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Abstrakt (¢esky jazyk)

V souwasné dob nejkezrejsSi senilni demence, Alzheimerova choroba (AD), je
charakterizovana postizenim pé&ima vysSich kognitivnich funkci. Typickymi post-mem
nalezy na mozcich paciénts AD jsou extracelularni amyloidni plaky, intradébni
neurofibrilarni klubéka a posSkozené cholinergni i ostatni neurotransaviée systémy. Do
dnes neni znamo spojeni mezi poskozenym centrah@imergnim systémem a hrongadn
beta-amyloidu. NaSe experimenty se 2#iyw na parietalni kru sedmindsicnich
APPswe/PS1dE9 transgennich mysSi, v jejichz mozcadchazi kvysoké produkci
amyloidnich fragmerit Cholinerni synapseéthto mySi vykazuji funéni presynaptické
(stimulované uvalovani acetylcholinu) i postsynaptické (aktivace 1@tgini muskarinovymi
receptory) poruchy a ubytek cholinergnich maikdétomoci gPCR jsme stanovili hodnoty
exprese mMRNA pro cholinacetyltransferazugkavy pienasé pro acetylcholin a MMy
podtypy muskarinovych recepforu transgennich a kontrolnich mysi ze stejného .vrhu
Ziskané hodnoty exprimované mRNA se u zadného geguoifikantré neliSily. Tyto
vysledky ukazuji, Ze Ubytek cholinergnich proteje disledkem dju na posttranskrimi

drovni.



Abstrakt (anglicky jazyk)

The most common senile dementia, Alzheimer dis€A8®, is characterized by a
decline of memory and high cognitive functions. iEgb post-mortem brain lesions are
extracellular amyloid deposits, intracellular ndilmalary tangles and ruined cholinergic and
other neurotransmitters systems. Connection betwaeraged central cholinergic system and
beta-amyloid accumulation remains obscure. We exednparietal cortex of young adult (7-
month-old) female APPswe/PS1dE9 double transgemoe mvhich develope beta-amyloid
fragments at high rate. Cholinergic synapses afalmeice demonstrate functional presynaptic
(stimulated acetylcholine release) as well as posgstic (muscarinic receptor-induced G-
protein activation) deficits and reduction of cneligic markers. The mRNA levels of choline
acetyltransferase, vesicular acetylcholine trartspand M to M, subtypes of muscarinic
receptors were determined in transgenic and litdéemcontrols using gPCR. Obtained
experimental data does not show any changes inureeBmRNA levels. These observations
indicate that reduction of cholinergic synaptic kams and function is due to
posttranscriptional events.
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Seznam zkratek

A.U.
AD
ACh
AChE
AK
ApoE
APP
APPLP
AB
CNS
GABA
GAPDH
ChAT
MAChR
NAChR
PCR
PS
gPCR
™
VAChT
VMAT

pomerné (arbitrarni) jednotky
Alzheimerova choroba (Alzheimer disease)
acetylcholin

acetylcholinesteraza

aminokyselina

apolipoprotein E

protein prekurzor amyloidu (amyloid prekursostpin)

proteiny podobné APP (APP like proteins)
B-amyloid

centralni nervova soustava
kyselinay-aminomaselna
glyceraldehydfosfat dehydrogenaza
cholinacetyltransferaza
acetylcholinovy receptor muskarinového typu
acetylcholinovy receptor nikotinoveho typu
polymerazovéetzova reakce

presenilin

kvantitativni (real-time) PCR
transmembranovy

v&kovy prenase pro acetylcholin

vackoveé grenaSeée pro monoaminy



1. Uvod

V souwasné dob jen rekolik malo vyzkumnych témat budi stéjmelky zajem jako je
tomu v gipad Alzheimerovy nemoci (AD). Stale vznikaji nova vymkna centra, zakladaji
se nové vyzkumné skupiny a studium patogeneze Astadva vice a viceédeckych
pracovniki. Adekvatré k pribyvajici wdecké sile rostou také finami investice, které do
tohoto vyzkumu celostové plynou.

Zavaznych dvoda vzristajiciho zajmu o tento édni obor je ®kolik. Béhem

poslednich desetileti doslo k vyraznému tséu doby lidského Zivota (n#ap v Ceské
republice doSlo mezi lety 1981 — 2005 ke zvySewEjeana doZiti u muk resp. Zen ze 67,1
resp. 74,1 let na 72,9 resp. 79,1 let www.czso\y3Si procento lidi tedy dosahneku, kdy
se zd&inaji vyskytovat neurodegenerativni onemadnmezi kterymi je n€psegjSi prav AD.
V souwasné dobtrpi AD celos¥tove priblizn¢ 30 milioni lidi. Odhaduje se, Ze se tentatpb
kazdych dvacet let zdvojnasobi. Fitah prostedky, které se nasledirvydaji na Iébu a
socialni pomoc nemocnym jsou odhadovany na 315 amrdili dolafi ro¢né
(www.medicinenet.com).

AD je neurodegenerativni onemaai, které postihuje centralni nervovou soustavu
(CNS). U paciernit se projevuje poruchami chapani, kratkodobé ganzapominanim a
zménami v chovani, které v kotieém stadiu nemoci vedou az neschopnosti postarat se
sama sebe. Posmitrse AD diagnostikuje fftomnosti extracelularnich plakvorenych -
amyloidem (A) a intracelularni gtomnosti neurofibrilarnich klubék sloZzenych ze
sparovanych a jednoduchych vldkenteroych z velkécasti hyperfosforylovanou formou
proteinut (tau, protein asociovany s mikrotubuly). Onemadrspousti zvySeni koncentrace
AP, ktery se vy&tpuje z transmembranovho proteinu prekurzoru amyld¢@PP, Amyloid
Prekursor Protein). A je polypeptid s délkou 39 — 43 aminokyselin. ddsgjSi jsou
fragmenty o délce 40 a 42 aminokyselin. Fragmenlysa nejdiive shlukuji v rozpustné
oligomery a poté nerozpustné fibrily a vyitvamyloidni plaky. Redpolada se, Ze Skodlivé
pusobeni A zprostedkovavaji jeho rozpustné oligomery, které doposadzcela jasnym
zpasobem spoudfi patogenni mechanismy. &&e&ni poruchy jsou funkni, avSak
s postupujicim¢asem dochazi k rozsahlému morfologickému poskozgmirgcné smrti
neurori a degeneracigkterych mozkovycleasti (Selkoe 2001). V poktibém stadiu nemoci
jsou poté postizeny mnohé neurepaséové systeémy i nenervove iiky (gliové buiky).

| pres vzfistajici péet wdeckych publikaci nejsou witginy pacieni dosud znamy
piesné piciny vzniku a mechanismy vyvoje AD, a tedy chybfeldivni |&cba této choroby.
V sowasné dob existuji pouze farmaka, kterd podporuji oslabergrvovy genos u
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selhavajicich neurotransmiterovych sysiéiedikace tedyeSi pouze idsledky AD nikoliv

jeji priciny.



