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Anotace:

Rada biologickych modulatorti imunitnich reakci pozitivng ovliviiuje skladbu stfevni
mikroflory, ktera je velice Uizce spjata s ¢innosti mozku hostitele, 1ze tedy predpokladat,
7¢ biologické modulatory mohou ovliviiovat osu mikrobiota-stfevo-mozek. Tato
bakalarska prace je zaméfena na studium exprese vybraného protoonkogenu c-Fos, ktery
hraje dilezitou roli v fad¢ biologickych funkci a jeho exprese se zvySuje v pribéhu
riznych nadorovych onemocnéni. Zaméieni vlastni prace na molekula c-Fos je predevsim
z historického hlediska, kdy bylo prokazano, Ze vybrané biologické modulatory mohou

ovliviiovat expresi c-Fos v mozcich pokusnych zvifat.

Kli¢ova slova: c-Fos, imunohistochemie, mikrobiom, biologicky modulator

Annotation:

Many biological modulators of immune responses positively affect the composition of
the intestinal microflora, which is very closely related to the activity of the host brain, so
it can be assumed that biological modulators can affect the microbiota-gut-brain axes.
This bachelor thesis is focused on the study of the expression of the c-Fos molecule,
selected proto-oncogene, which can play an important role in a number of biological
functions and its expression increases during various cancers. The focus of our c-Fos
work is mainly from a historical point of view, when it was shown that selected biological

modulators can influence the expression of c-Fos in the brains of experimental animals
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1. Uvod

Symbioticky zije v lidském téle na biliony mikroorganismii. Tyto mikroorganismy
mohou mit na lidsky organismus jak pozitivni, tak i negativni vliv. V poslednich letech
dochazi ke zvyseni vyzkumné pozornosti na vliv sttevniho mikrobiomu na stav lidského
organismu. Ne¢které studie objevily spojitost mezi civiliza¢nimi onemocnénimi a
zménami stfevni mikroflory. Diky témto novym informacim se zaéina vyuzivat pojmu
osa mikrobiota-stfevo-mozek. Nov¢ se také objevuji studie zabyvajici se celkovym
zlepSovanim stavu organismu pomoci modulace stfevniho mikrobiomu. Jednim
z mefitelnych parametrti pozitivniho vlivu modulace stfevni mikroflory na mozek je

zvysena exprese proteinu c-Fos.

Z téchto duvodt se ma bakalafska prace zabyva vlivem biomodulatoru na expresi

c-Fos v mozku mysi.

V teoretické Casti prace je objasnén pojem protoonkogen a protein c-Fos. Dale je poté
popisovana anatomie mozku mysi, dosavadni dostupné informace o ose
mikrobiota-stievo-mozek a 0 nemocech spjatych se zménami stfevniho mikrobiomu. Na

zaver teoretické Casti je vyliCen nami pouzity biologicky modulator, extrakt Juvenil.

V experimentalni ¢asti bylo pracovano s tiemi pokusnymi skupinami, k ¢emuz byly
vyuzity mysi kmeny Balb/c. Prvni pokusné kontrolni skupiné byla po celou dobu
mésicniho experimentu podavéana pitnd kohoutkova voda. Druhé pokusné skupiné byla
po celou dobu experimentu podavana voda obohacena o extrakt Juvenil (1,0 mg/100 ml).
A tieti pokusné skuping byla podavana voda obohacené o extrakt Juvenil (1,0 mg/100 ml)
sedm dni pfed ukonfenim experimentu. K hodnoceni byly vyuZity metody
semikvantitativniho hodnoceni obrazu pomoci mikroskopu a také pocitacova analyza
obrazu, kdy se hodnotila denzita bun€k. VSechny vysledky prace jsou diskutovany a

shrnuty v zavéru bakalaiské prace.



2. Cile prace
1. Studium exprese vybrané¢ho protoonkogenu c-Fos jako dulezitého markeru

neuralni aktivity.
2. Potvrzeni védecké hypotézy o zvySené exprese c-F0s v mozku mysi ovlivnénych

extraktem Juven



3. Teoreticka ¢ast

3.1 Molekula c-Fos

Gen c-Fos je proto-onkogen, tzn. gen tvofeny sekvencemi DNA, které obsahuji
zivotng dulezité informace pro spravné fungovani a rist bunék. Proto-onkogen obsahuje
informace pro syntézu konkrétniho typu proteinu c-Fos, ktery je poté zodpovédny za
bunéény rust, déleni a jinych buné¢nych procest. Pokud dojde k mutaci proto-onkogenu,
zméni se dany gen na onkogen a dojde k nekontrolovatelnému rustu bunék, neboli
rakovinnému bujeni (//www.healthline.com/health/proto-oncogene). Gen c-Fos je
bunécny homolog onkogenniho v-Fos neseného retroviry. Proto-onkogen c-Fos koduje
okamzity transkripéni faktor, ktery je stimulovan pfechodné¢ a rychle fadou
extracelularnich stimuld jako jsou diferenciace, neuralni signalizace a apopt6za. Protein
c-Fos, ktery je koddovany c-Fos genem, jako dalsi ¢lenové skupiny proteinit FOS (jako
jsou Fra-1, Fra-2, FosB). Tvofi dimery leucinového zipu s ¢leny skupiny Jun (c-Jun,
JunB, JunD) a ATF/CREB, jez poté tvoii komplexy transkripénich faktort, které jednotné
nazyvame AP-1. Protein c-Fos, jako heterodimer AP-1, je hlavnim pienasecem
kratkodobych podnéti na dlouhodobé odpovédi (kratkodobé extracelularni signdly jsou
spojeny s dlouhodobymi zménami bunééného fenotypu selektivni regulaci exprese genu).
Protein c-Fos je téz aktivatorem fosfolipidové syntézy na cytoplazmatické trovni pfi
zhorSeném rlstu nadorovych bunék, pti které je potieba vysokd rychlost biogeneze

membrany (Velazquez, et al., 2015; Ordway, et al., 2005).

3.1.1 Vliv c-Fos na vyvoj mozku mysi

V soucasné dobé se protein c-Fos vyuZzivé jako marker neurdlni aktivity, spojuje se
jeho funkce s fadou behavioralnich a nervovych odpovédi na expresi akutnich stimult
(Velazquez, et al., 2015). Dle tohoto vyzkumu vyplyva, ze c-Fos gen je velmi dulezity
pfi vyvoji mySiho embrya a pro dalsi vyvoj mysi. Pouze 40 % mySich embryi s -/- c-Fos
pfezivd az do narozeni a poté narozené mySi vykazuji zpomaleny rlst, téZkou
osteopetrézu, opozdénou nebo chybéjici gametogenezi, zménénou hematopoézu a
dozivaji se primérné 6-7 mésicti. Snizena exprese proteinu c-Fos vede téz ke zméné
slozeni faktori AP-1, coZ byva spojovano se senescenci bun¢k a pfed¢asnou smrti mysi.
Mysi c-Fos -/- téz vykazuji poruchu uceni, hyperaktivitu ¢i abnormalni sexualni chovani
(Velazquez, et al., 2015). Byla prokazana dulezitost c-Fos pro normalni diferenciaci

kultivovanych krysich bunék PC12 na bunky podobné sympatickym neuroniim a pro
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regulaci neuralni drazdivosti a pteziti. U c-Fos -/- mysich embryi doslo k 20% snizeni
rychlosti diferenciace neuralnich kmenovych progenitorovych bun¢k na buiky neuralni,
oproti c-Fos +/+ mySim embryim (Velazquez, at al., 2015). Dospélé c-Fos -/- mysi
vykazuji sniZeni t€lesné hmotnosti pfiblizné¢ o 40-60 %. Mozek c-Fos +/+ mysi je ve
srovnani s mozkem c-Fos -/- mysi znateln¢ vétsi, coz koreluje se snizenym poctem

mozkovych bungk (Velazquez, et al., 2015).

3.1.2 c-Fos jako marker neurdlni aktivity

Protein c-Fos se vyuziva jako funk¢ni marker aktivity v neuronech a neuralnich
obvodech pro rizné druhy stimult. Funkéni gen c-Fos miize regulovat neuropeptidy a
genovou transkripci. Transkripéni funkce c-Fos je rychlou odezvou na stimul, jak
pozitivni, tak i negativni. Po stimulaci c-Fos genetické exprese dochazi k rychlé indukci
v neuronech. K hlavni odezvé v MRNA c-Fos dochazi béhem 30 minut po stimulaci a
k vrcholové expresi proteinu c-Fos dochazi 60-90 minut po stimulaci. Tento stav
pretrvava po dobu 2-5 hodin, diky tomu muiZe byt c-Fos protein odec¢itan i nékolik hodin
po aktivaci exprese a muze dojit k identifikaci stimulované oblasti. Jedna se o jaderny
protein, ktery je detekovan pomoci markerti lokalizovanych v cytoplazmé pomoci

navazani sekundarni protilatky (Hoffman, et al., 1993).

