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Anotace

Tato prace se zabyva problematikou reakce ependymaélnich bunék na poskozeni
periferniho nervu. Ependymalni buiiky jsou specidlni gliové bunky, které¢ lemuji komorovy
systém mozku a centralni kanal michy, vytvarejici epitelidlni bariéru zvanou ependym. Vrstva
ependymalnich bunck piedstavuje bariéru mezi mozkomisnim mokem a mozkem. V
ependymalnich buiikdch se mohou nachazet enzymy podilejici se na imunité, které by mohly
mit, v zavislosti na jejich mnozstvi a intenzit¢, mimojiné vliv na regeneraci po rdznych
nervovych zranénich.

Periferni nervova soustava je systém nervu, které se nachazeji mimo CNS, tedy mimo
mozek a michu. PoSkozeni periferniho nervu pfedstavuje nemalou ¢ast veskerych poranéni,
ktera mohou ¢lovéka potkat i pii béznych aktivitach. Poskozeni nervového axonu vede k jeho
separaci od bunécného téla. Bez spojeni s t€lem nemohou vybézky samostatné existovat a
nasleduje odumfeni distalniho pahylu nervu, coZ nazyvame Wallerovou degeneraci. Na rozdil
od nervii CNS maji v§ak nervy PNS schopnost postupné se regenerovat, tedy ziskavat znovu
svij pivodni tvar a funkci. Bezprostfedné po poskozeni proto organismus spusti imunitni
reakci, jejimz cilem je nejdiive se zbavit odumfielych ¢asti nervu a poté tvorba nervu nového.

NaSe prace se zabyva poSkozenim periferntho nervu a reakci s tim spojenych,
projevujicich se zménou chovani ependymalnich bun¢k. Sledovali jsme pfitomnost proteint,
které jsou Uzce spojeny s imunitnimi reakcemi poSkozenych bunck periferniho nervu.
Monitorovali jsme ptitomnost toll-like receptoru (TLR9) a formyl-peptidového receptoru
(FPR2) v ependymalnich bunkach.

Experimenty byly provadény na tfech skupindch laboratornich potkani kmene Wistar
s riznou mirou poskozeni periferniho nervu: s chirurgickym poranénim periferniho nervu, s
obnazenim periferniho nervu a intaktni. Sledovani jedinci byli usmrceni po 1, 3, 7, 14 a 21
dnech a na fixovanych mikroskopickych fezech mozkové tkdné byla pomoci nepiimé
dvoustupiiové imunohistochemické analyzy meéfena intenzita fluorescence odpovidajici
zvysené pritomnosti receptord TLR9 a FPR2.

Pomoci nepiimé dvoustupiiové imunohistochemické detekce vzorkt, nasledné analyzy
vysledkt a statistického vyhodnoceni jsme prokézali, Ze v pfipad€ poranéni periferniho nervu
se hladina TLRY vyznamné neméni. Na zdklad¢ téchto informaci mizeme usuzovat, ze toll-
like receptor 9 v souvislosti s poranénim periferniho nervu nehraje zasadni roli. Vysledky takeé
prokézaly, ze formyl-peptidovy receptor FPR2 muze byt zapojen do imunitni a protizanétlivé

reakce pfi poranéni periferniho nervu.
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Annotation

This paper deals with the problem of ependymal cell response to peripheral nerve
injury. Ependymal cells are special glial cells that line the ventricular system of the brain and
the central canal of the spinal cord, forming an epithelial barrier called the ependyma. The
ependymal cell layer is the barrier between the cerebrospinal fluid and the brain. The
ependymal cells may contain enzymes involved in immunity, which, depending on their
quantity and intensity, could also have an effect on recovery from various nerve injuries.

The peripheral nervous system is a system of nerves that are located outside the CNS,
i.e. outside the brain and spinal cord. Peripheral nerve damage accounts for a significant
proportion of all injuries that can be sustained during normal activities. Damage to the nerve
axon leads to its separation from the cell body. Without connection to the body, the processes
cannot exist independently and death of the distal nerve stump follows, which is called
Wallerian degeneration. Unlike CNS nerves, however, PNS nerves have the ability to
regenerate gradually, i.e., to regain their original shape and function. Immediately after
damage, the body triggers an immune response to first get rid of the dead parts of the nerve and
then form a new nerve. Although neurons are able to regenerate their damaged axons and thus
re-establish connection with the target tissue, the return of function is not always completely
successful.

Our work focuses on peripheral nerve injury and the associated responses, manifested
by changes in ependymal cell behavior. We investigated the presence of proteins that are
closely associated with the immune responses of damaged peripheral nerve cells. We
monitored the presence of toll-like receptor (TLR9) and formyl-peptide receptor (FPR2) in
ependymal cells.

Experiments were performed on three groups of laboratory Wistar rats with different
degrees of peripheral nerve injury: surgical peripheral nerve injury, peripheral nerve exposure,
and intact. Subjects were sacrificed after 1, 3, 7, 14 and 21 days and the fluorescence intensity
corresponding to the increased presence of TLR9 and FPR2 receptors was measured on fixed

microscopic sections of brain tissue by indirect two-step immunohistochemical analysis.



Using indirect two-step immunohistochemical detection of the samples, subsequent
analysis of the results and statistical evaluation, we demonstrated that TLR9 levels do not
change significantly in peripheral nerve injury. Based on this information, we can conclude
that toll-like receptor 9 does not play a major role in the context of peripheral nerve injury. The
results also demonstrated that formyl-peptide receptor FPR2 may be involved in the immune

and anti-inflammatory response in peripheral nerve injury.