2. Cholinergni neurotransmise

Acetylcholin (ACh) se jako neurotransmitetadtni nervovéhoipnosu naad mist
v ramci centralni i periferni nervové soustavy. prifernich synapsichi@nasi nervovy
signal gedevSim na nervosvalovych ploténkacticqme pruhovanych sval vcetrg srdce
(nervus vagus), na synapsich parasympatického v&meosystému u hladkych suah na
synapsich ganglii sympatického i parasympatickérgavého systému. Dale se uplge na
mnoha mistech centralni nervové soustavy, kde mfrghi sit hraje Wezitou roli nap. pri
uceni, pangti, spanku a pohybu. Acetylcholin byl popsan jakend neurotransmiter na
pocatku 20. stoleti O. Loewim a H. Dalem. Za tentoewbipyli pozaji ocenéni Nobelovou
cenou za léekastvi.

Cholinergnim neuronem ozfigeme buiku, ktera ACh syntetizuje, transportuje do
synaptickych vékt a po gichodu akniho potencialu uvdluje do synaptické &tbiny.
Proteiny, které se¢astni metabolizmu ACh a proteiny spojené s jehodaigaci Ize rozdit
do dvou skupin dle jejich rozmésti — na presynaptické a postsynaptické.

Mezi proteiny presynaptického segmentutipgiedevSim cholin acetyltransferdza
(ChAT), enzym zodpasdny za syntézu ACh; ¢&ovy prenasé pro ACh (VAChHT, Vesicular
Acetylcholine Transporter), ktery transportuje ACh intracelularniho prostoru do
synaptickych véku; vysokoafinni cholinovy transportér (ChT1, Cholifansporter 1), ktery
piendsi cholin do hiky.

V meziburg¢ném prostoru se nachazi enzym acetylcholinesté®2BE), ktery ACh
rozklada na cholin a acetat. ACh je jediny neursnaiter, jehoZ signalizai pisobeni je
ukonteno SEpenim.

Postsynapticky segment nese ACh receptory, kteréstpdkovavaji penos signalu
na nasledujici neuron. Jedné se o ionotropni m&wé receptory (nNAChR) a metabotropni
muskarinové receptory (mMAChR). Receptory pro AChnsehazi i na presynaptickych
zakortenich kde slouzi k Zmnovazebné modulaci udavani ACh (obr. 1).

Cholinergni proteiny hraji kroth AD roli i vdalSich onemocmich (nap.:

Parkinsonova nemaoc, epilepsie, schizofrenie, depeagizmus, myasthenia gravis, atd.)
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Obr. 1: Synapse cholinergniho neuronu a metabolizneiACh (upraveno podle Usdin a
kol. 1995)
2.1 Cholinergni genovy lokus

Cholinergni fenotyp neuronu je mimo jiné determi@owexpresi tzv. cholinergniho
genového loku (cholinergic gene locus). Lokus oceléhsi 80kb je umi&t na lidském
chromozomu 10qg11.2. a nese geny pro proteiny ChAJAGhT a regulani sekvence pro
jejich expresi. Geny jsou zde lokalizovany tak,gan pro VAChT je vlozen do prvniho

intronu genu pro ChAT. JaitkZité zminit, Ze oba geny lezZi ve stejné transkiiprientaci.

2.1.1 V&kovy prenasé pro acetylcholin

Vesikularni acetylcholinovy transportér je transnbeamovy protein o délce 500-600
aminokyselin (v zavislosti na Zigdném druhu). Po sekvenaci mMRNA, zhodnocenim indexu
hydrofobicity a pedpowdi sekundarni struktury bylo zj&to, Ze VAChT obsahuje celkem
12 transmembranovych (TM) domén. Oba proteinove&geou umisiy extravesikularé
Mezi 1. a 2. TM doménou se nachazi dlouha intr&wédini glykozylovana snika (obr. 2).

Tyto popsané charakteristikpadi VAChT do rodiny transportnich protéjirkam Ize
zaadit unc-1 (pedpokladany gen pro vesikularni transportéCaenorhabditis elegans) a
pienaSece pro dalSi neurotransmitery (dopamin, semtmoradrenalin) oz@avané jako
vatkové monoaminové transportéry (vesicular monoantmamsporters, VMATS). Tyto
proteiny jsou mezi sebou vi¢emeére sekverdné homologni a maji pravgpodobr spole&ny
puvod v proteinech ozravanych jako TEXANs (toxin exporting and proton leanging

antiporters), které se vyskytuji jak u bakterii takikaryot (Usdin a kol. 1995; Eiden 1998).
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Obr. 2: Piredpokladana struktura VAChT v plazmatické membrangé. Vyznafeny jsou
glykozylaéni mista a 12 TM domeén (ffevzato z Erickson a kol. 1994)

Transport ACh z cytoplazmy do & je pohé&wn protonovym elektrochemickym
gradientem. Gradient je produkovan ATPazou typkt¥ra transportuje protony dodkdu za
souwasného rozkladu ATP. Tim produkuje jak chemickynftikysely), tak elektricky (uvnit
kladny) gradient. Gradient je vyuzivan proteinemGHY, ktery transportuje ACh do &.
Pomgr prenosu ACh/H byl stanoven na 1:2 (Nguyen a kol. 1998). Spedjfickolokatorem
VAChT je vezamikol, ktery inhibuje cholinergni tsamisi. Na rozdil od antagonist
acetylcholinu, které blokuji postsynaptické nikotn@ acetylcholinové receptory, se
vezamikol vaZze na VAChT a blokuje ACh transport \éigki a tim i jeho uvolnovani.
VACHT byl u mySi Mus musculus) a u parejnokaTrpedo marmorata) identifikovan prag
pouzitim vezamikolu, a proto se také oamal jako vezamikol-vazici (senzitivni)
transportér. Inhibitory dalSicélena proteinové rodiny VMAT jsou ndfklad rezerpin nebo

tetrabenazin (Erickson a kol. 1994).