3.2 Laboratorni mys, Balb/c

Balb/c mysi jsou nejrozsifenéjsim inbrednim kmenem
laboratorn¢ vyuzivanych mysi (http://www.informatics.jax.org/inbred_strains/mouse/do
cs/BALB.shtml). Inbredni kmen je nejvyznamngjs$i mysi kmen, a to kvili své piesné
genetické definovatelnosti. Balb/c mysi se S$lechti procesem inbreedingu, neboli
ptibuzenského kiizeni, kdy dochazi ke kiiZeni jedinct stejné generace a postupné dochazi
Kk nartistani procenta homozygoty (Flachs, 2007). Balb/c kmen se vyuziva v mnoha
riznych oborech, nejenom kvili své genetické stejnorodosti, ale také kvili své
reprodukéni zivotnosti, chovnému vykonu a minimalni odchylce hmotnosti mezi samcem
a samici  (http://www.informatics.jax.org/inbred_strains/mouse/docs/BALB.shtml).
BABL/c mysi slouzi k produkei hybridomt a monoklondlnich latek. Pouzivaji se pro
vyzkum a terapii rakoviny a imunologie, dalsi vyznamné vyuziti je pii studiich nedostatku
nebo vyfazeni genti. U tohoto kmenu mysi dochéazi k nizkému vyskytu nddortt mlécné
zlazy, ale tyto mysi jsou velmi citlivé na karcinogeny. Také lze injekci mineralniho oleje
snadno indukovat plazmocytomy v kmeni téchto mysi (https://www.labome.com/metho

d/Laboratory-Mice-and-Rats.html). Mysi modely vyuzivame diky rozsahlé podobnosti
17


http://www.informatics.jax.org/inbred_strains/mouse/docs/BALB.shtml
http://www.informatics.jax.org/inbred_strains/mouse/docs/BALB.shtml
http://www.informatics.jax.org/inbred_strains/mouse/docs/BALB.shtml
https://www.labome.com/method/Laboratory-Mice-and-Rats.html
https://www.labome.com/method/Laboratory-Mice-and-Rats.html

v anatomii, fyziologii a genetice s c¢lovékem. Vyzkumné experimenty na mysich
modelech nam pomahaji vyvozovat zavéry v oblasti biologie ¢lovéka (Nguyen, et al.,
2015).

3.2.1 Sti‘evni trakt mysi

Stfevni trakt mysi a ¢loveéka jsou si fyziologicky a anatomicky velmi podobné svoji
strukturou. Oba gastrointestinalni trakty se skladaji z organt, které jsou si anatomicky
podobné, ale musi se vzit v potaz rozdilnost stravovacich navyka, metabolickych
pozadavku a rozdilné velikosti t€la jednotlivych druhti. Stfevni trakt se jak u mysi, tak i
u lidi se sklada z dutiny Gstni, jicnu, zaludku, tlustého stieva a kone¢niku. Rozdil mezi
jednotlivymi trakty se tykaji samotné anatomie jednotlivych organi, naptiklad délkou
tlustého streva, pritomnosti haustorii v tlustém stieve, rozdilnym vstiebavanim nékterych
latek, atd. Tyto rozdily jsou zpusobeny dlouhodobym ptsobenim odlisné stravy. I ptes
znacné rozdily mezi jednotlivymi trakty, je mysi trakt cennym piinosem pro studia

interakce, trakt-mikrobiom (Nguyen, et al., 2015).

3.2.2 Stievni mikrobiom

Stfevni mikrofldra je velice slozity systém s tisicem mikrobialnich druhi a ¢etnymi
individualnimi variacemi. Stfevni mikrobiom ovliviiuje imunitni systém a metabolismus
celého téla. Mikrobiom je tvoien fadou mikrobu (bakterii, hub, kvasinek, archei a virt),
které osidluji gastrointestinalni trakt a souhrné tyto mikroorganismy nazyvame
mikrobiota (Clarke, et al., 2019). K vzajemnému ovliviiovani mikrobiot a hostitele
dochdzi prostfednictvim samostatné existence mikrobiomu, jejich metabolickymi
produkty a bioaktivnimi molekulami, jejichZ produkce je zplisobena vzajemnou interakci.
Pokud dojde ke zméné sloZzeni, tzv. dysbidze stievni mikroflory, dochazi
k imunologickym a metabolickym onemocnénim jako je napiiklad zanétlivé onemocnéni
stfev, diabetes mellitus druhého typu aj. (Wang, et al., 2019). Mikroflora zdravého
dospélého jedince je charakterizovana rozmanitosti a stabilitou. Stfevni mikroflora je
velice snadno modifikovatelna, jako napiiklad uzivanim antibiotik, Spatnou stravou a
dietou, coz mize vést ke Spatnym funkcim metabolickych drah. Tvorba tohoto holobiontu
(organismu a organismy v ném Zzijici) za¢ina jiz pti narozeni, kdy pfi vaginalnim porodu
matka predava ditéti fadu bakterii pfipominajici vaginalni mikrobiotu matky (Kubelkova,
et al., 2020). Komenzalni bakterie kolonizuji hostitele kratce po narozeni a postupné se
béhem rustu hostitele vyviji do velmi riznorodého ekosystému (Rogier, et al., 2014).

Symbiotické bakterie ve stfevnim traktu ¢lovéka metabolizuji za normalnich podminek
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jinak nestravitelné latky, jako jsou tfeba vlakniny, xyloglukany, které se vyskytuji
Vv zeleniné a travi je konkrétni druh Bacteroides (Larsbrink, et al., 2014). Dalsi
nestravitelna vlaknina fruktooligosacharidy a oligosacharidy, zpracovavaji Lactobacilly
a Bifidobacteria (Goh and Klaenhammer, 2015). Zdravy stievni mikrobiom produkuje
denn¢ 50-100 mmol/l mastnych kyselin s kratkym fetézcem (napf. kyselina octova,
propionova ¢i maselnd) a tyto mastné kyseliny mohou slouzit jako energie pro stfevni
epitel hostitelského organismu (Duncan, et al., 2009). Mastné kyseliny s kratkym
fetézcem mohou byt rychle absorbovany v tlustém stievé a slouzit pfi regulaci motility
stiev, zanétl, homeostazy glukozy a ziskavany energie (Cani, et al., 2013; Flint, et al.,
2012). Stievni mikroorganismy jsou také schopny syntetizovat vitaminy, jako jsou
vitaminy Kz, B7, Bz, B12 a ptipadné i dalsi vitaminy B (Kang, et al., 2012). Vitamin Ko,
ktery je nezbytny pro funkci n€kolika proteinti podilejicich se na srazeni krve, je také
dualezity pro mineralizaci kosti, pro bunéény rist a metabolismus proteinti cévni stény
(https://lwww.vyzivaspol.cz/vitamin-k/). Vitamin Bz, neboli biotin, je dilezity pro fadu
metabolickych procesi jako je wvyuziti tukd, sacharidi a aminokyselin
(https://www.poradnaprozdravi.cz/slovnik-pojmu/biotin-vitamin-b7-vitamin-h-detail-

1310). Vitamin By, neboli riboflavin, je vitamin, ktery mize byt ptijiman v potravé nebo
syntetizovan mikroorganismy je dulezity pro dobry stav kiize, o¢i, funkce srdce a dalSich
organu (https://www.celostnimedicina.cz/riboflavin.htm). Vitamin B, jinym nazvem
kobalamin je diilezity primarné pro spravnou funkci krvetvorby, podili se také na syntéze
DNA a ATP a je dullezity pro spravnou funkci nervového systému
(https://www.vitalvibe.eu/cs/clanky/246-nejvice-diskutovany-ale-take-podcenovany-

vitamin-b12). Mikrobiom mysi a lidi si je velmi podobny. Podobnost shledavame na
urovni rodl, i sohledem na rozdilny podil, a také na trovni podobné funkénosti
mikrobiomu (Wang, et al., 2019). V poslednich desetiletich doslo ke zna¢nému ovlivnéni
mikrobiomu také kviili modernimu zpracovani potravin, nékteré zmény ve sloZeni sttevni
mikroflory jsou spojené s negativnim vlivem na organismus jedince, nebo naopak

s kladnym vlivem na organismus jedince (Kubelkova, et al., 2020).

3.3 Mozek mysi

Mozek je komplexni organ slouzici jako fidici centrum nervové soustavy. Mnoho
lidskych proteinti je homologickych s t¢émi mySimi, coz je vyuzivano v experimentalnim

laboratornim prostfedi, kdy dochazi k pozorovani exprese a distribuce proteinti vV riznych
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oblastech a riznych bunkach mozku (https://www.proteinatlas.org/humanproteome/brai

n/mouse+brain).

3.3.1 Anatomie mozku mysi

Mysi mozek je rozdélen do nékolika oblasti. Tyto oblasti jsou mozkova kura
(asociac¢ni a analytickd oblast, spojuje chovani se smyslovou analyzou), vyrazna ¢ichova
oblast, hipokampus, amygdala, bazalni ganglia, thalamus, hypothalamus, stfedni mozek,
mozecek, most Varoluv a dien (https://www.proteinatlas.org/humanproteome/brain/mo

use+brain).

Obrazek 1. Anatomicky fez mozkem mysi

(http://atlas.brain-
map.org/atlas?atlas=1&plate=100960092#atlas=1&plate=100960092&resolution=19.25
&x=5504.222790948276&y=4191.915051690464&z00m=-4)
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Midbrain

Cerebellum
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Olfactory Cortex

Hypothalamus

Obrazek 2. Anatomie mozku mysi z bo¢niho pohledu

Obrazek piejaty od Heydel, et al., 2010.

3.3.2 Hipokampus

Hipokampus je ¢ast mozku zprostfedkovavajici formovani a vybavovani
dlouhodobych vzpominek. U mysi dochazi v hipokampu k ukladani informaci o
prostorové, epizodické a kontextové dimenzi. Hipokampalni obvody jsou schopny
zpracovavat multisenzorické informacni toky a kodovat je do dlouhodobé paméti, diky
tomu je organismus schopny rozpoznavat a reagovat na ménici se prostiedi (Zemla and

Basu, 2017).

