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Souhrn

V predkladané praci je zpracovan komplexni pohled na problematiku role proteina-
zami aktivovanych receptort (PARs) v patogenezi nemoci CNS a ¢aste¢né téz nemoci
nadorovych.

Z vysledku této prace studie vyplyva, ze koncentrace PAR2 v mozkomi$nim moku nelze
povazovat za marker neuronalniho poskozeni ani marker typicky pro jednotlivd neurode-
generativni onemocnéni. Exprese a aktivita PAR2 v CNS vSak miize v pripadé lidskych
neurodegenerativnich onemocnéni odrazet aktivitu téchto onemocnéni.

Pro studium role PAR2 v patogenezi neurodegenerativnich onemocnéni charakterizova-
nych poskozenim bilé hmoty a oligodendrocytt je zdsadni presny morfologicky popis pato-
logie jednotlivych onemocnéni. Ve studii zaméfené na patologii onemocnéni motorického
neuronu jsme prokazali, Ze s degeneraci bilé hmoty kortikospindlnich provazct dochézi
k reaktivni mobilizaci oligodendrocytii. Déle jsme potvrdili existenci nové varianty mno-
hotné systémové atrofie (MSA), atypické MSA, charakterizované specifickou degeneraci
hipokampalnich neurond. Z hlediska PAR2 je dtlezita role kallikrein 6-PAR2 systému,
jehoz aktivita snizuje agregaci a-synukleinu a mtZe byt v pfipadé MSA deficientni. Lze
predpokladat, ze predominantni deficience aktivity kallikrein 6-PAR2 systému v hipo-
kampu muiZe byt jednim z faktort, ktery umozni vznik neurondlnich inkluzi a-synukleinu
u atypické MSA.

Dale jsme diskutovali vztah PAR2 a proteint spojenych s neurodegenerativnimi onemoc-
nénimi, které mohou do uréité miry sdilet spolecné cesty a mediatory endosomalné-lyzo-
somalni degradace. Dysfunkce téchto mechanismu tak miize pfispivat k defektni degradaci
¢i abnormalnimu transportu dalsich proteint zahrnujcich produkty $tépeni amyloidového
prekurzorového proteinu, protein tau, a-synuklein ¢i TDP-43 a je tak mozné, Ze se zvy$end
aktivita PARs tak muze neptimo spolupodilet na naruseni proteostazy burky.

Pti hodnoceni funkce PARs v in vivo a in vitro modelech patogeneze neurodegenerativnich
a dalsich, zejména nadorovych, onemocnéni je nutné zohlednit celou fadu faktort zahrnu-
jicich interakce PARs a aktivitu proteinaz a jejich inhibitort, protoze tyto modely jsou casto
zatizeny selektivitou uzitych metod aktivace ¢i inhibice aktivity PARs a nasledné analyzy
indukovanych signalnich funkci a vysledného, ¢asto komplexniho, fenotypu.

Pouze presna charakterizace exprese PARs, jejich signalnich aktivit, aktivity proteinaz a
jejich inhibitort a presna specifikace danych onemocnéni na morfologické a nasledné
funkéni drovni umozni potencidlni tspé$nou modifikaci téchto déju v ramci terapie fady
onemocnéni, zejména nadorovych a zdnétlivych, na jejichz patogenezi se PARs vyznamné

podileji.
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Summary

This Thesis discusses the complex topic of the role of proteinase-activated receptors (PARs)
in the physiology and pathophysiology of central nervous system diseases, and to some
extent, the role of PARs in cancer pathobiology.

Based on the results from this Thesis, we can conclude that PAR2 levels in the CSF do not
track neuronal damage; therefore, PAR2 cannot be used as a marker of neuronal damage.
Expression and activity of PAR2 in the brain appears to be mostly related to the activity of
the disease process itself.

To study the role of PAR2 in neurodegenerative diseases characterized by white matter and
oligodendrocyte degeneration, a precise morphological descritption of individual diseases
is essential. In the study aimed pathology of motor neuron disease we found reactive incre-
ase in oligodendrocyte density in corticospinal tracts in reaction to white matter damage.
In other study we confirmed the existence of a new variant of multiple system atrophy,
atypical MSA (aMSA) charcterized by specific degenration of hippocampal neurons. Since
the activity of kallikrein 6-PAR2 axis attenuates a-synuclein aggregation, its deficiency in
hippocampus may be a prerequisite for its dominant degeneration leading to the develop-
mant of a-synuclein neuronal inclusions and aMSA phenotype.

Regarding the degradation of PAR2, we discussed that certain degradation pathways may be
shared with PAR2 and other proteins associated with neurodegenerative processes that may
share common mechanisms of degradation in endosomal-lysosomal pathway. Therefore,
dysfunction of these mechanisms may lead to a pathological accumulation of aggregation-
-prone, proteins, such as amyloid precursor protein, tau, a-synuclein, or TDP-43. Enhanced
PAR? activity may thus indirectly contribute to disruption of cellular proteostasis.

When evaluating role of PARs in neurodegenerative and other diseases, it is important to
consider complex interactions between PARs and proteinases and their inhibitors in both
in vivo and in vitro model systems that are limited by selective use of different methods
of PAR activity assessment and of often multifaceted PAR-activity related phenotype.
Only a precise characterization of PARs expression, PARs-associated signaling pathways,
organ specific proteinases, and their inhibitors, along with a precise understanding of the
structural-functional aspects of the associated diseases will allow for further development
of tools to specifically modulate PARs-associated physiological and pathophysiological
events. This may eventually lead to a successful treatment for many of serious diseases,

mainly neoplastic and inflammatory, which are largely associated with PAR activity.
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1 Uvod

Proteindzy a proteindzami aktivované receptory se podili na udrzovani homeostazy jed-
notlivych bunék a v kone¢ném dtisledku celého organismu. Kromé zapojeni v celé fadé
fyziologickych funkci se proteinazy a proteindzami aktivované receptory podili na kom-
plexni patogenezi patofyziologickych déjii zahrnujicich poruchy hemostazy, patogenezi
fibrotizujicich onemocnéni, imunopatologickych reakci, zanétlivych, neurodegenerativnich

a nddorovych onemocnéni.

