptory podobné NOD (nucleotide-binding oligomerization domain-
like receptors)

receptor podobny NOD obsahujici pyrinovou doménu 3 (nucleotide-
binding oligomerization domain-like receptor pyrin domain containing

3)
receptor pro N-methyl-D-aspartat
6-hydroxydopaminu

molekuldrni struktury spojené s patogeny (pathogen associated
molecular pattern)

genovy lokus pro Parkinsonovu nemoc

PTEN indukovand kin4dza 1 (PTEN induced kinase 1)

Parkinsonova nemoc

gen parkin

receptor rozpoznavajici molekularni vzory (pattern recognition receptor)
mozkovy protein souvisejici s Ras (Ras-related protein in brain)

chemokin exprimovany, vylu€ovany a regulovany po aktivaci
normalnich T lymfocyti (regulated upon activation normal T-cells
expressed and secreted)

reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
Src homologni 2 doména (Src homology 2 domain)
solubilni receptor pro IL-6

gen pro a-synuklein (alpha-synuclein gene)
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STAT

SNX9

TAK1

Tc
TCR
Teff
TGF
Th
TIR
TLR
TNF
TNF-R

TRAF6

TRAIL

Treg
VIP

VPS35

signalni transduktory a aktivatory transkripce (Signal Transducers and
Activators of Transcription)

tfidici nexin 9 (sorting nexin 9)

kinaza 1 aktivovana transformujicim riistovym faktorem [ (transforming
growth factor [ activated kinase 1)

CD8+ cytotoxicky T-lymfocyt

T-bunéény receptor (T-cell receptor)

efektorovy (prozanétlivy) T-lymfocyt

transformujici rastovy faktor (transforming growth factor)
CD4+ pomocny (helper) T-lymfocyt

receptor typu Toll pro interleukin 1 (Toll-interleukin 1 receptor)
receptor typu Toll (Toll-like receptor)

tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)

receptor pro TNF

faktor 6 spojeny s receptorem pro tumor nekrotizujici faktor (tumor
necrosis factor receptor associated factor 6)

TNF-ptibuzny ligand indukujici apoptézu (TNF-related apoptosis-
inducing ligand)

regula¢ni T-lymfocyt
vazoaktivni intestinalni peptid

gen pro protein 35 ttidici vezikuly (vacuolar protein sorting 35 gene)
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