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ABSTRAKT

Alzheimerova choroba pfedstavuje socialni a ekonomickou zatéZ pro celou spolecnost. Jeji
etiologie stale zlstadva neznamad, zndme vSak nékteré mechanismy patogeneze, které nam
umoziuji vytvaret zvifeci modely (zejména mysi). V této praci zkoumame behaviordlni
fenotyp ¢asto pouzivaného modelu APPswe/PSENI. Zjistili jsme, Ze ani Sestimé€sicni, ani
desetimésicni zvifata nevykazuji v testech anxiety (oteviené pole a vyvySené kiizové
bludisté) ani v testech socialniho chovani (socialni interakce a tfikomorovy test) zhorSeni
oproti kontrolni skuping. Test prepulzni inhibice vSak odhalil, ze PPI u alzheimerovskych
mysi zcela mizi, coz ukazuje na vyznamnou aberaci v senzomotorickém gatingu.

Druhé ¢ast prace je zamétfena na chemogenetickou studii tlohy parvalbuminovych
interneuronti v Alzheimerové chorobé a vlivu jejich excitace na sociabilitu, socialni pamét’
a senzomotoricky gating. Vyuzivame zde vySe zminény model kiizeny s PV-Cre mySmi, coz
nam umoznilo zavedeni Cre dependentnich DREADDs. U této skupiny zvitat jsme zkoumali
socialni chovani a pfitomnost naruSeni v senzomotorickém gatingu. Ziskané vysledky vSak
nepiinesly zadny dikaz vlivu excitace parvalbuminovych interneuronii na chovani zvirat a

bude potieba provést vice experimentd s vétSim poctem zvirat.

Kli¢ova slova: Alzheimerova choroba, chovani, parvalbuminové interneurony



ABSTRACT

Alzheimer's disease is a notable burden to the contemporary society concerning not only
healthcare but also economy. Its aetiology remains unknown, but we know the mechanisms
of pathogenesis, which allow us to create animal models (especially mice). In this thesis, we
investigate the behavioral phenotype of the frequently used APPswe/PSEN1 murine model.
We find that neither six-month-old nor ten-month-old animals show impairment in anxiety
(open field test and elevated plus maze) or social behavior tests (three chambre test and social
interaction test) compared to controls. However, the prepulse inhibition test revealed that
PPI completely disappear in Alzheimer mice, indicating a significant aberration in
sensorimotoric gating.

The second part of this thesis focuses on a chemogenetic study of the role of
parvalbumin interneurons in Alzheimer's disease and the effect of their excitation on
sociability, social memory and sensorimotor gating. Here we use the aforementioned model
crossed with Pv-Cre mice, which allowed us to introduce Cre-dependent DREADDs and in
this group of animals we investigated social behaviour and the presence of disturbances in
sensorimotor gating. However, the results obtained so far do not provide any evidence for
an effect of parvalbumin interneuron excitation on animal behaviour, and further

experiments with larger numbers of animals will be needed.

Keywords: Alzheimer's disease, behavior, parvalbumin interneurons
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UvVOD

Vézeni C¢tenafi, dostdva se vdm do rukou mé diplomova prace. Spolu s kolegy
z oddéleni neurofyziologie paméti ptisobicim na Fyziologickém tustavu AVCR jsme se
zaméfili na preklinicky vyzkum vlivu zmény funkce parvalbuminovych interneuronti na
model familidrni Alzheimerovy choroby. Toto onemocnéni je a bude celospolecenskym
problémem, jehoz zdvaznost roste mimo jiné také vlivem celkového starnuti populace.

Stejné tak roste tlak na vyzkum a vyvoj potencialnich 1éCiv.

V soucasné dobé mame k dispozici pouze moznost priubeh choroby zpomalit. Vylécit
ji stale nelze, jelikoZz dosud nezname piesnou etiologii tohoto onemocnéni. I proto je
v souCasnosti dilezity preklinicky vyzkum na animdlnich modelech, ktery vede
k porozuméni problematice, a snad, jedn oho dne, povede také k odhaleni skute¢né pticiny

této letalni neurodegenerace.

V této praci se vénuji APPswe/PSENAE9 modelu Alzheimerovy demence a sleduji
behavioralni fenotyp téchto zvifat, ve snaze vytvofit jisty standard chovani tohoto modelu
pro laboratofe FGU pomoci baterie behavioralnich testl. Zamé&fuji se pfedevim na anxietu
a socialni chovani — zejména proto, ze se tomu dosud provedené studie ptili§ nevénuji. Ve
druhé casti prace se vénuji tloze parvalbuminovych interneuront v kontextu Alzheimerovy
choroby. Zde sleduji, jak tyto mysi ovlivni chemogenetickd aktivace parvalbuminovych

interneuronti ve ventralnim hipokampu v sociabilité a socidlni paméti.

Na zavér uz staci jen dodat, Ze pokryt celou problematiku této jediné skupiny neuronii
rozsah této diplomové prace bohuzel nedokaze — pro mé osobné je to dikazem komplexnosti
celé problematiky a toho, ze k porozuméni takto komplikované patologii je potfeba prace

celé fady tymt, z nichz kazdy odhaluje kousek této pomyslné skladacky.
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1 ALZHEIMEROVA CHOROBA A PROBLEMATIKA
MYSICH MODELU

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni, onemocnéni, piedstavujici
v soucasnosti nejcastéjsi pricinu demence a zaroven vyraznou ekonomickou i socialni zatéz
pro celou spolecnost. V roce 2020 jsme evidovali 50 miliond pfipadd AD, a podle
dostupnych dat webu Alzheimer’s Disease International se pocet ptipadi béhem kazdych
dalsich dvaceti let zdvojnasobi (Guerchet et al., 2020, vice: ,,2023 Alzheimer's disease facts
and figures®, 2023).

V soucasné dobé¢ existuje pouze symptomaticka 1écba inhibitory acetylcholinesterazy
(donepezil, rivastigmin, galantamin) nebo antagonisty NMDA receptori (memantin), jejichz
ucinky jsou ponc¢kud omezené a dokazou pouze zmirnit kognitivni deficit. Novinkou je
lécivo Lequembi (lecanemab) schvalené ve Spojenych statech v lednu 2023. Jedna se
o imunoterapii, kterd odbourava amyloidové plaky a zpomaluje tak postup nemoci. I tak jde
o pomérn¢ drahou lécbu, vyzadujici pravidelné infuze a MRI skeny z diivodu castych
vedlejSich ucinkl v podobé krvaceni do mozku, které v nékolika pfipadech vedlo ke smrti
pacienta (Alzforum, 24. 1. 2024). I pies znacny pokrok tak zistava progndza AD nepfizniva.

I pfes intenzivni vyzkum nezndme piesnou etiologii a patogenezi nemoci. Neméné
diilezitou ¢ast vyzkumu této choroby tak ptedstavuji pokusy s riznymi zvifecimi modely,
které ndm umoziuji hlub$§i poznani mechanismi Alzheimerovy choroby. Mezi ty

nejpouzivanéjsi patii mysi, kterymi se tato prace zabyva.

1.1.  Etiologie a patogeneze AD

Tuto kapitolu bude provazet jistd mira nejistoty a mize vyznivat ponckud pesimisticky —
bohuzel ani po vice nez sto let od objeveni existence choroby nemizeme zcela ptesné
objasnit jeji etiologii. Proto si shrneme, co zatim o degenerativnim ptsobeni AD vime, a
ukazeme si, jak se nase obzory v prubéhu stovky let od pojmenovani choroby doktorem

Alzheimerem rozsitily.
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Nezavisle na sobé Alois Alzheimer a Oskar Fischer popsali plaky a neurofibrilarni klubka u
pacientt, ktefi vykazovali zndmky této choroby (i piestoze mél Fischer bezpochyby vétsi
vyzkumny vzorek, bohuzel jeho zidovsky ptivod vedl k tomu, Ze dnes nese choroba jméno
jeho konkurenta — vice v Alzforum, 2009). Neurofibrildrni klubka se podaftilo izolovat a
identifikovat jako zkroucené mikrotubuly (Igbal et al., 1974), o dvanact let pozdé&ji byla

prokézana ptitomnost Tau proteinu v téchto strukturdch (Grundke-Igbal, 1986).

1.1.1 Charakteristickd histopatologie AD

Amyloidové plaky jsou u¢ebnicovym znakem Alzheimerovy choroby, a dle nékterych teorii
(viz dale v této kapitole) se jednd o moznou pfic¢inu choroby. Na pocatku stoji amyloidovy
prekurzorovy protein (APP). Jednd se o transmembrdnovy protein vyskytujici se
v nervovych buiikach. Hraje roli v neurogenezi a neuroregeneraci a knock-out APP se
projevil u mysi jako letalni a vedouci k vyraznym neuroanatomickym defektlim (Chen et al.,
2006). Svou roli v etiologii AD zac¢ina hrat az po proteolyze.
Nachazime dvé cesty proteolyzy APP (obr. 1):
¢ Neamyloidogenni cesta, kdy je APP §tépen a-sekretazou. Vznika solubilni
APP (N-termindlni fragment), ktery méa neuroprotektivni ucinky a
C-terminélni fragment a, ktery zlstdva v membrané¢ a nasledné reaguje
s y-sekretazou s presenilinem, coz vede k formaci amyloidové intracelularni
domény a peptidu p3. Tuto cestu povazujeme za fyziologickou (Hijazi, 2021).
e Amyloidni cesta, kdy je APP §tépen B-sekretazou. Kromé solubilniho APP
vznikd C-termindlni fragment B, ktery je ndsledné y-sekretazou rozSt€pen
amyloidovou intracelularni doménu a na B-amyloid, ktery nasledné
dimerizuje (Hijazi, 2021).

Takto vznikly amyloid za¢ina vytvaret dimery, oligomery (pravé soulubilni oligomery
se ukazaly jako zdaleka nejvice neurotoxické - Tolar et al., 2021) a ty nasledné formuji
amyloidovy plak. Vznikaji tak agregaty, ve kterych kromé amyloidu nachdzime také
atrofované neurity napadenych bun¢k (Hardy & Allsop, 1991).
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Normalni (neamyeloidogenni) Abnormalni (amyeloidogenni) protelyza

proteolyza APP APP vedouci k vytvafeni plakia
Amyloidovy
prekurzorovy
protein
(APP)
APP mutace Amyloidovy
podporuji / plak
proteolyzu
pomoci -Gt 2
B-sekretdzy :
Extraceluldmi 5 H‘:\f‘ AB dimery
prostor l
Cytoplazmaticks B - AB it
membrdna 2
I y-sekretdza
Cytoplazma T
PSEN1/PSEN2
mutace
podporuji
aktivitu

y-sekretazy

Obr. 1: Proteolyza APP. Vytvofeno v softwaru Biorender.com

DalSim  charakteristickym  histopatologickym znakem AD je formace
neurofibrilarnich klubek (NFT). Hlavnim ,yvinikem* je zde protein asociovany
s mikrotubuly, ktery oznacujeme jako t-protein (Ci tau protein, angl. , microtubule
associated protein tau‘ - MAPT). V normélnim stavu jde o peptid zodpovédny za udrzeni
tvaru mikrotubul. Jeho abnormalni fosforylace vSak vede ke ztrat¢ jeho funkce (Grundke-

Igbal et al., 1986b) a kolapsu celého neuritu (viz obr. 2).

o Stabilizujici tau protein

Zdravy
mozek

Zdravy neuron

Zména K Neurofibrildrni
fosforylace B klubko
tau proteinu

Kolabujici mikrotubuly

Pogkozeny neuron

Obr. 2: Tauopatie u Alzheimerovy choroby. Vytvofeno v softwaru Biorender.com

Tyto zmény mizeme pozorovat u pacientl i celé dekady pred uplnym vypuknutim nemoci

(Price et al., 2009). Samotna tauopatie neni piiznakem pouze AD, je spojend napf.
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s frontotemporalni demenci (pf. Poorkaj et al.,1998). Jsou tyto histopatologické zmény

pfi¢inou ¢i nasledkem?
1.1.2 Padesdt let vyzkumu AD a dosud publikovane teorie

V pribéhu let se vyskytly mnohé hypotézy s cilem popsat patogenezi AD. Jako prvni
se predstavila cholinergni hypotéza (Davies, 1976), ktera spojovala chorobu se snizenou
aktivitou enzymu cholin acetyltransferazy, potazmo acetylcholinové neurotransmise a byla
oznacena za prilomovou. Koneckonct, prvni dostupna 1écba cilila pravé na Ach, konkrétné
na inhibitory acetylcholinesterazy (Davies, 1976; Perry et al., 1977). Jako nedostatek teorie
se ukézalo, Ze AD ovliviluje vice neurotransmiterti nez pouze Ach a lé¢iva zacilend na
cholinergni systém nepfedstavovala zadny vétsi prilom jako spiSe pouze symptomatické
1é¢ivo na podporu paméti (Selkoe, 1991).

Jako skute¢ny prilom se ukézala amyloidova hypotéza (Hardy et al., 1991), kterd ma
v odbornych kruzich zvuk do dne$ni doby a zmifuje ji vétSina modernich ucebnic. Pozornost
se zde upirda na charakteristickou histopatologii v podobé vySe zminénych beta
amyloidovych plakl. Pravé v nich hledaji zastanci této hypotézy piic¢inu onemocnéni, dle
kritikii jde vSak pouze o popis mechanismu — nikoliv pfi¢in (napt. Vojtéchova et al., 2022).