Keywords
Ependymal cells, peripheral nervous system, peripheral nerve injury, immunohistochemistry,

toll-like receptor TLR9, formyl-peptide receptor FPR2
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1. CILE PRACE

Primérnim cilem této prace bylo zjistit, zda se poskozeni periferniho nervu a reakce s tim
spojené projevi zménou chovani ependymalnich bun¢k. Zejména jsme se zaméfili na sledovani
pritomnosti proteinli, které jsou uzce spojeny s imunitnimi reakcemi poskozenych bunék
periferniho nervu. V této souvislosti jsme sledovali ptitomnost toll-like receptoru a formyl-
peptidového receptoru v ependymadlnich bunkéch s cilem najit souvislost mezi funkci téchto

receptort a poskozenim periferniho nervu a zjistit jejich mozny vyznam pfii regeneraci PNS.
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2. UVOD DO PROBLEMATIKY

2.1. MozkomiSni mok a jeho tvorba

Mozek a micha jsou obaleny tfemi vazivovymi obaly, které nazyvame mozkové pleny
(meningy). Nejspodnéjsi vrstvou je tzv. omozecnice (pia mater), jemna prokrvena mozkova
blana tésné priléhajici k mozku, tedy kopirujici veskeré jeho nerovnosti a vystupky. Na ni
ptiléha tzv. pavoucnice (arachnoidea), bezcévna, velmi tenka vrstva vaziva. Prostor mezi
témito dvéma plenami, vyplnény mozkomiSnim mokem a cévami, je oznaCovan jako
subarachnoidalni prostor. Posledni mozkova plena (dura mater), tésn¢ piiléhajici na lebku, je
nazyvan tvrda plena mozkova. Jedna se o prokrvenou pevnou vazivovou blanu.

Mozek je rozdélen do Ctyf komor, dutin, které dohromady tvoii tzv. ventrikularni
systém. Tyto komory vznikaji embryologicky zbytnénim centralni dutiny neuralni trubice,
navazuji na mis$ni kanalek a jsou vyplnény mozkomisnim mokem. Postranni komory, IIIL. a IV.
mozkova komora jsou vystlany ependymem (Ambler 2011).

Mozkomis$ni mok (také likvor; cerebrospinal fluid - CSF) je télni tekutina obklopuyjici,
vyzivujici a chranici organismus proti infekci mozku a michy. Objem likvoru v téle dospélého
jedince je cirka 120-180 ml. Obklopuje mozek ze v§ech stran a tim brani negativnim nasledkim
otfesli, zmén tlaku ¢i teploty. Tim, Ze je mozek v podstaté ponofen v mozkomisnim moku, se
jeho redlnd hmotnost (kolem 1500 g) snizi na ekvivalent ptiblizné 25 g. Mozek je tak chranén
pfed poSkozenim svou vlastni vahou. Zajistuje optimalni podminky pro buiiky centralniho
nervového systému (CNS) a odsun produkti zbytkovych latek pii rozkladnych procesech. Z

¢asti je produkovan v okoli mozkovych kapilér, z ¢asti poté v choroidalnim plexu.
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Obr. 1: Vnitini prostiedi mozku (Lavrikova and Fontana, 2019)

2.1.1. Hematolikvorova bariéra

K oddéleni mozkomiSniho moku a krve slouzi tzv. hematolikvorova bariéra tvofena
choroidalnimi epitelidlnimi bunkami, bazalni membranou a vrstvou endotelu kapiléar
omozecnice. Jeji hlavni tlohou je kontrolovat a omezovat vstup latek z krve ptimo do likvoru.
Mnohé proteiny krevni plazmy se tedy dostavaji prostiednictvim pinocytdézy nebo aktivnim
transportem do moku. Porucha hematolikvorové bariéry se projevi vzestupem proteinti krevni
plazmy v moku. Transport se déje 1 opacnym smérem, a tak se latky z likvoru mohou dostat
zpatky do cirkulace (“11. Likvor, hematoencefalickd a hematolikvorova bariéra, Funkce bunék

a lidského téla,” n.d.).

2.1.2. Hematoencefalicka bariéra

Hematoencefalicka bariéra (HEB) je rozhrani, které oddéluje mozek od obéhového systému a
chrani centralni nervovy systém od potencidlné skodlivych latek, zaroven reguluje transport
vyzivujicich molekul a udrzuje stabilni prostiedi. Selektivita HEB tedy umoziiuje prichod
latek potiebnych pro mozek. Zakladni funkci HEB je ochrana tkan€ CNS (pfedevsim neuront)

vici riznym noxdm, které by za normalnich okolnosti mohly do tkan€ CNS pronikat. Obecné

13


https://www.zotero.org/google-docs/?5Fjojh
https://www.zotero.org/google-docs/?nJzUo9
https://www.zotero.org/google-docs/?nJzUo9
https://www.zotero.org/google-docs/?nJzUo9
https://www.zotero.org/google-docs/?nJzUo9

pies HEB nepronikaji latky hydrofilni, ale je umoznén prinik latek lipofilnich. Systém
hematoenfecalické bariéry je vysledkem komplexni interakce mezi nervovym parenchymem

na jedné stran¢ a krvi a likvorem na stran¢ druhé.

2.1.3. Choroidalni plexus

Choroidélni plexus (CP) je husté¢ prokrvena tkan v mozku, jejiz hlavni funkci je vyroba
mozkomisniho moku. Je tvofen zahyby omozecnice a tenkou epitelidlni vrstvou
ependymalnich bunék, které produkuji CSF do komor. Ke zvétSeni povrchu ependymu slouzi
vybézky microvilly umistény na apikalni strané téchto bunék. Tyto buiiky jsou spojeny tésnymi
spoji, mimo jiné zonula occludens. (Kaiser and Bryja, 2020). CP se nachazi v ¢asti lateralnich
komor, kde ho tvofi pfimy kontakt ependymu s kolagenem. Odtud je likvor sméfovan do dutin
na stropé 1ll. a IV. mozkové komory, déle do subarachnoidalniho prostoru. Nasledné je
vstifebavan arachnoidalnimi kanalky a vysilan do ob¢hu CNS. Choroidélni plexus je klicovou

strukturou ve zprostiedkovani interakci a signalti mezi imunitnim systémem a mozkem (Quan

et al.,1999).