1.1 Proteinazami aktivované receptory

Proteindzami aktivované receptory (PARs) patti do superrodiny transmembranovych re-
ceptorll spfazenymi s G-proteiny (G-protein coupled receptors, GPCRs). Doposud byly
popsany ¢tyii podtypy PARs: PAR1 (Rasmussen et al. 1991; Vu et al. 1991), PAR2 (Nystedt
et al. 1994), PAR3 (Ishihara et al. 1997) a PAR4 (Kahn et al. 1998a; Xu et al. 1998), které
se li8i specificitou pro proteindzy a charakterem signalnich kaskad nasledujicich po jejich
aktivaci.

Proteindzami aktivované receptory jsou, podobné jako dalsi GPCRs, tvoreny sedmi tran-
smembranovymi a-helikdlnimi doménami (TM1-TM7), extraceluldarnim N-koncem a
intracelularnim C-koncem. Soucasti N-konce je signalni peptid o délce 17-26 aminokyselin
a propeptid o délce 11-30 aminokyselin. Mezi transmembranovymi doménami jsou tfi
intraceluldrni (i1-i3) a tfi extracelularni (el-e3) klicky, intracelularni C-konec je délky
13-51 aminokyselin. Tercidrni struktura PARs je stabilizovana disulfidovou vazbou mezi
cysteiny TM2 a e2 klicky (Adams et al. 2011b).

Posttransla¢ni modifikace PARs zahrnuji N-glykosylaci N-konce, 2 a 3, ubiquitinylace a
fosforylace na C-konci a i1-i3 a palmitoylace na C-konci.

Soucdasti N-konci tzv. trombin-senzitivnich PARs, PAR1 a PAR3, jsou hirudinové domény,
které usnadiiuji vazbu trombinu, tieti trombin-sensitivini PAR, PAR4, ale hirudinovou do-
ménu neobsahuje a vazba trombinu na PAR4 je proto nizkoafinitni a rychlost jeho disociace
z PAR4 je snizena (Kahn et al. 1998b).

1.1.1  Aktivace PARs

Proteindzy interaguji s N-koncem PARSs, ktery v jeho specifické sekvenci rozstépi, ¢imz
dojde ke vzniku intrinsického neoligandu, tzv. vazaného (tethered) ligandu (TL), ktery se
ireverzibilné vaze na e2 klicku PAR a tim jej aktivuje. PARs tak Ize charakterizovat nejen
vazebnym mistem a afinitou pro danou proteinazu, ale také sekvenci na N-konci, kterou

proteinaza $tépi a kterd je pro jednotlivé PARs specificka (Adams et al. 2011b).

1.1.2  Signdlni mechanismy PARs a regulace jejich aktivity



Proteindzami aktivované receptory jsou spfazeny s Ga,, Ga,, Ga, a Ga,, , podjednotkami
G-proteinti (Gieseler 2013). Systémy druhych poslii zahrnuji aktivaci (pro Ga) ¢i inhibici
(pro Ga,) adenylat cyklazy, ktera katalyzuje syntézu cAMP, ktery aktivuje protein kindzu
A (PKA) a mitogeny-aktivované proteinkinazy (MAPK), které déle ovliviiuji komplexni
bunécné déjé veetné genové exprese. Aktivace Ga, stimuluje fosfolipdzu C, které katalyzuje
vznik inositol-3-fosfétu (IP,) a diacylglycerolu (DAG). Vazba IP, na receptory na hladkém
endoplasmatickém retikulu indukuje uvolnéni zde deponovaného kalcia, které, mimojiné,
spolu s DAG aktivuje protein kindzu C (PKC). Aktivita Ga ,, ,
tivitu RhoA a RhoGEEF, které aktivuji dal$i systémy kindz (Siehler 2009, Gieseler 2013).

Regulace aktivity PARs spociva jednak ve vazbé P-arrestinti na C-konec PAR fosforylo-

podjednotky indukuje ak-

vaného aktivitou PKA, PKC ¢i tzv. kindzami asociovanymi s GPCRs (GRKs). Fosforylace
C-konce a vazba P-arrestinu zamezi interakci PAR s G-proteinem a zaroven indukuje
vznik clathrinového internaliza¢niho komplexu potfebného pro downregulaci ireverzi-
bilné aktivovaného PAR. Vazba B-arrestinu byla popsana pro PAR2, PAR1 s p-arrestinem
neinteraguje a sestaveni internaliza¢niho komplexu probihd pomoci jinych adaptorovych
proteintl. Po své internalizaci jsou PARs degradovany v lyzosomech, k recyklaci ireverzi-

bilné aktivovanych PARs nejspiSe nedochdzi (Ramachandran 2012).

1.2 Uloha PARs v patofyziologii organovych systémii

1.2.1 Kardiovaskuldrni systém a hemostdza

Exprese PARs v kardiovaskuldrnim systému byla prokdzana na endoteliich, krevnich des-
tickach, hladkych svalovych bunkéch i fibroblastech. Endotelové bunky exprimuji PARI,
PAR2 a PAR4 a bunky hladké svaloviny PARI a PAR2. Fyziologicky vyznam PARs v kardi-
ovaskularnim systému se tak opird predevsim o regulaci tonu cév, zejména pres trombinem
indukovanou aktivitu NO syntazy. Tonus cév je aktivitou PARs modulovan komplexné:
PAR1 ma pti endotelidlni dysfunkci vasokonstrikéni efekt, naproti tomu aktivace PAR2 a
PAR4 ma efekt vasorelaxa¢ni (Alberelli a De Candia 2014). Kromé cévni stény je exprese
PARs diilezita pro patofyziologii myokardu; aktivita PAR1 md potencujici vliv na fibrézu
myokardu (Sonin et al. 2013) a na na modelu virové myokarditidy byl prokazan toxicky
efekt PAR2 (Weithauser et al. 2013). Kromé trombinu je ligandem PARI také aktivovany
protein C (APC). Vliv PAR1 na endotelidlni funkce je dualni: aktivace PARI trombinem
indukuje zvyseni permeability endotelialni bariéry, zatimco aktivace PAR1 APC endoteli-
alni bariéru stabilizuje (Griffin et al. 2015).