V devadesatych letech minulého stoleti pfichazi dal$i hypotéza, zdaraziujici roli
imunitniho systému. Histopatologické projevy AD nachézi odezvu u imunitniho systému,
ktery reaguje mobilizaci mikroglii a komplementu. Agresivni reakce vede k chronickému
zangtu, ktery vede k poskozeni a naslednému zahubeni nervovych bun¢k. McGeer a Rogers
(1992) proto vyzyvaji farmakology, aby se dalSi vyzkumné usili zamétilo na zastaveni
zangtu. [ v soucasné dobé€ je vztah imunitni reakce a AD v centru z4jmu mnoha pracovist’
a debatuje se o jeji roli — je negativni, pozitivni ¢i jde pouze o disledek, nikoliv o pfi¢inu
(Skokowa et al., 2006; podrobnéji pt. Heneka et al.,2015)?

Nové milénium piinaSi neurovaskularni hypotézu (2004/2005). Zlokovic (2005)
upozoriiuje na skutecnost, Ze dosavadni studie poukazaly na piitomnost f-amyloidovych
plakti a neurofibrilarnich klubek i v pfipadech, kdy pacient trpél pouze hypertenzi (Bailey et
al., 2004 in Zlokovic, 2005) a povazuje ptevazujici amyloidovou hypotézu za nedostacujici.
Odkazuje na souvislost vaskularnich onemocnéni s Alzheimerovou chorobou. Jako pfi¢inu

neurodegenerace uvadi abnormdlni kapildrni prokrveni mozku, které zpiisobuje hypoxii
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a hromadéni neurotoxickych produktt vedoucich ke vzniku 1ézi. Tato hypotéza bere v potaz
také vySe zminénou imunitni reakci (Zlokovic, 2005).

Ponékud neottely pohled nabizi teorie infekce mikroorganismy. Zastanci této teorie
se opiraji o myslenku, ze je nadprodukce B-amyloidu reakci na infekci mozku — funguje tedy
jako antimikrobialni peptid (Vojtéchova et al., 2022). Nejednd se tu vSak o specificky
»alzheimerovsky bacil®, kterym se miize nakazit kazdy, ale spiSe o obecnou obrannou reakci
objevujici se u starSich lidi, kterd v konecném dutsledku (jako koneckonctt mnoho imunitnich
odpovédi) predstavuje zatéz a nakonec patologii.

Jak vidime, existuje celd tada teorii, z nichz kazdd ma své limity. Je degenerace
zpusobena patologickou proteolyzou APP? Jedné se o vaskularni problém? Méame ji snad
brat jako ziskané autoimunitni onemocnéni? Ani v soucasné dobé nemame dostatek

informaci, abychom na tuto otazku mohli odpovédeét.

1.2.  Typy Alzheimerovy choroby a stru¢ny klinicky obraz

V klinické praxi se setkdvame s riznou klasifikaci typtt AD. Diagnosticky manual
MKN-10 (2023) pouzivany v evropskych zemich rozliSuje demenci podle v€ku pacienta na
AD s ¢asnym ndstupem — presenilni (do 65 let) a pozdnim nastupem — senilni (65+). Pro
ucely naseho vyzkumu je vyhodnéjsi dé€leni dle pravdépodobné etiologie na familiarni

formu a sporadickou formu.

1.2.1 Familidrni forma

FAD je vzacnéjsi forma AD, potvrzena u 5-10 % vSech piipadti Alzheimerovy choroby
(Jirdk & Koukolik, 2002; in Bartova et al., 2011). Prvni pfiznaky se v postizenych rodindch
objevuji v relativné nizSim véku. V pribéhu let byla objevena spojitost FAD s celou fadou
mutaci v genech kodujicich APP, ale ptedevsim v téch kodujicich presenilin-1 (vibec
nejcastéj$i mutace) a presenilin-2 (Sherrington et al., 1995; Strobel, n.d.).

Jelikoz se prace vénuje mysimu modelu APPswe/PSEN1dEY, povazujeme za dulezité
se par slovy zminit o tzv. §védské mutaci. V roce 1992 byla u dvou pocetnych Svédskych

rodin v genu kodujicim APP objevena dvojitd substituce aminokyselin v exonu 16 -
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asparagin misto lysinu v kodonu 670 a leucin misto methioninu v kodonu 671 (Mullan et al.,
1992 in Lannfelt et al., 1994). Svédska mutace APP ¢&ini protein pfitazlivéj§im substratem
pro B-sekretazu. Ta zplsobi jeho proteolyzu vedouci ke vzniku patologického B-amyloidu
(Zetterberg & Mattson, 2014).

Podobné byla popsana mutace v genu pro presenilin-1, ozna¢ovana jako PSEN1dE9.
Charakterizuje ji delece exonu 9 v genu koédujicim presenilin-1- katalytickou podjednotku
gama sekretdzy, kterd se podili na amyloidogenni proteolyze APP (obr. 1). Typické pro tuto
formu byly prvotni ptiznaky v podobé& paraparézy a specificky tvar B-amyloidovych plakt
pfipominajici klubka viny (Crook et al., 1998). Podobnych mutaci evidujeme v soucasnosti
celou fadu. Presna povaha jednotlivych mutaci vSak piesahuje rdmec této prace (shrnuti
nabizi napt. Tanzi et al, 1996).

V postizenych rodinach se FAD dédi autozomalné dominantné — potomek nemocného
clovéka méa 50% Sanci, ze se choroba vyskytne téz u n¢j. FAD nastupuje Casto jiz pred
Sedesatym rokem zivota (Scheltens et al., 2021; Sherrington et al., 1995), ¢i mnohem dfive
— familidlni AD muze v zavislosti na mutaci zasdhnout ¢lovéka v produktivnim veéku

(Bartova et al., 2011; Strobel, n.d.).

1.2.2 Sporadickd forma

Vsechny ostatni ptipady oznacujeme jako tzv. sporadickou demenci Alzheimerova
typu. Prvni ptiznaky se obvykle objevuji po az po 65. roce zivota a jedna se o drtivou vétSinu
ptipadi Alzheimerovy choroby.

I zde je pravdépodobné pticinou fada mutaci, z nichz nékteré jsou podobné jako
u FAD. Nejcastéjsi je vSak mutace v genu pro apolipoprotein-E, figurujici napt. v transportu
cholesterolu a jinych lipidi, ale také regeneraci ¢i degeneraci v CNS. Tento gen se vyskytuje
ve tfech rtiznych alelach — €2, €3 a €4 (Tsai et al., 1994). Prave alela €4 zvySuje riziko
vypuknuti nemoci o 30 % u populace ve véku 75 let, po deseti letech vSak riziko stoupd az
na 50 % (Genin et al., 2011).

V piipad¢ sporadické AD nepovazujeme za pii¢inu hereditarni zatéz, ale vystaveni
rizikovym faktorim. Mezi ty fadime vysoky vék, nedostate¢né vzdélani (,,neaktivni

mozky*), vysoky cholesterol, obezita, uraz hlavy, oxidativni stres a fada dalSich (,,2023

Alzheimer's disease facts and figures®, 2023; Labhiri et al., 2007). I proto existuje tlak na
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vytvareni preventivnich programt, které kromé kognitivniho tréninku zahrnuji také fyzické
aktivity ¢i Gpravu vyzivy, vyraznéj$i uspéchy vsak tyto studie nezaznamenaly (Andrieu et
al., 2015).

Specifickym piipadem je Alzheimerova choroba v pfipadé Downova syndromu,
zptisobeného trizomii 21. chromozomu. Pravé tento chromozom obsahuje kod
amyloidového prekurzorového proteinu (APP), jehoz nespravna proteolyza vede k vytvareni
charakteristickych senilnich plakd. U lidi postizenych trizomii 21 dochazi k nadmérné

expresi APP, a tudiz nartsta i pravdépodobnost vypuknuti AD u téchto pacientli po dosazeni

vys$siho véku (Elangovan et al., 2023).

1.2.3  Klinickd stidia AD

Choroba za¢ina nenapadné a Casto zcela nepozorované — a bez vyuziti laboratornich
metod je prakticky nediagnostikovatelna. Proto je toto stddium cilem mnoha studii — pokud
bychom zastavili chorobu pied jejim vypuknutim ¢i v prodromélnim stadiu, vyrazné bychom
ulevili pacientiim, jejich rodinam i socidlnimu systému. Zaméfujeme se tedy na biomarkery
— napiiklad mnozstvi t-proteinu v cerebrospindlnim moku (Blennow et al., 2010). Moderni
vyzkumy na mysich ukazuji, Ze biomarkerem (zatim alespon pro ucely vyzkumu) mize byt
1 porucha zpracovani zvukové informace (Liu et al., 2019). Nyni se zam¢fime na jednotliva
stadia choroby z hlediska klinické praxe.

Rané stadium nemoci je stadle pomérné¢ nenapadné, avSak jiz diagnostikovatelné
pomoci psychodiagnostickych metod (nejpouzivanéjsi je MMSE). Pacient ma problém
vybavit si nedavné udalosti — co mél na obéd? Obvykle odpovi zcela bez vahani, ale casto
pozorujeme konfabulace. Dosud bézné ¢innosti jako nédkup, objednani si v restauraci, nebo
sprava domacich financi se stavaji naro¢nymi. Pacient si uvédomuje své nedostatky a snazi
se je skryvat, Casto je odtazity a podrazdény (Reisberg & Franssen, 1999).

Stiedni stadium uz predstavuje konec samostatnosti pacienta, ktery neni schopen
vykonévat bézné denni ¢innosti. Nedokaze se obléct adekvatné k pocasi, nevybavi si nékteré
znalosti (Kdo je prezidentem? Kde jsem studoval/a?). Tyto ptfiznaky se prohlubuji,
a nakonec si pacient neni schopen vybavit kde bydli, plete si ¢leny vlastni rodiny a neni
schopen zvladnout osobni hygienu. Naladu charakterizuje zoufalstvi, paranoia ¢i agrese

(Reisberg & Franssen, 1999).

16



Pacienti v téZkém stadiu AD jiz ztraci schopnost mluvit, a ¢asto vydavaji pouze
neartikulované zvuky. Postupné ztraceji kontrolu nad vlastnim télem, nejprve ztraci
schopnost chiize, poté se nedokdzou posadit. V kone¢ném stadiu nemohou ani udrzet hlavu
ve vzpiimené poloze. Ztraci se také schopnost polykat, pacient tak nemuze pfijimat potravu.
Pouze intenzivni péce rodiny ¢i persondlu specializovaného zatizeni je udrzuje pfi zivote,
ktery vSak v pribéhu tézkého stadia AD konéi. Castou piiginou smrti jsou pneumonie,
zanéty zpusobené dekubity, ale také cévni mozkové ptihody ¢i infarkt a dal$i nemoci spojené

se stafim (Reisberg & Franssen, 1999).

1.3.  Mysi modely AD - struény prehled

Mys domaci (Mus musculus) je vyborny model pro vyzkum v neurovédach. Vyhodou je
jejich rychld reprodukce, nizkd narocnost péce, ale také rozvinuté socialni chovani,
ucenlivost a vrozena zvédavost, které nam umoziuji provadét Siroky repertodr
behavioralnich testd. A pravé my$ byla prvnim modelovym organismem ve vyzkumu
Alzheimerovy choroby. U mysi se AD pfirozené nevyskytuje, a proto vznikl v roce 1991
prvni transgenni mys$i model.

Jednalo se o transgenni mysi, oznacené NSE-APP751, nadmérné exprimujici lidskou
izoformu APP751, kodujiciho APP (Quon et al., 1991). Tato genetickd modifikace ma za
nasledek vyskyt amyloidovych plakl difuzniho charakteru, které pfipominaly spiSe pre-
amyloidové plaky charakteristické pro mladé pacienty s Downovym syndromem.
Nepodaftilo se zde najit klasicka neurofibrildrni klubka (Higgins, 1994). V soucasné dobé
tento model povazujeme za piekonany (Alzforum, n.d.).

V soucasnosti (duben 2024) web Alzforum.org uvadi 204 mySich modell, coz je
obrovské mnozstvi. Vtéto casti si pro prfedstavu ukdzeme par zdstupcl téch

nejpouzivanéjsich.
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1.3.1 Modely tanopatie

Modely vyuzivajici abnormalni fosforylaci t-proteinu a vznik NFT

Tau P301 L: Neurofibrilarni klubka lze pozorovat od 6 mésici véku zvirete.
Postupné se objevuji problémy s motorikou a kognitivni deficity. VéEtSina zvirat se
nedozije 13. mésice z dlvodl rozsifeni tauopatie do oblasti sttedniho mozku
a prodlouzené michy (Dutschmann et al., 2010).

rTgTauEC: Tento model odpovidda ranym histopatologickym zménadm
pozorovanych u pacientli s AD v entorhindlnim kortexu a postupujici do oblasti,
které snim maji funkéni propojeni. Prvni patologické zmény u téchto mysi
pozorujeme jiz ve tfech mésicich. Az ve 21 mésicich jsou pozorovatelné ztraty
neuront, o tfi mésice pozdéji lze pozorovat pokles mnozstvi neuronti v entorhinalni
ktte o 42 %, pozorujeme také namnozeni glii (glioza) a degeneraci axont (De

Calignon et al., 2012).

1.3.2 Amyloidové modely

Tyto modely jsou zalozené na mutacich v APP ¢i presenilinu a jejich ucelem je
vytvofeni amyloidovych plaki.