2.1.4. Ependymalni buiiky (ECs)

Ependymalni bunky (ECs) je jedna vrstva gliovych bunék, které lemuji komorovy systém
mozku a centralni kanal michy, vytvatejici epitelidlni bariéru zvanou ependym. Pfitomnost
cytoplazmickych mezivlaken v ECs umoziuje, aby ependym fungoval jako jakasi podpiirna
bariéra mezi mozkem a mozkomis$nim mokem (Mokhtar et al., 2022). ECs jsou dlazdicového,
kvadrového nebo sloupcového tvaru. Neékdy jsou opatfeny fasinkami, které svym pohybem
zlepSuji pohyblivost mozkomisniho moku uvnitf dutin. Apikalni strany ependymu jsou
omyvany mozkomi$nim mokem, strany bazalni se dotykaji struktur nervové tkané, jako jsou
neurony, nervova vldkna, dalsi gliové buiiky, krevni cévy a dal$i. Ependymalni buiiky reaguji
na vétsinu zranéni nékolika stereotypnimi reakcemi a neregeneruji v zadném véku. (Junqueira,

2005).
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2.2. Periferni nervova soustava

Periferni nervovy systém (PNS) se sklada ze vSech nervovych struktur mimo mozek a
michu. Jeho soucasti jsou mi$ni nervy (nervi spinales) a hlavové nervy (nervi craniales)
(Kenhub). Spinalni nervy tvoii celkem 31 part nervl vychazejicich z michy zajistujici jeji
propojeni s ostatnimi ¢astmi téla. Hlavovymi nervy se rozumi soubor 12 perifernich nervi
vychazejicich z mozku, které inervuji struktury hlavy, krku, hrudniku a bticha. PNS umoznuje
komunikaci mezi CNS a ostatnimi ¢astmi téla. Tato soustava se funkéné déli na somaticky a
autonomni nervovy systém, pricemz autonomni NS se dale déli na sympaticky, parasympaticky

a entericky nervovy systém (Dubovy and University, 2007).

Periferni nerv se sklddd z axontli, které jsou obaleny myelinovymi pochvami
(lipoproteiny obalujicimi axony) vzniklymi obta¢enim Schwannovych bun¢k kolem axonu.
Nervova vlakna probihajici v nervu paralelné a pomoci vaziva tvoficiho endoneurium se
spojuji v pfesn¢ ohrani¢ené fascikly. Perineurium obaluje jednotlivé fascikly a epineurium
formuje nervovy kmen, ktery obsahuje jak fascikly, tak i zasobujici cévy a vazivo. Cim mensi
jsou jednotlivé fascikly a ¢im vice je v nervovém kmeni intersticidlniho vaziva, tim odolné;jsi
je nerv vici kompresi (Ehler, 2008).

V perifernim nervovém systému jsou vSechny nemyelinizované axony zanofeny do cytoplasmy
Schwannovych buné¢k. Jedna Schwannova buiika tvofi obal pro mnoho nemyelinizovanych
axonll. Schwannovy buiiky jsou longitudinalné spojeny a vytvaii tak kontinualni pochvu kolem

nemyelinizovanych axonti (Vaclava Konradova, Ludek Vajner, Jifi Uhlik, 2005).
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Obr. 2: Schéma prufezu perifernim nervem (Burnett and Zager, 2004)

2.2.1. Somaticky nervovy systém (SoNS)

SoNS je oddé€leni nervového systému slozené ze vSech nervovych struktur mimo mozek a
michu. Tento nervovy systém piendsi signdly z CNS do kosternich svalil a je spojen jak s
kontrolou volniho pohybu téla, napiiklad s fungovanim mezizebernich nervi, tak s
nedobrovolnymi pohyby, jako je naptiklad koordinace reflexniho oblouku. Kromé toho prenasi
somaticky nervovy systém vnéjsi podnéty, jako je zrak, hmat a zvuky do centralni nervové

soustavy.

Spinal ganglion
: \ Sensory neuron

Obr. 3: Senzoricky nerv (Kenhub)
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2.2.2. Autonomni nervovy systém (ANS)

Autonomni nervovy systém je spojen s ¢innosti zejména vnitinich organt, ktera neni ovlivnéna

vuli a védomim jedince. Jinymi slovy, ANS ftidi a udrzuje optimalni vnitfni podminky, tedy

‘nevédomé’ télesné funkce, naptiklad traveni, dychani, regulaci srdecni frekvence, regulaci

priméru zornice, koordinaci hladkého svalstva atd. ANS se dale déli na sympaticky,

parasympaticky a entericky nervovy systém.

a) Sympaticky nervovy systém
Sympaticky nervovy systém pfipravuje télo na fyzické ¢i mentalni aktivity. Je
zodpovédny za okamzité reakce téla na hrozici nebezpeci. Béhem této faze se
organismus nabudi - napinaji se svaly, zrychluje srde¢ni frekvence, stoupa krevni tlak,
peristaltika, rozSifuji se cévy svall atp. K jeho zvysSené aktivaci dochéazi v nebezpeci,
pfi prozivani silnych emoci, pfi hypoglykémii ¢i pfi uzivani rozlicnych 1€k, nejcasteji

vSak pfi vysokém stresu.

b) Parasympaticky nervovy systém
Parasympaticky nervovy systém tidi imunitni funkce, traveni, budovani a opravy tkani,
pod jeho vlivem se zpomaluje srde¢ni ¢innost, zmenSuji zornicky, zrychluje stfevni
peristaltika a celkové se tlumi télesné 1 psychické pochody. Zajistuje cinnost
organismu v klidu a bezpeci a je odpovédny za prechod od sympatiku do klidového

stavu.