3.33 Thalamus

Thalamus je struktura Sedé hmoty diencephalonu nachazejici se blizko stfedu
mozku. Thalamus je tvofen fadou jader, které pfijimaji smyslové a motorické informace
ze zbytku téla a vybrané informace poté piedavaji do mozkové kiry. Thalamus se podili
na regulaci spanku, bdélosti a je zapojen do uceni a epizodické paméti (Torrico and

Munakomi, 2020).
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3.34 Hypothalamus

Hypothalamus je mala centralni oblast mozku povazovana za spojovaci strukturu
mezi nervovym a endokrinnim systémem. Hlavni funkci hypothalamu je udrzovat
homeostazu té€la, kontrola vegetativniho systému, termoregulace a pfizptisobeni

emoc¢niho chovani (Pop, et al, 2017).

3.35 Amygdala

Amygdala neboli amygdaloidni komplex, je oblast mozku, umisténa v rostralni
¢asti temporalniho laloku mozku. Amygdala se u lidi i hlodavcu sklada z 13 jader. Funkce
amygdaly je modulace pamétovych procest, spojenych s emocénim prozivanim.
Amygdala je také spojovana s neuralnimi systémy, které jsou zakladem normalniho

socialniho chovani a s emocnim chovdnim, zejména strachem, stresem a uzkosti

(Chareyron, et al., 2015).

3.3.6 Piriformni kiira

Piriformni ktira (piriformni cortex), je nejvetsi ¢ast mozku funkené specializovana
na pfijem cichovych vjemu, kde dochazi ke zpracovéani ¢ichovych informaci vyssiho
fadu. Piriformni klira ma vysoce autoasociativni architekturu s rozsahlou siti vzdjemného
vnitiniho propojeni a propojeni s riznymi podoblastmi. Piriformni kiira je vyznamnou

soucasti mozku hlodavci, tvofenou tiivrstevnym paleokortexem (11lig and Wilson, 2009).

3.3.7 Mozkova kitra

Mozkova kura (cerebral cortex) je vnéjsi obal nad hemisférami tvofena Sedou
hmotou. Oblasti mozkové kiry, které maji jednodussi funkce, jSou nazyvany primarni
klirou a patii sem oblasti pfijimajici smyslové vjemy jako je zrak, sluch a somatické
vjemy a oblasti ptimo zapojené do produkce pohybii konéetin nebo o¢i. Asociaéni kira
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3.4 Osa mikrobiota-stievo-mozek

Jedna se oboustranné ovlivilovani mezi mozkem a stfevem. Vyzkumu vlivu stievni
mikroflory na mozek a studiu vlivu mozku na stfevni mikrofloru je dlouhodobé vénovana
zvySena pozornost, kvili zvySujicimu se emocionalnimu a psychosocialnimu tlaku na
jedince, ktefi Castéji trpi na problémy tykajici se gastrointestinalniho traktu. Tito jedinci
vice trpi ptiznaky jako je paleni zahy, poruchy traveni, nadymani, zacpa, bolest bficha a

jiné (Kubelkova and Marcela, 2020). Béhem zivota je stievni mikrobiom ovliviiovan
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zivotnim stylem, mirou cviceni, stravou, stresem, uzivanim antibiotik a jinych 1¢ki.
Strava a rizné druhy diet hraji velkou roli ve slozeni stievniho mikrobiomu, zménou
stravy dochazi ke zménam mikrobialniho profilu. Zdravé stravovani ma ptiznivé G¢inky
na organismus, zatimco nezdravé stravovani a diety jsou spojovany s fadou
metabolickych syndromt (Long-Smith, et al., 2020). Ke komunikaci v ose
mikrobiota - stfevo - mozek dochazi dvéma nezavislymi cestami. Prvni cesta je muze byt
viditelna u defektl epitelidlnich bariér hostitele. Stfevo poskytuje imunitni odpovedi pri
vstupu patogent do organismu. Tuto imunitni odpovéd’ zprostiedkovavaji specializované
lymfoidni tkdné, jako jsou Peyerovy naplasti a mezenterické lymfatické uzliny. Misty

pro obrannou odpovéd jsou sliznicni epitel a podkladovd lamina propria
(https://www.immunology.org/public-information/bitesized-immunology/organs-and-

tissues/immunity-in-the-gut). V téchto oblastech se nachdzi mnoho imunitnich bunék
jako jsou aktivované T buriky, neutrofily (jako prvni reaguji na poruSeni intestinalni
epitelarni bariéry), vrozené lymfoidni buiikky a makrofagy. Slozenim stfevni mikroflory
muze byt ovlivnéna produkce pro- a protizanétlivych cytokint jako jsou TNF-a, IL-1p a
prostfednictvim fagocytozy. TNF-a, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-17, IL-22 cytokiny jsou
produkované lymfoidnimi buitkami a odpovidaji na rGzné imunitni odpovédi a tyto
cytokiny jsou poté schopny mozku signalizovat pomoci ob&hového systému (Xue and
Falcon, 2019). Druha cesta je zajiSténa neuralnim spojenim mozku a stfeva. Lumen stfeva
obsahuje velké mnoZstvi molekul, z nichZ je ¢ast vyznamna svou biologickou aktivitou.
Mezi témito molekulami se téz nachazi slozky vyzivy, signalni molekuly z bunék stieva,
mikrobialni metabolity nebo hormony produkované endokrinnimi zlazami. Tyto rizné
chemické slozky jsou signalniho charakteru, coZ znamena, Ze mohou za urcitych
podminek, jako je napiiklad dlouhodoby stres, ptekracovat intestinalni epitelialni bariéru,
a diky tomu jsou schopné se translokovat do mozku a aktivovat specifické receptory, které
poté mohou ovliviiovat chovani mozku. Nervus vagus je jednim z klicovych zpisobil
komunikace mezi stfevem a mozkem, kdy glutamat uvoliiovany z endokrinnich bunék
mize aktivovat vagalni aferenty. V ramci onemocnéni, jako je Alzheimerova porucha,
deprese, autismus nebo posttraumaticka porucha, byly pozorovany rozdily ve slozeni
stftevniho mikrobiomu oproti klinickym modelim (Kubelkova and Marcela, 2020; Long-
Smith, et al., 2020).
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3.4.1 Terapeutické vyuZiti 0sy mikrobiom-stievo-mozek

S nové se objevujicimi poznatky o vlivu stfevni mikrofléry na mozek, zdravi a
psychickou pohodu organismu, se objevuji modulatory zprostfedkovavajici ptiznivy
ucinek na mozek. Psychobiotika jsou doplilkky stravy, které maji vliv na mozek,
zprostiedkované¢ pomoci bakterii. Psychobiotika jsou tedy latky, které ovliviuji
signalizaci osy mikrobiom-stfevo-mozek, vcetné probiotik, prebiotik, synbiotik
(kombinace probiotik a prebiotik) a postbiotik (jsou to metabolity bakterialni fermentace
zahrnujici bioaktivni latky). Tyto latky 1ze do organismu dostavat pomoci dopliiki stravy,

funk¢nich potravin a zlepSenim stravovacich navyka (Long-Smith, et al., 2020).

3.4.2 Onemocnéni spojené se zménami stievniho mikrobiomu

Symbioticky je s ¢lovékem spojeno vice nez 100 bilionti mikroorganismu. Tyto
mikroorganismy jsou s ¢lovékem spojeny symbioticky i uvniti téla a hraji zasadni roli
Vv ovliviiovani lidského zdravi (O'Hara and Shanahan, 2006). Lidsky stfevni mikrobiom
obsahuje pfiblizné 150krat vice gend, nez obsahuje cely lidsky genom (Ursell, et al.,
2014). V poslednich dobé se vice zac¢ina studovat, jakou roli hraje stievni mikroflora
v lidském zdravi a jaky vliv ma na nemoci. Mikrobiota mohou zvySovat vstiebavani
energie z potravy, zvysit vstiebavani Zivin a zménit signalizaci chuti k jidlu. St¥evni
mikrobiota také poskytuji fyzickou bariéru, kdy chrani ¢lovéka pted cizorodymi
patogeny. Sttevni mikrobiom je tedy nezbytny pro spravny vyvoj imunitniho systému a
vstiebavani zivin. S lidskou mikroflérou jsou také spojovana néktera chronicka
onemocnéni, jako je obezita, zdnétlivé onemocnéni stiev, diabetes mellitus, metabolicky
syndrom, ateroskler6za, alkoholické onemocnéni jater, nealkoholické tukové
onemocnéni jater, cirhdza nebo hepatocelularni karcinom (Ley, et al., 2006; Wang, et al.,
2016). Porucha stfevni mikroflory je také spojena s progresi viru HIV (Cohen, 2016;
Ling, et al., 2016) nebo viru hepatitidy (Xu M., 2012). Studie srovnavajici mysi model
s normalnim mikrobiomem a mys$i model bez mikroorganismt (germ-free) ukazala
rozsahlé defekty ve vyvoji lymfoidni tkdn€ spojené s travenim a produkci protilatek

(Round, et al., 2009; Madsen, et al., 1999).

3.4.3 Infekce Clostridium difficile

Bakterie Clostridium difficile je anaerobni grampozitivni bacil tvofici spory.
Jedna se o bakterii, ktera je soucasti stfevni sliznice. Pfi uzivani antibiotik dochazi
k naruSeni homeostazy stievni sliznice a snizuje se tedy odolnost proti toxinu produkujici

Clostridium difficile. Tento patologicky stav obvykle souvisi s prijmy (Gu, et al., 2016).
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344 Infekce HIV

Strevni mikrobiom u lidi nakazenych HIV virem je narusen a dochazi
k vyznamnému zvySeni poméru Firmicutes/Bacteroidetes. | po krakodobé ucinné 1é6¢bé
pomoci antiretrovirové terapie je stale fekalni mikrofléra v dysbiéze a neni zcela

obnovena (Ling, et al., 2016).