S5xFAD (B6SJL): V tomto modelu je pfitomno hned pét riznych mutaci familiarni
AD, kter¢ se tykaji APP ¢i presenilinu. Diisledkem je vznik amyloidovych plakt jiz
ve dvou mésicich veku zvifat. Ty se pomérné agresivné §ifi dal a zpiisobuji vyrazné
motorické a kognitivni deficity. Ztratu neuront zde pozorujeme jiz u Sestimési¢nich
zvitat. Pfitomn4 je také glioza (Oakley et al., 2006)

APP NL-G-F Knock-in: Mnoh¢é¢ mysi modely jsou zalozené na zvySené expresi
APP. Saito a kolegové (2014) tento ptistup kritizuji, protoze kromé¢ B-amyloidu
nalézame v mozku téchto mysi také velké mnozstvi jinych produktt. Proto uvadi
vlastni model, ve kterém se podaftilo zvysit produkci B-amyloidu, aniz by se zvysilo
mnozstvi APP v mozku. Model vykazuje vyskyt amyloidovych plakd jiz od 2.
mésice zivota, prikazné zhorSeni kognitivnich funkci Ize pozorovat jiz

u Sestimésicnich zvirat (Saito et al., 2014).
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e APPSwDI x NOS2 Knock-out — Model vznikl kiizenim dvou riznych kmend —
kromé pfitomnosti tfi riznych mutaci Alzheimerovy choroby je tento model
charakteristicky také neptitomnosti syntazy oxidu dusnatého (NOS2). Disledkem je
fenotyp obsahujici kromé& pfitomnosti senilnich plakd také pfitomnost
neurofibrilarnich klubek a ztrata neurond. Také kognitivni deficity jsou vyraznéjsi

nez v piipad¢ obou rodic¢ovskych kmenti

1.3.3 Kombinované modely

Modely, které kombinuji vice typti mutaci.

e Tg2576/Tau(P301L): Tento model byl pfedstaven roku 2001. Vznikl kiizenim
modelit JNPL3 (exprimujici mutantni t-protein) a Tg2576 (exprimujici mutantni
APP). Cilem bylo vytvofeni my$iho modelu, kde se objevuji jak tak plaky
B-amyloidu, tak i neurofibrildrni klubka a ztrata neuronti. Umoziluje ndm zkoumat
souvislost mezi pfitomnosti senilnich plakl a vytvofenim neurofibrilarnich klubek
(Lewis et al., 2001). U modelu je mozné pozorovat zanétlivé procesy, ale s postupem
Casu také vyraznou zménu v chovani — zména vokalizace, nahrbend chiize a ztrita
zajmu o péci o srst, kterd je jindy pro mysi charakteristickd. Model je vyuzivan
dodnes (Alzforum, n.d.).

e 3xTg: I zde nachazime kombinovanou histopatologii zahrnujici senilni plaky i NFT.
Za sviij nazev vdéci hned tfem mutacim, z nichZ jedna se tyka APP, druhd presenilinu
a tieti MAPT. Fenotyp je charakterizovan progresivni neuropatii, kognitivni deficity
se zacinaji objevovat ve Ctyfech mésicich a postupné se prohlubuji (Stover et al.,

2015).

1.4.  Charakteristika APPswe/PSEN1dE9 modelu

Dostavame se k popisu mysi, které¢ vyuzivame v experimentalni ¢asti této diplomové
prace. Jedna se o populdrni amyloidovy model Alzheimerovy choroby, komercné dostupny
v Jackson Laboratories v USA. Tyto myS$i exprimuji chimérni lidsko-mysi gen APP

oznacovany Mo/HuAPP695swe (konkrétn€ jiz zminéna Svédska mutace — proto APPswe)
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soucasné s lidskym PSENI postradajicim exon 9, a to pod mySim prionovym promotorem,
diky kterému se mutace muze kontinudlné exprimovat v neuronech CNS (The Jackson
Laboratory, n.d.). V této praci bude pro zjednodusSeni ozna¢ovéan jako APP/PSEN1 model.

Tato zvifata jsou hemizygotni, coZ znamend, Ze oba vnesené geny jsou lokalizované
pouze na jednom z chromozomi v paru. V disledku toho se po kiizeni s kontrolni mysi bez
mutaci zhruba polovina zvifat z vrhu rodi s genotypem obsahujici tyto geny a polovina
odpovidd divokému typu. Model je koncipovany tak, aby se v disledku kiizeni geny
nerozdélily, nemiizeme tedy ziskat my$ s APPswe mutaci bez mutace PSEN1dE9 (The
Jackson Laboratory, n.d.).

Tentyz model vybudovany na odlisSném genetickém pozadi (konkrétné¢ C57BL/6J-
kongenické pozadi) vykazoval vysokou cetnost spontannich epileptickych zachvatl — ve
veéku mezi 3. az 4. mésicem prodé€lalo 65 % jedinct alespon jeden zachvat, z toho 48 %
prodélalo zachvatl n¢kolik a ve ¢tvrting ptipadl Slo o generalizovany zachvat. Ve stejném
véku dochazelo také k castym Umrtim jedincti (Minkeviciene et al., 2009). U nami
vyuzivaného modelu modelu s kongenickym pozadim C57BL/6;C3H se Zadné epileptické

zachvaty neprojevuji.

Nazev: APPswe/PSENI1AE9 (C57BL6)
Druh: Mys (m.musculus)
Modifikace: Transgenni APP, PSENI

B6.Cg-Tg(APPswe,PSENI1AE9)
85Dbo/Mmjax

Nazev linie:

Onemocnéni: Alzheimerova demence

Tab.1: Zakladni charakteristika pouzitého modelu (Alzforum, n.d)

Prvni amyloidové plaky se objevuji v kortexu jiz od 4. mésice, vice rozsifené jsou v 6.
meésici, coz je v zivoté mysi obdobi u lidi odpovidajici véku mezi 20-40 lety — tedy dobé,
kdy se u né€kterych mohou objevit prvni znamky lehké kognitivni poruchy. Distribuce plakt
je nerovnomeérna a nejvice jich najdeme v oblasti kortexu (Jackson et al., 2013). V dasledku
toho se u modelu objevuje astrogliéza a mikroglidza a dystrofie neuriti. (Alzforum, n.d.).

Amyloidové plaky bychom objevili také v sitnicich téchto mysi, kde vedou k angiopatii
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a drobnym krvéacenim — autofi studie vSak poukazuji na skutecnost, ze projev retinopatie
spiSe zdlraziiuje omezenou transferabilitu vysledkd ziskanych z tohoto modelu na lidské
pacienty (Chintapaludi et al., 2020).

Tyto patologické zmény se zcela ocekavatelné odrazi na behaviordlnim fenotypu
zvitat. Spolu s histopatologickymi zménami l1ze pozorovat ve 4 mésicich jiz prvni naruSeni
prostorové paméti v Morrisové vodnim bludisti (angl. Morris water maze — MWM)
(Jardanhazi-Kurutz et al., 2010). Ve veéku okolo 10 mésicti jsou patrné deficity jak
v dlouhodobé, tak kratkodobé paméti (Su et al., 2023; Zhang et al., 2016, Leo6n, 2023).
Podobné¢ vysledky poskytuje také analogicky test bludisté Barnesové (Leon et al., 2023).

ZhorSeni dlouhodobé paméti u modelu APPswe/PSEN1dAE9 potvrzuje také test
spontanniho rozeznani nového objektu, kde se deficit projevil ve véku 10 mésici (Su et al.,
2023) a 12 mésici (Jardanhazi-Kurutz et al., 2010). VétSina dosud provedenych studii byla

zamé&fena prave na pamétové ulohy spiSe nez na testy uzkostnosti ¢i explorace.

1.5. O mysich alidech: Omezeni mysich modela

Mysi modely jsou mocnym nastrojem pro vyzkum v oblasti mediciny a biologickych
véd. Rychle a dobfe se mnozi, jsou nenarocné na péci a vykazuji chovani, které mizeme
s trochou pfedstavivosti pozorovat u lidi — jde o savce vykazujici sociabilitu, zvédavost,
hravost. Mezi témito druhy vSak panuji také vyrazné rozdily, které v textu této povahy neni
tieba rozebirat. A tyto rozdily mohou byt odpovédi na otazku, pro¢ se na poli 1é€by AD
setkavame jen s velmi omezenymi Uspéchy, prestoze vysledky testli vyuzivajicich zvifeci
modely vypadaji nanejvys nadéjné (Drummond et al., 2016).

Ackoliv se prezentované modely 1isi v ptivodu a genetickych modifikacich, jedna se
z drtivé vétSiny o modely familialni Alzheimerovy choroby zalozené na mutaci v genech pro
APP ¢i PSEN - tedy formé, kterd predstavuje podle vétSiny zdroji pouze 5-10 %
diagnostikovanych piipadi (Bartova et al., 2011). Coz znamena, Ze mame k dispozici
desitky mysich a jinych animélnich modelii, které ovSem nemohou zcela vysvétlit vice nez
90 % pftipadl predstavujicich sporadickou formu AD.

DalSim zasadnim omezenim je komplexnost patologie lidské AD, kterou jsme jiz

zdiiraznili v pfedchozich kapitolach. Vyznamna ¢ast modelt (viz Kapitola 1.3.) vSak pracuje

21



pouze s jednim ¢i dvéma mechanismy patogeneze, a tudiz nemlzeme fici, Ze modelové
organismy ,,maji Alzheimerovu nemoc* (vice v Drummond et al., 2016).

Kapitolu vSak zakon¢ime o néco pozitivnéji — tato omezeni nebereme na lehkou vahu
a pokracuje snaha o vytvofeni opravdu komplexniho zvifeciho modelu ktery by lépe
odpovidal realité. Zaroven nemizZeme popfit, Ze vyjmenované modely a celé fada téch, na
které vramci této diplomové prace nezbyva prostor, vyznamné piispély k pochopeni

patologie Alzheimerovy demence, a neni tedy tfeba je zcela zatracovat.
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2 PARVALBUMINOVE INTERNEURONY

V piedchozi kapitole jsme si nastinili prub¢h a potencidlni pfi¢iny Alzheimerovy
choroby, ktera stale pfedstavuje termindlni diagnézu a obrovskou zatéz pro spolecnost.
Abychom se jednoho dne mohli kone¢né dobrat 1éku, musime nejdiive chorobu pochopit —
jak postupuje? Jak souvisi chovani pacienta s patogenetickymi mechanismy? Jak ovliviiuje
jednotlivé skupiny neuroni? Cilem mé diplomové prace je prozkoumat ulohu
parvalbuminovych interneuront (PVI).

Parvalbumin patfi, podobn¢ jako kalbindin, kalretinin ¢i troponin-c mezi proteiny
schopné vazat vapnik, a kromé CNS bychom jej nalezli také ve svalech (Celio & Heizmann,
1981). V PV knock-outovych mysich modelech pozorujeme vyrazné odchylky v chovani —
zhorSenou sociabilitu a schopnost komunikovat s ostatnimi jedinci, a zaroven urcitou rigiditu
v feSeni uloh a repetitivni chovani, coz koresponduje s chovanim typickym pro autismus
(Wohr et al., 2015).

Z hlediska klasifikace dle neurotransmitert jsou vSechny PV interneurony
GABAergni a tedy inhibi¢ni, ve vS§ech GABAergnich interneuronech vSak PV exprimovan
neni (Cowan et al., 1990 in Klausova, 2022). Délime je na dva typy, které rozliSujeme podle
lokalizace jimi vytvatrenych synapsi (Lewis et al.,2012):

e Svicnové buiiky (chandelier cells) — vytvaii axo-axondlni synapse
s inicidlnimi segmenty pyramidovych bunék
e Kosickové buiiky (basket cells) — inervuji téla a proximalni dendrity
pyramidovych neuronil
Pro ucely této diplomové prace vSak neni morfologické ¢lenéni PV interneuront zcela

podstatné a vice se mu tedy vénovat nebudeme.
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Co je vSak naprosto nezbytné zminit, je vyjimecna rychlost série akénich potenciald, kterou
u téchto neuroni pozorujeme. Vd&Ci za to mnohym adaptacim umoziujicim rychly
a precizni vylev GABA — jmenujme napiiklad velmi malou vzdélenost presynaptickych
vapnikovych kanali a senzor vépniku (Bucurenciu et al., 2008). PVI jsou na rozdil od
ostatnich interneuronii ¢aste¢né¢ myelinizovany a demyelinizace vede k zhorSeni kvality
signalu (Dubey et al., 2022). PV interneurony také jako jediny typ interneuront formuji
autapse (synapse sam se sebou). Jejich ucelem je ziejmé vyrazna modulace aktivity celé

dané neuronové sité (Deleuze et al., 2019)

Obr. 3: Snimek z histologické analyzy naSich vzorkli zobrazujici obarvené PVI ventralniho hipokampu
(mCherry a Invitrogen A32731, konfokalni mikroskop Leica SP8). Cervena barva zna¢i pfitomnost viru
nesouciho DREADDs, zelenda PVI. Prekryti téchto barev znac¢i uspéSnou expresi DREADDs
v parvalbuminovych interneuronech (viz kapitola 2.2 a 4.2).