pozn.: Entericky nervovy systém je systém nervi,, které se nachazeji ve sténach

gastrointestinalniho traktu. Funguje samostatnég, je vSak modifikovan ostatnimi autonomnimi

systémy (sympatickym a parasympatickym). Systém umoziiuje posouvani obsahu diky

koordinovanym pohybtim, reguluje sekreci enzymi, kyselin a n¢kterych gastrointestinalnich

hormona.
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Obr. 4: Autonomni nerv (Kenhub)

2.3. Degenerace periferniho nervu

Poskozeni periferniho nervu piedstavuje 2-5% veskerych traumatickych piipadu, jako
(Lopez-Cebral et al., 2017). V ptipadé poskozeni periferniho nervu dochazi k obranné reakci
gliovych bun¢k a ke zménadm v mikroprostiedi neuronu, které nastavaji v riznych ¢asovych
obdobich po poskozeni. Na rozdil od neuronit CNS, které v ptipadé poskozeni axont vedou k
atrofii ¢i pfimo zaniku, neurony PNS zapocinaji anabolické procesy, jejichZ uc¢elem je tvorba
stavebnich a zésobnich latek. Protoze jsou vSak tyto procesy velmi energeticky zatézujici,
vyzaduji béhem svého plisobeni zna¢nou energetickou podporu. Po poskozeni periferniho
nervu dochazi k bunéénym a molekuldrnim projeviim zanétu nejen ve spindlnich gangliich,
odpovidajicich poskozenému nervu, ale také v gangliich vzdalenych mistu poSkozeni. (Joukal,
2016)

Existujyi tfi stupn€ poranéni nervll: neurapraxie, axonotmeze a neurotmeze. U
axonotmeze 1 neurotmeze dochazi k Wallerové degeneraci; u prvniho jmenovaného je mozna

spontanni regenerace, u druhého vSak uz nikoliv.
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Obr. 5: neurapraxie Obr. 6: axonotmeze Obr. 7: neurotmeze
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Poranéni perifernich nervi 1ze délit na podkladé poskozenych anatomickych struktur
— léze myelinové pochvy, axonu, vaziva. Pti poruse myelinové pochvy dojde k demyelinizaci
rizn¢ dlouhého tiseku nervu (projevi se vypadkem funkce postizenych vldken) a pfi regeneraci
(remyelinizaci) se vytvareji kratsi segmenty nervu. Vysledkem je jednak trvalé zpomaleni
vedeni v ur¢itém segmentu nervu a jednak i desynchronizace signalu pfi stimulaci nervu
k preruSeni axonu, které je nésledovano Wallerovou degeneraci axonu distalné¢ od mista
poranéni a rovnéz zménami myelinové pochvy. Periferni pahyl si zachovava elektrickou
drazdivost po 5—10 dnt. Po n€kolikadennim zdrzeni dochézi k aktivaci téla neuronu a v dalsi
fazi (po delsi ¢asové prodleve) k puceni jednotlivych vlaken. Z kazdého preruSen¢ho axonu
vyrusta fada pucicich fibril. Pokud si vyhledaji ptivodni drahu, dosdhnou cilového orgéanu,
vyzravaji a zvétSuji sviij pramér. Rychlost puceni vlaken je v praméru 1 mm za den (Ehler,
2008). Z toho vyplyva, Ze neurony jsou sice schopny regenerovat své poskozené axony a
obnovit tak spojeni s cilovou tkani, navrat funkce vSak neni vzdy 100% Uspésny. K podpoie
myelinizace a posileni funkéni obnovy po poranéni perifernich mize byt pouzito vice
nechirurgickych pfistupti, véetné farmakologické, elektrické, bunécné a laserové terapie

(Modrak et al., 2020).

2.3.1. Wallerova degenerace

Po pferuSeni axonu dochazi k jeho odlouceni od bunécného téla a k degeneraci
distalniho pahylu. Bez spojeni s télem nemohou vybézky samostatn¢ existovat. Zanika
oddélena ¢ast axonu véetné myelinu. Bezprostfedné po poSkozeni dojde také k invazi krevnich
bunék (makrofagli) a profilaci Schwannovych bunék. Ty z nich, které jsou nediferencovane,
maji schopnost zvyseni nebo obnoveni syntézy neurotropickych a neurotrofickych faktori a

zasadné se tak podileji na regeneraci nervu.

Wallerova degenerace je kaskaka bunéénych a molekularnich reakei, ke které dojde v nervech
distalné od poskozeni. Jedna se o pfirozenou imunitni a zanétlivou reakci bunék. Aktivuji se
Schwannovy buiiky, které jsou v kontaktu s poSkozenym axonem a zahajuji regeneraci axontl.
Distalni segmenty poruSené¢ho axonu obsahuji dezintegrované mitochondrie, které uvolnuji
mitochondridlni proteiny a mitochondridlni mtDNA. Rozvoj zanétlivé odpovédi ve
Schwannovych buiikach se projevi zvysenou tvorbou a aktivaci tzv. Toll-like receptort (TLR).

Receptory TLR jsou aktivovany bunéénymi fragmenty produkovanymi pii Wallerové
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degeneraci distaln¢ od poSkozeného periferniho nervu. Dezintegrované mitochondrie
poskozenych axonii wuvolnuji kratké n-formylované peptidy, které funguji jako
chemoatraktanty imunitnich bunék a jako spoustéce zanétlivé odpovédi po traumatickém
poranéni. N-formylované peptidy slouzi jako ligandy pro tzv. n-formyl peptidové receptory

(FPR) (Korimova and Dubovy, 2020).