Na krevnich desti¢kach jsou exprimovany PAR1 a PAR4, které slouzi jako receptory pro
trombin. Jejich aktivace vede k syntéze tromboxanti, degranulaci a agregaci krevnich des-

ticek a vzniku trombu (Coughlin 2005). Dominantni vliv ma aktivace PARI, a proto jiz



byly vyvinuty preparaty, inhibitory PAR1, obecné oznac¢ované jako “paxary” (French et al.
2015).

1.2.2 Respiracni systém

V patofyziologii respira¢niho systému je dtilezita role PAR2 v potenciaci alergické senzi-
tizace, kromé toho byl popsadn vyznamny vliv PARI a PAR2 na patogenezi plicni fibrozy.
Zapojeni PAR1 a PAR2 do fibrogenniho procesu je znaéné komplexni a zahrnuje stimulaci
sekrece TGF, podil na indukci epitelomezenchymalni transdiferenciace, aktivaci myofib-
roblastt v myofibroblastickych fokusech a komplexni interakce s proteindzami koagula¢ni
kaskady. Proteindzami aktivované receptory se tak vyznamné podili na ireverzibilnich
prestavbovych procesech plicni tkané zahrnujici kromé idiopatické plicni fibrozy také
zmény spojené s asthma bronchiale a chronickou obstrukéni bronchopulmonélni nemoci
(Jose 2014, Matej 2014).

1.2.3 Gastrointestindlni systém

V rédmci trévictho traktu jsou PARs exprimovany ubikvitné: epiteliemi stfevni vystelky a
duktii pankreatobilidarniho systému, acinarnimi burikami pankreatu, burikami hladké svalo-
viny i enterického nervového systému (Kawabata 2008). Nejlépe prozkoumand je role PARs
v patogenezi zanétlivych onemocnéni traviciho traktu, zejména akutni pankreatitidy. Zde
se predpokladd dominujici vliv PAR2 jako trypsinového receptoru jehoz aberantni exprese
Kromé vztahu k akutni pankreatitidé byla popsdna prozanétlivd role PAR2 v patogenezi
bakteridlnich zanétd, zejména u poskozeni stfevni sliznice indukované toxinem Clostridium
difficile (Cottrell 2007). Na modelu IBD a ischemické kolitidy byl v$ak prokazan opacny,
protektivni, vliv PAR2 (Kawabata 2008).

1.2.4 Urogenitdlni systém

V patogenezi onemocnéni ledvin a vyvodnych cest moc¢ovych byla na modelu ischemic-
kého poskozeni ledvin prokazana toxicka role PAR1 (Sevastos 2007); toxicka role PAR1 a
PAR?2 byla také prokdzana na modelu akutni glomerulonefritidy (Cunningham et al. 2000;
Moussa et al. 2007). Aktivita PAR2 je rovnéZ spojovana s patogenezi rendlni fibrozy, nejspise
aktivaci signalizace asociované s TGFP (Chung et al. 2013).

Propojeni aktivity PARs a aktivity proteinaz koagula¢ni kaskady je dulezité v patologii
téhotenstvi. PARI a PAR3 jsou dtileZité pro vyvoj trofoblastu a placentaci; snizend exprese
PAR1 byla dokonce asociovéna s opakovanymi potraty (Grisaru-Granovsky et al. 2015).

Rovnéz je zkoumana role PARI v patogenezi preeklampsie (Zhao et al. 2012).

1.2.5 Pohybovy systém

V nemocich muskuloskeletalniho systému se aktivita PARs uplatiuje zejména v patoge-



nezi artropatif a to jak v pripadé degenerativni osteoartrézy tak i zanétlivych artropatii
(Vergnolle 2009). V téchto pripadech je patogeneticky proces asociovan s prozanétlivou a
pronociceptivni aktivitou PAR2, kterd je sniZena inhibici aktivace PAR2; inhibice PAR?2 je

tak slibnou cestou mozné terapie revmatologickych onemocnéni (Neumann et al 2014).

1.2.6  Nddorovd onemocnéni

Vétsina nadorti exprimuje PARs, zejména PAR1 a PAR2, méné pak PAR3 a PAR4 (Elste
a Petersen 2010). Pfitomnost PARs na nadorovych bunkach, stromalnich elementech,
endoteliich ¢i nervovych zakoncenich a jejich interakce s trombinem, MMPs, kallikreiny
a dal$imi proteindzami jsou dtilezitymi faktory pro rozvoj invazivniho a metastatické-
ho potencidlu nddorovych bunék a pro vznik nddorové bolesti (Kularathna et al. 2014).
Vysledny fenotyp nadorovych bunék je tak dan slozitou interakci mezi proteinazami a PARs
exprimovanymi na nddorovych bunkach a bunikach nenadorovych (stroma, epitelie, buniky
imunitniho systému) (Matej et al. 2012a).

Prevazné proonkogenni role PARs, zejména PAR1 a PAR2, byla prokdzana pro celou fadu
nadorovych onemocnéni zahrnujici karcinomy traviciho traktu a jeho pridatnych Zlaz, prsu,

plic, maligniho melanomu i gliom.

1.2.7  Periferni nervovy systém

Na urovni periferniho nervového systému je dobfe popsana role PAR2 v modulaci noci-
cepce (Vergnolle 2009). Zejména se jednd o jeho pronociceptivni ptsobeni u pankreatické
a nddorové bolesti (Ceppa 2011, Bao 2015).

13 Uloha PARs v patofyziologii centralniho nervového systému

Ptitomnost vSech ¢tyf typi PARs v centralnim nervovém systému (CNS) byla prokazana
u potkant, pri¢emz PARI je exprimovan nejvice v neuronech hipokampu, kortikalnich
oblastech, thalamu, hypothalamu, striatu a amygdale (Junge et al. 2004). PAR2 a PAR3 jsou
ve zvySené mife exprimovany ve vSech vrstvach mozkové kiry, hipokampu, medidlnich
habenularnich jadrech, centralnich jadrech amygdaly, ventralnich jadrech thalamu, hypo-
thalamu a ve striatu. Podobny expresni profil md i PAR4 (Bushell et al. 2006; D‘Andrea et
al. 1998; Striggow et al. 2001).