2.1.2 Cholinacetyltransferaza

Enzym ChAT (cholin-O-acetyltransferaza, EC 2.3.1sgtetizuje ACh v nervovém
zakorteni cholinergniho neuronu, substratem je mu chaliacetylkoenzym A. Vifpad
ACh se jedna pouze o jednokrokovou syntézu a jg edre energeticky a enzymaticky
narana v porovnani se syntézou jinych neurotransihiter

Syntéza ChAT probiha ¥le neuronu a do nervového zakeni je transportovana
pomalym i rychlym axoplazmatickym tokem. Z choligeich burk bylo izolovano vice tyfp
MRNA pro ChAT, které se sekvéam® liSi. Tento jev je zafcinén prepisem ChAT genu z
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vice promotoll a mtiznym zmisobem seshu primarnich transkriit Tyto transkripty se
ozn&uji podle svého prvniho exonu: R-, N- a M-tygicemz M forma je v neuronu
nejzastoupe}Si. Transkripty se liSi na své riegladané oblasti na 5° konci (Misawa a kol.
1992). U hlodavit vznikéa translaci vSech tygmRNA stejny enzym. Wloveéka M-typ kdduje
malou i velkou formu enzymu, zatimco R- a N-typ pwumalou formu ChAT, ktera
odpovida ChAT u hlodavic(Oda 1999).

Dalsi zajimavosti tohoto enzymu je jeho vyskyt wogém zakoteni ve volné
(soluble, rozpughé v cytoplasi) a membranayvazané (membrane-bound) farnStudium
na octomilce Drosophila) dokazalo, Zze abtyto formy maji stejnou molekulovou vahu
(75kDa). Solubilni formy se v lige vyskytuje 80-90% a 10-20%ipada na membrandv
vazanou formu. U octomilky se vazana forma ChAT hdat asociovana pouze
s plazmatickou membranou (Pahud a kol. 1998), kdeitipokampalni tkani potkana byla
zjiSténa gitomnost ChAT vazaneé i na synaptick&ksa(Carroll 1994).

V zavislosti na zivéiSném druhu se délkeettzce ChAT pohybuje mezi 630-750
aminokyselinami. Uc¢lovéka mize probihat translace mRNA M-typu ze dvaiznych
iniciatnich koddri a dat tak vzniku malé (630 AK) a velké (748 AK)rifié ChAT.
Experimentala bylo dok&zano, Zze mala i velka forma se vensivé aktivity nelisi (Oda a kol.
1996).

2.2 Genoveé uspiadani cholinergniho genového mista a regulace exge

Jak jiz byloreceno vyse, cely gen pro VACHT lezi na prvnim intrgamu pro ChAT.
Prvni pozorovani bylo provedeno na hlisti€aénorhabditis elegans), kde gen cha-1
(kodujici protein ChAT) nese ve svéem prvnim intrayain unc-17 (kédujici protein VAChT).
Prepis celého Useku da vzniknout primarnimu dlouh&amskriptu. Z tohoto dlouhého Useku
je mRNA pro ChAT a VAChT vy&pena procesem alternativniho splicingu. fippc
nematod je findlni mMRNA pro VAChT sloZena ze 4 etiesoddlenych exofi a mRNA pro
ChAT je sloZena z 11 ex@npiicemzZ prvni exon je spalay obéma gerim. Fredpoklada se,
Ze kazda mRNA je vyB¥ena z jednoho spaleeho transkriptu, ktery jef@pisovan pouze od
jednoho promotoru (Alfonso a kol. 1994). U savtastava odliSna situace. Gen pro VAChT
je v intronu uloZen cely a nggruseny.

Transkripce cholinergniho lokutithe vychézet z vice moznych promdi@ primarni
transkript poté prochazi alternativnim $g®m. To ma za nasledek, Ze v&ah

cholinergnich neuronech Ize identifikovat vice SkRumRNA pro VAChT i ChAT. Podtypy
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MRNA pro oba proteiny jsou oz¥eny podle své skladby, ktera se liSi v obsahextoni

ozna&enych jako R, N a M (obr. 3) (Misawa a kol. 1992jdhin a kol. 1994).

Genomic DNA

ChAT VACHT ChAT ChAT ChAT

Exon R Exon Exon N Exon M Exandd

P [D PP [I
R1 I B —{—

R2

ChAT EF- —{ —
mRNA N1 N~ A — ——
= o
M r— —l—

R1 |:|\/|_}£;:EEEEE:E:E:E:E:E:E:E:EI |
RZ [ |
VACHT N

mRNA V1

1\!"2 I I':':':':':':':':':':':':'![

V3 W IBEEHERHERHRREN

Obr. 3: Usporadani kédujicich sekvenci pro geny VAChT a ChAT vamci
cholinergniho genového loku. Vyzné&eny jsou sedtihové varianty geni a promotory (P);
(prevzato z Oda 1999)

Rada experimeiit se snazila prokazat umist promotoé na cholinergnim loku a
zjistit, zda existuji promotory spaieé pro oba geny. Geny (VAChT i ChAT) ozeaé jako
R maji spolény promotor, ktery je umigh pired R exonem a tedyirhe generovat mRNA pro
oba proteiny. V tomto ifpact jsou ChAT i VAChT mRNA produkovany tehdy, pokud se
transkripce nezastavi na sekvenci kodujici polygldéni konec VAChT mRNA. Pokud je
zde transkripce ferusena, je generovana VAChT mRNA typu V3 nebo ggstihem
upravené verze R1 a R2. Transkripci celého UsekiR-edonu az po termidai Usek za
genem pro ChAT vznika dlouha pre-mRNA, ze kter&ystiizen cely Usek (7kb) VAChT
genu. Tento proces vede ke vzniku R variant ChATNARVAChT mRNA ozng&end jako
V1 a V2 méa promotory situované mezi exonem R a esesivkodujici VAChT. Varianty
MRNA genu ChAT oznsmvané N a M maji promotory umdsieé za kodujici sekvenci genu
VACHT (Cervini a kol. 1995; Mallet a kol. 1998).

Proteiny cholinergniho loku mohou byt exprimovarpolsiné nebo kazdy zvlas
Toto tvrzeni se odviji odiffomnosti regulénich mist na loku, ktera jsou &@ha gerim

spole&na a regulénich mist vlastnich pouze jednomu z@eSowasné odborné prace se
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zabyvaji studieméthto mist a hlavh latek, které maji vliv na zesileti zeslabeni exprese
(enhancers, silencers).

Uspaddani geth v ramci cholinergniho mista by se dalbppdobnit operonovému
modelu, ktery se vyskytuje u prokaryot. Tento mogelpisuje usp@dani vice geh
(napiklad enzyni pro syntézu wité aminokyseliny fi jejim nedostatku) jdoucich sekvan
za sebou. Celé sekvendigada pouze jedno regdld misto. V buce je tedy fitomen bd’
cely enzymaticky aparat, nebo Zadny z enx\spadajici do daného operonu. | cholinergni
genovy lokus ma jedno nebo vice sgalgech regulanich mist. Exprese obou gemarove
z jedné pre-mRNA vede pak k R-modelu popsanému.viy8ato model je ale zastoupen
minoritne.