2.3.2. Regenerace PNS

Jak jiz bylo fec¢eno, neurony jsou schopny regenerovat své poskozené axony a obnovit tak,
Casto vSak v omezeném rozsahu, spojeni s cilovou tkéni. Cilem je obnoveni spojeni mezi
spindlnim motoneuronem nebo somatosenzorickym neuronem spindlnich ganglii s
odpovidajici periferni tkani. S postupujicim ¢asem od posSkozeni se zvétsuji ireverzibilni zmény
zmény véetné zmen ve vzorci spojeni ve vyssich trovnich CNS, je tedy nutna rehabilitace. V
pfipadé neurotmeze je nutny neurochirurgicky zakrok, jehoz ucelem je spojeni dvou
rozdelenych ¢asti nervu. Je vSak nutné dbat na spravnou koaptaci pahylu, protoze v chybné

reparace muze dojit k ibytku moznosti ndvratu k funkci nervu.

Obr. 8: Koaptace pahylt prerusen¢ho nervu

2.4. Receptory TLR a FPR

Pattern recognition receptors (PRR) jsou proteinové receptory schopné rychle

rozpoznat molekuly typické pro mikrobidlni patogeny nebo molekuly uvoliiované

poskozenymi bunikami.
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Toll-like receptory (TLR) jsou bilkovinné receptory nachazejici se na povrchu
cytoplazmatickych membran, které pasobi jako dulezité regulatory imunitni a zanétlivé
odpovédi pii regeneracnich procesech po zranéni. Jedné se o skupinu receptort, které jsou
schopny rychle rozpoznat nebezpecné struktury charakteristickych mikrobialnich produktt
(napt. lipopolysacharidii, lipoproteinti, tlomka bakteridlnich biciki, bakterialni DNA) a
cizorod¢ bunécné struktury. V soucasné dobé se TLR ¢leni do skupin TLR1 - TLR10. Tato
prace se zamétuje na transmembranovy protein TLRO, dulezity receptor exprimovany buitkami
imunitniho systému, zejména pak makrofagy, dendritickymi bunikami, NK bunikami (natural
killer cells, podilejicich se na obrané proti virtim, bakteriim a parazitim) a dalS§imi bunkami
(Jeong, 2020). TLRY je lokalizovan v kompartmentu intracelularni membrany, jako je
endoplazmatické retikulum (ER), endozom a lysozom, a to z vnitini strany membrany (Latz et
al., 2004), (Kluwe et al., 2009).

Formyl peptidové receptory (FPRs) patiti do skupiny 7 transmembranovych
chemoatractantnich receptorti spfazenych s G-proteinem. FPR jsou klasifikovany jako
receptory pro rozpoznavani patogent (PRR) lokalizované na imunitnich buiikach, které hraji
klicovou roli ve vrozené imunité diky své schopnosti rozpoznat oba patogenni piivodce spojené
s poSkozenim. FPR2 jsou schopné rozpoznat Sirokou skéalu endogennich nebo exogennich
ligandt, od lipida po proteiny a peptidy, véetné neformylovanych peptidi. Vzhledem k této
povaze vazaného agonisty a na diferentnich rozpoznavacich mistech receptoru (Tylek et al.,

2021).

2.5. Imunohistochemie

Imunohistochemie je Siroce pouZivand metoda pro detekce specifickych molekul ¢i
antigenil detekovanych v praxi patii naptiklad mikrofilamenta (aktin, myozin), intermedialni
filamenta, rizné tkanové receptory (Beranova and Tonar, 2002). Obecné funguji protilatky s
jejich antigeny velmi rychle. Pfi imunohistochemické detekci molekul hraji pii vytvareni
podminek inkubace roli i dalsi faktory jako je pfiprava tkané, koncentrace protilatek a teplota

(Ramos-Vara, 2011).
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2.5.1. Nepriima dvoustupnova metoda

Na tkanové fezy se nejprve aplikuje neoznacend protilatka (imunoglobulin) nebo sérum, které
jsou specifické proti prokazovanému antigenu a nazyvame je primarni protilatkou. Ve druhé
vrstvé nanasime protilatku proti Fc-fragmentu imunoglobulini zvifete, které bylo darcem
primarni protilatky. Na protilatku primarni se vaze druha (sekundarni) protilatka, znacena
enzymem nebo fluorochromem a pomoci fluorescenéniho mikroskopu se sleduje pritomnost
hledaného antigenu, pfipadné¢ jeho mnozstvi Umérmné intenzit¢ fluorescence.
Imunohistochemické reakce umoziuji do jisté miry provést i kvantitativni odecet, tj. posoudit
miru pfitomnosti pozorovaného antigenu v tkani. Na to se v soucasné dob¢ vyuzivaji specialni

softwares pro zpracovani digitalniho obrazu (Ramos-Vara, 2011), (Beranova and Tonar, 2002).
2.5.2. Imunofluorescenéni barveni

Pro zobrazeni zkoumaného jevu slouzi fluorochromy - barviva vykazujici fluorescenci. V této
praci byly pouzity fluorochromy tetramethyl-rodamin-isothiokyanat (TRITC, ¢ervena barva) a
hoechst pro znaceni bunéénych jader (modra barva). Analyzy oznacenych tfezli se provadi

pomoci fluorescenéniho mikroskopu.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Biologicky material

Experimenty byly provedeny na 33 dospé€lych samcich potkana kmene Wistar, vazicich
mezi 200 a 250 g. Zvitata byla chovéna ve sterilnim prostiedi a pfi teplotnim rezimu 22°C,
potrava a voda jim byla poskytovana ad lib. Veskeré experimenty se zvifaty byly provadény
dle protokolu schvaleného Odbornou komisi pro zajisténi dobrého zivotniho standardu
pokusnych zvitat Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity a oblastni komisi Ministerstva

skolstvi, mladeZe a télovychovy Ceské republiky.