Funkce PARs v CNS je zna¢né komplexni a odviji se od slozité intrakce mezi proteinazami,
které mohou byt vii¢i CNS exogenni, tzn. z krevni plasmy (koagulaéni faktory, pankreatické
proteindzy, mikrobialni proteinazy) ¢i endogenni, syntetizované ,,uvnitt“ hematoencefalic-

ké bariéry neurony, glidlnimi elementy a bunikami imunitniho systému.

1.3.1 Vaskuldrni patologie CNS
Na modelech ischemického a hemoragického postizeni CNS byla prokazana toxicka role

PARI, kterd je velmi tésné asociovana s piisobenim vysokych koncentraci exogenniho



trombinu. SniZeni exprese ¢i aktivity PARI je spojovana s redukei objemu infarktovych lozi-
sek, snizeni apoptdzy neuront a méné zdvaznym neurologickym deficitem (Wang 2012).
Na rozdil od PARL1 je aktivita PAR2 v patogenezi vaskuldrnich 1ézi spiSe protektivni a jeho

exprese a aktivita je asociovana s mens$im objemem infarktovych lozisek (Jin 2005).

1.3.2  Alzheimerova nemoc

Vztah mezi patogenezi Alzheimerovy nemoci a PARs je zfejmy z tésné asociace mezi ak-
tivitou trombin-senzitivnich PARs, PAR1 a PAR4, s agregaci tau proteinu (Suo 2003a) a
indukei sekrece prozanétlivého TNFa mikroglii (Suo 2003b).

Role PAR2 u Alzheimerovy nemoci je dudlni, neuroprotektivni i toxicka. V tomto pripadé
je pro vysledny efekt dulezité, zda je aktivita PAR2 vdzana na neurony ¢i astrocyty. Aktivita
PAR?2 na neuronech je spide neuroprotektivni, zatimco aktivace PAR2 na astrocytech je
spiSe neurotoxicka (Afkhami-Goli 2007).

Kromé vlastnich PARs je v patogenezi Alzheimerovy nemoci zajimava role nékterych pro-
teinaz, které jsou schopny $tépit APP, napiiklad trypsinu IV (Wang 2008). Ten muze aktivo-
vat PARs, nicméné vztah mezi ¢isté ,,digestivni® a signdlni funkci trypsinu IV v patogenezi

Alzheimerovy nemoci neni zatim znam.

1.3.3 Parkinsonova nemoc

Toxicka i protektivni role aktivity PARs byla prokazana jak v in vitro studiich tak i na ani-
malnich modelech degenerace dopaminergnich neuront substantia nigra a na vzorcich
z mozki pacientt s Parkinsonovou nemoci. Podobné jako u vaskuldrnich 1ézi, i zde mize
mit na degeneraci dopaminergnich neuront vliv aberantni aktivita trombinu a jeho recep-
tortt (PARI a PAR4). Vysledny fenotyp je v tomto ptipadé zavisly na koncentraci a délce
expozice trombinu (Cannon 2007). Kromé trombinu se v patogenezi Parkinsonovy nemoci
mohou uplatniovat tkanové metaloproteinazy (MMP), jejichz exprese je byt indukovana
toxickym ptlisobenim a-synukleinu a spolu se sekreci prozanétlivych cytokint tak mohou
MMP prispivat k degeneraci dopaminergnich neuronti a synapsi (Lee 2010). Toxicky efekt
byl prokazan nejen pro PARI, eventualné PAR4, ale i pro PAR2, jehoz exprese je v mozcich
pacientti s Parkinsonovou nemoci variabilni a li$i se v zavislosti na anatomické lokalizaci i
stadiu onemocnéni a Ize tedy predpokladat, ze aktivita PAR2 a jeho interakce s aktivujicimi
a inaktivujicimi proteindzami ma velmi komplexni vliv na priibéh patogeneze Parkinsonovy

nemoci (Hurley 2015).

1.3.4  Prionovd onemocnéni
Role PARs v patogenezi prionovych onemocnéni je nezndma. Dostupna studie na my$im
modelu prionového onemocnéni s vyrazenym genem pro PAR2 v$ak poukazuje na mozny

modulujici vliv PAR2 na pribéh onemocnéni. Na mys$im modelu prionového onemocnéni



s vyfazenym genem pro PAR2 byla absence PAR2 spojena s pozdéj$im néstupem priznaka

a del$im prezivanim (Matej 2012b).

1.3.5 Demyelinizujici onemocnéni

Demyelinizujici onemocnéni jsou charakterizované degeneraci myelinu, oligodendrocyta
a Casto (auto)imunitni komponentou. Vliv aktivity PARs se tak miiZe v patogenezi demye-
linizace projevit na nékolika irovnich. Typickym experimentdlnim modelem demyelini-
zujicich onemocnéni, respektive roztrousené sklerézy mozkomisni (RS), je experimentalni
autoimunitni encefalitida (EAE). U EAE byl prokazan toxicky efekt PAR1, typicky v akutni
fazi, kdy je narusena hematoencefalicka bariéra a v bilé hmot¢ je proto zvysena koncentrace
trombinu (Kim 2015). Kromé trombinu vSak mize s PARI interagovat také APC jehoz
pusobeni mé naopak spise protektivni vliv (Feistrizer 2005).

V patogenezi postizeni bilé hmoty ma diilezitou roli také PAR1 exprimovany na oligoden-
drocytech. PAR1 miize byt aktivovan kallikreinem-6 a tato interakce vedla k poskozeni
oligodendroglie a nasledné také bilé hmoty (Burda 2013).

Role PAR2 u demyelinizujicich onemocnéni byla podrobné prozkoumana jak na modelové
EAE tak i ve vzorcich CNS z pacientt s RS (Noorbakhsh et al. 2006). V této studii byl pro-
kazan toxicky efekt aktivity PAR2, ktera byla spojena s aktivaci mikroglie, indukei aktivity
NO syntdzy a sekreci prozanétlivych cytokinii.