2.1.  Vyznam parvalbuminovych interneuront

Zminéna unikatni morfologie spolu se schopnosti produkce série velmi rychlych
akénich potencialt ¢ini z PVI vyznamné koordinujici bunky. Jejich dendrity prostupuji vice
neuronalnimi vrstvami (viz obr. 3) — v hipokampu muize jeden PV interneuron navazat
synapse az s 1100 pyramidovymi bunikami (Booker et al., 2018). Jednou z dtlezitych funkci
PVI je udrzovéani rovnovahy mezi excitaci a inhibici a zména jejich funkce narusuje vznik

dlouhodobé potenciace — jevu, ktery je zcela zdsadni pro uc¢eni a pamét’ (Nanou et al., 2018).
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NejvyraznéjSim projevem synchronizacni aktivity PVI jsou tzv. gama oscilace o
frekvenci 30-120 Hz, které miZeme pozorovat na EEG zejména, provozuje-li pacient ¢i
optogenetiky, miizeme tyto oscilace vyznamné modifikovat (Cardin, 2009; Sohal, 2009).
NaruSené gama oscilace vsak nejsou pouze laboratorni zalezitosti, ale provazeji i néktera
duSevni onemocnéni; typickym piipadem je schizofrenie (Lewis et al. 2012).

Pfipomenme si, Ze mezi obecné nejznamejsi projevy schizofrenie patii bludy a halucinace, které
nazyvame pozitivnimi pfiznaky (které zpravidla dokaze vyfeSit medikace). Jako negativni pfiznaky
oznacujeme emocni oplostélost, hypoaktivitu a ve vzacnych piipadech az katatonii. Dalsi pfiznaky zahrnuji
zejména kognitivni deficit a zmény v socialnim chovani. Zejména negativni a kognitivni pfiznaky komeréné
dostupna 1écba spolehliveé potlacit stale nedokaze (Klausova, 2022).

Kromé gama oscilaci se PVI podileji také na vzniku theta oscilaci a také tzv. ,,ripples®,
které se na EEG projevuji jako kratké useky o podstatné vyssi frekvenci. Jedna se o projev
komunikace hipokampu a kortexu, zcela nezbytny pro konsolidaci paméti (Xia et al., 2017).
Zajimavym pokusem byla chemogenetickd inhibice PVI po behaviordlnim testu se
strachovym podminovanim. Tento zasah zptsobil naruseni této komunikace a ke konsolidaci
vzpominky nedoslo. Po konsolidaci, nebo béhem vybaveni vzpominky jiz neméla inhibice
PV interneuronti na chovani zvifete Zadny vliv (Xia et al., 2017).

Deng a kolegové (2019) ptinasi dikaz, ze PVI hraji vyznamnou roli také v socialnim
chovani — konkrétné¢ interneurony ventralniho hipokampu jsou zifejmé zodpovédné za
rozpoznani neznamych lidi (¢i my$i) od téch, které jiz zname. Zde jejich tloha spociva

zfejmé ve vybaveni informace ze socidlni paméti.

2.2.  Chemogenetika

V neurovédach, stejné jako ve fyziologii, je obvyklym postupem zkouméni vyznamu
néjaké struktury ¢i genu tim, ze je vyfadime z funkce a sledujeme vliv na organismus. Pro
ucely vyzkumu v neurovédach vSak potiebujeme precizni zacileni — tfeba vyhradné na
uréitou populaci neuronli. To ndm umoziuji pravé chemogenetické metody, které
kombinuji poznatky z molekularni biologie a chemie. Zde se setkdvame se dvéma zkratkami:

RASSL a DREADD.
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RASSL (angl. Receptor activated solely by synthetic ligand) volné ptekladame jako
receptory aktivované pouze syntetickym ligandem, jsou v podstat¢ predchiidcem
DREADDs. Coward a kolegové (1998) se pokusili o syntézu téchto receptorit modifikaci
extracelularnich usekt opioidniho receptoru spfazeného s G-proteinem. Tato modifikace
zabranila aktivaci receptoru pomoci peptidovych ligandli, malé molekuly vSak mohly
signalizovat dale. Tyto ligandy vSak vykazovaly afinitu i k jinym typtim nativnich receptort,
coz je ¢ini prakticky nepouzitelnymi pro in vivo studie.

DREADD (mnozné ¢islo DREADDs) — ,,designer receptors activated by designer
drugs — jsou umélé receptory aktivované umélou latkou. Jde o receptory, které zavadime
do nervovych bun¢k. Zasadni je, aby takovy receptor nereagoval s zadnym z endogennich
ligandli, ale pouze s nami vybranou latkou, kterd ovSem také nesmi reagovat s zadnymi
jinymi receptory. Pro tyto ucely vyuzivame mutované lidské hM3Dq (excita¢ni) and hM4Di
(inhibi¢ni) muskarinové receptory sprazené s G proteinem. Misto nativniho acetylcholinu se
zacal vyuzivat klozapin N-oxid (CNO) (Gomez et al., 2017).

Mechanismus funkce DREADDI néjakou dobu nebyl znamy, zejména také proto, ze
specifickd vazba radioligandem znac¢eného CNO k DREADD je prakticky nulova. Gomez
a jeho tym (2017) se proto zaméfili také na specifickou vazbu znac¢eného klozapinu, ktery
se k umélym receptorim vazal velice ochotné, a to v riznych typech tkdné€. Ukazalo se, Ze
inertni klozapin n-oxid se in vivo vlivem metabolickych procesti konvertuje pravé na
klozapin, ktery funguje jako ligand k DREADDum (McLaren, 2016). Jelikoz vSak samotny
klozapin méa vazbu i na jiné receptory v mozku, preferuje se v soucasné dob¢ latka
Compound 21 (C21), kterd ma obdobné u¢inky na DREADDs jako CNO, ov§em je mnohem
specifictéjsi (Thompson et al., 2018).

Nasleduje dalsi krok — zavedeni téchto umélych receptort do cilovych bunék.
K dosazeni in vivo exprese vyuzivame injekci adeno-asociovanych virl ptimo do zvolené
oblasti mozku zvifete za pouziti stereotaxické chirurgie. Mozné je vyuziti transgennich

modelt, u kterych jsou DREADDs jiz exprimované (Addgene, n.d.).
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2.3. Parvalbuminové interneurony a Alzheimerova
choroba

Jak ndm predchozi podkapitoly ukézaly, PV interneurony hraji vyraznou roli
v integracnich a kognitivnich procesech, jelikoZ jejich unikatni vlastnosti jim umoziuji
koordinaci neuronovych siti v mozku a udrzovani rovnovahy mezi excitaci a inhibici. Neni
proto prekvapenim, ze u pacientti s AD je jejich funkce naruSena, coz se projevuje mimo
jiné i charakteristickym kognitivnim deficitem.

V piedchozich kapitolach jsme zdaraznili dulezitost rovnovahy excitace a inhibice
v CNS. Ta je vSak u pacientl trpicich Alzheimerovou chorobou vyrazné narusena a dochazi
k destabilizaci neuronovych siti. Ta vede u mySich modeli az k hypersynchronizaci
a epileptoformni aktivité (Verret et al., 2012).

Jednu z dalSich pozorovatelnych zmén najdeme na EEG zaznamu, a to zesileni
aktivity v pasmu gama (Wang et al., 2017) i theta (Czigler et al., 2008). Zmény pozorujeme
také ve frekvencich alfa, beta a delta (Buchan et al., 1997); Goutagny a Krantic (2013)
navrhuji, ze by tyto odchylky v oscilacich mohly patfit mezi rané biomarkery AD. Zména
funkce neuronovych siti a synchronni aktivity neuronit CNS se prokazatelné objevuje jak
u lidskych pacientt, tak u zvifecich modelt (Hijazi et al., 2020).

Jak funguje mechanismus poskozeni PVI v Alzheimerové chorobé?

Sara Hijazi a kolegové (2020) vyuzili APP/PSEN1 mys$i model. Prvni kognitivni
deficity (testovano v Morrisové vodnim bludisti) se objevuji u téchto zvirat v 16 tydnech
(tedy cca 4 mésicich), kdy jsou pozorovatelné také amyloidové plaky. Vysledky jednoznaéné
ukazuji na zvySenou excitabilitu PVI, coz se projevilo deficitem v prostorové paméti zvitat.
Nasledny chemogeneticky zasah za ticelem inhibice PVI vedl k vyraznému zlepseni vykonu
zvitat.

S postupem onemocnéni se vSak poméry excitace a inhibice postupné méni (obr. 4).
U Sestimésicnich zvifat se rovnovaha vychyluje ve prospéch excitace, kdy aktivita
parvalbuminovych interneuront klesa, coz se opét projevilo zhorSenim paméti v MWM.
Tentokrat to byla chemogenetickéd excitace PVI, kterd vykon zvifat vyrazné zlepSila, coz

napovidd vyznamné roli nepoméru excitace a inhibice v kognitivnim deficitu spojeném
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s Alzheimerovou chorobou. Zajimavé je, Ze tento vykyv rovnovahy excitace a inhibice se
odehrava v prubéhu par tydna (Hijazi et al., 2020).

Zde se v této praci objevuje novy pojem — perineuralni sité. Jednd se o specidlni typ
extracelularni matrix pfitomny v CNS, obklopujici ur€ité druhy neuronti véetné PVI. Jedna
se o dlouho podcenovanou strukturu, ale ukazalo se, Ze hraji dalezitou roli naptiklad pfi
uzavirani kritickych period vyvoje mozku. Jednim z dasledki jejich formace je vSak pokles
neuroplasticity, coz ma disledky pro pamét’ (vice v Klausova, 2022). Jestlize se v mozku
zacina objevovat B-amyloid, hustota perineuralnich siti okolo PVI nartsta. Jejich narusenim
je mozn¢ deficity v paméti v rané fazi patologie zmirnit (Végh et al., 2014). Nékteré studie
naopak pracuji s myslenkou, Ze perineurdlni sit¢ neurony pied B-amyloidem chrani (Miyata

et al., 2007; Briickner et al., 1999, citovano v Klausova, 2022).

) | excjtazi:itaPVI + inhibice + inhibice ¥ inhibice
itabilit i
B oot buik 4 ] (It oA + excitace + excitace
pyramidove bufky perineurdlni sité
TN 4+ perineuralni sité v gama oscilace
@ beta amyloid 4 epileptoidni aktivita

Obr.4: Zmény v excitabilit¢ parvalbuminovych a pyramidovych neuront v priabéhu AD.
Vytvoreno v softwaru Biorender.com, adaptovano z Hijazi et al. (2020)

Ulohu hyperexcitability hipokampalnich PVI v patologii AD potvrzuje vyzkum
provedeny na mysich divokého typu. Chemogenetickou aktivaci vyzkumnici uméle navysili
excitabilitu parvalbuminovych interneuronti, coz i zde vedlo k naruSeni prostorové paméti.
Tento deficit postupné mizi, jelikoz nartista excitabilita pyramidovych neuronti. Ukézalo se

vsak, ze v tomto po injekci -amyloidu dojde k vyraznému poskozeni obou typti bunék. To
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vede knavratu pamétovych deficith. Je tedy prokazané, Ze hyperexcitabilita vede

k vyznamnému nérlstu zranitelnosti parvalbuminovych interneuronti (Hijazi et al., 2020).

Je zfejmé, Ze parvalbuminové interneurony piedstavuji vyznamnou populaci, ktera se podili
na koordinaci kognitivnich procesti. Diikladné zkouméni zmén jejich funkce souvisejici
s touto patologii je rozhodné na misté — tieba prave zacileni PVI pfi 1é€bé Alzheimerovy

choroby bude vyznamnym milnikem v historii Iékatstvi.
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CILE PRACE A VYZKUMNE OTAZKY

Tato préace se zabyva dvéma vyzkumnymi problémy:

1.

Behavioralni fenotyp APPswe/PSEN1dE9 mySi — nasim cilem je pomoci baterie
standardizovanych behavioréalnich protokolii popsat chovani téchto zvitat a porovnat
s jedinci divokého typu (respektive jedinci s AD negativnim fenotypem). Sledujeme
zejména miru anxiety a potencidlni zmény v socidlnim chovani téchto mysi.
Testujeme také miru prepulzni inhibice, abychom odhalili pfipadné zmény
v senzomotorickém gatingu. Vysledky z téchto testli poslouzi jako standard pro
laboratoi Oddé&leni neurofyziologie paméti pti FGU AVCR.

Uloha parvalbumunivych interneuront v AD — provadime chemogeneticky
experiment s potomky APPswe/PSENIdE9 myS$i a PV-Cre myS$i a pomoci
behavioralnich testli sledujeme sociilni chovdni a zmény v senzomotorickém
gatingu. Pomoci adeno-asociovanych virG zavadime DREADDs do oblasti
ventralniho hipokampu (ktery je zcela zasadni pro socialni pamét’ — viz Deng et al.,
2019), kde se diky Cre rekombinaze nasledné exprimuji pouze v PVI, které pomoci
nich miizeme aktivovat. Casti mysi aplikujeme C21 a kontrolni skupiné aplikujeme
fyziologicky roztok. V kazdé ze skupin jsou zastoupena zvifata s AD* genotypem i

divoky typ.