3.2. Chirurgické zakroky

Tento vyzkum pracuje se tfemi riznymi skupinami zvitat; zaprvé s témi, kterd prodélala
chirurgické poranéni nervu (sCCI), dale s t€émi, u nichz doslo k umélému obnazeni nervu
(Sham) a nakonec s kontrolnimi potkany, u kterych k zadnému poskozeni nedoslo. Zvitata ve
skupinach sCCI a Sham piezivala 1 den, 3 dny, 7 dni, 14 dni a 21 dni. Rezy byly vyhodnoceny
ve fluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse NI-E vybaveném kamerou Nikon DS-Ril a
analyzou obrazu NIS Elements (Nikon, Praha, Ceska republika) (Solar et al., 2020).

V ptipadé metody sCCI (sterile chronic constriction injury) byla kize vertikalné
profiznuta v oblasti stehna. Nasledné byl proveden fez svalem, obnazeni sedaciho nervu a byly
uvazany tii ligatury tak, aby poSkodily nerv, ale nezastavily epineuralni pritok krve. Nakonec
byla rana uzaviena. Bezprostfedné poté, co je nerv zaskrcen, zaéne pahyl nervu degenerovat a
Cast, ktera se nachazi blize k CNS, naopak regeneruje, coz vede k Wallerové degeneraci. Po
uplynuti poZzadovaného poctu dni bylo zvife usmrceno, byla provedena fixace vzorku roztokem
a nasledny odbér mozku. Z divodu zamezeni ptipadné diverzité vysledki je v ptipadé¢ CCI
metody nutné, aby zakroky provadéla pouze jedna osoba.

Sham operovanym zvitatim byl nerv pouze obnazen, nedojde k ligaturam, ale rana je

rovnou uzaviena. Nasledny postup je u obou metod shodny.
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3.3. Zpracovani vzorku

Zvitata skupin CCI a Sham po 1, 3, 7, 14 a 21 dnech po zakroku byla usmrcena
spole¢né s intaktnimi zvitaty (Naive) pomoci CO». Nasledné byla provedena transkardnialni
perfuze Zamboniho fixa¢nim roztokem a roztokem PBS. Mozek byl odebran a fixovan v
Zamboniho fixa¢nim roztoku po dobu tfi dntl, nasledné byl promyty 10% sachardzou a zality
do smési Tissue-Tek OCT. Po dobu péti minut ptsobila na fezy smés acetonu a methanolu pfi
teploté¢ -20° C s naslednym oplachem ve smési PBS-BSA-Tween. Déle byly pfipraveny
kryostatové koronarni fezy o tloustce 20 pum (kryostat Leica 1800; Leica Microsystems,
Wetzlar, Némecko). Po inkubaci s primarni protilatkou byla vazba na epitop vizualizovana

pusobenim odpovidajici sekundarni protilatky znacené CY5 (Kuklova and Solér, 2015).

Vzorky se inkubovaly s polyklonalni primarni krali¢i protilatkou proti TLR9 (1:500;
Serotec) pii pokojové teploté¢ na dobu 16 hodin. Nasledné byla aplikovana kozi sekundérni
anti-krali¢i protilatka konjugovana s CYS5 (1:100; Chemicon) po dobu 90 minut. Na dalsi
vzorky se aplikovala polyklonalni primarni krali¢i protilatka proti FPR2 (1:100; Abcam) na 16
hodin a poté kozi sekundarni protilatka konjugovana s CY5 (1:100; Jackson) po dobu 90 minut.

Bunécéna jadra byla vizualizovana barvivem Hoechst (Solar et al., 2020).

3.4. Analyza vysledki

Analyza byla provedena na snimcich fezu ependymu a choroidéalniho plexu. Pro kazdou
kategorii (Sham, CCI, Naive) byly v radmci daného enzymu (TLRY, FPR2) pouZity snimky
n¢kolika riznych jedinci potkant. Pro kazdou skupinu rtizné dlouho ptezivajicich zvitat (1, 3,
7, 14, 21 dni) bylo méfeni provadéno na padesati buiikach. Po jejich manudlnim vyznaceni
jsme k analyze obrazu vyuzili program NIS-Elements AR Analysis (verze 4.20.00 Nikon,
Brno, Ceska republika.) Buiiky byly vybirany ndhodng, hlavnim kritériem viak bylo vybirat a
oznacovat jednotlivé ependymalni bunky tak, aby se neptekryvaly, coZ by zkreslovalo intenzitu

zafeni a tim 1 vyskyt enzym TLR9 a FPR2.
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Obr. 9: Snimky fezu mozkem pod fluorescenénim mikroskopem s vyznacenym ependymem

snimek A: fluoreskujici buiiky vykazujici ptitomnost receptoru TLR9 v erveném kandlu

snimek B: fluoreskujici jadra bunék vykazujici pfitomnost receptoru TLR9 v modrém kanélu

N 24

3.5. Statistické vyhodnoceni

Po ziskani dat priméré fluorescen¢ni intenzity v programu NIS-Elements AR
Analysis byl pro statistické vyhodnoceni pouzit Mann-Whitneyho U-test v programu Statistica
13.5 (TIBCO Software Inc., Tulsa, USA). Tento test umoznil srovnat dvé rizné skupiny a diky
této informaci vygenerovat primérnou intenzitu méfenych latek. U skupin CCI a Sham jsme
vyhodnocovali primérnou relativni intenzitu imunofluorescence pozitivnich oblasti v
cerveném spektru zareni fluorescenéniho mikroskopu ve srovndni s primérnou relativni

intenzitou fluorescence tkané intaktnich zvifat Naive.
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4. VYSLEDKY

4.1. Primérna intenzita fluorescence toll-like receptoru TLR9

Meéfili jsme intenzitu fluorescence znacenych proteinovych receptorit TLR9 na fixovanych

preparatech fezi mozkovou tkani.