1.3.6  Onemocnéni motorického neuronu

Zatim jedinou studif zabyvajici se vztahem PARs a patogenezi onemocnéni motorického
neuronu byla studie na mysich s mutovanou superoxid dismutazou 1 (SOD1) (Zhong
2009). V této studii byl prokazan protektivni vliv APC, ktery, sniZil expresi mutované
SOD], snizil aktivitu oxida¢niho poskozeni a nasledné také zlepsil neurologicky profil.
Na patogenezi onemocnéni motorického neuronu se viak nepodili pouze degenerace neu-
rond, ale také dysfunkce oligodendrocyt (Philips 2013), které se tak mohou nezavisle
podilet na degeneraci bilé hmoty i neuront v rdmci patogeneze onemocnéni motorického

neuronu.

1.3.7 HIV-asociovand encefalopatie

V mozcich pacient s HIV encefalitidou byla oproti neurologicky zdravym kontroldm
a ptipadim roztrousené skler6zy mozkomisni zjisténa zvysena koncentrace trombinu a
zvy$end exprese PARI na astrocytech. Toxicky vliv PAR1 byl nésledné na mysich demon-
strovan intrastriatalni aplikaci PAR1-agonisty, které indukovalo astrocytozu a zanétlivé
zmény v CNS (Boven et al. 2003).

Na rozdil od toxické role PAR1 byla pro PAR2 prokazana role protektivni. Aktivita PAR2

byla spojena se zvySenou expresi TNFa a chranila neurony pred neurotoxicitou induko-



vanou proteinem Tat, ktery je kodovan HIV a ktery podporuje transkripci virové RNA
(Noorbakhsh 2005).

1.4 Terapeutické aspekty

Komplexni role PARs v patogenezi fady onemocnéni vybizi k jeji modulaci pomoci farma-
kologickych pristuptl. Je to ale pravé komplexita interakce PARs a proteinaz a aktivovanych
signélnich kaskdd, ktera znesnadnuje specifické zacileni na aktivitu jednotlivych PARs.
Zatim jedinym prepardtem schvalenym pro humdnni farmakologické vyuZiti je vorapaxar,
inhibitor PAR1, ktery je indikovan v ramci prevence tromboembolické nemoci (French
2015).

Dalsi vyuziti farmakologického ovlivnéni aktivity PARs lze ocekavat u 1é¢by onemocnéni
muskuloskeletalniho systému a 1é¢by bolesti a jako moznou souc¢ast komplexni onkologické

1é¢by vybranych naddorovych onemocnéni.

2 Hypotézy a cile prace

2.1 Popis zmén koncentrace PAR2 v mozkomi$nim moku u neuropatolo-
gicky definovanych neurodegenerativnich onemocnéni a jejich vztah k rutinné
uzivanym biomarkertim.

Hypotéza H1: Hodnoty koncentrace PAR2 v mozkomisnim moku koreluji s pritomnosti
proteinu 14-3-3 a celkového tau jako markert neuronalniho poskozeni u rychle progredu-

jicich neurodegenerativnich onemocnéni.

2.2 Charakterizace oligodendroglialni reakce u onemocnéni motorického
neuronu s inkluzemi proteinu TDP-43 jako model pro nasledné studie role PAR2
a dalsich typa PARs v kontextu oligodendroglialni patologie.

Hypotéza H2: Degenerace glie a neuront charakterizovand pfitomnosti inkluzi proteinu

TDP-43 u onemocnéni motorického neuronu je spojena s reakci oligodendrocyta.

23 Charakterizace topografie patologie a-synukleinu u atypické formy
mnohotné systémové atrofie jako synukleinopatie s tésnym vztahem k patologii
crystallinii a potencialni protektivni funkci PAR2.

Hypotéza H3: MSA existuje kromé klasické cerebelarni a parkinsonské formy ve for-
mé atypické charakterizované kognitivnim deficitem a specifickou topografii patologie

a-synukleinu.

24 Zdiiraznéni problematiky komplexity funkce PAR2 v patogenezi nado-
rovych onemocnéni



25 Piehled problematiky role PARs u neurodegenerativnich onemocnéni
jako komplexnich ¢lenti patogenetickych drah Gcastnicich se jak neuroprotek-

tivnich tak i neurotoxickych déju.

3 Material a metody

3.1 Vzorky mozkomis$niho moku

Pro tcely studie zabyvajici se koncentraci PAR2 v mozkomi$nim moku u definovanych
neurodegenerativnich onemocnéni byly analyzovany vzorky mozkomi$niho moku pa-
cientd s neuropatologicky ovérenymi diagnézami neurodegenerativnich onemocnéni.
Celkem bylo analyzovano 59 ptipadu (n=59), z toho 36 bylo diagnostikovano jako prionové
onemocnéni (n=36; muzi 12, Zeny 24; primérny vék 63 pti rozpéti 39-81 let) zahrnujici
sporadickou i hereditdrni Creutzfeldtovu-Jakobovu nemoc a Gerstmanntiv-Strausslerav-
Scheinkertiv syndrom a 23 pripadil (n=23) bylo diagnostikovano jako jind neurodege-
nerativni onemocnéni zahrnujici Alzheimerovu nemoc (n=6; M 4, F 2; vék 71 [53-90]),
progresivni supranukledrni obrnu (n=2; M 1, F 1; vék 64 a 89 let), frontotemporalni lobarni
degeneraci s TDP-43-pozitivnimi inkluzemi (FTLD-TDP; n=11; M 7, F 4; vék 71 [53-90])
a vaskularni demenci (n=4; M 3, F 1; vék 71 [62-79]).

3.2 Vzorky mozkové tkané

Analyza probihala na vzorcich ze standardizované odebranych oblasti mozkii a michy
fixovanych v 10 % formalinu a zalitych do parafinu.