Cela experimentalni studie probéhla se souhlasem resortni komise Akademie véd CR

a v souladu se smérnici Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU ze dne 22. zaii 2010

o ochrané zvifat pouzivanych pro védecké ucely. Tato smérnice pfikazuje minimalizaci

utrpeni zvifat, prosazeni pouziti alternativni metody k testu na zvitatech (je-li to mozné),

etické usmrceni zvifat, pouziti co nejmensiho poctu zvifat atd. (viz “Smérnice Evropského

parlamentu a Rady 2010/63/EU).
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PRAKTICKA CAST

V nésledujici Casti se veénujeme samotnému ziskavani dat a praci snimi. Pro

ptehlednost uvadime vysvétleni né€kterych oznaceni, se kterymi budeme pracovat.

e APP/PSEN1 — APPswe/PSEN1dE9, kmen Tg(APPswe,PSEN1dE9)85Dbo

e AD" - APP/PSENI mys pozitivni na AD, obsahuje oba vnesené geny APPswe
a PSENIAEDY, jsou pritomny amyloidové plaky

o AD - APP/PSENI mys bez pritomnosti projevit AD, odpovida divokému typu,
kontrola

e PVcre-AD" - APP/PSENI mys exprimujici Cre rekombindzu pozitivai na AD,
obsahuje oba vnesené geny APPswe a PSENIAEY, jsou pritomny amyloidové
plaky

o AD - APP/PSENI mys exprimujici Cre rekombinazu bez pritomnosti projevii
AD, odpovida divokému typu, kontrola

e PV-cre mysS - mys exprimujici pouze Cre rekombindzu, jind linie, neni

objektem této studie
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3 VYZKUMNY VZOREK

e Model APPswe/PSEN1dE9 — vyuzivame dvé skupiny, tedy mysi s AD (oznacujeme
AD") a bez AD (AD"). Pii mnozeni tohoto modelu zhruba v poloving pfipadi vznikaji
potomci nesouci oba mutantni geny spojené s patologii AD, u druhé poloviny se vSak

tyto geny nevyskytuji, a tudiZ mohou poslouzit jako kontrolni skupina.

Vék Pohlavi n (AD") n (AD")
3 9 10
6 mésicu
Q 11 9
10 mésict 3 7 7

Tab. 2: vyzkumny soubor pro vyzkum behavioralniho fenotypu APPswe/PSEN1dE9

v

o Kitizenci APPswe/PSEN1dE9 x PVcere — Tyto mysi exprimuji Cre rekombindzu v PVI.
Pouzivame opét dv¢ skupiny, pfirozené vznikajici kiizenim. Tyto skupiny jesté délime

podle aplikované latky (Tab. 3). VSechna zvifata byla desetimési¢ni.

Pohlavi Genotyp n (C21) n (NaCl)
PVcre-AD* 14 10
Pvcre-AD" 11 15
PVcre-AD* 7 5
¥ PVcre-AD- 7 6

Tab. 3: Vyzkumny soubor pro chemogeneticky experiment s APPswe/PSEN1dE9 x Pv-cre.

Vsechna zvitata byla chovana v akreditované mistnosti se stalou teplotou (23 +
2°C) s neomezenym piistupem k vod¢ a potravé s udrzovanym cirkadiannim rytmem
(12h/12h svétlo/tma). V mistnosti byla udrZzovana stald vlhkost vzduchu. VSechny

experimenty probihaly ve svétlé fazi dne.
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4 METODY

4.1.  Behaviordlni testy

U APP/PSENI1 skupiny jsme provadéli baterii behaviordlnich testli skladajici se z testu
otevieného pole (angl. open field test), vyvySeného kiizového bludisté, testu socialnich
interakci a zékladni variantu testd sociability a socidlni diskriminace.

Chovani zvifat jsme zaznamendavali prostfednictvim kamery (Logitech, rozliSeni
1920x1080) umisténé nad experimentalni aparaturou. Zaznamy byly uklddany ve formatu
mp4 a analyzovéany pozd¢ji. K hodnoceni zaznamt jsme vyuzili software Noldus Ethovision
XT-17, umoziiyjici automatizovanou detekci pohybu zvifete v aréné a vyhodnoceni

zakladnich lokomoc¢nich parametrii.

Oteviené pole Vyvysené kiizové bludisté Socialni interakce Prepulzni inhibice
™ fT7
- “ e} %@T
g !A,i‘_‘;i

Obr. 5: Schematické vyobrazené aparatur vyuzivanych v behaviordlnich testech s modelem
APPswe/PSEN1dE9. Vytvoreno v softwaru Biorender.com

4.1.1 Test otevieného pole (open field - OF)

Tento bézné uzivany typ testu ndm umoziuje zkoumat miru explorace a tizkostnosti
zvitat na zéklad¢ sledovani jejich pohybu v oteviené prazdné pokusné aréné, v naSem
ptipadé ve tvaru ctverce. Méné explorativni zvifata nachodi mensi vzdalenost, uzkostnéjsi
zvitata se navic vyhybaji sttedové oblasti a travi v ni méné Casu. Test trva 5 minut a vyuzili
jsme arénu o rozmérech 49x49 cm a vySce 30 cm, aréna je vyrobena z bilého neprtihledného

plastu.
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4.1.1 Vyvysené kiizové bludisté (Elevated plus maze - EPM)

Tento test dokdze jeste¢ Iépe detekovat Uzkostnost, nebot' stavi do kontrastu
,bezpend®, uzaviena ramena s rameny otevienymi, tedy exponovanymi vici potencialnimu
nebezpeci, znichz my§ muze navic vidét, Ze se nachazi pomérné vysoko nad zemi.
Uzkostngj$i mys bude po del§i dobu schovana v uzavieném rameni, zatimco ,,0dvazn&j3i“
mys se po bludisti pohybuje s podstatn¢ vyssi sebejistotou a ,,riskuje i vstup do otevienych
ramen bludisté. Test probihal 10 minut. Primér bludisté je 65 cm, vyska nad zemi 44 cm,
vyska stén uzavienych ramen je 16,5 cm, Sitka ramen 8 cm, vyrobeno je zSedého

neprithledného plastu.

4.1.2 Socidlni interakce (SIT)

Vyuzivame stejnou arénu jako k testu otevieného pole, avSak vlozime k testované
mysi jinou mys (se kterou se nikdy diive nesetkala). Arénu snimdme po dobu deseti minut
a nasledn¢ hodnotime cas, ktery mysi trdvi anogenitalnim a nenanogenitalnim ¢ichanim
a ndsledovanim druhého jedince (Obr. 6). Hodnoceno ru¢né pomoci freewaru BORIS

v7.10.5.

Neanogenitalni explorace Anogenitalni explorace

Obr. 6: Hodnocené chovani v SIT. Vlastni ilustrace.
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4.1.3 Test t7{ komor (Three chamber test)

Tento test provadime v aréné piehrazené dvéma rucné otviratelnymi prepazkami, které
tak vytvaii tfi komlrky (viz obr. 7). Rozméry arény jsou 53x33x20 cm, vyrobena je z bilého
neprithledného plastu. Do krajnich komor umistime kovové klicky o priméru 8 cm
s nepruhlednymi vicky, do kterych miizeme vlozit jinou myS. Komulrky mizZeme libovolné
uzavirat a otevirat. Test je pomérné variabilni, a proto jsme vyuzili nékolik obmén:

e Test sociability — Do jedné z krajnich komor umistime klicku s nezndmou
my$i, do druhé komitirky prazdnou klec. Sledujeme, zda se testovand mys
zajima o jiné¢ho jedince vice nez o nezivy objekt.

o Test socidlni paméti (angl. social novelty) — Tentokrat vyuzivame mys
z testu sociability, ale do druhé klicky pfiddme po uplynuti ndmi zvolené
doby (pro ucely této prace 10 minut a 24 hodin) novou, dosud nezndmou.
Sledujeme, zda mys preferuje nezndmého jedince pted jiz familiarnim —
predpokladédme, Ze vlivem pfirozené zvédavosti mysi bude testovany jedinec
preferovat nezndmou mys pted jiz zndmou. V ptipadé chyb¢jici preference se

muze jednat o projev deficitu v socidlni paméti.

Design 1: APPswe/PSEN1dE9

Habituace

5 minut

Sociabilita

10 minut

Socialni pamét
10 minut i o'l

Obr. 7: Schéma zakladni varianty tfikomorového testu vyzkouSeného u APPswe/PSENIdE9. Vytvoteno
v softwaru Biorender.com
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Ukazalo se, Ze pro nase ucely nebyla zakladni varianta testu (obr. 7) zcela dostacujici,
jelikoz testovala socidlni pamét’ bezprostfedné po fazi sociability, a nikoliv po uplynuti
néjakého casového useku. Rozhodli jsme se tedy test obménit a rozsifit tak, abychom mohli
testovat nejen kratkodobou, ale i dlouhodobou pamét’ — zkoumame, zda je testovana mys
schopna rozeznat familidrni mys z pfedchoziho dne od zcela nezndmé mysi. Schéma této

upravy experimentu rozvadi obr. 8.

Design 2: Uprava pro chemogeneticky experiment

Den 1: Den 2:
Habituace Habituace
5 minut - 5 minut -
Sociabilita Socidlni pamét
5 minut i » 5 minut 4 ol
mys$ A mys A mys C
Pauza
10 minut
Socidlni paméf ’ 3
i’ @h
5 minut
mys$ A mys$ B

Obr. 8: Schéma rozsifené dvoudenni varianty tfikomorového testu. Oproti zékladni varianté je zde navic druhy
testovaci den se zcela novou mysi, umoziujici ndm zkoumat dlouhodobou socialni pamét. Vytvoreno
v softwaru Biorender.com

4.1.4 Prepulzni inhibice (PPI)

Prepulzni inhibici rozumime jev, kdy slabsi stimulus (zvany prepulz) tlumi naslednou
ulekovou reakci po prezentaci ,,startlového® podnétu — ¢esky bychom mohli fici podnétu
pusobiciho ulekovou reakci. Jde o zcela pfirozeny jev a jeho naruSeni znaci moZnou
patologii v tzv. senzomotorickém gatingu — schopnosti mozku filtrovat irelevantni
senzorické stimuly a zaméfit se pouze na ty vyznamné. Typickym piikladem naruSené
prepulzni inhibice jsou zejména pacienti se schizofrenii, ale také naptiklad 1idé trpici

obsedantné-kompulzivni poruchou (Kohl et al., 2013).

36



VyuZzivame aparaturu od firmy Med Associates Inc. a software Startle Reflex vyvinuty
stejnou firmou na miru pouzité aparatuie. Vyuzili jsme doporuceny standardni kratky
protokol trvajici 6 minut, zahrnujici sérii akustickych tlekovych podnétl s prepulzy i bez
nich. Jako prepulzy jsme vyuzili ¢isté tony o frekvencich 4 kHz, 12 kHz a 20 kHz a o délce
trvani (10 ms). Jako ulekovy podnét slouzil kratky pulz (10 ms) bilého Sumu o intenzité 100
dB. Prepulzni podnét byl aplikovan vzdy 100 ms pfed samotnym ulekovym podnétem.
Kazdé sezeni zacalo 60 s dlouhou habituaci bez jakékoliv zvukové stimulace. Nasledovalo
55 jednotlivych pokust oddélenych ndhodné dlouhym intervalem v rozmezi 3-8 s. Pokusy
byly rozdéleny do dvou blokli. V prvnim byly ndhodné¢ kombinovany expozice pouze
ulekovému podnétu (celkové 16x) a tlekovému podnétu s prepulzem — bud’ 4 kHz, 8 kHz
nebo 20 kHz (kazda frekvence 8x). V druhém bloku byla zvifata exponovéna pouze
ulekovému podnétu, a to v ndhodné posloupnosti intenzit — 70 dB, 80 dB, 90 dB (kazda
intenzita 5x). Tato Cast slouzila k ovéteni zavislosti tlekové reakce na intenzité podnétu.
Nasledn¢ hodnotime procento Gtlumu reakce na startle zpisobené prezentaci prepulzu.

Vyslednou hodnotu pocitame v procentech dle vzorce:

1—(reakce s prepulsem—reakce bez prepulsu
% PPl = = prep prepulst) » 100

reakce bez prepulsu

4.2.  Chemogeneticky experiment

Pro ucely této prace vyuzivaime kiizence APPswe/PSENIAE9 x B6;129P2-
Pvalb™!(cr94br/] _ Tato zvifata krom& genii APPswe a PSEN1dE9 exprimuji také Cre
rekombinazu lokalizovanou v PVI, nebot’ jeji exprese je ovladdna promotorem pro
parvalbumin. Po dosazeni véku 9 mésicti jsme provedli stereotaktickou operaci (viz obrazek
9) za tcelem zavedeni DREADDs pomoci virového vektoru AAV.

Zvitata byla uspana izofluranem (5 %) a udrZzovana v této anestezii po celou dobu
operace (1-2 %). Oc¢i jsme oSettili Vidisicem a ptikryli buni¢inou, coz slouzilo jako prevence
potencialniho poskozeni svétlem. Opera¢ni pole bylo oholeno a vydezinfikovano

Betadinem. Misto incize bylo oSetfeno téZ Betadinem a bylo aplikovano lokalni anestetikum
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Mezokain (1 %). Do lebky byly nad urovni ventrdlniho hipokampu bilateradlné¢ vyvrtany
otvory o pruméru 1,5 mm.

Skrz kraniotomii jsme pomoci mikrostiikacky s tenkou jehlou (32 ga; Hamilton Inc.)
ovladané¢ mikropumpou UMP3 (WPI Inc.) injikovali do CA1 oblasti ventralniho
hippokampu (stereotaktické soufadnice vzhledem k Bregmé: AP =-3,3, ML =432,
DV =43 mm) 300 nl AAV v koncentraci 10'? vg/ml obsahujici Cre-dependentni
DREADDS (Addgene, pAAV-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-mCherry ) pii rychlosti aplikace 20
nl/s. Oblast kraniotomie jsme oSetfili lokdlnim anestetikem (Mesocain, 10 mg/ml) a po
zakroku zasili vstiebatelnymi stehy. Okoli Svu bylo oSetieno znovu lokalnim anestetikem a
oCisténo dezinfekei.