7 dni

Obr. 10: Snimky fluoreskujicich ependymalnich bun¢k vykazujicich ptitomnost receptoru
TLRO u zvitat piezivajicich 3 dny a 7 dni, pfi¢emz A = barvivo TRITC fluoreskujici v Cervené
oblasti (znaceni proteintl) a B = barvivo Hoechst fluoreskujici v modré oblasti (znaceni

bunécnych jader)
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Nepiima dvoustupniovd imunohistochemickd detekce vzorki, néslednd analyza
vysledkti a statistické vyhodnoceni prokazaly, Ze po uplném poskozeni periferniho nervu
(sCCI) zistala hladina TLR9 na cytoplazmatické membrané oproti intaktnim zviratim
neménnd béhem prvniho dne a vyraznégji stoupla az 3. den. 7. a 14. den postupné klesala a
oproti témto dniim se jemn¢ zvedla az 21. den, intenzity 3. dne po zakroku uz vSak dosazeno
nebylo. Kontrolni skupina zvifat (Sham) oproti intaktnim jedinctim signifikantné klesla hned
prvni den, svého nejvys$iho stupné intenzity dosdhla 7. den a poté postupné klesala.
Nejvyraznéjsi rozdil mezi skupinami CCI a Sham byl zaznamenan 1., 7. a 21. den.

Prestoze jsme ocekavali narust, po celou dobu pozorovani dochazi spise k regulaci TLRO.

Graf 1: Primérna intenzita fluorescence receptoru TLR9
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CCI - zvifata, u nichz bylo provedeno chirurgické poSkozeni periferniho nervu

Sham - kontrolni zvitata, u nichz bylo provedeno obnazeni nervu

Naive - intaktni zvifata

* - signifikantni rozdil oproti naivu

t - signifikantni rozdil oproti Sham

1D - signifikantni rozdil oproti dané periodé na hladiné 5% (odlisnost od daného dne)
1DD - signifikantni rozdil oproti dané period¢ na hladiné 1%

usecka vedouci nahoru - smérodatna odchylka
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4.2. Prumérna intenzita fluorescence formyl-peptidového receptoru FPR2

Mg¢ftili jsme intenzitu fluorescence znacenych proteinovych receptorit FPR2 na fixovanych

preparatech fezit mozkovou tkéni.

Obr. 11: Snimky fluoreskujicich ependymalnich bun¢k vykazujicich pfitomnost receptoru
TLR2 u zvitat ptezivajicich 3 dny a 7 dni, pficemz A = barvivo TRITC fluoreskujici v €ervené
oblasti (znaceni proteintl) a B = barvivo Hoechst fluoreskujici v modré oblasti (znaceni

bunécnych jader)
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Vysledky prokézaly, Ze intenzita, pfimo imérné znacici ptitomnost FPR2 u skupiny
CCI, postupné stoupala hned od 1. dne az do dne 14, kde dosahla nejvyssi hodnoty. Ttetiho a
sedmého dne byla shledana znatelna odliSnost intenzity od hladiny v prvnim dni. Ve vSech
métenych dnech byl zaznamenén signifikantni rozdil oproti naivnim zvifatim. Intenzita v
kontrolni skupiné Sham znateln€ stoupla jiz prvni den, tfeti a sedmy den se s mensimi rozdily
drzela v podstaté na stejné trovni. Viditelné ptiblizeni zpét k naméfené hodnoté skupiny Naive
nastalo az 14. den, kdy intenzita mirn¢ klesla. 21. dne vSak opét narostla, coz se signifikantné
diferencovalo s intenzitou vSech ptedeslych dni. Signdlni nitrobunécna kaskada v rdmci FPR2

byla aktivovana.

Graf 2: Priimérn4 intenzita fluorescence receptoru FPR2
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5. DISKUZE

Traumatické poranéni periferniho nervu predstavuje vyznamny klinicky problém, ktery je ¢asto
spojen se zvySenou pravdépodobnosti télesného postizeni a trvalé invalidity. Prestoze periferni
nervy maji do urcité miry schopnost regenerovat, k regeneraci dochdzi velmi pomalu a k
dokonalé obnové funkce dochazi pouze v piipadech mirného traumatu. Obnova nervové funkce
po traumatu zavisi na tad¢ faktorti, jako je zejména stupenn poranéni a lokace poskozeného
nervu. Kritickym faktorem pro regeneraci je Wallerova degenerace, kterd se projevuje v
usecich axonu distalné od jeho pieruseni (Modrak et al., 2020). Wallerovu degeneraci lze
povazovat za sterilni zanétlivy proces postihujici Schwannovy buriky, ktery se projevuje
zvySenou produkei cytokind. Tyto cytokiny mohou stimulovat tvorbu proteinti neutrophind,
podilejicich se na regeneraci axonu. V distalnich segmentech poSkozeni axonu dale dochazi k
uvolnovani rozkladnych produkti, které mohou spoustét intracelularni odezvu prostednictvim
zvySeného vyskytu PRR receptorit TLR9 a FPR2 (Korimové and Dubovy, 2020). V poslednich
letech bylo zjisténo, ze v neurogenezi hraji vyznamnou roli i ependymalni buiky, které tvori
podptrnou bariéru mezi mozkovou tkani a mozkomi$snim mokem (Mokhtar et al., 2022).
Ependymalni buiiky se podili na rGstu a vyvoji nervovych bunék a pravdépodobné i na
proliferaci axoni a podpofe systémové odezvy organismu, pii diferenciaci neuronovych bunék
(Mokhtar et al., 2022).