Castjsi je jiny pripad koexprese. V rdmci neuronu existuji signaeskiédy, které
jsou spouginy jednou signalni molekulou, indukujici expresiXOh VAChT proteinu, ale ne
pies spolény transkript. Mezi dané molekuly patnag. cholinergni diferencimi
faktor/leukémii inhibujici faktor, kyselina retindava cAMP (Berse a Blusztajn 1995).
Nervovy fstovy faktor (NGF, Nerve Growth Factor) také zvgSexpresi obou protein
(Berse a kol. 1999). Spaleych regul&nich mist (cis-acting element) je na cholinergroiul
vice, kazdy element pak spada pod kontrolu jingfinregulénich molekul. Toto vede
k tvrzeni, Ze regulace cholinergniho mista je kaxpi zalezitosti, na které se pod#éida
signalnich kaskad. U vySe uvedenych latek byl prakavliv na zvySenou expresi
cholinergnich protein V roce 2000 byla u mysi identifikovana latka (ploogenetic protein
9), kterd nejen Ze zvySuje expresi, ale je zodgoa i za indukci exprese ChAT a VAChT a
tim i za cholinergni fenotyp neuronu (Lopez-Cowellkol. 2000).

To, zda se budou oba geny exprimovat spw@le nebo se bude kazdy z gen
exprimovat zvlag zavisi na umighi neuronu v ramci nervové soustavy a jeho vyvajoee
funkénim stavu. Vyznam poénu spolénd versus odilena exprese fitou nastinit
experimenty provashé na potkanechn situ hybridizaci bylo zji&no, Ze u embryi potkana je
ve vSech pedpokladanych cholinergnich neuronech vyssi konaemtmRNA pro protein
VAChAT v porovnani s ChAT mRNA. U dos&gho jedince se v cholinergnich oblastech CNS
a motorickych neuronech tento pémvyrovna, zatimco v perifernich cholinergnich géng
je exprimovano vice proteinu VAChT (Schutz a kd)02). Oddlena expresec¢thto geri
muze mit za nésledek velikost ACh kvant obsaZzenyck&teich. Afinita proteinu VAChT
k ACh byla stanovenaiiplizné na 1mM, coz je také odhadovana hodnota koncentké&de
v cytoplazné cholinergniho neuronu zaj&ta funkci ChAT. Porr téchto proteir

v nervovém zaka¥eni pak tedy ovlivni i miru pbmi vakt (Weihe a kol. 1998).
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2.3 Acetylcholinové receptory
Receptory pro ACh sesti podle svych selektivnich agonista receptor nikotinového

a muskarinového typu.

2.3.1 Acetylcholinovy receptor nikotinového typu

Nikotinovy receptor je prvnim a nejlépe popsanymrogansmiterovym receptorem.
Jedna se o neselektivni iontovy kanal s propudtnpsd kationty. Jeho ifrozenym
blokatorem je tubokurarin. Spdl® s GABA. receptorem, glycinovym receptorem a
serotoninovym receptorem typu 3 fpanbikotinovy receptor do rodiny ligandetiizenych
iontovych kandl.

Jedna se o pentamer sloZenyiznych kombinaci podjednotel1-9), B(1-4),y, 9, &,
které jsou usp@dany kolem centralniho iontového kanalu. Podjddna@t slozeni se [isi
v zavislosti na umishi receptoru a vyvojovém stadiu organizmu. Neunoingdceptory jsou
sloZzeny z podjednotek2-09 ap2-4 a mohou existovat jako hetero (podjednaikyu6 ap2-
B4) i homomery (podjednotky7-09); svalové receptory pakod, B1, vy, 6 as. Podjednotky
a3, a5 aa7 jsou krond neuronalni tké exprimovany také v non-neuronalnichikéch, kam
pati gliové buiky, buiky epitelu dychacich cest,ieva, epidermis, endotelialni iy,
cervené krvinky atd. (Wessler a kol. 2003).

Vazebna mista pro ACh jsou sagtji dvé a to obec# na rozhrané ap podjednotky.
U homomernich receptibrje pak 5 vazebnych mist na rozhrani vSectpodjednotek.
Homomerni receptor je inhibovarbungarotoxinem (Colquhoun a Patrick 1997).

Nikotinovy receptor se vyskytuje véeth zakladnich stavech: Zamy, oteveny a
desensitizovany. Stav desensitizace se vSak lidveemie, ktera je zavisla na dgbpo
kterou je receptor vystaverigobeni agonisty (Reitstetter a kol. 1999). Na parife nAChR
umiseén prevazre na nervosvalové ploténce a slouZirkmosu signélu z neuronu na svalové
vlakno. Zakladni funkci NnAChR v CNS je modulovatexyostatnich neurotransmiterSvoji
pozici v presynaptickém segmentu zvysuje vylev téwSech neurotransmitelRole a Berg
1996). Nikotinovy receptor svoufippmnosti v postsynaptické membgadale umoi#uje
rychlou ACh zprostdkovanou transmisi v hipokampu a senzorickie KAlkondon a kol.
1998) (obr. 4).
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Obr. 4: Nikotinovy acetylcholinovy receptor. SloZzeh receptorové podjednotky
v membrané (a); kvartérni usporadani podjednotek svalového typu receptoru
s vyzn&enymi vazebnymi misty pro ACh (b); krystalograficky snimek receptoru (c);
(pievzato z www.nature.com/nrn/journal/v3/n2/images/)

2.3.2 Acetylcholinovy receptor muskarinového typu

Muskarinové receptory se od nAChR [iSi nejen swijukturou, ale i zjpsobem
pienosu signalu do kiky. Pati do velké skupiny tzv. metabotropnich receptdiam seradi
GABAg receptory, wtSina serotoninovych receptor histaminové receptory, opioidni
receptory, dopaminové receptory atdeids signalu do intracelularniho prostoruikyuje
zprostedkovam heterotrimernimi G proteiny (proto camaGPCR — GProtein Coupled
Receptors). Po aktivaci trimerniho proteinu je maena vymina GDP za GTP na
podjednotce, ktera je separovana [bd komlexu a ob c¢asti poté slouzi jako signalni
molekuly.

GPCR jsou o0 membranové proteiny se 7 TM doméndemitintracelularnimi arémi
extracelularnimi smikami, extracelularnim N koncem a intracelularninkd@cem (obr. 5).
Muskarinoveé receptory seildl na 5 podtyg ozn&ovanych M — Ms, které jsou sekvemeé
homologni v mist vazby ACh na receptor a liSi séedevSim v sekvenctdti intracelularni
klicky. Tato klicka se dastni vazby G proteinu na receptor (Kubo 1993).Ié?odpowdi,
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jakou mMmAChR vyvolaji, je lze dit na dw skupiny. Liché podtypy (VMs,Ms)
prostednictvim Gqg a G11 protdinaktivuji fosfolipazu C a prostdnictvim Gs proteiin
stimuluji ¢innost adenylatcyklazy. Sudé podtypy{N¥,) maji za partnery Gi a Go proteiny,
které ¢innost adenylatcyklazy inhibuji. Kompldy, ktery se odd8uje po aktivaci Gi a Go
proteini, reguluje draslikové, doviitisnernujici kanaly (Kofuji a kol. 1995), nebo n&pm

fizené vapnikové kanaly (Herlitze a kol. 1996).