3.4.5 Stirevni mikrobiom a onemocnéni jater

Mezi jatry a stfevnim traktem dochdzi k interakci. Jatra jsou neustale vystavena
faktorim odvozenym ze stfeva, vCetné bakterii a bakteridlnich slozek, proto se zacal
pouzivat pojem osa stfevo-jatra (Gianneli, et al., 2014). Stfevni mikrobiota produkuji
etanol, amoniak a acetaldehyd a tyto latky mohou pozdéji ovliviiovat metabolismus jater

nebo funkeci jater pomoci uvoliiovani endotoxinti (Nardone and Rocco, 2004).

3.4.6 Kolorektalni karcinom

V dnesni dobé dochédzi k mnoha vyzkumtm studujicich vztah stfevni mikroflory
a karcinomu tlustého stfeva. Patologickéd dysbidza ve stfevnim traktu byla pozorovana u
subjektti s adenomy oproti zdravym kontrolam (Sanapareddy, et al., 2012; Castellarin, et
al., 2012). Zackular a kolektiv (2013) zjistili, ze stfevni mikrobiom mysi s nadory
podporuje u zvifat pfijemcl zanét a karcinogenezi, ¢imz dochazi k podpoie
kolorektalniho karcinomu. Neni pfesto jasné, zda tyto vztahy funguji i u lidi a zda zména
ve stfevni mikrofléfe podnécuje vznik tumoru nebo zda je tato zména ve stfevnim
mikrobiomu pouze disledkem adenomu a kolorektalniho karcinomu (Zackular, et al.,
2013).

3.4.7 Stievni mikrobiom a metabolické poruchy
Dysbidza stievni mikrofléry ovliviiuje produkci imunitnich mediatort a vyvolava
tak chronicky zanét a poruchy metabolismu. Tato stievni nerovnovaha byva zpiisobovana

uzivanim antibiotik a nezdravym Zivotnim stylem (Sommer and Béckhed, 2013).

3.4.8 Obezita

Studie Ridaura a kolektivu (2013) ukazuje, ze mikrobiota z hubenych nebo
obéznich dvojcat indukuje u mysi podobnou adipozitu a metabolické fenotypy.
Mikrobiota od hubeného dvojcete mlze zabranit nariistu adipozity u obéznich mysi,
pokud jsou krmeny vhodnou stravou (Ridaura, et al., 2013). Z téchto studii lze tedy

vyvodit dalezitost stfevniho mikrobiomu v metabolickych procesech.
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3.4.9 Diabetes mellitus druhého typu

Diabetes mellitus je metabolicka porucha, kdy organismus neni schopen
zpracovavat glukozu za fyziologickych podminek v disledku relativniho nebo
absolutniho nedostatku inzulinu a pfi soucasné periferni inzulinové rezistenci
(https://www.cukrovka.cz/cukrovka-typu-2-2). Mnoho studii naznacuje spojitost mezi
diabetem a niz8i rozmanitosti a odolnosti stievniho mikrobiomu. Mechanismy
zpusobujici toto onemocnéni mohou souviset s translokaci mikrobiomu ze stfev do tkani,
coz poté vyvolava vznik zanétu (Burcelin, 2016). Pedersen a kolektiv (2016) potvrdili, Ze
sttevni mikrobiom miiZze, pomoci druhti jako je Prevotella copri a Bacteroides vulgates,
podnitit rezistenci na inzulin a ovlivnit tak sérovy metabolom, ktery piedstavuje globalni
soubor vSech nizkomolekuldrnich metabolitd, které jsou produkovany buiikami béhem
metabolismu, a poskytovat tak piimé funkéni odezvy bunééné aktivity a fyziologického
stavu (https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/metabolome; Forslund, et al.,
2015).

3.4.10 Stievni mikrobiom a alergickd onemocnéni

Nachylnost k alergickému astmatu muze byt zplsobena nizkou diverzitou
sttevniho mikrobiomu v raném véku ditéte (Russell, et al., 2012). Zptsob porodu
a kojenecké vyzivy miize piisobit na slozeni stfevni mikroflory a nasledné tak ovliviiovat
riziko atopickych projevi (van Nimwegen, et al., 2011). Stfevni mikrobiota interaguje
S imunitnim systémem a poskytuje mu signaly pro podporu zrani regula¢nich T bun¢k
a regula¢nich bunék prezentujicich antigen, tyto bunky poté maji zasadni funkci ve vyvoji

imunologické tolerance (Atarashi, et al., 2011).

34.11 Stievni mikrobiom a psychicka onemocnéni

Existence osy stievo-mozek je uzndvana po cela desetileti. Tato osa hraje
dilezitou roli pro udrzeni normélni funkce gastrointestinalniho traktu a mozku. Koncept
této osy se rozsifil na osu mikrobiota-stievo-mozek a dnes jiz vime, ze zahrnuje fadu
systém jako je endokrinni systém, nervovy systém, imunitni a metabolicky systém. Tyto
systémy jsou spolu v neustalé interakci (Cryan and Dinan, 2012). Porucha autistického
spektra koreluje se zménou stfevniho mikrobiomu a relativné nizkym vyskytem
mukolytickych bakterii Akketmansia muciniphila a Bifidobacterium ve vykalech
autistickych déti (Wang, et al., 2011). Pi#i studiich depresivnich poruch byly objeveny
zvysené hladiny Enterobacteriaceae a Alistipes a snizené hladiny Faecalibacterium
(Jiang, et al., 2015).
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3.5 Extrakt Juvenil

Extrakt Juvenilu je tkanovy extrat, vyuzivajici se jako dopln¢k stravy. Tkanové
extrakty jsou ziskavany extrakci z tkani nebo organt zvitat. Vyrobky s extraktem Juvenil
jsou prodavany jako dopliky stravy na podporu bunééné imunity, energie, regeneraci
tkani, hojeni ran, ale také na zlepSeni funkce endokrinnich zlaz, integritu intestinalniho
traktu, zlepSeni paméti a pro své mozné protinadorové ucinky. Extrakt Juvenilu byl
vyvinut pfednimi ¢eskymi imunology a poprvé byl distribuovan z Ceské republiky
v 50. letech minulého stoleti (historicky ozna¢en riznymi nazvy). Extrakt Juvenilu byl
testovan v nékolika klinickych studiich a vSechna shroméazdéna data prokazuji
neskodnost tohoto extraktu. Extrakt Juvenilu neni tedy genotoxicky, neni mitogenni
aneobjevuji se zadné vedlejsi ucinky, naopak byl prokdzan pozitivni pfinos pro
organismus jedince. Presto se stale vedou diskuse o vlastnim biologickém pusobeni

tohoto preparatu (Kubelkova and Marcela, 2019; Kubelkova, et al., 2020).

3.5.1 Vyroba extraktu Juvenilu

Extrakt Juvenil se ziskava nedestruktivni alkohol-éterovou extrakci hovézi krve.
Dé¢je se tak modernim biotechnologickym procesem zaloZenym na autoenzymatické
dezintegraci makromolekuldrni proteinové slozky. Produkt podléhd dlouhodobé
nedestruktivni  extrakci s ndslednou pfirozenou separaci sady ucinnych
nizkomolekuldrnich latek, které maji katalyticky ucinek na specifické zlazy vnitini
sekrece a priznivé ovliviiyji intermedialni metabolismus buiiky. To umoziuje vyuzit
podstatnou davku kvantitativni sady aminokyselin a esencidlnich aminokyselin spolu
s nizkomolekularnimi peptidy a oligopeptidy navdzanymi na dezintegrani produkty
apusobi také na obnovu imunitniho systétmu a na bunéfné procesy

(https://www.healthylifegen.com/IngredientsList.html).

3.5.2  Vyuziti extraktu Juvenilu

Produkty s extraktem Juvenil se uzivaji jako prevence civilizaénich onemocnéni,
jako jsou kardiovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus, astma a alergicka onemocnéni.
Extrakt Juvenil je zdrojem esencialnim aminokyselin, které jsou zakladni stavebni
jednotkou pro proteiny, nutné k ochran¢ a regeneraci tkani lidského téla. Nukleotidy mayji
také pozitivni vliv na metabolické fungovani a absorpci Zeleza, snizovani mnozstvi LDL
cholesterolu a tim i pozitivni vliv na prevenci kardiovaskularniho onemocnéni. Extrakt
Juvenilu zlepsuje pribéh a snizuje Cetnost projevil alergickych onemocnéni a také

béznych onemocnéni jako je chiipka, angina, nachlazeni a jiné. Extrakt Juvenilu vykazuje

27


https://www.healthylifegen.com/IngredientsList.html

pozitivni pisobeni na hojeni ran, diky svému obsahu nukleotidd, které jsou dulezité pro
tvorbu proteind, jeZ jsou potfebné pro regeneraci (Richter, et al., 1996). Produkt Juvenil
obsahuje také organickou kyselinu taurin, ktera se v nizkych koncentraci objevuje plazmé
a tkanich vétsiny savcu. Taurin funguje jako modulator biologickych zmén v mozku a tim
zpisobuje velké mnozstvi naslednych zmén v organovém systému cloveéka (Kubelkova,

et. al., 2021).