Béhem operace jsme zvifatim podali 0,1-0,2 ml sterilniho fyziologického roztoku a dle
vahy zvifete analgetikum Rimadyl (50 mg/kg). Pouzitim tohoto analgetika se snizila mira
bolesti zvifete, dokud zvife nebylo schopné pfijimat analgetikum podavané v pitné vodé
(Nurofen - 100 mg/l). Nésledné jsme 5-6 tydnt vyckali na zhojeni ran a na dostate¢nou

expresi DREADDs. BohuZel, nasledkem operace Ctyti zvifata uhynula.
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U APPswe/PSEN1dE9/Pv-cre mysi s exprimovanymi DREADDs nés zajimal vliv
aktivace PV interneuronii na sociabilitu a socidlni pamét. Po piedbézné analyze dat
z experimentil s APP/PSEN1 mySmi, a na zaklad¢ literatury poukazujici na ulohu
ventralniho, hipokampu ve zpracovavani PPI a dulezitost PVI (Nguyen et al., 2014) jsme se
rozhodli experiment rozsifit o test prepulzni inhibice (viz kapitola 4.1.4). Kazdému
behavioralnimu testu pfedchazela intraperitoneédlni aplikace injekéniho roztoku (C21 nebo

fyziologicky roztok) 35 minut pied za¢atkem experimentu.

e AAV +
DREADDs

o
@
APPswe/
PSENTdEQ x m

’—ﬂ APPswe/

PSEN1dE9/Pv-cre

Ventralni b cNo © o} Na*
hippokampus o

*+ | Parvalbuminovy interneuron

APPswe/PSEN1dE9/Pv-cre

¢

a) test sociability Test prepulzni inhibice

3 | I e®
— - u. -

b) test socidlni paméti (social novelty)

o al A

Obr. 9: Schéma chemogenetického experimentu s APPswe/PSEN1dE9/Pv-cre. Vytvofeno v softwaru
Biorender.com
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4.3.  Usmrceni a histologie

Po ukonceni experimentu jsme mySi uvedli do hluboké isofluranové anestezie
a transkardidlné perfundovali 0,1 M roztokem PB a néasledn¢ 4% roztokem
paraformaldehydu. Vyjmuté mozky jsme skladovali v 30% roztoku sachar6zy v 0,1 M PB.
Po 4-5 dnech v této lazni byly mozky zmrazeny pomoci suchého ledu a nasledné nakrajeny
na korondlni fezy o tloustce 40 um za pouziti pfistroje Leica Cryostat. Takto pfipravené fezy
jsme skladovali v kryoprotektivnim roztoku o teploté -20 °C.

Nasledné jsme provedli histologickou analyzu vzorku pro ovéteni, ze se DREADDs
exprimovaly podle planu v oblasti ventrdlniho hipokampu. Samotné receptory jsou
oznaceny barvivem mCherry a mély by byt detekovatelné pomoci fluorescencni
mikroskopie, ale pfi pouzité koncentraci byl signél slaby, a tudiz jsme jej museli zesilit.

Vyuzili jsme imunohistochemickych metod. Jako primérni protilatku jsme vyuzili
Abcam ab62341 (krali¢i polyklonalni anti-RFP, 1:1000) a inkubovali ptes noc pti 7 °C. Tato
protilatka se navazala na mCherry oznacujici DREADDs. Druhy den jsme 3 hodiny
inkubovali se sekundarni protilatkou Invitrogen A32731 (anti-krali¢i Alexa Fluor Plus 488,
1:1000), ktery se jakozto sekundarni protilatka navazal na primarni protilatku a pfi excitaci
modrym svétlem fluoreskuje zelené. K vyhodnoceni jsme vyuzivali mikroskop Olympus
BX53 a konfokalni mikroskop Leica SPS.

K nasledné statistické analyze vyuZivime pouze zvirata s takto histologicky

potvrzenou bilateralni expresi DREADDs.
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S VYSLEDKY A STATISTICKE VYHODNOCENT

Pro prehlednost deélime nasledujici kapitoly do podkapitol odpovidajicich jednotlivym
castem studie. Neni-li uvedeno jinak, k analyze dat byla vyuzita dvoucestna ANOVA.
Grafy zobrazuji primeér a stredni chybu primeéru.

K vyhodnoceni dat vyuzivame software GraphPad Prism 10 (GraphPad Software LLC).

5.1.  Behaviordlni fenotyp APPswe/PSEN1dE9

5.1.1 Oreviené pole

V OF sledujeme dobu stravenou ve stiedové oblasti arény. Statistickd analyza
ukazala, Ze mezi Sestimésicnimi AD* a AD" nepozorujeme zadné rozdily [F (1, 35) =
0,01495; p = 0,9034], ani vliv pohlavi [F (1, 35) =0,01502; p=0,9032] (obr 10a), vliv nema
ani interakce téchto faktort [F (1, 35) = 0,2189, p = 0,6428]. Signifikantni rozdily
nepozorujeme mezi AD* a AD"ani u desetimési¢nich samct [neparovy t-test; t = 1,862; p =

0,0873)] (obr. 10b).

a)

b)
6 mésict 10 mésicl

150 80

Bl Samci AD*
I Samci AD"
Il Samice AD*
Bl Samice AD

Cas straveny ve stfedové oblasti
Cas straveny ve stfedové oblasti

AD* AD-
Genotyp

Samci Samice

Obr. 10: a) graf porovnavajici Cas straveny ve stiedové oblasti arény u Sestimésic¢nich zvirat. Nepozorujeme
z&dny vyrazny rozdil mezi genotypy u samct [n(AD") = 9; n(AD") = 10] ani u samic [n(AD*)=11; n(AD) =9].
b) Graf porovnavajici dobu stravenou ve stfedové oblasti u desetimési¢nich samci, kde pozorujeme slaby
rozdil mezi AD" (n=7) a AD" (n=7) samci (p = 0,0873)
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5.1.2 Vyvysené kiizové bludisté

V EPM hodnotime ¢as straveny v otevienych ramenech a uzavienych castech bludisté. U
Sestimésicnich zvifat statistickd analyza (trojcestnd ANOVA) neprokazala zadny vliv
pohlavi [F (1, 35) = 0,01429; p = 0,9055], hodnotili jsme tedy kazdé pohlavi zvlast’ pomoci
dvoucestné ANOVY. U Sestimési¢nich samct (obr. 11a) pozorujeme vysoce signifikantni
preferenci uzaviené oblasti EPM [F (1, 17) = 218,5; p <0,0001], avSak zadny rozdil vlivem
genotypu [F (1, 17) = 0,09444; p = 0,7623] ani interakce [F (1, 17) = 0,4934; p = 0,4919].
Vysledky testu u Sestimésicnich samic (obr. 11b) pak opét ukazuji vyraznou preferenci
uzavienych ramen [F (1, 18) = 534,3; p <0,0001] bez vlivu genotypu [F (1, 18) = 0,02087;
p = 0,8867] ani interakce faktorii [F (1, 18) = 0,5833; p= 0,4549]. Vliv lokace v bludisti
(oteviené/uzaviené rameno) v bludiSti je zdat patrny, avSak pro experiment zcela
irelevantni. Zadné signifikantni vysledky nepotvrdila ani analyza dat od desetimési¢nich

samcu (neparovy t-test; t = 0,09836; p = 0,9234] (obr. 11c¢).

a) 6 mésicii (£ ) b) 10 mésica (3) °) 10 masict (J)

Bl Samci AD*
Samei AD

El Samice AD* Il SamciAD*

N Samice AD Bl Samci AD

cas (s)

Obr. 11: Graf vysledki z vyvySeného kiiZzového bludisté — sledujeme cas straveny v otevienych ramenou a
uzavienych ramenou bludisté a) u Sestimési¢nich samct [n(AD") = 8; n(AD") = 11]; b) Sestimé&si¢nich samic
[n(AD") = 11; n(AD") = 9]¢) u desetimési¢nich samcl [n(AD") = 6, n(AD") = 7] Grafy v obou ptipadech ukazuji
vyraznou preferenci pobytu v uzavienych ramenech bez ohledu na genotyp ¢i pohlavi.
5.1.3 Socidlni interakce

Tento test jsme provadéli pouze u Sestimési¢nich zvitat a sledovali jsme ¢as straveny
nasledujicimi aktivitami: anogenitalni Cichani, neanogenitdlni cichdni a nasledovéni.
Nepozorujeme vliv genotypu [F (1, 23) =0,05734; p=0,8129] ani pohlavi [F (1, 23)=3,321;
p = 0,0814], ani interakce obou faktorti [F (1, 23) = 1,080; p = 0,3094] u anogenitalni
explorace. Analyza neanogenitalni explorace neprokéazala vliv genotypu [F = (1,23)=1,174;
p = 0,2899] ani interakce [F (1, 23) = 0,1000; p=0,7547], avSak vyznamny vliv pohlavi [F
(1, 23) = 36,98; (""p <0,0001)]. Poslednim sledovanym parametrem byl ¢as straveny
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nasledovanim, kde nepozorujeme zadny vliv genotypu [F (1, 23) =0,7579; p = 0,3930)], ani
pohlavi [F (1, 23) = 0,3648; p = 0,5518], ani interakce faktora [F (1, 23) = 0,1374; p =
0,7142].

a

Anocgenitalni &ichani Neanogenitalni éichani Nasledovani
ko
80 200 | 50
mmm AD seokokk mmmm AD . AD

60 N AD 150 o N AD 40 T . AD
w w = 30 T
w40 » 100 »
3 3 S 20

50 i
20 1
0 0 0

Samci Samice Samci Samice Samci Samice

Obr. 12: Data ziskana analyzou socialnich interakci [samci: n(AD") = 8, n(AD") = 9; samice: n(AD") = 7,
n(AD") = 3]: a) anogenitalni ¢ichani, kde nepozorujeme statisticky vyznamné rozdily ani vlivem pohlavi, ani
vlivem genotypu; b) neanogenitalni ¢ichani, kde jak AD* samci tak AD" samci ¢ichali vyznamné vice (Post-
hoc test: Fishertiv nejmensi vyznamny rozdil; ****p <0,0001); ¢) nasledovéni (following), kde nepozorujeme
zadné rozdily mezi skupinami.

5.1.1 TVikomorovy test

V designu pro APPswe/PSEN1dE9 mysi (viz obr. 7) hodnotime sociabilitu (Cas
strdveny s jinou myS$i oproti Casu stravenému s prazdnou kleci) a socidlni pamét’
(porovnavame Cas straveny s familidrni my$i oproti ¢asu stravenému s dosud nezndmym
jedincem).

Sociabilita: U Sestimésicnich zvifat jsme opét provedli trojitou ANOVU a zjistili
nesignifikantni vliv pohlavi [F (1, 28) = 3,160; p = 0,0863], hodnotime tedy samce a samice
zvlast. U SestimésiCnich samct (obr. 13a) nepozorujeme zadny vliv genotypu
[F (1, 14) = 0,5409; p = 0,4742] ani rozdily v preferenci mysi a prazdné klicky [F (1, 14) =
2,364; p=0,1464], ani vliv interakce téchto faktori [F (1, 14) = 1,206; p=0,2906]. Vysledky
Sestimési¢nich samic (obr. 13b) jsou obdobné, kde nepozorujeme ani vliv genotypu
[F (1, 14)=0,1495; p =0,7048], preferenci [F (1, 14) = 0,6455; p =0,4352] ani vliv interakce
[F (1, 14) = 0,2406; p = 0,6314].

U desetimésicnich samct (obr. 13¢) pozorujeme vyraznou preferenci jiné mysi oproti
prazdné kleci [F (1, 21) = 49,34, ****p <0,0001], ale zadny prokazatelny vliv genotypu
[F (1,21)=0,1199, p=0,7326] ani interakce téchto faktord [F (1, 21) = 0,01615;
p=0,9001].
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a)

d)

&as (s)

100

50

200 Kk
W Samci AD*

150 Bl SamciAD"

Ea
o
=]
cas (s)

Socialni pamét’: U Sestimésicnich zvirat jsme opét provedli trojcestnou ANOVU a
nepozorujeme vliv pohlavi [F (1, 28) = 0,04032; p = 0,8423], tedy opét hodnotime samce a
samice zvIlast. U Sestimési¢nich samct (obr. 13d) vyznamnou miru preference mezi mySmi
v klickach [F (1, 14) = 34,93; p <0,0001] bez vlivu genotypu [F (1, 14) =0,9042; p = 0,3578]
¢i interakce faktort [F (1, 14) = 0,2694; p = 0,6118]. U Sestimé&si¢nich samic (obr. 13¢)
zadnou preferenci nepozorujeme [F (1, 14) = 2,832; p = 0,1146], vliv nema ani genotyp
[F (1, 14) = 0,02443; p = 0.8780] ¢i interakce faktora [F (1, 14) = 0,3931; p = 0,5408].

U desetimési¢nich samcti se pak neprojevuje ani preference nového jedince
[F (1, 22) = 3.528, p = 0,0737], ani vyznamny rozdil u jednotlivych genotypt [F (1, 22) =
0,02215, p = 0,8831] ¢i interakce [F (1, 22) = 0,3386; = 0,5666].