Pro ucely studie na pripadech onemocnéni motorického neuronu byly zhodnoceny fezy
z kréni a lumbélni michy a z motorické kiry a to v oblasti pfednich roht a postrannich
laterdlni sklerdzy (medidn véku 64, rozpéti 49-73) a 7 kontrolnich subjektii (n=7) (median
véku 38, rozpéti 21-84).

Pro tcely studie na pripadech atypické mnohotné systémové atrofie byly zhodnoceny fezy
z tempordlni a frontdln{ kary a hipokampu; zde byla hodnocena kura v celé $ifi véetné
subkortikalni bilé hmoty, v hipokampu byly hodnoceny gyrus dentatus a pole CA1-CA4 a

oblast pre-/subicula s navazujici entorhinalni kiirou.

33 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Koncentrace celkového tau (h-Tau), fosforylovaného tau (p-tau), amyloidu [3“7 1 @ PAR2
byly stanoveny pomoci ELISA kit INNOGENICS® INNOTEST® hTAU Ag, kat. ¢. #80323,
INNOTEST® PHOSPHO-TAU(181P), kat. ¢. 80317, INNOTEST® B-AMYLOID(1-42), kat.
¢. 80324 a USCN ELISA Kit for PAR-2, kat. ¢. SEA852Hu). Zhodnoceni koncetrace bylo



provedeno pomoci desti¢kového spektrofotometru BioTek ELx800 pti detek¢énim spektru
450 nm.

34 Western blotting

Status proteinu 14-3-3 byl stanoven pomoci vertikdlni diskontinualni elektroforézy (SDS-
PAGE) nésledované transferem na nitrocelulézovou membranu a inkubaci s primarni
polyklonalni protilatkou proti proteinu 14-3-3 (K-19, IgG; Santa Cruz Biotechnology; kat.
¢. s¢-629) a poté odpovidajici sekundarni protilatkou (IgG goat-anti-rabbit-HRP; Santa
Cruz Biotechnology, kat. ¢. sc-2004;). Nésledna detekce signalu byla provedena pomoci
chemiluminiscen¢niho kitu ECL Plus (Pierce®, kat. ¢. 32132).

3.5 Imunohistochemicka analyza

Imunohistochemicka analyza byla provadéna na fezech z formalinem fixovanych a do
parafinu zalitych bloki z vy$e uvedenych oblasti mozku a michy. Pouzity byly protilatky
proti TPPP/p25 (monoklonalni, 1:1000; Hoftberger et al. 2010), p62 (monoklondlni, 1:500,
BD Biosciences), fosfo-TDP-43 (pTDP-43, monoklonalni, pS409/410, 1:2000, Cosmo Bio),
myelin-bazickému proteinu (MBP, polyklondlni 1:200, DAKO) a a-synukleinu (monoklo-
nalni, klon 5G4, 1:2000, Roboscreen). K detekci byl pouzit systém peroxidaza-diamino-
benzidin (EnVision, DAKO).

3.6 Konfokalni laserova mikroskopie

Pro analyzu exprese a kolokaliza¢ni analyzu byla pouzita polyklonalni protilatka anti-T-
PPP/p25 (1:3000; Haider et al. 2010) s Alexa Fluor 488 (goat-anti-rabbit, 1:200, Jackson
Immuno Research Laboratories Inc.) a monoklondlni protilatka anti-pTDP-43 s Cy3 (goat-
-anti-mouse, 1:100, Jackson Immuno Research Laboratories Inc.). Jadra byla znazornéna
pomoci TO-PRO 3 (1:8000, Molecular Probes Europe BV). K excitaci byly pouzity Ar-488
nm a He/Ne-550 nm lasery a imunofluorescen¢ni signdl byl analyzovan pomoci konfokal-
ntho mikroskopu Leica TCS SP5 (Leica Microsystems GmbH) s objektivem HCX PL APO
40x%/1.2-0.75 Oil CS.

3.7 Analyza denzity oligodendrocyti a inkluzi

Pocet TPPP/p25-imunoreaktivnich oligodendrocyti byl stanoven pomoci okuldrové miiz-
ky na svételném mikroskopu Olympus BX51, ktera pti zvétSeni 400x pokryla oblast 0,25
x 0,25 mm (0,0625 mm?). Z kazdého analyzovaného fezu bylo hodnoceno celkem 16 pol,
¢imz byla pokryta oblast o velikosti 1 mm? (0,0625 x 16). Pocet p62- a pTDP-43-imuno-
reaktivnich inkluzi na 1 mm? byl stanoven v postrannich mi$nich provazcich a prednich

rozich mi$nich. V motorické kire bylo mnozstvi p62- a pTDP-43-imunoreaktivnich inkluzi



zhodnoceno semikvantitativiné pomoci ¢tyfstupniové skaly (-/+/++/+++).
U studie zabyvajici se patologii a-synukleinu u atypickych ptipadi MSA bylo mnozstvi
inkluzi viditelnych ve standardnim barveni hematoxylin-eosinem a a-synuklein-imuno-

reaktivnich inkluzi hodnoceno semikvantitativné (-/+/++/+++).

3.8 Denzitometrie MBP

Rezy z michy oznagené protildtkou proti MBP byly naskenovany pomoci digitdlniho skene-
ru (NanoZoomer 2.0-HT: C9600-13; Hamamatsu Photonics K.K.). Vlastni denzitometricka
analyza byla provedena pomoci programu Image]J (Image] v. 1.47q; W. S. Rasband; National
Institutes of Health). Vybrané oblasti byly ve zvétSeni 400x importovany do programu
Image], kde byly prevedeny na 8bitovou skalu $edi. Vlastni denzitometricka analyza pak
byla provedena za uziti konstantni hodnoty stupné Sedi pro véechny obrazy jako prahové
hodnoty pro pozitivitu MBP reakce. Vysledné hodnoty byly ziskany jako tzv. integrovand
denzita, hodnota, ktera lépe zohlednuje rozdliné hodnoty stupné $edi jednotlivych pixela

v oblasti zajmu a 1épe tak reflektuje nehomogenni intenzitu MBP imunoreaktivity.