Extracellular space
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Obr. 5: Struktura lidského M ; receptoru. Extracelularni segmenty jsou ozné&ny jako
0l-04; intracelularni jako il-i4; oranzow jsou oznaeny aminokyseliny, které jsou
konzervované u M-M, podtypa; ¢erné Sipky vyznauji aminokyseliny, které jsou
zodpowdné za rozpoznani pislusného G-proteinu (frevzato z
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/).
2.4 Cholinergni systém v CNS

Cholinergni neurony centrélniho nervového systémau ctlit do dvou skupin, na
projekéni neurony a interneurony. Prof@k neurony jsou uloZenyiedevsSim v bazalniasti
predniho mozku a ve vysSich oblastech mozkového kneatienco interneurony nalezneme
v bazalnich gangliich (nucleus caudatus, putamemjens accumbens). V bazalaasti
piredniho mozku jsou uloZeny 4 zakladni oblasti (CHTH4) cholinergnich neurdn které
poskytuji masivni inervaci telencefala, a tudiZzpselili na udrZzovani pozornosti, p&mna
emocich. Cholinergni neurony medialniho septélnjadra (CH1) a vertikalni &ve
diagonalniho Brocova svazku (CH2) z&jig inervaci hipokampu (obr. 6). Horizontalnitev
diagonalniho Brocova svazku (CH3) inervdjehové v&ky a cholinergni neurony nucleus
basalis Meynerti (CH4) inervujiékterécasti mozkové kry. Konkrétre je to medialni korova

oblast zahrnuijici gyrus cinguli (CH4am); frontogddini Kira, opercularni oblasti a amygdalu
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(CH4al); laterodorzalni, frontoparietalni a peratilni oblasti (CH4i); temporalni a
temporopolarni oblasti (CH4p) (Mesulam 2004). Oblasl5 a CH6 lezi v mozkovém kmeni,
podili se na inervaci thalamu a spoke s CH1-CH4 tvéi retikularni aktivani systém
(Mesulam a kol. 1983; Selden a kol. 1998; Schlieb&rendt 2006). Cholinergni vidkna
prostupuji vSemi vrstvami mozkovéiry a maji tedy vztah k chovani a celkovéntgdomi
organizmu. Pokusy s blokatorem muskarinovych rexéptkopolaminem potvrdily spojitost
cholinergni inervace s paih, kdy u lidi dochézelo kjejimu zhorSeni. Farmakacke
experimenty na zvétech prokazaly wdezitost cholinergnich neurénv amygdale p
konsolidaci par#&ti (Mesulam 2004).

Obr. 6: Cholinergni systém v mozku potkana. AMG (amggdala); OB (¢ichovy lalok); CB
(mozetek); HC (hipokampus); NC (neokortex); (prevzato z www.uku.fi/neuro)
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3. Patogeneze Alzheimerovy choroby

AD byla poprvé popsanaémeckym neuropatologem a psychiatrem Aloisem
Alzheimerem v roce 1907 (angl. preklad Alzheiméwoha 1995). Od popsani AD tblo tedy
vice nez 100 let. &vem této doby byla formulovariada teorii o patogenezi AD¥iBiny
onemocgni jsou dosud objagné pouze u tzv. familiarni ¢dicné, casné) formy AD, kde
jsou za vypuknuti choroby zodp@miné mutace v genech pro APP na chromozomu 21,
presenilin 1 (PS1) na chromozomu 14 nebo presehiliiS2) na chromozomu 1 (Goate a kol.
1991; Chartier-Harlin a kol. 1991; Citron a kol.9P9 Schellenberg a kol. 1992; Haass a kol.
1995; Levy-Lahad a kol. 1995; Sherrington a koR3P DalSim dkazem o kikové roli APP
pii patogenezi AD je fakt, Ze vSichni pacienti postiz Downovym syndromem (trisomie
chromozomu 21) onemocni AD (Mann a Esiri 1989). ddi¢hych gipadi ¢asto dochazi
k projeam AD jiz ve stednim ¥ku. AvSak pouze 2 — 5 % vSechigadi AD je dédi¢na
forma nemoci. Zbylé ijpady tvdi tzv. sporadickd (pozdni) forma AD, kde s&imy stale
hledaji. Bylo zjis¢no, Ze za vznik ¢kterych gipadi sporadické formy choroby (5 — 15 %)
muze byt zodpogdny geneticky polymorfizmus, tedy s@mi nepiznivych genetickych
faktoni. V tomto ohledu se n&gstji mluvi o alelee4 genu pro apolipoprotein E (ApoE)
(Strittmatter a kol. 1993). Mezi dalSi genetickédispozice pat polymorfizmy v genech pro
a2-makroglobulin (Blacker a kol. 1998), katepsinEapassotiropoulos a kol. 1999), katepsin
G (Bhojak a kol. 2001), cystatin C (Deng a kol. 2)Qrotein sfaZzeny s lipoproteinovym
receptorem (Kamboh a kol. 1998), lipoproteinovyepor (VLDLR) (Okuizumi a kol. 1995),
bleomycin hydrolazu (Montoya a kol. 1998) a daggeliled nap v Bird 2008). U pevazné
Casti (az 85%) vSechijpadi AD vSak nebyly nalezeny 7Z&dné genetické podnén
souvislosti. Akoliv maji sporadicka a familiarni forma ADiané iciny, Klinicky se
projevuji stej. Rozdil je vSak ve &ku pacieni. Nastup ddicné AD nastav&asto jiz ged
65. rokem zivota. Pozdni AD vypuké az po 65. roce.

Klinicky projev AD sp@iva ve zhorSujicich se poruchach génprostorove orientace
a kognice. Mezi hlavni a typické patologické naleaymozcich pacietts AD pati vyskyt
neuritickych plak a neurofibrilarnich kluktek a to pedevSim v ke a hipokampu.
Neuritické amyloidni plaky jsou na {@tku onemocEni popisovany jako amorfni nefibrilarni
oblasti s vysokym obsahempAkteré Ize prokdzat pouze imunohistochemii. Tytwodni
plaky jsou tvéeny delSi formou Bq.42, ktera ma lepSi schopnost agregace nez kratSiaform
AP140 (Carter a Lippa 2001). V pogdich fazich AD se tyto depozity metamorfuji na
vlaknité a nerozpustné struktury (Glenner a Wong4}% obsahem kratSi i delSi formy.A

Postupemc¢asu a rozvojem novych metod byly identifikovany Sllaslozky, které jsou
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v neuritichych placich zastoupeny. Jedna sedevSim o zbytky atrofovanych neuiion
aktivované biiky imunitniho systému (mikroglie) a reaktivni asyty. DalSi nedilnou
sloZzkou plak jsou zastlivé proteiny (cytokiny, chemokiny, proteiny konephentu), proteiny
extracelularni matrix (chondroitin, keratin), ionkova (Fe, Cu, Zn, Cr, atd.), proteazy
(trypsin, lyzozomalni peptidazy, ubiquitirup-makroglobulin), apolipoprotein E a dalSi
(Atwood a kol. 2002). Zda se ale, Zze amyloidovéplpiedstavuji spiS ménaktivni formu
amyloidu, ktera vSak fite pisobit jako zasobarna Skodlivych rozpustnych oligaokgch
forem (Snyder a kol. 1994).