V ramci této prace byla provedena série in vivo testd, ve kterych jsme sledovali mozny
vztah mezi zvySenou pfitomnosti PRR receptori TLR9 a FPR2 v ependymalnich buikach a
dobou, kterd uplynula od provedeného poskozeni periferniho nervu. Dosud neni znamo, Ze by
v ependymu dochdzelo k jejich zvySovani. Pomoci nepfimé dvoustupnové
imunohistochemické detekce vzorkt, nasledné analyzy vysledkt a statistického vyhodnoceni
jsme prokézali pfitomnost t€chto enzymi v cytoplasmée ependymalnich bunck. Zjistili jsme, Ze
poskozenim nervu se spusti proces, jehoz disledkem je aktivace téchto latek v rizném rozsahu.
Role receptoru TLR9 v regeneraci axonu zustava nejasnd, coz je v souladu s piedchozimi
studiemi (Korimova, Dubovy, 2020). Az na téméf nepatrné zvyseni béhem 3. dne po zakroku
hladina TLR9 béhem doby naSeho vyzkumu pomalu klesala, dochdzelo k postupnému
snizovani intenzity fluorescence. Dle toho bylo shledano, ze toll-like receptor 9 v souvislosti s
poranénim periferniho nervu nehraje zdsadni roli. Vysledky métfeni formyl-peptidového
receptoru FPRO vSak pfinesly jiné informace - jiz od prvniho dne vyzkumu hladina vyraznéji
stoupala a k jeji mirné regulaci doslo az 21. den. Tato reakce odpovida faktu, ze hladina FPR2

byla navysena pravé z diivodu poranéni periferniho nervu. Dokazuje to, zZe v piipad€ poskozeni
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periferniho nervu se jevi FPR2 jako dominantnéjs$i receptor, ktery je schopen Iépe
vyhodnocovat a signalizovat reakce spojené s touto situaci v ependymalnich bunkéch.
Vysledky naznacuji, ze formyl-peptidovy receptor FPR2 je zapojen do imunitni a
protizanétlivé reakce pii poranéni periferniho nervu.

Prokazali jsme, ze v cytoplazmé ependymalnich bun€k se nachazi PRR receptor FPR2,
jehoz mnozstvi se zvysi v piipadé poskozeni periferniho nervu. Cim déle poskozeni trva, tim
vice FPR2 je uvolilovano. Pro vyuziti téchto procesti by se do budoucna mohla nabizet moznost
ovlivnéni rychlosti regenerace distalnich ¢asti axonti formou stimulace tvorby tohoto receptoru.
Stale nevyjasnéna pak zlstava otdzka, jak se dostaly latky vyvolané imunitni reakci, kterd
probéhla ve velmi vzdaleném perifernim nervu, do tak specifické mozkové struktury, jako je

ependym.
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6. ZAVER

Nasim zdmérem bylo zjistit, zda v pfipadé poranéni periferniho nervu ependymalni bunky
vykazuji monitorovatelné zmény, které by pozdéji mohly mit vliv na pfipadnou regeneraci
nervu ¢i naopak poukdzat na dal$i komplikace spojené s poskozenim. Pomoci nepiimé
dvoustupiiové imunohistochemické detekce vzorkt, nasledna analyzy vysledku a statistického
vyhodnoceni jsme prokazali, ze v piipadé poranéni periferniho nervu se hladina TLRY v
epenymu vyznamné neméni. Na zaklad¢é téchto informaci muzeme usuzovat, Ze toll-like
receptor 9 v souvislosti s poranénim periferniho nervu nehraje zasadni roli. Naopak jsme
zjistili, ze hladina receptoru FPR2 postupné nartista jak u skupiny operovanych zvifat, tak u
kontrolnich jedinct, a to téméf ve vSech casovych periodach. Tento receptor kopiruje faze
Wallerovy degenerace - ¢im delsi je perioda, tim vétsi narQst intenzity jsme zaznamenali. To
znamena, ze s narustajicim ¢asovym usekem se uvoliiuje stale vice cytokint, které by mohly
mit vliv na nasledné protizdnétlivé reakce. Vysledky tedy nasvédcuji tomu, ze formyl-
peptidovy receptor FPR2 muze byt zapojen do imunitni a protizanétlivé reakce pfi poranéni
periferniho nervu.

Prokézali jsme, Ze receptor FPR2 je dominantni a slouZi k signalizaci rozpadovych produktii.

Na zavér mlzeme fici, ze zvySend produkce FPR2 je pfirozenou obrannou reakci organismu
na typ zmén, mezi které se fadi 1 poskozeni periferniho nervu. Piestoze je redlné klinickou
bolest po prodélani poranéni periferniho nervii chirurgicky utisit, zvySena ptitomnost FPR2
mize prokazovat to, Ze problém zplsobeny timto poranénim stale pietrvava a je tedy tfeba ho

intenzivné fesit.
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8. SEZNAM OBRAZKU

Vnitini prosttedi mozku (Lavrikova and Fontana, 2019)

: Schéma prufezu perifernim nervem (Burnett and Zager, 2004)
: Senzoricky nerv (Kenhub)
: Autonomni nerv (Kenhub)

2
3
4
5.
6
7
8

Neurapraxie

: Axonotmeze
: Neurotmeze

: Koaptace pahylt pferusen¢ho nervu

Snimky fezu mozkem pod fluorescen¢nim mikroskopem s vyzna¢enym ependymem

Obr. 10: Snimky fluoreskujicich ependymalnich bunék vykazujicich ptitomnost receptoru

TLRO u zvitat piezivajicich 3 dny a 7 dni

Obr. 11: Snimky fluoreskujicich ependymalnich bun€k vykazujicich pfitomnost receptoru

TLR2 u zvifat ptezivajicich 3 dny a 7 dni

9. SEZNAM GRAFU

Graf 1: Primérna intenzita fluorescence receptoru TLR9

Graf 2: Primérna intenzita fluorescence receptoru FPR2
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