Sociabilita - 6 mésicu ()

Sociabilita - 6 mésict (<) b) Sociabilita - 6 mésici (?) <)
150 ek
El Samci AD* El Samice AD* Bl Samci AD*
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Bl SamciAD" BN Samice AD Bl SamciAD"
__100 ‘ I
IC.)
@
L]
w0
50
0
Prazdna klec My3s Prazdna klec Mys Prazdna klec My$
ialni at’ asictl v s o
Socialni pamét’ - 6 mésicd () ) Socidlni pamét’ - 6 mésicti (?) 1) Socialni pamét’ - 10 mésicu ()

*kk

Il Samice AD*
Bl Samice AD

Bl SamciAD*
B SamciAD

Znama mys Nova my§ Znama mys Nova mys Znama my3$ Nova my$

Obr. 13: a) sociabilita u $estim&si¢nich samct [n(AD") = 9, n(AD") = 7] b) sociabilita u Sestimési¢nich samic
[n(AD") = 8, n(AD") = 8], ¢) sociabilita u desetimési¢nich samct [n(AD") = 7, n(AD") = 7], kde pozorujeme
sociabilni chovani u AD" mysi (Post-hoc test: Fishertiv nejmens$i vyznamny rozdil;, ****p <0,0001) i AD
(Post-hoc test: Fisheriv nejmensi vyznamny rozdil; ***p = 0,0001); d) socidlni pamét u Sestiméesicnich samct
(n stejna jako v 13a), kde novou oproti znamé mysi preferuji AD* mysi (Post-hoc test: FisherGv nejmensi
vyznamny rozdil; **p = 0,006) i AD" mysi (Post-hoc test: Fishertiv nejmensi vyznamny rozdil; ***p = 0,001;
e) socialni pamét’ u Sestimésicnich samic (n stejnd jako v 13b), f) socialni pamét’ u desetimési¢nich samci, kde
nepozorujeme zadny rozdil mezi genotypy
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5.1.2 Prepulzni inhibice

Test PPI jsme provadéli pouze u desetimési¢nich samcii a k analyze jsme vyuzili
Welshuv test a objevili jsme rozdily mezi AD* a AD" skupinami u prepulzu o frekvenci 4
kHz [t = 4,753, **p = 0,0020], 12 kHz [t = 3,858, **p = 0,0025] a 20 kHz [t = 3,005,
*p = 0,0145]. Nasledn¢ jsme analyzovali kiivku stimulus-odpovéd’ pomoci dvoucestné
analyzy rozptylu. Ta potvrzuje vliv genotypu [F (1, 12) = 10,20, **p = 0,0077] i intenzity
ulekového podnétu [F (3, 36) = 40,09, ****p <0,0001]. Post-hoc test odhalil signifikantni
rozdily mezi samci pii intenzit¢ Ulekového podnétu 90 dB (**p = 0,0016) a 100 dB
(**p =0,0012).

Prepulz 4 kHz Prepulz 12 kHz
80~ o 80 Sk
H AD+
60 — B AD- 60 Hl AD+
Bl AD-
o 40+ 52 M5
T o
& 20 - o 20+
ofr e M. o .
-20 - -20-
Prepulz 20 kHz Kfivka stimulus-odpovéd’
s 20+
60 I =
Hl AD+ < 454 -+ AD+
40 - mE AD- -] e A
> *%
8 104
R 204 3
E ol R
0 oo gy seaisenses -Fg ) A
7]
- — pe D 1 I I I
20 70 80 90 100
404 startle - stimulus (dB)

Obr. 14: Grafy srovnavajici miru prepulzni inhibice u desetimési¢nich samct [n(AD") = 6, n(AD") = 7].
Pozorujeme signifikantni pokles PPI u AD" zvitat v pfipad¢ vSech frekvenci prepulzu. K¥ivka stimulus-

odpovéd’ pak ukazuje, ze tato zvifata maji daleko intenzivnéjsi ulekové reakce (vynesena data byla namétena
v jeden den, pfi stejné kalibraci aparatury).
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5.2.  Uloha parvalbuminovych interneuronti v AD

5.2.1 Histologickd analyza dat
Ackoliv byla histologie provedena az nakonec, pfedchazela statistické analyze dat
(vysvétleni nabizi kapitola 4.3.). Kvili nedostatecné expresi jsme museli vyradit vSechny
samice, jelikoz zbyvajici pocet nebyl dostatecny (v nekterych skupinéach zlstaly pouze dve).

Zbyvaji nam tak tedy pouze desetimési¢ni samci (aktualizovany pocet ukazuje tab. 4)

Genotyp n (C21) n (NaCl)
PVcre-AD" 10 8
Pvcre-AD- 10 13

Tab. 4: Pocty zvifat v jednotlivych skupinach po provedeni histologické analyzy a vytazeni zvifat bez exprese
DREADDs.Ve vsech piipadech se jednd o desetimési¢ni samce. Dva samci byli vyfazeni z divodu
abnormalniho chovani v testu sociability (1 ze skupiny AD*-C2, 1 ze skupiny AD— NaCl)

5.2.2 TVikomorovy test
Vyuzili jsme variantu testu z obr. 8, kde hodnotime sociabilitu, kratkodobou socialni

pamét’ a dlouhodobou socidlni pamét’. Vysledky zobrazuje obr. 15.

Sociabilita

a) Obr. 15: a) sociabilita, kde pozorujeme signifikantni

et preferenci zkoumani jiné mysi pied prazdnou klickou,

Bl AD" +C21 preference;

*k a to u vSech skupin (Post hoc test: Fisheriv nejmensi

. vyznamny rozdil); b) kratkodobd socidlni pamét’

(doba mezi testem sociability a testem socialni paméti

i it ¢inila 10 minut), kdy zdat neni patrnad Zadnd
T

AD+HaC) nejmensi vyznamny rozdil). Poznamka: n viz tab.4

50

T WR AD™+NaCl ¢) dlouhodoba socialni pamét, kde pozorujeme
= T AD" +C21 preferenci pouze u AD" mysi (Post hoc test: Fisheriv
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L. -
T
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Sociabilita: Nepozorujeme zadny vliv genotypu a treatmentu [F (3, 74) = 1,061; p =
0,3708] ani interakce faktort [F (3, 74) = 2,230, p = 0,0918]. Sledujeme statisticky
vyznamnou preferenci mysi pied nezivym objektem [F (1, 74) = 83,71; p <0,0001].

Socialni pamét’, kratkodoba: Nepozorujeme zadny vliv genotypu a treatmentu [F (3,
74) = 1,047; p = 0,3768], ani preferenci mezi zndmou a neznamou mysi [F (1, 74) = 2,562;
p =0,1137]. Vliv nem4 ani interakce téchto faktort [F (3, 74) =2,314; p = 0,0829].

Socidlni pamét’ dlouhodoba: Ani u téchto vysledkli nepozorujeme zadny vliv
genotypu a treatmentu [F (3, 72) = 0,4670; p = 0,7062] a interakce faktort [F (3, 72) = 1,790;
p = 0,1567]. Pozorujeme vsak preferenci neznamé mysi pred zndmou [F (1, 72) = 6,030, p

= 0,0165].

5.2.1 Prepulzni inhibice

Zde opét pouzivame jako prepulzy Cisté tony o stejnych frekvencich jako v ¢asti 5.1.2.
Zadné statisticky signifikantni rozdily se nam podafilo zjistit pii vyuzZiti prepulzu o frekvenci
4 kHz a zjistili jsme, ze zde nehraje roli aplikace C21 [F (1, 21) = 0,05776; p = 0,8124],
genotyp zvitat [F (1, 21) = 0,9279; p=0.3464] ani interakce téchto dvou faktort [F (1, 21) =
0,005558; p =0,9413].

Vliv interakce faktora [F (1, 21) = 0,9278; p = 0,3464] ani aplikace C21
[F(1,21)=0,3753; p=0,5467] nepozorujeme ani u frekvence 12 kHz, pozorujeme zde vSak
vliv genotypu [F (1, 21) = 7,115; p = 0,0144].
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Obr. 16: Prepulzni inhibice u desetimési¢nich samct, kiizenci APP/PSENI x PvCre pii jednotlivych
frekvencich. Rozdily mezi skupinami jsou patrné pouze pii frekvenci prepulzu 12 kHz, kde pozorujeme
sniZzenou miru PPI pro AD" skupinu s aplikovanou C21 (p <0,05, Post hoc test: Fishertiv nejmensi vyznamny
rozdil).
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Podobné je tomu tak pii vyuziti prepulzu o frekvenci 20 kHz, kde vysledky
neovliviiuje ani aplikace C21 [F (1,21)=0,01723; p = 0,8968], genotyp [F (1, 21) = 0,9279;
p=0,3464] ani interakce faktora [F (1, 21) = 0,5526; p = 0,4655].
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6 DISKUSE VYSLEDKU

6.1.  Diskuse: Behaviorilni fenotyp APPswe/PSEN1dE9

V literarnim uvodu jsme vénovali pozornost zejména pamét'ovym deficitim u modelu
APP/PSENI, na které se zamétuje drtivd vétSina provedenych studii. My jsme se vydali
jinym smérem a literarnich zdroja je tedy k dispozici podstatné méné — sledujeme zmény

miry uzkostnosti alzheimerovskych zvitat a ptipadné deficity v socialnim chovani.

6.1.1 Alzheimerovské mysi nevykazuji zménénon miru anxiety

V testu otevien¢ho pole se u Sestimésicnich zvifat nepodafrilo odhalit Zadny
vyznamny rozdil v chovani AD" zvii‘at oproti kontrolam, a to ani u jednoho pohlavi. Test
jsme provedli také na skupin€ desetimési¢nich samcti — pohled na graf na obrazku 10b vSak
naznacuje urcity trend (p =0,0873), kde AD* mysi travi ve stfedové ¢asti arény o néco
vice Casu.

Dostupna literatura popisujici kmen APP/PSENI v ptipadé testu otevieného pole
podava prevazné rozporuplné vysledky. Su a kolegové (2023) poukazuji na signifikantné
mensi drahu urazenou ve stiedové oblasti arény u AD" zvifat oproti kontrolam (veék taktéz
10 mésictli), coz napovida zvySené anxiozité. Podobnd data uvadi Huang a kolegové (2016)
u dvouletych mysi. Trend, ktery jsme pozorovali u naSich alzheimerovskych mysi, se zda
opacny.

Desetimési¢nich samcti jsme vSak méli k dispozici pouze 14 (7 AD" a 7 AD kontrol),
a tudiz by bylo potfeba tento trend potvrdit s vétSim poctem zvifat. V takovém piipadé
bychom museli vyzkumny vzorek rozsitit taktéz o desetimési¢ni samice, které jsme neméli
k dispozici vlivem situace v chovu. Jiné laboratofe udavaji v testu otevieného pole negativni
vysledky u ctyfmési¢nich, ro¢nich (Jardanhazi-Kurutz et al., 2010), devitimési¢nich
(Hulshof et al., 2022) i Sestnactimési¢nich zvifat obou pohlavi (Ledn, 2023), Webster
a kolegové (2013) nepozorovali zadné odchylky ani u dvouletych zvitat.

Dal$im provedenym testem bylo vyvySené kiizové bludisté, opét zamétené na
anxiozni chovani. Kuriézni je naprostd neochota mysi vstupovat do otevienych ramen

bludisté, a to jako u Sestimésicnich, tak i desetimésicnich zvifat (obr. 11), kde jsme
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nepozorovali prakticky Zadny rozdil mezi AD a Kkontrolni skupinou bez ohledu na
pohlavi ¢i vék zvirat. Tento test provedli ve své baterii také jiz zminény Huang a kolegové
(2016), kteti se zabyvali behavioralnim fenotypem APP/PSEN1 zvitat ve véku 24 mésict.
U téchto dvouletych mysi se ukdzalo, ze v otevienych ramenou bludisté travi vyznamné
méng casu nez kontroly (*p <0,05).

Su a kolegové (2023) pouzili k hodnoceni anxiety desetimési¢énich APP/PSEN1 mysi
analogicky test k EPM zvany kruhové bludisté. Jedna se taktéZz o vyvySenou arénu, kde je
Cast drahy uzaviend, a tedy pro zvifata ,,bezpecna®, ¢ast je oteviena a zptisobuje tak urcity
stres. Vysledky této studie vSak rozdil v chovani zvifat nepotvrdil. Ve prospéch nasich dat
mluvi také Locci a kolegové (2021), ktefi porovnavali chovani desetimési¢nich zvifat
modelu 5xFAD (viz kapitola 1.3.1) a APP/PSEN1dE9 se stejnym genetickym pozadim jako
model pouzivany nami v ramci FgU AVCR. Tato studie odhalila statisticky vyznamny
narust anxiety u 5XFAD mysi, avSak u APPswe/PSEN1dE9 mysi nikoliv.

Je mozné, ze se zmény v anxiéznim chovani u alzheimerovského modelu objevuji az
v pozd¢j$im véku, na rozdil od pamétovych deficitl, které nékteii uvadi jiz u ctyfmeésicnich
zvitat (Jardanhazi-Kurutz et al., 2010) — Sest a deset mésicti miize byt jesté ptilis nizky veék
k tomu, aby se deficity v téchto oblastech projevily. Oelsen a kolegové (2016) provedli
komplexni analyzu behavioralniho fenotypu modelu APP/PSENT1 na samcich (s odlisSnym
genetickym pozadim, nachylnym k epileptickym zachvatim), kde sledovali tyto mysi ve
véku 9, 12, 15 a 18 mésict a jejich vysledky poukazuji na postupny nartist miry anxiézniho
chovani (studie hodnoti exploraci, vegetativni projevy stresu, lokomoci a miru anxiety) se
starnutim zvifat.