3.1 Protein prekurzor amyloidu a vznik g-amyloidu

Protein prekurzor amyloidu byl poprvé naklonovamoasan v roce 1987 (Kang a kol.
1987). V patogenezi AD je APP a jeho¢mty produkt A klicovym proteinem a
amylodogenni gpeni APP stoji patihna z&atku celého procesu AD.

APP pati do rodiny transmembranovych protiispol&né s proteiny podobnymi
APP (APP like proteins 1 a 2, APPLP1 a APPLP2) (M#askol. 1992; Wasco a kol. 1993).

Sekvence koédujici APP lezi na genovém loku 21qg2lpiplizné 240kb dlouha
(Yoshikai a kol. 1991) a obsahuje v 8ob8 dosud zjiginych exori (Lamb a kol. 1993).
Alternativnim sesthem mRNA dochazi ke vznikigady variant, které davaji vzniknout
proteinu 356 — 770 aminokyselin dlouhému. ddsgji exprimované varianty jsou dlouhé
695, 751 a 770 aminokyselin (ozeai: APP695, APP751 a APP770). Varianty APP751 a
APP 770 jsou exprimovany wznych tkanich, varianta APP695epevSim v neuronech
(Sisodia a kol. 1993).

Tato rodina proteiin obsahuje 1 transmembranovy Usek, dale dlouhyeitrigrni N-
konec a kratky intracelularni C-konec. Extraceliarsek se obeéndéli na 2 domeény E1 a
E2, kazda z nich lze ro&it na dalSi funkni subdomény (E1: heparin-vazajiggtovemu
faktoru podobnd doména, & vazajici doména a zinek vazajici doména; E2: jyy
heparin-vazajicifrstovému faktoru podobnou doménu, nahkodbalena doména) (Gralle a
Ferreira 2007; Jacobsen a Iverfeldt 2009). Za BRé&wu je Usek obsahujici sekvend, A

ktera je unikatni pro APP. Intracelulatidist obsahuje internalizai signal (obr. 7).
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Obr. 7: Struktura lidské varianty APP770. HBD (hepain vazajici doména); GFLD

(rastovému faktoru podobnd doména); CuBD (r&d’ vazajici doména); ZnBD (zinek
vazajici domeéna); RC (nahod# sbalena doména); DE (kysely motiv); KPI (doména
inhibujici proteazu Kunitzova typu); AB (p—amyloid); (upraveno podle Jacobsen a
Iverfeldt, 2009)

Hlavni role APP v organizmuutgtava stale nejasna. Z hlediska mnoZzstvi moznych
izoforem, bylo poract in-vivo a in-vitro experimerit popsano &kolik funkci, které APP
zastava. Tyto studie shrnuje tvrzeni, Ze APEearnslouzit v bitkach zarova jako receptor i
jako ligand.

* Bunéna adheze — byla prokazana vazba APP na proteitracelularni matrix
(laminin a heparin-sulfatové proteoglykany) (Narembrasak a kol. 1992).
Rentgenova krystalografie odhalila schopnost egtud@rni domény APP tvd
homodimery neboffipadreé vazat i gibuzné proteiny APPLP1 a 2 (Soba a kol. 2005).

* Neuronalni vyvoj — po stimulaci b&mych kultur APP a jeho rozustnym
proteolytickym produktem sARR(viz. niZze) byl pozorovan zvySengst axonu a jeho
vétveni. Ze zagru téchto experimerit vyplyva teorie, Ze APP zprdstlkovava
spojeni mezi nervovymistovym faktorem a vyvojem neuronu (Milward a kdd92;
Perez a kol. 1997).

* Synaptogeneze - in-vivo experimenty na potkanectgkgzaly vliv dalSiho
proteolytického produktu APP (sAPP, aminokyseliy9-335) na zvySenou tvorbu
synapsi ve frontoparietalniike a zarove delSi uchovani pagdové stopy (Moya a
kol. 1994).

* Vazba adaptorovych protéin- intracelularnicast APP obsahuje aminokyselinovy
motiv  YENPTY. Tento motiv mZe slouzit jako vazebné misto prtadu
vnitroburé¢nych adaptorovych protain(FE65, X11, JIP, Shc, Grb2, Dabl a Numb).
APP tedy nize mit prostednictvim &chto proteiri vliv na genovou expresi MAP
kindzovou drahu (Jacobsen a Iverfeldt 2009).

* Obezita a hypoglykémie — u adipotyibéznich jedinic byla zjiS€na zvySena exprese

APP, ktera korelovala s inzulinovou rezistenci (adeol. 2008).
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* Protedzova inhibice — ne-neuronalni izoformy APP&a7@PP751 obsahuji ve své
strukti'e aminokyselinovy motiv _homologni k serin-proetedauau inhibitoru
Kunitzova typu (Hynes a kol. 1990). N@idad u krevnich destek slouzi APP jako
inhibitor faktoru Xla v ramci krevni koaguai kaskady (Smith a kol. 1990).

Vytazeni genu pro APP u mysi n&m letalni nasledky a ani neio vliv na jejich
vyvoj (Zheng a kol. 1996). U starSich knock-out mg®Slo k porucham kognitivnich
schopnosti a dlouhodobé potenciace (long-term giatem), reaktivni glioze, snizeni vahy,
Ubytku rekterych synaptickych protein (synaptofyzin a synapsin), poklesu exprese
dendritického markeru (protein asociovany s mikboty 2) (Dawson a kol. 1999) a
hypoglykémii (Needham a kol. 2008). Wchto mySi byla prawgpodobrg funkce APP
nahrazena APPLP2 (Heber a kol. 2000).