3.5.3 Studie protinddorovych ucinkit Juvenilu

Dlouhodobé probihaji rtizné studie vlivu extraktu Juvenilu na 1é¢eni rakoviny
riznymi védeckymi skupinami. Vyskyt malignich tumorti se zvySuje, napi. v Ceské
republice, kde se od roku 1980 do roku 2015 vyskyt malignich tumort zdvojnasobil.
Nicméné UGmrtnost na  maligni nadory  vykazuje  dlouhodoby  pokles
(https://www.uzis.cz/index.php?pg=vystupy--tematicke-rady). Dtuvody niz§i Gmrtnosti
na maligni nadory je zlepSeni zdravotni péce vcetné dostupnosti novych diagnostickych
ptistroji a 1é¢ebnych latek (Dominguez-Brauer., et al., 2015). Jednou z metod 1é¢by
rakoviny a modulovani biologickych reakci organismu, je vyuzivani zivociSnych nebo
rostlinnych extrakt z tkani (Norton., et al., 2000). Ptipravky ptipravené z rostlinnych
nebo zivoc¢isnych tkani jsou vyuzivany jako dopliky stravy diky svému obsahu zdravi
prospésnych latek, které jsou farmakologicky a/nebo fyziologicky aktivni. Jako doplnék
stravy mohou byt vyuzity jejich izolované slozky nebo V podobé& konkrétnich 1éku
(Duskova, et. al., 2019). Kolektiv Duskova et al. (2019), studovali vliv alkoholovych
extraktil z hovézi tkan€ na nadorové bujeni. Data dale ukazuji na pfimy protinddorovy
ucinek riznych RTN piipravkd pii jejich injekci pacientim v termindlnim stadiu
rakoviny (Dolezal, et al., 1954). Duskova a kolektiv (2019) provedli experiment, ve
kterém testovali protinadorovy ucinek ptipravku Juvenilu. Jako experimentalni cil byla
zvolena linie nadorovych bunék H1299 a NHLF (obé¢ linie jsou radiorezistentni viici
2 a4 Gy zafeni gama). Z obecnych udajli 1ze vyvodit, Ze alkoholovy extrakt z hovézi
tkang pridany do smési neozarené lidské bunééné kultury v nejvyssi davee (10,0 pg/mL)
ma vyznamny cytostaticky a cytotoxicky u¢inek. Zatimco neozafené nadorové buiky pii
stejné davce extraktu nevykazovali odezvu. Cytostaticky a cytotoxicky téinek extraktu
Juvenilu je vyznamny po 24 hodinach bunécné kultivace s extraktem. Data tedy ukazuji,
ze funkce Juvenilu neni specificky cytotoxicky, ale spise do¢asn¢ blokuje bunécny cyklus
v uréité fazi. Experiment také ukazal, Ze pii ozafovani jsou diky extraktu Juvenilu

nenadorové buiiky ozafovanim ovlivnény méné nez bunky nadorové. Pokud dojde
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K potvrzeni téchto ti¢inku in vivo na nenadorové bunky, mize byt Juvenil dale vyuzivan
pfi pomocné 1é¢bé rakoviny, kdy miize nahradit v mnoha piipadech také pouziti

radioterapie (Duskova, et al., 2019).

3.5.4 Nukleotidy

Nukleotidy jsou jednou ze slozek extraktu Juvenilu (Kubelkova, et al., 2021).
Nukleotidy jsou fosfore¢né estery pentdz (ribdzy a deoxyribdzy) vazané na Sesticlennou
pyrimidinovou (cytozin, thymin, uracil) nebo péticlennou purinovou bazi (adenin,
guanin, xantin, hypoxantin). Nukleotidy jsou schopny vazat jednu, dvé nebo tii molekuly
kyseliny fosfore¢né, tzv. fosfatu (van Buren, Rudolph, 1997). Tvorbou téchto
vysokoenergetickych anhydridovych vazeb, vznikaji nukleosid-difosfaty
a nukleotid-trifosfaty, jez jsou vysokoenergetické makroergni slouceniny. Nukleotidy
jsou také prekurzory nukleovych kyselin DNA a RNA. Nukleotidy se diky ionizaci
fostatové skupiny chovaji jako sttedné silné kyseliny. Purinové a pyrimidinové trifosfaty
jsou schopny efektivné transportovat chemickou skupinu, funguji tedy v energetickém
metabolismu organismi jako donory fosfatu. Monofosfaty, difosfaty a trifosfaty se
ucastni vSech metabolickych funkci v organismu. Nejvice univerzalni nukleotid je ATP.
ATP je donor volné energie pro fadu biologickych reakci. ATP spolu s dalSimu
adeninovymi nukleotidy je sou¢asti hlavni koenzymd, jako je cyklicy derivat ATP cAMP,
ktery je hlavnim ustfednim regulacnim faktorem metabolismu. Nukleotidy jsou také diky
svym konjugovanym vazbam V purinovych a pyrimidinovych skupindch vazat UV zéafeni
o vlnové délce 260 nm, které ma mutagenni vlastnosti. Nukleotidy jsou nepostradatelné
také pti regeneraci (Rodwell, 1993). Regenerace je proces obnovy tkani, tento proces
probihd ve vech tkanich téla, na jednu mitozu je potieba priblizné 10° nukleotidii. (Roux,
1973). Nukleotidy mohou byt syntetizovany endogenné, ale jejich endogenni syntéza
nemusi byt vZdy dostacujici a je proto potieba dopliiovat nukleotid ze stravy. Potraviny
bohaté na nukleotidy jsou napf. maso a luSténiny. Pfi ristu, rekonvalescenci po operaci
nebo nehodg, pii zvysené zatézi organismu télo potiebuje vétsi mnozstvi nukleotidi, a
tedy je potfeba pfijimat vyS$Si mnozstvi nukleotidi potravou nebo dopliky stravy.
K hydrolyze nukleotidii dochézi jiz castecné v Zaludku. Ve stfevé poté dochazi ke
stépovani nukleové kyseliny pomoci proteolytickych enzymi. Takto odstépené nukleové
kyseliny jsou dale rozkladany na polynukleotidy az mononukleotidy pankreatickymi
nukle4dzami a stievnimi polynukleotidazami a fosfoesterazami. Takto rozstépené poly- az

mononukleotidy jsou alkalickou fosfatazou enterocytu hydrolyzovany na nukleosidy
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(Quan, et al., 1990) (glykosylaminy slozené z nukleové baze, sacharidu a deoxyribozy

nebo ribozy) a degradovany na purinové a pyrimidinové baze (Cory, 1992).
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4. Prakticka ¢ast

4.1 Material a metodika

4.1.1 Seznam pouZitych chemikalii

anestetikum

biotinylovana sekundarni protikrali¢i protilatka (Dako REAL™ Link kit; Ybux, Brno,
Ceska republika)

deionizovana voda, piistroj Aqual 29 (Aqual s.r.o., Lelekovice, Ceska republika)
3,3’-diaminobenzidu (Bamed s.r.0., Ceské Budg&jovice, Ceské republika)
etylenglykol (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)

extrakt Juvenilu (Juvenil Products a.s., Pfezletice, Ceska republika)
citratovy pufr

formalin (Bamed s.r.0., Ceské Budg&jovice, Ceska republika)

fosfatovy pufru (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)

hematoxylin (Merck, Kenilworth, New Jersey, USA)

histoalkohol 99 (Bamed s.r.0., Ceské Bud&jovice ,Ceska republika)
jodi¢nan draselny (Lachema, Brno, Ceska republika)

kohoutkova voda

komplex streptavidinu s kienovou peroxidazou (AB2; souc¢ast Dako REAL™ Link kitu,

Brno, Ceska republika)

kysely alkohol (200 ml 99% histoalkoholu a 7,5 ml 37% HCI [Sigma-Aldrich, Praha,
Ceska republika])

kyselina octova (Penta, Praha, Ceska republika)

montovaci médium DPX histomount (Sigma-Aldrich, Praha, Ceské republika)

peroxid vodiku (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)

polyklonélni krali¢i protilatka detekujici c-Fos (ThermoFisher Scientific, Praha, Ceska

republika)
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siran hlinity (Lachema, Brno, Ceska republika)

tekuty paraplast (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)
xylen (Bamed s.r.0., Ceské Budgjovice, Ceska republika)
1% vodném roztoku eozinu (Merck, Praha, Ceska republika)
Zelatina (Bamed s.r.o., Ceské Budgjovice, Ceska republika)

4.1.2 Pokusnd zviiata
K experimentu bylo pouzito 13 mysi kmene Balb/c dodanych firmou Velaz s.r.o

(Uténice, Ceska republika). 13 mysi bylo rozdéleno do 3 skupin (kleci).

4.1.3 Experimentdlni skupiny

Prvni kontrolni skuping (5 ks mysi) byla po dobu 30 dni podavana kohoutkova pitna
voda bez obsahu ucinnych latek (skupina oznacena jako kontrola). Druhé skuping (5 ks
mysi) byla do dobu 30 dni podavana voda obohacena o extrakt Juvenilu (1,0 mg/100 ml)
(skupina oznacena jako IMU). Tteti skupiné (3 ks mysi) byla podavana voda obohacena
0 extrakt Juvenilu pouze poslednich 7 dni pfed ukoncenim experimentu (skupina
oznacena jako IMU/7). Tticaty den od poc¢atku pitného rezimu byla provedena eutanazie
pokusnych zvitat predavkovanim anestetikem. Mysim byl poté odpreparovan a odebran
mozek pro histologickou a imunohistologickou analyzu. Laboratorni zvifata byla ustajena
v klimatizované mistnosti (22 + 2 °C, 50 £ 10% relativni vlhkost, svétlo od 07:00 do
19:00 hodin). Zvitata byla ustijena na dobu minimalné¢ 3 tydni ptfed zapocetim
experimentu. Prace se zvitaty byla schvalena etickou komisi FVZ UO (Hradec Kralové,
Ceska republika) a probihala podle platné eské a evropska legislativy pro praci

S laboratornimi zvifaty.