Nemizeme vSak opomenout skutecnost, ze do otevienych ramen nevstupovala ani AD"
zvitata — tedy kontroly, které by dle ptredpokladii mély odpovidat divokému typu, a tedy
mély vykazovat néjakou miru explorace. Krom& mozného vlivu véku jsme vzali v Givahu
stresujici vliv prostiedi. Sestimési¢ni zvitata jsme testovali v zafi 2022 a lednu 2023,
desetimésicni zvifata pak v zari 2023. Vyuzivali jsme stejnou testovaci mistnost, avSak
vzhledem k velkym ¢asovym intervalim uplynulym mezi jednotlivymi testy je vice nez
pravdépodobné, Ze se v mistnosti néco zménilo — osvétleni, pach, vybaveni. Zadna z t&chto
malych, ale moznych vyznamnych zmén na vysledky neméla vliv a naprosta necinnost zvitat

v testu EPM tak zustava prekvapivym vysledkem.
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6.1.2 Nepodaiilo se prokdzat abnormdlini socidlni chovani

Socialni chovani APP/PSEN1 mysi Casto neni pfedmétem z4jmu studii, a proto jsme
se na n¢j zaméfili. Vysledky ziskané z testu socialnich interakci (obr. 12) vSak neodhaluji
zadny vyznamny vliv genotypu zvifete na jeho interakce s jinym jedincem. Tento test vSak
vyzaduje rucni vyhodnoceni a idedln¢ dva nezavislé pozorovatele, coz v naSich podminkach
nebylo mozné zatidit, a proto jsme test provedli pouze u Sestimé&si¢nich mysi a ve zna¢né
snizeném poctu.

Zahrani¢ni studie pouzivaji pro vyzkum socialniho chovani zejména tiikomorovy test,
ktery jsme proto zaradili do baterie provedenych testl (design na obr. 7). Jedna se o prakticky
test, jelikoz jej lze rizn€ obméinovat a na rozdil od testu socidlnich interakci je pomérné
snadny na automatizované hodnoceni v softwaru EthoVision.

Test sociability nam fika, jak moc testovand my$ preferovala zkoumani jiné mysi
oproti prazdné klicce. Jak vidime na grafu na obr. 13a, Sestimé&sicni zvifata zddnou preferenci
nevykazuji, a to zcela bez vlivu genotypu. Obr. 13b piedstavuje vysledky z té¢hoz testu, ale
u desetimési¢nich samct. Je zde patrnd vyraznd preference dal$i mySi pfed nezivym
objektem, coz je ptirozené chovani téchto spolecenskych hlodavci. Avsak ani zde se vliv
alzheimerovského genotypu nepotvrdil. Test socialni paméti vyuzivd mys, se kterou se
testovany jedinec setkal jiz v testu sociability. Do dosud prazdné klicky jsme vlozili dalsi
mys, se kterou se testovany jedinec nemél Sanci diive setkat. Jestlize je myS schopna
rozeznat znamou my$ od této nové, ocekava se, Ze bude travit vice ¢asu u neznamé mysi.
Nase data potvrzuji, ze timto zptisobem test skute¢né funguje (obr. 13c), ale opét bez
jakéhokoliv rozdilu daného vlivem genotypu.

Podobné vysledky vSak pfinesla jiz vySe zminénd srovnavaci studie provedena na
desetimésicnich mysich (Locci et al., 2021), kterd uvadi snizenou sociabilitu a socialni
pamét’ u modelu 5xFAD (viz kapitola 1.3.2.), ne vSak u APP/PSENI1 mysi. Pravé opacny
vysledek pro tento model ptinasi studie Zhanga a kolegti (2021), kteti provadeéli titikomorovy
test a zjistili signifikantni deficit v socidlni paméti (**p <0,01) jiz u tfimésicnich
APP/PSENI1 mysi. Tyto deficity se projevuji také u APP/PSENI1 mysi s odliSnym
genetickym pozadim (Filali et al., 2021; Selles et al., 2023). Podobné jako u testu oteviené¢ho

pole, i zde se vysledky znaén¢ 1i§i mezi jednotlivymi studiemi.
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6.1.3 Mira prepulzni inbibice je u A PPswe/PSEN1AE9 mysi nulovd

Béhem prubcéhu studie nase laboratoi ziskala aparaturu pro PPI, a proto jsme se
rozhodli pro dodatecné zafazeni tohoto testu. Tento behavioralni test odhalil vyznamny
pokles PPI u desetimési¢nich alzheimerovskych zvirat prakticky na nulu, bez ohledu na
frekvenci pouZzitého prepulsu (obr. 14). Stejnou aberaci potvrzuji u APP/PSEN1 mysi Wang
a kolegové (2012), kteti vSak pouzili mysi s odliSnym genetickym pozadim. To odhaluje
vyznamnou poruchu senzomotorického gatingu u tohoto modelu a predstavuje patrné
nejdilezitéjsi zjiSténi v této diplomové praci. Toto naruseni reportuje i Lu a jeho tym
(2022) u tfinactimesicnich zvirat obou pohlavi. Zajimavé je, Ze ve véku deseti mésict nebylo
u mysi pouzitych v této studii statisticky vyznamné zhorSeni patrné (Lu et al., 2022).

Odhlédneme-li od zvifecich modelt AD, zjistime, Ze vysledky u lidskych pacientti
nejsou jednoznacné — nekteré studie nedokazaly potvrdit zmény v PPI (Hejl et al., 2004),
jiné studie uvadi, Ze mira prepulzni inhibice pfirozen¢ klesa s piibyvajicim vékem (Le Duc
et al., 2016) a ptitomnost Alzheimerovy choroby tento pokles prohlubuje (Jafari et al., 2020,
Ueki et al., 2006).

Omezenim naSeho vyzkumu je, Ze jsme aparaturu ziskali az pfili§ pozdé, a proto jsme
nemohli test provést s pocetnéjsi skupinou Sestimésicnich zvifat, kterd obsahovala i samice.
V budoucnu je tedy potieba test zopakovat s vice vékovymi skupinami obou pohlavi,
abychom zjistili, kdy se deficit zacind projevovat. Dale zvazujeme modifikaci protokolu
experimentu; zatim jsme pouzili pouze vychozi Sestiminutovy protokol s prepulzy v podobé
Cistych tond, ale v pladnu je vytvoteni delSich protokoli s riznymi typy prepulzil (napt. gap

PPI).
Diskuse: Uloha parvalbuminovych interneurona
v Alzheimerové chorobé
Druhou ¢ast nasi studie jsme vénovali chemogenetickému experimentu, kdy bylo

cilem zjistit, zda aktivace PVI povede ke zlepSeni vykonu zvifat v provadénych

vvvvvv

naznacovaly jisté zlepSeni vykonu alzheimerovskych zvifat v behavioralnich testech.
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Z vysledki z prvni €asti je patrné, Ze jsme zadné vyznamné zhorSeni (vyjma testu PPI)
u alzheimerovskych mysi oproti kontroldm nepozorovali, a tudiz uz na zacatku zfejmé
nebylo co zlepSovat.

Jelikoz jsme museli vnést DREADDs, které byly Cre dependentni, museli jsme pro
experiment vyuzit kiizence naseho modelu s mySmi exprimujicimi Cre rekombinazu pod
parvalbuminovym promotorem. Proto bylo potieba sledovat, zda se tito kiizenci v chovani

nelisi od ¢istych APPswe/PSEN1dE9 mysi.

6.1.4 Chemogenetickd aktivace PVI nebraje roli v socidlni paméts

Vtuto chvili jiz neni tfeba zdiraziiovat zasadni vyznam parvalbuminovych
interneuronti (viz kapitola 2.). Hijazi a kolegové (2020) provedli chemogenetickou studii,
kde pomoci DREADDs excitovali ¢i naopak tlumili PVI u APP/PSEN1 mysi a dokézali tak
zvratit kognitivni deficity v prostorové paméti zvitat.

Je vSak zndmo, ze PVI ventralniho hipokampu hraji roli také v socidlnim chovani
(Deng et al., 2019). Proto jsme se rozhodli na vySe zminénou studii navdzat a zaméfit se
pravé na socialni pamét’ a zacilit DREADDs na oblast ventralniho hipokampu. Post mortem
histologick4 analyza vSak ukdzala, Ze se u znaéné ¢asti zvirat receptory neexprimovaly,
nebo se neexprimovaly v cilové oblasti.

Test sociability (obr. 15a) dokéazal, Ze mysi preferuji klec s jinou mysi pfed prazdnou
kleci, a to zcela bez rozdilu vlivu genotypu a treatmentu. Vysledek odpovida sociabilité
stejn¢ starych APP/PSEN1 samcii (obr. 13b), kde vidime, Ze ani samotny alzheimerovsky
genotyp nema v podminkach nasi laboratofe na tento druh chovéani zadny vliv.

Kratkodoba socialni pamét’ pak neukazuje ani vyraznou preferenci pro dosud
neznamé zvife. To bychom mohli povazovat za vyznamny vysledek, jelikoZ se mize jednat
o nedostatecnou schopnost socidlni diskriminace ¢i projev rigidity. Tyto vysledky jsme vSak
pozorovali opét u obou genotypt a aplikovanych latek (obr. 15b). Zde pozorujeme odliSnost
mezi APP/PSEN1xPvCre a APP/PSEN1 zvitaty, kde jsme u samcti (AD" i AD") pozorovali
statisticky vyznamnou preferenci neznamé mysi.

Test dlouhodobé socialni paméti ukazuje signifikantni preferenci pro neznamou mys$
u AD" samci, kterym jsme pomoci C21 aktivovali parvalbuminové interneurony. Tento

vysledek je sdm o sobé pomérné zajimavy, ale také je mozné, ze jde o pouhou ndhodu,
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jelikoz kontrolni skupina, které jsme aplikovali fyziologicky roztok, podobnou signifikanci

nevykazuje. V planu je vSak roz$ifeni skupin, coZ tento trend mize potvrdit, ¢i vyvratit.

6.1.5 Mira prepulzni inbibice neni ovlivnéna aktivaci PVI

Jak se nam podafilo zjistit u APP/PSENI, alzheimerovské zvifata vykazuji vyrazny
pokles miry prepulzni inhibice. Ocekavali jsme, Ze behaviordlni fenotyp kiizenct
APPswe/PSENIAE9 x PvCre bude prakticky shodny. Jak ndm ale ukazuje graf
vyhodnocenych dat z PPI (obr. 16), vidime, ze se po podéani fyziologického roztoku mira
PPI u mysi s Alzheimerovou chorobou (AD") a kontrolami (AD") prakticky nelisi, zatimco
%PPI u kontrol se v obou ptipadech pohybuje okolo 50% (obr.14). Tento vysledek nés
donutil uvazovat, do jaké miry se chovani plivodniho modelu a naSich kiiZzenct skute¢né
shoduje.

Jedinou detekovanou zménou bylo mirné snizeni PPI (*p <0,05) u skupiny AD", kde
jsme aplikovali C21 a aktivovali parvalbuminové interneurony, a to pfi frekvenci prepulzu
12 Hz. U této skupiny jsme vSak vlivem tohoto zdsahu naopak ocekéavali zlepSeni PPI.

Literatura Casto uvadi naruseni funkce parvalbuminovych interneuront ve spojitosti se
schizofrenii, kterd je téz spojend s naruSenim senzomotorického gatingu a PPI patii mezi
klasické behavioralni testy u animalnich modelt této choroby. Inhibice PVI vede
k vyznamnému poklesu prepulzni inhibice u téchto zvifat (Brown et al., 2015; Toader,

2020).
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ZAVER

Tato diplomovéa prace méla dva cile:

1. Zmapovani behaviordlniho fenotypu APPswe/PSENIAE9 mySiho modelu
zaméfené na socialni chovani a anxietu, pozd&ji jsme do baterie testl piidali test
prepulzni inhibice.

2. Zjistit vliv chemogenetické aktivace parvalbuminovych interneuronti na socialni
chovani a anxietu modelovych zvitat (APPswe/PSEN1dE9 x PvCre)

U APPswe/PSENI modelu jsme provedli sérii behaviordlnich testli zahrnujici test
otevieného pole, vyvysené kiizové bludisté, tiikomorovy a test socidlnich interakei, kde
nepozorujeme zadny vyznamny vliv alzheimerovského genotypu na chovani téchto zvifat.
Baterii testd jsme doplnili o test prepulzni inhibice, ktery ukézal vyrazné naruSeni
senzomotorického gatingu u téchto mysi.

Vysledky z chemogenetického experimentu neposkytuji zadny presvédcivy dikaz
o vlivu aktivace parvalbuminovych interneuroni na chovani zvitat, kde jsme provedli
modifikovany tfikomorovy test a test prepulzni inhibice. Vysledky také naznacuji odlisnosti
v mife prepulzni inhibice mezi AD" zvifaty (kde zcela chybi) a PvCreAD" zvitaty, u kterych
je PPI pouze lehce snizend. Vzhledem k nedostatecné expresi DREADDs u mnoha téchto

mysi je vSak potieba ve studii pokracovat a roz§itit vyzkumny soubor také o samice.
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