Jak jiz byloreceno, APP podléha proteolytickémégani. Toto Stpeni se miZze ubirat
dvémi smery, a to podle toho, zdapAvznika ¢i ne (obr. 8). Proteazy, které se n&pgni
podili, 1ze rozdlit do tti skupin, podle toho, kde APP¢pt. Na p@atku neamyloidogenni
dréhy stojia-sekretaza. Ta &i APP v sekvenci pro B ktery poté jiz nerize vzniknout.
Produktem je solubilni sARP(Esch a kol. 1990). Mezi proteinyassekretazovou aktivitou
pati proteazy ozngené jako ADAM (a disintegrin and metalloproteindamily). Konkrétre
ADAM9, ADAM10, ADAM17/TACE (Allinson a kol. 2003).
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Obr. 8: Schéma proteolytického Stpeni APP a / B sekretazovou drahou a vznik 74;
(prevzato z www.biochemsoctrans.org)
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Amyloidogenni draha je zahajefissekretazou, ktera&ti APP dale od plazmatickée

membrany, za sekvenci pr@@ Avznika kratSi solubilni produkt sABKSeubert a kol. 1993).
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Proteiny sp-sekretazovou aktivitou se ozhgi jako BACE (3-site APP-cleaving enzyme) a
byly identifikovany dva: BACE 1 a 2 (Vassar a kbh99).

Enzym y-sekretdza poté &ii zbyly transmembranovy segment, a to za vzniku
kratkého p3 fragmentu (neamyloidogenni draha)pafragmentu (amyloidogenni draha) o
délce 39-43 aminokyselin (Esler a Wolfe 2001).hyilo dokazano, ze-sekretaza je komplex
enzymi, ktery S&pi zbylou ¢ast APP [blizné uprosted jeho TM c¢asti. Sodasti
proteolytického komplexu jsou proteiny:

» presenilin (PS1 nebo PS2), proteiny o 9TM doménktdré obsahuji proteolytickou

doménu (Yu a kol. 1998).

* nicastrin — jeho &ast vy-sekretazovém komplexu praymbdobr spaiva ve vazb C-

konce APP a ovlivéni produkce A (Yu a kol. 2000).

* APH-1 (anterior pharyx defective 1) a PEN-2 (prégeenhancer-2), jejich role neni
dosud pesrt objasgna, pravdpodobré slouzi ke stabilizaci celého komplexu

(Francis a kol. 2002).

Kromé APP SEpi y-sekretdza dalSi substrat. Jedna se o 1 TM prdteinh. Notch
signalizace je evotin¢ velmi konzervovanou a podili sé¢edevsim na buném vyvoji,
neurogenezi, axonalnimistu, synaptické plasti¢ita dlouhodobé potenciaci (Woo a kol.
2009). Pr&av z divodu podiluy-sekretazy na dalSiuteZité signalni kask&dneni mozné
pouZzit jeji specificky inhibitor k prevengi Ié&¢bé AD. Experimenty s timto inhibitorem &

fatalni vliv na vyvoj experimentalnich zat (Wong a kol. 2004).

3.2 Proteint (tau)

Tau je vysoce rozpustny proteiniaglou fosforylédnich mist. Ve své strukite
obsahuje mikrotubuly véazici domény, které mu umogiz stabilizovat a podporovat
polymeraci mikrotubul v neuronalni biice a pra¥ fosforylace &chto domén je @ezita i
regulaci tvorby mikrotubulérnich vidken. Viikach se mze t protein vyskytovat ve dvou
forméch, které vznikaji alternativnim sdésém (alternative splicing) pre-mRNA. Tyto formy
se lisi p@gtem domeén vazicich mikrotubuly — kratSi forma ndogény (3R), delSi pak 4 (4R)
(Mandelkow a kol. 2007). Pain téchto forem v biitkdch zdravich jedinc je stejny, u
tautopatii vSak naéstd podil 4R formy. Mutace v gertl rozdil v zastoupeni jednotlivych
forem nakonec vede k hyperfosforylaca jeho nésledné agregaci. Hyperfosforylace brani
vazl® mikrotubuli nat protein a vede k destabilizaci neuronalniho cyetetki. Agregovany

se shlukuje do atvar znamych jako parova helikalni filamenta a nasteddo
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neurofibrilarnich kluhiek. U zdravych butk je t uloZen v axonech, po agregaci dochazi

k jeho dislokaci mimo axony do neuronalni¢ha dendriti (Ballatore a kol. 2007).

3.3p-amyloid a cholinergni neurotransmise

V pokratilych stadiich AD dochazi v CNS kvyznamnému po&wz mnoha
mediatorovych systéina neurodegenerativnim proéas coz vede k porucham patovych
a kognitivnich schopnosti. V stasné dob je za picinu AD nefastji povazovano
hromadni fragmeni Ap a postupny vznik rozpustnych oligomermamorfniho amyloidu a
amyloidnich plak v CNS a jejich toxicke jsobeni naizné neurotransmiterové systémy i
nenervové biky (amyloidova hypotéza) (Hardy 2009). Mezi znanii€ipy zvySeni tvorby
AB a propuknuti AD pdat jiZz zmintné genetické predispozice u hereditarnich forem
onemocgni. U sporadickych forem nenitipina jasna a byva spojovana gegchozim
zavaznym porami hlavy, poruchami funkce Stitné Zlazy, vystaveygokym koncentracim
hliniku v potra¥ a obeci s nevhodnou potravou a stylem Zivota. Otazky,ét&rdci
patogenetickych &, které vedou k manifestaci oneméoh Do dnesSni doby byla
formulovanatada hypotéz, které se pokouségek AD vyswtlit.

Ani fada experimeiit prokazujicich toxické iysobeni A na buiky, tkarg a Zivé
organizmy, nepodalareswdcivy dikaz o mechanizmu jeho patologickéhispbeni. AvSak
silnym dikazem hlavni ulohy B v patogenezi AD potvrzuje fakt, Ze mutace padnici
dédicnou formu nemoci souvisifino s metabolizmem APP. Jednou z hypotéz, ktera se
zabyva vazbou mezi zvySenou tvorboys A rozvojem onemoeéni je tzv. ,cholinergni
hypotéza“.

Cholinergni hypotéza patogeneze AD byla formulovRagmondem T. Bartusem a
jeho kolegy v roce 1982 (Bartus a kol. 1982). Tagpotéza vidi jako prvotniffEinu projevu
AD poskozeni cholinergniho systému v CNS. Tvrzemippdporovanaradou klinickych
nalez, pri kterych byl pozorovan rozvrat metabolizmu ACh wzuich pacierit s AD
(Bowen a kol. 1976; Perry a kol. 1977; Francis bk k885). Do dnes je vSak nejasné,y®
nejvice a vzdy poSkozen pkagholinergni systém (Dolezal a Kasparova 2003).