4.1.4 Histologické vysetieni

Bezprostiedné po odbéru byl mozek fixovan v 10% roztoku formalinu (Bamed
s.r.o., Ceské Budgjovice, Ceska republika). Vzorky byly nasledné ponechany v roztoku
formalinu po dobu jednoho mésice. Po fixaci byly vzorky zakrojeny pomoci skalpelu
v misté odpovidajici pfiblizné -3 mm od bregmatu (bregma je nazev mista na lebce, kde
se styka Sipovy a véncity Sev) (The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates: Hard Cover
Edition, Pixinos and Watson, 2006).
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4.1.5 Zhotoveni preparatit

4.1.6 Odvodnéni preparati a zaliti do parafinu

Z fixovaného mozku byl nejprve vymyt formalin pod tekouci vodou po dobu
jedné hodiny. Poté nasledovalo odvodnéni pomoci vzestupné alkoholové fady ptipravené
z histoalkoholu 99 (Bamed s.r.0., Ceské Budéjovice, Ceska republika) a xylenu (Bamed
s.r.o., Ceské Budgjovice, Ceska republika) a ponofeni vzork do tekutého paraplastu
(Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika) v tkanovém procesoru Leica TP1020 (Leica,
Wetzlar, Némecko). Koncentrace etanolu a doba setrvani vzorku v jednotlivych fazich je
znazornéna v Tabulce 1. Vzorky takto zbavené vody byly pomoci tekutého paraplastu (56
°C; Biologicky termostat BT 120, Sedlec-Préice, Ceskoslovensko) zality do blo¢ki a
ponechany ztuhnout pii -20 °C. Zmrazené vzorky byly krajeny pomoci mikrotomu SM
2000 R (Leica, Wetzlar, Némecko). Z kazdého blocku byly odkrojeny dva fezy o tloust'ce
S um.

Tabulka 1. Odvodnéni tkanovych vzorkt v laznich vzestupné fady etanolu, xylenu a

parafinu

poradi Prosttedek Délka ptisobeni

1 70% etanol 1 hodina

2 70% etanol 1 hodina

3 80% etanol 2 hodiny

4 90% etanol 1 hodina

5 95% etanol 1 hodina

6 95% etanol 1,5 hodiny

7 99% etanol 3 hodiny

8 xylen 1,5 hodiny

9 xylen 1,5 hodiny

10 xylen 1,5 hodiny

11 parafin 4 hodiny

12 parafin 5 hodin
4.1.7 NataZeni iezit na podloZni skla

Pripravené fezy byly pieneseny na etanolem odmasténa podlozni sklicka (Bamed

s.r.0., Ceské Budgjovice, Ceska republika) a podlity 0,5% roztokem Zelatiny (Bamed
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s.r.0., Ceské Budgjovice, Ceska republika). Preparaty byly umistény na vyhiatou (37° az
40 °C) topnou desku BMD 2 (Bicéels s.r.0., Hradec Kralové, Ceska republika), ¢imz doslo
k nataZeni fezu. Nadbyte¢na zelatiny byla slita a ponechana, aby odkapala. Nasledné byly
preparaty umistény do termostatu Memmert BE 500 (Memmert GmbH + Co. KG,

Schwabach, Némecko) a pii 37 °C se byla odpafena piebyte¢na voda.

4.1.8 Odparafinovani prepardti

Z tezii natazenych na podlozni sklicka byl odstranén parafin pomoci procesu
odparafinovani. Skla byla postupné umisténa do lazni xylenu, sestupné alkoholové fady
ptipravené z histoalkoholu 99 a deionizované vody, doba setrvani vzorkii mozku
V jednotlivych laznich je znazornéna v Tabulce 2. Deionizovana voda byla vyrobena
pomoci piistroje Aqual 29 (Aqual s.r.o., Lelekovice, Ceska republika). Takto

odpararafinované vzorky byly pfipraveny na dalsi barveni.

Tabulka 2. Odparafinovani v xylenovych a etanolovych laznich a deionizované vodé

potadi | prostiedek délka ptisobeni
1 xylen 10 minut

2 xylen 10 minut

3 xylen 10 minut

4 etanol 96% 10 minut

5 etanol 96% 10 minut

6 etanol 70% 10 minut

7 deionizovana voda | 5 minut

4.1.9 Barveni hematoxylinem a eozinem

Pro hematoxylinové-eozinové barveni bylo potieba nejprve pfipravit roztok
Gillova hematoxylinu. Za stalého michani byl nejprve v deionizované vodé za stalého
michani rozpustén hematoxylin (Merck, Kenilworth, New Jersey, USA), jodi¢nan
draselny (Lachema, Brno, Ceska republika) a siran hlinity (Lachema, Brno, Ceska
republika). Poté se k nim byl za stalého michani pfidan etylenglykol (Sigma-Aldrich,
Praha, Ceska republika) a jako posledni 100% ledova kyselina octova (Penta, Praha,
Ceska republika). Piesna mnozstvi latek nezbytnych pro vyrobu Gillova hematoxylinu

jsou uvedena v Tabulce 3.
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Tabulka 3. SloZeni roztoku Gillova hematoxylinu

latka Hmotnost/objem jednotlivych polozek
hematoxylin 49
KIOs 0,449
Alz(SO4)3 3529
deionizovana voda | 710 ml
etylenglykol 250 ml
CH3COOCOH 40 ml

V roztoku Gillova hematoxylinu byly preparaty barveny po dobu 3 minut. Poté byly
oplachnuty deionizovanou vodou, na nékolik vtefin vlozeny do 70% histoalkoholu a
diferencovany v kyselém alkoholu (200 ml 99% histoalkoholu a 7,5 ml 37% HCI [Sigma-
Aldrich, Praha, Ceska republika]). Jako posledni prob&hl oplach deionizovanou vodou,
aby doslo k zabarveni vzorki do modra. Sklicka poté byla omyta pod tekouci
kohoutkovou vodou a nésledn¢ opét vlozena do deionizované vody. Cely postup je

popsan v Tabulce 4.

Tabulka 4. Postup diferenciace a oplachu preparatt

Potadi Lazen Doba lazné
1 70% histoalkohol 5 sekund

2 kysely alkohol 5 sekund

3 pramenita voda 20 minut

4 deionizovana voda | 1 minut

Preparaty byly nakonec dobarveny v 1% vodném roztoku eozinu (Merck, Praha,
Ceska republika), oplachnuty v deionizované vodé a promyty ve vzestupné alkoholové

fadg¢, acetonu a xylenu tak, jak je znazornéno v Tabulce 5.
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Tabulka 5. Barveni preparatii eozinem a nasledné odvodnovani

Poradi Lazen Doba lazné
1 eozin 1% 1 minuta

2 deionizovana voda | oplach

3 etanol 70% 2 minuty

4 etanol 80% 2 minuty

5 etanol 96% 2 minuty

6 aceton 2 minuty

7 xylen 5 minuty

8 xylen 5 minut

9 xylen 5 minut

4.1.10 Fixace vzorkii do bezvodého media

Jako posledni krok byly preparaty zamontovany do montovaciho média DPX
histomount (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika). Na odvodnéné vzorky se pomoci
kapatka nakapalo se montovaci médium a poté se opatrné, aby nevznikla bublina,
ptiloZilo kryci sklitko (Bamed s.r.o., Ceské Budg&jovice, Ceska republika). Hotové

preparaty se umistily do termostatu, aby montovaci médium zaschlo.

4.1.11 Histochemické barveni c-Fos

Po odparafinovani, dle Tabulky 2, byly nejprve pomoci mikrovinné trouby
odmaskovany antigeny. Tento proces probihal 2krat po dobu 5 minut pfi ptikonu 750
wattll. V pribéhu procesu byly vzorky ponofeny v citratovém pufru. SloZeni citratového

pufru udava Tabulka 6.

Tabulka 6. Roztok citratového cyklu

latka objem

0,1M kyselina citronova 9ml
0,1M citrat sodny 41 ml
destilovana voda 500 ml

Vysledné pH pufru je rovno 6,0
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Poté byly preparaty, k deaktivity endogenni peroxidazy, preneseny do tlumiciho
roztoku peroxidu vodiku v metanolu, ktery na tkan pasobil 20 minut pfi pokojové teplot¢.

Postup je ukazan v Tabulce 7

Tabulka 7. Tlumici roztok

latka objem
30% peroxid vodiku 1,8 ml
metanol 100 ml

Nasledn¢ byly preparaty ponofeny na 5 minut do lazn¢€ z destilované vody.
K zabranéni nespecifickych vazebnych interakci byl pfi pokojové teploté na 30 minut
nanesen roztok kravského albuminu ve fosfatovém pufru. Fosfatovy pufr byl pfipraven
pomoci tablet fosfatového pufru (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika) rozpusténych

Vv deionizované vod¢é dle navodu vyrobce, tento postup je popsan v Tabulce 8.

Tabulka 8. Roztok kravského albuminu

latka objem/hmotnost
susené odtucnéné mléko 19
fosfatovy pufr pH 7,2 20 mi

Po uplynuti daného ¢asového intervalu byla pro detekci c-Fos pouzita polyklonalni
krali¢i anti-mysi protilatka detekujici c-Fos (ThermoFisher Scientific, Praha, Ceska
republika) fedéna ve fosfatovém pufru v poméru 1:500. Nasledoval oplach ve fosfatovém
pufru k odstranéni nenavazané primarni protilatky. V dal§im kroku byla na preparat
nanesena biotinylovana sekundarni protilatka (Dako REAL™ Link kit; Ybux, Brno,
Ceska republika) a inkubovana po dobu jedné hodiny pii pokojové teploté ve vlhké
komiirce (Bamed s.r.o., Ceské Budgjovice, Ceska republika) zabrafiujici vysuseni
preparatu. Vzorek byl poté proplachnut ve fosfaitovém pufru k odstranéni nenavazané
sekundarni protilatky. V dalsim kroku byl nanesen komplex biotin-streptavidinu
s kienovou peroxidazou (AB2; soucast Dako REAL™ Link kitu, Brno, Ceska republika).
Tento komplex se vaZe na biotin pii pokojové teploté ve vlhké komtrce. Nenavazany
komplex byl omyt fosfatovym pufrem stejné jako primarni a sekundarni protilatka.