3.9 Statisticka analyza

Homogenita rozptylu a normalita jednotlivych skupin v rdmci provadénych experimentt
byly otestovany pomoci Shapirova-Wilkova testu, respektive Levenova testu a analyzou
Q-Q grafu. Vzhledem nehomogennimu rozlozeni analyzovanych skupin byla platnost alter-
nativnich hypotéz testovana neparametrickymi testy (Manntv-Whitneytv test, Kruskalltv-
Wallistiv test s Bonferroniho korekei a Spearmantv korela¢ni test). Kategorické proménné
byly analyzovany pomoci Fisherova testu v 2x2 kontingen¢ni tabulce. Pro vSechny testy

byla hodnota p < 0,05 povazovana za statisticky vyznamnou.

4 Vysledky

4.1 Popis zmén koncentrace PAR2 v mozkomi$nim moku u neuropatolo-
gicky definovanych neurodegenerativnich onemocnéni a jejich vztah k rutinné
uzivanym biomarkertim.

ROHAN, Z,, et al. Proteinase-activated receptor 2 and disease biomarkers in cerebrospinal
fluid in cases with autopsy-confirmed prion diseases and other neurodegenerative diseases.
BMC Neurol, 2015, 15, 50. [IF 2014: 2,0]

4.2 Charakterizace oligodendroglialni reakce u onemocnéni motorického
neuronu s inkluzemi proteinu TDP-43 jako model pro nasledné studie role PAR2
a dalsich typi PARs v kontextu oligodendroglialni patologie.
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ROHAN, Z,, et al. Oligodendroglial response in the spinal cord in TDP-43 proteinopathy
with motor neuron involvement. Neurodegener Dis, Aug 52014, 14(3), 117-124. [IF 2014:
3,5]

4.3 Charakterizace topografie patologie a-synukleinu u atypické formy
mnohotné systémové atrofie jako synukleinopatie s tésnym vztahem k patologii
crystallind a potencialni protektivni funkci PAR2.

ROHAN, Z,, et al. Screening for alpha-synuclein immunoreactive neuronal inclusions in the
hippocampus allows identification of atypical MSA (FTLD-synuclein). Acta Neuropathol,
Aug 2015, 130(2), 299-301. [IF 2014: 10,7]

4.4 Zdiraznéni problematiky komplexity funkce PAR2 v patogenezi nado-
rovych onemocnéni

ROHAN, Z., et al. Re: Shi et al. Protease-activated receptor 2 suppresses lymphangiogene-
sis and subsequent lymph node metastasis in a murine pancreatic cancer model. J Pathol
2014;234: 398-409. ] Pathol, Dec 9 2014. [IF 2014: 7,4]

4.5 Piehled problematiky role PARs u neurodegenerativnich onemocnéni
jako komplexnich ¢lent patogenetickych drah tcastnici se jak neuroprotektiv-
nich tak i neurotoxickych déja.

MATE]J, R., et al. The Contribution of Proteinase-Activated Receptors to Intracellular
Signaling, Transcellular Transport and Autophagy in Alzheimer’s Disease. Current
Alzheimer Research, 2015, 12, 2-12. [IF 2014: 3,8]

5 Diskuze a zavéry

5.1 Popis zmén koncentrace PAR2 v mozkomi$nim moku u neuropatolo-
gicky definovanych neurodegenerativnich onemocnéni a jejich vztah k rutinné
uzivanym biomarkertim.

Vysledek prace nepotvrdil alternativni hypotézu H1, Ze hodnoty koncentrace PAR2
v mozkomi$nim moku koreluji s pfitomnosti proteinu 14-3-3 a celkového tau jako marke-
rt neuronalniho poskozeni u rychle progredujicich neurodegenerativnich onemocnéni.

Na celkem 59 vzorcich jsme stanovili koncentrace PAR2 v rozmezi 1,22-40,00 ng/ml (prii-
mér 8,97 ng/ml, SD +7,24 ng/ml) a tyto hodnoty nekorelovaly se zvy$enymi koncentracemi
T-tau ani pfitomnosti proteinu 14-3-3 v mozkomi$nim moku a ani nebyly statisticky vy-
znamné rozdilné mezi jednotlivymi diagnostikovanymi jednotkami. Rovnéz nebyl zjistén
rozdil v koncetracich PAR2 mezi sporadickou a familidlni Creutzfeldtovou-Jakobovou

nemoci (CJN) ani jednotlivymi podtypy CJN podle polymorfismi na 129. kodonu genu
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pro prionovy protein.

Limitaci studie je, z hlediska hodnoceni patofyziologického vyznamu zmén koncentra-
ce PAR2 v mozkomi$nim moku, absence zdravych kontrol, jejichz ziskani ve statisticky
vyznamném poctu je problematické a zalezitosti prospektivniho vyzkumného sledovani
koncentrace PAR2 v mozkomi$nim moku vSech pacienti, u kterych lze s dostate¢nou
mirou jistoty — idedlné neuropatologicky — vyloucit postizeni CNS.

Z této studie tedy vyplyva, Ze hodnoty koncentrace PAR2 v mozkomisnim moku nejspise
nelze povazovat za marker poskozeni neurontl ani jednozna¢ny marker dynamiky neurode-
generativniho procesu. Nicméné vzhledem ke komplexnimu zapojeni PAR2 a dalsich PARs

v patogenezi neurodegenerativnich onemocnéni nelze vyloucit jejich modulujici roli.

5.2 Charakterizace oligodendroglialni reakce u onemocnéni motorického
neuronu s inkluzemi proteinu TDP-43 jako model pro nasledné studie role PAR2
a dalsich typi PARs v kontextu oligodendroglialni patologie.

Vysledek prace potvrdil alternativni hypotézu H2, ze degenerace glie a neuronti charak-
terizovana pritomnosti inkluzi proteinu TDP-43 u onemocnéni motorického neuronu je
spojena s reakci oligodendrocytt.

