ABSTRAKT

Intracelularni sledovani pohybu protilatky proti amyloidnimu

prekurzorovému proteinu

Alzheimerova choroba je neuropatologické onemocnéni, klinicky se projevujici
postupnym zhorSovadnim funkci centrdlni nervové soustavy, predevS§im pak paméti,
kognitivnich funkci, zménénym chovanim (véetné paranoii) a zhorSovanim jazykovych
funkci. Alzheimerova choroba je nejcastéjsi priCinou demence ve stiednim a vysSim véku.
Pfiiny a samotny proces rozvoje choroby nejsou doposud plné objasnény, nicméné jednim
z rozhodujicich faktorti se zdd byt nahromadéni B-amyloidniho peptidu (AP) v urcitych
oblastech CNS. AP je ovSem pfirozenym a fyziologickym metabolitem a lze ho izolovat
z telesnych tekutin zdravych jedinc.

AP vznika proteolytickym Stépenim amyloidniho prekurzorového proteinu (APP), coz
je fyziologicky, evolu¢né vysoce konzervativni, membranovy protein. APP mtize byt $té¢pen
Vv takzvané neamyloidogenni cesté¢ a-sekretdzou a nésledné y-sekretdzou za vzniku dobie
rozpustnych peptid nepodilejicich se na vznika depozitl, nebo B-sekretdzou a y-sekretdzou
za vzniku AP stendenci k agregaci (amyloidogenni cesta). Pohyb APP v buiice je velmi
komplexni. Po jeho syntéze je posttranslacné modifikovan a distribuovan sekrecni cestou
k bunécnému povrchu, kde je exponovan. Pomémné rychle je APP podroben endocytoze a
nasledné smérovan do lysosomi k degradaci a nebo recyklovan zpét na bunéény povrch.
K amyloidogennimu Stépeni (produkci AP) dochazi zvelké <¢&asti v prubéhu téchto
recyklacnich krokd.

Nova monoklonalni protilatka 2B12 byla pfipravena v roce 2006 imunizaci mys$i
syntetickym peptidem obsahujicim sekvenci aminokyselin odpovidajici mistu St€peni APP -
sekretazou. Bylo prokézano, Ze 2B12 se vaze na APP a sniZzuje sekreci AP v bunécnych
kulturach. Ptfedpoklada se, Ze navazana protilatka stericky inhibuje St€peni APP - sekretdzou.
Tento pfistup ma zietelné vyhody oproti ostatnim imunologickym metodam zalozenym na
aktivni €1 pasivni imunizaci proti AP. Klinické testy latky tohoto typu byly zastaveny pro
rozvinuti zanétlivé reakce v CNS zprosttedkované Thl lymfocyty u nékolika jedinct.
U 2B12, kterd se vyznamné nevaze na samotny AP, je toto riziko nizké.

Dle vyslovené hypotézy se 2B12 vaze na molekuly APP exponované na bunécném

povrchu (plazmatické membran€) a takto vznikly komplex je internalizovan pfirozenou



endocytdzou. Tato hypotéza vychazi z predchozich studii a byla potvrzena praci Pei San Ho
(2007), ktera sledovala internalizaci 2B12 v buné¢né kultuie astrocytomu MOG-G-UVW.

Cilem této prace bylo ziskat dalsi dikazy podporujici vySe zminénou hypotézu pomoci
studia lokalizace 2B12 v jednotlivych bunéénych kompartmentech, které se dle dostupnych
informaci Uc¢astni kolobéhu APP vbunce (ranné a pozdni endosomy, lysosomy,
endoplazmatické retikulum - ER, vezikuly trans-Golgiho aparatu - TGN). Potvrzeni
selektivni pritomnosti 2B12 v téchto kompartmentech by bylo dalsim diitkazem naznacujicim
spravnost této hypotézy.

Lokalizace 2B12 byla studovana pomoci imunocytochemickych metod na buiikach
lidského astrocytomu MOG-G-UVW, konstitutivn¢ produkujiciho APP. Pivodnim zamérem
bylo inkubovat 2B12 s zivymi buiitkami a jejich fixaci provadét az pied aplikaci druhé
primarni protilatky. Tento postup by zajistil selektivni oznaceni jen téch molekul APP, které
jiz byly exponovany na bunééném povrchu a umoznil by sledovat proces endocytézy 2B12
(lokalizaci v jednotlivych kompartmentech) v ¢ase. Kvuli snizené stabilit¢ 2B12 (divod
neznadmy) tento piistup nemohl byt realizovan. Fixované a permeabilizované buiiky byly tedy
nejprve inkubovany s 2B12 a poté s jednou z komer¢né dostupnych protilatek vazicich se na
proteiny typické pro jednotlivé bunééné kompartmenty (EEA1 — ranné endosomy, M6PR —
pozdni endosomy, LAMP1 — lysosomy, Bcl-2 — ER, TGN46 — sit’ vezikul trans-Golgiho
aparatu, Hsp60 - mitochondrie). Navdzané primarni protilatky byly poté zviditelnény
pouzitim patficnych sekunddrnich protildtek znacenych biotinem a fluorescen¢nich barviv
(fluorescein a texaskéa Cerven) konjugovanych s avidinem (klasicky postup vyuZivajici silné
vazby mezi biotinem a avidinem). Pouzitim odliSnych fluorescen¢nich barviv pro 2B12 a
druhou ze dvojice primarnich protilatek v ramci jednoho pokusu bylo mozné detekovat
lokalizaci obou téchto protilatek zaroven 1 jejich piipadnou kolokalizaci, kterd se projevila
slozenim obou zikladnich barev. Vyznamna kolokalizace byla povazovana za dikaz
pritomnosti 2B12 v daném bunéném kompartmentu. Vysledky byly vyhodnocovany pomoci
fluorescenéniho mikroskopu a laserového konfokalniho mikroskopu. VSechny pokusy byly
opakovany minimalné tiikrat (n = 3) a byly provadény ptisluSné negativni kontroly slouzici
k posouzeni vlivu pfipadného nespecifického vazani protilatek na dosazené vysledky.

Ptitomnost 2B12 byla ofekavana ve vSech vySe zminénych kompartmentech kromé
mitochondrii (testovani pfitomnosti 2B12 v mitochondriich mélo za cil ovéfit schopnost
pouzité metody dojit k negativnimu vysledku). Pfitomnost 2B12 byla prokazana v pozdnich
endosomech (anti-M6PR protilatka), lysosomech (anti-LAMP1) a endoplazmatickém retikulu

(anti-Bcl-2). Udaje o piitomnosti 2B12 v ¢asnych endosomech byly proménlivé a odhalena



lokalizace byla malé (anti-EEA1). Oproti ocekévani se pfitomnost 2B12 nepodaftila prokazat
v TGN (anti-TGN46). Piitomnost 2B12 v mitochondriich (anti-Hsp 60) byla negativni.
Pfi¢iny nesrovnalosti mezi pfepokladdanymi a dosazenymi vysledky mohou byt rizné. Lze
doporucit opakovani danych pokusii s jinymi primarnimi protilatkami (jiny vyrobce),
pfipadné testovani na transfek¢nich bunkach produkujicich vyssi nez bézné hladiny APP.

Vétsina vysledkt této prace nepiimo potvrzuje schopnost 2B12 vazat se na molekuly APP a
byt s témito internalizovana. Vysledky rovnéz svéd¢i o znacné stabilité komplexu 2B12 —
APP, ktera je podminkou piipadného farmakologického ucinku v podobé snizeni produkce
AB. 2B12 tak nadéale zlstavd potencidlné perspektivni moznosti terapie Alzheimerovy

nemoci.