K detekci aktivity peroxidazy a vzniku barevné reakce byl 20 minut pii pokojové teploté
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aplikovan roztok 3,3’-diaminobenzidu (Bamed s.r.o., Ceské Budgovice, Ceska
republika) dle Tabulky 9. Nasledovala lazen v destilované vodé a klasické odvodnéni

a zamontovani preparatu.

Tabulka 9. Roztok diaminobenzidu

latka objem/hmotnost
3,3’-diaminobenzidin 10 mg
N,N-dimethylformamid 0,1 mi

30% peroxid vodiku 0,01 ml
fosfatovy pufr 20 ml

4.2 Hodnoceni prepardtii

Vzorky barvené hematoxylinem-eozinem slouzily pouze pro potvrzeni ptitomnosti
cilovych struktur a spravné neuroanatomické lokalizace fezu a vylouceni hrubych
patologii mozkové tkané. Jednalo se o0 ptitomnost mozkové kury, piriformni kary,
hipokampu, gyrus dentatus, thalamu, hypothalamu a amygdaly. Vzorky
s imunohistochemickym zna¢enim byly nejprve hodnoceny semikvantitativné a nasledné
analyzovany pomoci pocitacové analyzy obrazu (software Image-Pro Plus 5.1 (Media
Cybernetics, Bethesda, MD, USA) v cilovych oblastech dle Obrazku 3.
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Obrazek 3. Mista hodnoceni exprese c-Fos v mysich cilovych strukturach mozku

Obrazek ptejat od Paxinose a Watsona (2006) a modifikovan.

4.2.1 Semikvantitativai hodnoceni obrazu

Vsechny histologické vzorky byly semikvantitativné hodnoceny S pouzitim

mikroskopu BX-51 (Olympus, Tokyo, Japonsko). Pozitivita c-Fos buné¢k byla u kazdého

zvitete méfena v danych oblastech v jednom vybraném zorném poli pii 400ndsobném

zvétSeni. V takovémto zorném poli byla pozitivita bun€k hodnocena jako: + mirna, ++

stfedni pozitivita a +++ vysoka pozitivita.

4.2.2 Pocitacova analyza obrazu

Po semikvantitativnim hodnoceni byly vSechny vzorky hodnoceny pomoci

pocitacové analyzy obrazu. V uréenych oblastech mozku byla vyfocena dvé zorna pole

pii 600nasobném zvétseni pomoci mikroskopu BX-51 (od Olympus), kamery DP 73 (od

Olympus) a softwaru CellSens Entry verze 2.2. K analyze obrazu byl pouzit software
Image-Pro Plus 5.1 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA), kdy byla zjistovana

39




denzita cilovych struktur v invertovaném RGB spektru, kde hodnota 0 je bila a hodnota

255 je ¢erna barva. V kazdém vyfoceném zorném poli bylo hodnoceno 20 jader.

4.2.3 Prezentace vysledkii a statistické hodnoceni
Vysledné hodnoty jsou prezentovany jako pramér jednotlivych skupin =+

dvojnasobek smérodatné odchylky priméru (2 x SEM).

K urceni vyznamnosti rozdilu dat byly ziskané udaje semikvantitativné hodnoceny
pomoci testu One-way ANOVA. Neparametrické vysledky pocitacova analyzy obrazu
byly zhodnoceny pomoci Kruskal-Wallisova testu doplnéného post hoc analyzou
s Bonferroniho korekci. Statisticka analyza byla provedena pomoci programu IBM SPSS
Statistics 24 (IBM, Armonk, New York, USA). Uroveii statistické vyznamnosti byla

stanovena na hladiné p < 0,05.
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5. Vysledky

Skupin¢ IMU byla podavana voda obohacena o Juvenil po celou dobu experimentu.
Skupin¢ IMU/7 byla podavana voda obohacena o Juvenil 7 dni pfed ukoncenim
experimentu. Kontrolni skupiné byla po celou dobu experimentu podavana kohoutkova

pici voda.

51 Hematoxylin-eozin
Barveni hematoxylin-eozinem potvrdilo pozadovanou neuroanatomickou
lokalizaci u vSech pfipravenych preparati (Obrazek 4). Barveni rovnéz vyloucilo

piitomnost jakychkoliv hrubych histopatologickych zmé&n mozkové tkané.

Obriazek 4. Pozadovand neuroanatomickd lokalizace

(https://www.hms.harvard.edu/research/brain/atlas.html)

5.1.1 Detekce exprese c-Fos

Exprese c-Fos byla hodnocena v oblasti CA2 hipokampu, gyrus dentatus
hipokampu, thalamu, hypothalamu, amygdaly, piriformni kife a mozkové kuie. Prvni
skupiné bylo po celou dobu experimentu podavani pitnd kohoutkova voda (skupina
kontrola). Druhé skupiné byla po celou dobu experimentu podavana voda obohacena o
Juvenil (skupina IMU). Tteti skupiné byla podavana voda obohacena o Juvenil 7 dni pied

ukoncenim experimentu (skupina IMU/7).
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Obrazek 5. Oblast gyrus dentatus, kontrolni skupina

Snimek jedné z hodnocenych oblasti (gyrus dentatus) u kontrolni skupiny. Oblast po

imunohistochemickém barveni. Tmavsi oblasti jsou cévy.
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Obrazek 6. Oblast gyrus dentatus, skupina IMU

Snimek jedné z hodnocenych oblasti (gyrus dentatus) u skupiny IMU. Oblast po

Imunohistochemickém barveni. Tmavsi oblasti jsou cévy
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Obrazek 7. Oblast gyrus dentatus, skupina IMU/7

Snimek jedné z hodnocenych oblasti (gyrus dentatus) u skupiny IMU/7. Oblast po

imunohistochemickém barveni. Tmavsi oblasti po proostieni obrazu vychazi jako cévy.

512 Pozitivita bunék v oblasti CA2 hipokampu
Vysledky semikvantitativniho hodnoceni a pocitacové analyzy obrazu v CA2

oblasti hipokampu jsou uvedeny v Tabulkach 10 a 11. V této oblasti nebyl nalezen
signifikantni rozdil v c-Fos pozitivit¢ mezi kontrolni skupinou a skupinami lé¢enymi

Juvenilem.
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Tabulka 10. Vysledky semikvantitativniho hodnoceni exprese c-Fos v CA2 oblasti

hipokampu (pramér + 2 x SEM).

Skupina + ++ +++
Kontrola 0,2+ 0,36 0+0 0+0
IMU 0,13+0,19 0+0 0+0
IMU/7 0,83+ 1,05 0+0 0+0

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podavana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla podavana voda obohacena o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacend o Juvenil byla podavéna 7 dni pied

ukoncenim experimentu).

Tabulka 11. Praimérné hodnoty denzity jader bunék v CA2 oblasti hipokampu méfené

pomoci pocitacové analyzy obrazu (primér + 2 X SEM).

Skupina Kontrola IMU IMU/7
Denzita 60,93 + 3,33 60,55 + 2,56 63,12 £ 2

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podavana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla podavana voda obohacena o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacend o Juvenil byla podavéna 7 dni pied

ukoncenim experimentu).

513 c-Fos pozitivita bunék v gyrus dentatus hipokampu
Vysledky semikvantitativniho hodnoceni a pocitatové analyzy obrazu v gyrus
dentatus hipokampu jsou uvedeny v Tabulkach 12 a 13. V této oblasti nebyl nalezen

rozdil v expres c-Fos mezi kontrolni skupinou a skupinami ovlivnénymi Juvenilem.
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Tabulka 12. Vysledky semikvantitativniho hodnoceni exprese c-Fos v gyrus dentatus

hipokampu (pramér + 2 x SEM).

Skupina + ++ +++
Kontrola 0+0 0+0 0+0
IMU 0+0 0+0 0+0
IMU/7 0+0 0+0 0+0

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podévana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla podavana voda obohacena o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacend o Juvenil byla podavéna 7 dni pied

ukoncenim experimentu).

Tabulka 13. Primérné hodnoty denzity jader bunék v gyrus dentatus hipokampu

meéfené pomoci pocitacové analyzy obrazu (pramér + 2 x SEM).

Skupina Kontrola IMU IMU/7
Denzita (D) 55,4+ 1,86 54,15 + 2,95 57,61 +1,98

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podavana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla podavana voda obohacena o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacend o Juvenil byla podavéna 7 dni pied

ukoncenim experimentu).

514 c-Fos pozitivita bunék v oblasti thalamu (dorzomedidlni a ventrolaterdlni
cast laterodorzdlnich jader)

Vysledky semikvantitativniho hodnoceni a pocitacové analyzy obrazu

Vv laterodorzalnich jadrech thalamu jsou uvedeny v Tabulkach 14 a 15. V této nebyl

potvrzen rozdil exprese c-Fos mezi kontrolni skupinou a skupinami ovlivnénymi

Juvenilem.
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Tabulka 14. Vysledky semikvantitativniho hodnoceni exprese c-Fos v thalamu (primér

+ 2 x SEM).
Skupina + ++ +++
Kontrola 0,1+0,18 0+0 0+0
IMU 0+0 0+0 0+0
IMU/7 0,33+£0,21 0+0 0+0

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podavana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla poddvéana voda obohacend o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacend o Juvenil byla poddvéana 7 dni pted

ukoncenim experimentu).

Tabulka 15. Primérné hodnoty denzity jader bunék v thalamu méfené pomoci

pocitacové analyzy obrazu (primér = 2 X SEM).