V této studii jsme analyzovali oligodendroglidlni reakci u onemocnéni motorického neuro-
nu s pritomnosti inkluzi proteinu TDP-43 (amyotroficka lateralni sklerdza, ALS). Prokazali
jsme, ze s degeneraci postrannich kortikospinalnich provazcti mi$nich ubyva imunoreakti-
vita myelin-bazického proteinu, nicméné bez sniZeni po¢tu TPPP/p25a-imunoreaktivnich
oligodendrocyttl. Naopak, poc¢et TPPP/p25a-imunoreaktivnich oligodendrocytu rostl spolu
s pritomnosti inkluzi TDP-43 v neuronech, pticemz s ptitomnosti téchto inkluzi vzrostl
také pocet tzv. perineurondalnich oligodendrocytt, kterym je ptisuzovana neuroprotektivni
role.

Degenerace neuront prednich rohtt mi$nich a axontl kortikospinalni drahy tak nemusi byt
nutné doprovazena redukei poctu oligodendrocyti. V kontextu dal$ich studii zabyvajicich
se oligodendridlni patologii u ALS lze uvazovat o reaktivni mobilizaci a findlni diferenciaci
oligodendroglialnich prekurzort.

Pomoci TPPP/p25a jsme jako prvni charakterizovali oligodendroglidlni “status” u ALS.
Tato “morfologickd” data bude v budoucnosti mozno dale korelovat s vysledky funkénich
in vitro studii a 1épe analyzovat roli vyznamnych molekul zahrnujicich PARs, v¢etné PAR2
a s nimi interagujicich proteinaz, které se podili na priibéhu neurodegenerativnich ¢i neu-

roprotektivnich déji v ramci ALS.

5.3 Charakterizace topografie patologie a-synukleinu u atypické formy
mnohotné systémové atrofie jako synukleinopatie s tésnym vztahem k patologii
crystallini a potencialni protektivni funkci PAR2.
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Na zakladé neuropatologickych nalezt byla navrzena nova, atypicka varianta MSA (aMSA),
u které je charakteristickd klinickd symptomatologie oproti typické MSA rozdilna a zahrnu-
je kromé extrapyramidovych a mozeckovych pfiznaki také postizeni kognitivnich funkei
(Aoki et al. 2015).

Vysledek nasi studie potvrdil alternativni hypotézu H3, Ze kromé klasické cereberalni a
parkinsonské formy mnohotné systémové atrofie (MSA-C a MSA-P) existuje také atypickd
forma MSA (aMSA), kterou Ize od klasickych forem MSA odliit na zakladé klinického
obrazu a specifické patologie a-synukleinu.

V nasi préaci jsme potvrdili, ze pfipady aMSA jsou kromé klasickych parkinsonskych a
cerebeldrnich priznaka charakterizované také rizné vyjadrenym kognitivnim deficitem.
Navic jsme prokazali, Ze pfitomnost neurondlnich cytoplasmatickych inkluzi ve fascia den-
tata hipokampu je pro aMSA definujici a Ze lze tento nalez vyuzit pro stanoveni definitivn{
diagndzy aMSA, kterd je v dalsich neuropatologickych ohledech, jako je postizeni mozecku,
pontu, bazalnich ganglii, totozna s typickymi formami MSA.

V kontextu patologie a-synukleinu a jeho vztahu k PAR2 a proteintim, které s PAR2 fyzio-
logicky interaguji (napf. crystalliny) a které mohou touto interakei indukovat protektivni
efekt, je tak presné rozliSeni jednotlivych klinickopatologickych forem MSA zasadni pro
daldi studie role PAR2 u MSA.

5.4 Zduraznéni problematiky komplexity funkce PAR2 v patogenezi nado-
rovych onemocnéni

V tomto sdéleni jsme rozvinuli diskuzi o uloze PAR2 v patogenezi karcinomt pankreatu,
konkrétné o vlivu jeho aktivity na rast primarniho loziska a na metastaticky potencidl
nadorovych bunék.

Pfi interpretaci modelovych studii zabyvajici se ulohou PAR2 v kancerogenezi (Shi et al.
2014) je tfeba zohlednit fadu faktort zarnujici histologicky typ nddoru, jeho lokalizaci
v ramci experimentalniho modelovani (ortotopicka ¢i heterotopicka lokalizace) a indukci
metastatického $ifeni tumoru (intravaskuldrni injekce nadorovych bunék ¢i jejich $irent
z primarniho loziska). Ddle je tfeba brat v potaz pfitomnost aktivatord a inhibitort akti-
vity PAR2 v zivém organismu v kontrastu s experimentalnim uzitim izolovanych molekul,
které maji stimulovat ¢i potlacit signalizaci PAR2, s ¢imz souvisi treti skupina faktort a
to je vlastni objasnéni signalnich mechanismd, které vedoucich danému fenotypu. Pravé
na zakladé syntézy téchto informaci pak lze usuzovat na mozné farmakologické ovlivnéni

aktivity PAR2 v ramci lé¢by nadorovych onemocnéni.

5.5 Piehled problematiky role PARs u neurodegenerativnich onemocnéni
jako komplexnich ¢lent patogenetickych drah tcastnici se jak neuroprotektiv-
nich tak i neurotoxickych déja.
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V této praci byla zdraznéna komplexni role PAR2 v patogenezi Alzheimerovy nemoci.
PAR2 miize indukovat toxicky i protektivni ti¢inek a je tak zfejmé, Ze na vysledném tcinku
PAR2 se spolupodili fada dal$ich faktoru. Jednim z téchto faktort je moznost spole¢né en-
dosomalné-lyzosomalni cesty degradace s roz§tépenym APDP, ktery se muze intraceluldrné
translokalizovat do mitochondrif a vytvaret zde toxické komplexy s mitochondrialnimi
transmembranovymi proteiny. PAR2 sdili s APP mechanismus internalizace a ndsledné
cesty degradace a mize tak facilitovat lyzosomalni degradaci intracelularntho APP, ktery
jinak muze toxicky poskozovat mitochondrie. Kromé této role v endosomalné-lyzosomalni
degradaci APP se mize PAR2 podilet na patogenezi Alzheimerovy nemoci na fadé urovni
zahrnujicich mozné interakce s PAR1 a PAR1-asociovanych signalnich kaskad.

Ve
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