Kontrola IMU IMU/7
65,6 + 1,99 62,43 £ 3,1 68,47 + 2,89

Skupina
Denzita (D)

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podavana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla poddvéana voda obohacend o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacend o Juvenil byla podavéana 7 dni pted

ukoncenim experimentu).

515 c-Fos pozitivita bunék v oblasti hypothalamu (oblast dorsomedialnich
jadra)

Vysledky semikvantitativniho hodnoceni a pocitacové analyzy obrazu

dorzomedialnich jader hypothalamu jsou uvedeny v Tabulkach 16 a 17. V této oblasti

nebyl pozorovan rozdil v expresi C-Fos mezi kontrolni skupinou a skupinami ovlivnénymi

Juvenil.
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Tabulka 16. Vysledky semikvantitativniho hodnoceni exprese c-Fos v hypothalamu
(pramér + 2 x SEM).

Skupina + ++ +++
Kontrola 0,7+0,83 0+0 0+0
IMU 1,88 + 1,59 0+0 0+0
IMU/7 0,17+ 0,21 0+0 0+0

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podavana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla podavana voda obohacena o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacena o Juvenil byla podavana 7 dni pted

ukoncenim experimentu).

Tabulka 17. Primérné hodnoty denzity jader bun¢k hypothalamu méfené pomoci

pocitacové analyzy obrazu (primér = 2 X SEM).

Skupina Kontrola IMU IMU/7
Denzita (D) 80,7 + 3,09 78,33+ 3,76 77,3+2,82

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podavana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla poddvéana voda obohacend o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacena o Juvenil byla podavana 7 dni pied

ukon¢enim experimentu).

5.1.6 c-Fos pozitivita bunék v oblasti amygdaly (centrdlni jadra)

Vysledky semikvantitativniho hodnoceni a pocitacové analyzy obrazu
Vv centralnich jadrech amygdaly jsou uvedeny v Tabulkach 18 a 19. V této oblasti nebyl
zjistén signifikantni rozdil exprese c-Fos mezi kontrolni skupinou a skupinami

ovlivnénymi Juvenilem.
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Tabulka 18. Vysledky semikvantitativniho hodnoceni exprese c-Fos v amygdale
(pramér + 2 x SEM).

Skupina + ++ +++
Kontrola 1,7+1,12 0,2+0,36 0+0
IMU 1,88 + 1,28 0+0 0+0
IMU/7 2,17+1,48 0+0 0+0

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podavana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla podavana voda obohacena o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacend o Juvenil byla podavéna 7 dni pied

ukoncenim experimentu).

Tabulka 19. Primérné hodnoty denzity jader bunék amygdaly méfené pomoci

pocitatové analyzy obrazu (pramér + 2 x SEM).

Skupina Kontrola IMU IMU/7
Denzita (D) 65,5+ 1,9 64,45 + 3,66 71,6 +£4,97

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podavana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla poddvéana voda obohacend o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacena o Juvenil byla podavana 7 dni pied

ukoncenim experimentu).

5.1.7 c-Fos pozitivita bunék v piriformni kiiie

Vysledky semikvantitativniho hodnoceni a pocitacové analyzy obrazu
v piriformni kize jsou uvedeny v Tabulkach 20 a 21. Semikvantitativni hodnoceni
neodhalilo jakykoliv statisticky vyznamny rozdil. AvSak pomoci analyzy obrazu byl

pozorovan signifikantni rozdil mezi obéma skupinami lé¢enymi Juvenilem (p = 0,025).
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Tabulka 20. Vysledky semikvantitativniho hodnoceni exprese c-Fos v piriformni ktite
(pramér + 2 x SEM).

Skupina + ++ +++
Kontrola 2,1+0,87 0+0 0+0
IMU 2+1,26 0+0 0+0
IMU/7 1,67 + 1,12 0+0 0+0

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podavana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla podavana voda obohacena o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacena o Juvenil byla podavana 7 dni pted

ukoncenim experimentu).

Tabulka 21. Primérné hodnoty denzity jader bun¢k piriformni kiiry méfené pomoci

pocitacové analyzy obrazu (primér = 2 X SEM).

Skupina Kontrola IMU IMU/7

Denzita (D) 64,15 £ 3,93 67,23+ 4,6 61,07 £ 3,74*

*Signifikantni rozdil mezi skupinou IMU a IMU/7 na hladiné p < 0,05.

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podavana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla podavana voda obohacena o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacena o Juvenil byla podavana 7 dni pied

ukoncenim experimentu).

5.1.8 c-Fos pozitivita bunék v kortexu (primdrni motorickd kira M1)

Vysledky semikvantitativniho hodnoceni a pocitacové analyzy obrazu v primarni
motorické ktife jsou uvedeny v Tabulkach 22 a 23. Signifikantni rozdily odhalila pouze
pocitacova analyza obrazu, pifi které byl nalezen signifikantni rozdil mezi obéma

skupinami lé¢enymi Juvenilem (p = 0,043).
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Tabulka 22. Vysledky semikvantitativniho hodnoceni exprese c-Fos v motorické kuie

(pramér + 2 x SEM).

Skupina + ++ +++
Kontrola 6+2,35 0+0 0+0
IMU 5,63+3,1 0+0 0+0
IMU/7 6,67 +2,38 0+0 0+0

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podavana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla podavana voda obohacena o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacend o Juvenil byla poddvéana 7 dni pted

ukoncenim experimentu).

Tabulka 23. Primérné hodnoty denzity jader bunék motorické kiry méfené pomoci

pocitacové analyzy obrazu (primér = 2 X SEM).

Skupina Kontrola IMU IMU/7

Denzita (D) 74,48 + 3,14 76,49 + 2,48 69,32 +5,5

Kontrola, kontrolni skupina (po celou dobu experimentu byla podavana pitna voda),
IMU skupina (po celou dobu experimentu byla poddvéana voda obohacend o extrakt
Juvenil), IMU/7 skupina (voda obohacend o Juvenil byla poddvéana 7 dni pted

ukoncenim experimentu).
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6. Diskuse

Extrakt Juvenil je modulator biologickych reakci a ma pozitivni vliv na mikrobiom
ve stieveé (Kubelkova, et al., 2020). Nové studie ukazuji pozitivni Vliv sttevni mikroflory
na lidské zdravi a psychiku, proto se na trhu s doplnky stravy objevuji pfipravky, které
funguji jako modulatory, které zprostiedkovavaji ptiznivy ac¢inek na mozek (Long-Smith,
et al., 2020). Protein c-Fos se vyuziva jako funkéni marker aktivity v neuronech a

neuralnich obvodech pro razné druhy stimulii (Hoffman, et al., 1993).

Cilem mé bakalatské prace bylo potvrzeni nebo vyvraceni védecké hypotézy o
zvyseni exprese proteinu c-F0s vV mozku mysi po aplikaci extraktu Juvenil. Dal§im cilem
bylo studium vybraného c-Fos protoontogenu jako diilezit¢ého modulatoru biologickych

funkci. Pro tento pokus byly vybrany mysi kmen Balb/c.

Kontrolni skupin€ mysi byla poddvéana kohoutkové pitna voda po celou dobu pokusu.
Prvni testované skupiné mysi byla podavana voda obohacena o extrakt Juvenilu
(1,0 mg/100 ml) po celou dobu experimentu. Druhé testované skupiné mysi byla
podavana voda obohacena o extrakt Juvenilu (1,0 mg/100 ml) 7 dni pfed ukonéenim

experimentu.

Pro analyzu nami vybranych sedmi mozkovych struktur (mozkové kiry, piriformni
kiary, hipokampu, gyrus dentatus, thalamu, hypothalamu a amygdaly) jsme pouzili
nejdiive semikvantitativni analyzu. Semikvantitativni analyza preparati neodhalila
signifikantni rozdil mezi kontrolni skupinou a skupinami experimentalnimi v Zadné nami
vybrané mozkové¢ struktute. Jako druhou analytickou metodu jsme pouzili program pro
analyzu obrazu a poté statické hodnoceni pomoci Kruskal-Wallisova testu na hlading
p < 0,05. PocitaCova analyza denzity bunck a statistickd analyza odhalily statisticky
vyznamny rozdil pouze ve dvou znami sedmi vybranych mozkovych strukturach.
V piriformni kiife byl rozeznan rozdil denzity bun€k mezi obéma skupinami lécenymi
Juvenilem (p = 0,025). Rozdil v pozitivité byl také rozeznan v primarni motorické kife
kortexu, a to opét mezi obéma skupinami 1é¢enymi extraktem Juvenilem (p = 0,043). Jako
pozitivni oblasti nam vysly piriformni ktira, kterda ma funkci pfijmu ¢ichovych vjemu a
primarni motorickd oblast kortexu, kterd stimuluje svalovou kontrakci. AvSak tato
pozitivita u obou struktur je pravdépodobné zptisobena tim, ze se jedna 0 koncové oblasti
mozku a mohlo tedy dojit k falesné pozitivit¢ zplsobené vykrystalizovanim

imunohistochemického barviva. V danych strukturach u nékterych preparatti také doslo
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K netplnému nabarveni. U nékterych vzorkti doslo v piriformni oblasti K potrhani
preparatu a kvuli tomu k nasledné krystalizaci barviva a mohlo tedy dojit k falesné

signalizaci pozitivity.

Z nasich vysledki ziskanych v rdmci zpracovani bakaldiské prace lze vyvodit, Ze
peroralni podavani extraktu Juvenilu, rozpusténého ve vodé, ma nejspise minimalni vliv
na expresi protoontogenu c-Fos a naslednou expresi c-Fos proteinu v mozcich Balb/c
mysi. K potvrzeni ¢i vyvraceni nasich vysledki je tfeba celou studii zopakovat v ramci

dal$ich studii pouziti biomodulatoru.
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