Hledani vazby mezi poskozenim cholinergniho systamfi zahrnuje zkoumani jeho
vlivu na proteiny metabolizmu ACh stgjrtak jako na Zivotaschopnost celych neuiron
Experimenty provathé s exogennim rozpustnynp Aa iznych modelech AR bunécnych
kulturach prokazaly pokles v uvmvani ACh (Kar a kol. 1996), pokles intracelulam&Ch,

snizenou aktivitu ChAT a pyruvat dehydrogenazyupby v muskarinoveé transmisi a defekt
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vysokoafiniho systému pro transport cholinu do aeur(Auld a kol. 1998; Kar a kol. 1998).
Studie Wonga a kol. prokazala u transgennich miggiendogenniho A na reorganizaci
cholinergniho systému. V hipokampu a frontaliitek doSlo k redukci hustoty a velikosti
synapsi (Wong a kol. 1999). Nedavné pokusy prokazahozkové kie u transgennich mysi
presynaptické i postsynaptické poskozeni, ktergewalij vyrazg diive nez behavioralni
zmeny (Machova a kol. 2008; Machova a kol. 2010).

Mozky lidskych pacierit vykazuji také sniZzenou aktivitu ChAT korelujici
s kognitivnimi poruchami (Davies a Maloney 1978&)gnifikantni ztratu cholinergni inervace
v prednim mozku (Whitehouse a kol. 198Rada vyzkumnych skupin potvrdila tbyte# a
a7 podjednotek NAChR v postizenych mozcich (Teaktarigl. 2004). NejvyrazijSi ztrata
cholinergni inervace u paciénts AD spada do regionu temporalnich ldlok oblasti
asociovanych gmito laloky. Na druhou stranu dalSi korové oblastvykazuji vyrazny
pokles cholinergnich vlaken. Snizeni inervace kgcbv oblasti je nasledkem ztraty
projekenich cholinergnich neurdnv nucleus basalis Meynertfipemz interneurony ve striatu
a thalamu éstava ténst beze zminy (Geula a Mesulam 1996).

3.4 Alzheimerova choroba a diabetes mellitus

Na mySlenku propojeni AD a cukrovkyiyedly wdce experimenty na zZdtech
s poruchou v insulinové signalizaci. PoSkozena linsua signalizace #a za nasledek
poruchy v chovani a paiti podobné porucham, které se objeviijigmskozeni cholinergniho
CNS systému. Insulinovy systém hrajéezitou roli v kognitivnich oblastech mozku;j peho
poskozeni dochazi k padovym deficitm a miZze vyustit az v AD (Mayer a kol. 1990).
V mozcich pacierit se sporadickou formou AD byla zgéta zvySena exprese insulinového
receptoru, avsak jeho kinazova aktivita byla sigaiitné redukovana (Frolich a kol. 1999).
Ve shod s €mito vysledky, u pacieit se sporadickou AD byla také zjigh zhorSena
utilizace glukdzy nervovymi hikami. Tato zji&ni vedla k formulaci hypotézy hofici o
Alzheimerow chorol# jako o diabetu ,mozkového typu“ (Hoyer 1998).

3.5 Strategie I€by Alzheimerovy choroby

Cholinergni hypotéza vededce k |€ebnym strategiim, které podporuji cholinergni
transmisi. P&t sem pedevSim inhibice AChE a fiprava specifickych ligand pro
muskarinové a nikotinové receptory. Inhibitory AChEeré zajisti delSi fitomnost ACh
v synaptické &rbin¢, pati dnes k nejvice uzivanym proestikim péi lécbé AD (Geerts a

Grossberg 2006). Mezi uzivané inhibitory AChEipdbnepezil, galantamin a rivastigmin.
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Alkaloid ze sgZenky Galanthus woronowii), galantamin, nejenzeimo inhibuje AChE, ale
zarova i funguje jako allostericky modulator ACh recegit@bou typ a stimuluje tak vylev
ACh (Jones 2003).

Modulace receptdr pro ACh je dalSi moZznou cestou podpory selhavaici
cholinergniho systému. U Zat i clovéka el nikotin a dalSi agonisté nAChR pozitivni vliv
naieSeni pagrovych ukoli. Nebezpéi spojené s uzivanim nikotinu gfpeé v jeho dosud
nepopsanych chronickych¢iacich (White a Levin 1999). Slibné jsou také pokus
s modulatory mAChR. U zigcich model AD vedlo pouziti M agonist ke zlepSeni
kognitivnich schopnosti (Avery a kol. 1997).

V dnesni dob jediné schvédlené medikamenty prabé AD zahrnuji latky, které
podporuji deficitni cholinergni neurotransmisy &naé tak zpomaluji progresivni dopad
neurodegenerace. Cholinergni systéem v CNS vSakpiieAD postiZzen stejé a tyto latky ani
nemaji selektivitu pro centralni nervovy systé&npro urity typ acetylcholinovych receptir
Proto maiji tyto latky té¥adu vedlejSich dinka.

Velké nadje se dnes vkladaji do odlisné strategihyeAD. K redukci amyloidnich
plaki by mohla pispét aktivni imunizace agregovanypramyloidem nebo pasivni imunizace
protilatkami proti A (Foster a kol. 2009). Oba typy imunotherapie sazaky &inné u
zvirecich moddl AD. Klinické testovani aktivni imunizace diovéka muselo byt feruseno
pro vyskyt meningoencefalitidy wkterych pacient. Nekteri pacienti vSak vykazovali tité
klinické zlepSeni (Hock a kol. 2003; Gilman a k@005). Rada aktivnich i pasivnich
protilatek se v satasné dob testuje a zjifuje se jejich Iéebny efekt (Vasilevko a Cribbs
2006).
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4. Zvireci modely Alzheimerovy nemoci

Do dnesni doby byl popsan a provadryzkum na celéad® modelovych organizin
které vykazuji kognitivni, behavioralni a neuropagické @giznaky AD. Cesta ip hledani
vhodného zveciho modelu AD vedla od bezobratlych octomilekaibratlovéim jako jsou
psi ¢i ledni mededi (Tekirian a kol. 1996). | if@s fadu nevyhod, které modelova fata
nesou, jsou nezbytnou s@sti celého vyzkumu AD a bez jejickigpeni by se vyzkum
vyznamr zpomalil nebo zastavil.

Z hlediska kvalitniho a progresivniho vyzkumu exjstrekolik kritérii, které by ndl
vhodny model spiovat. V prvnitad je to kratky Zivotni cyklus, kdy sefipadné symptomy
projevuji v kratkécasoveé perio&l Déale se jednaipdevsim o kratkou doburdrosti a velké
mnoZstvi potomk. Tato podminka nasledzajisti dostatény prisun jedind do experimentu.
V Uvahu se bere také experimentalni potencial damébdelu z hlediska jeho konstruktivni,
fenomenologické a prediktivni validity (tj. do jakdiry se shoduji vysledky s teorii, zda dany
model spravé modeluje projevy onemoeéni a jestli Ize pedvidat a vztahovat vlastnosti
modelu na lidi).

Prvni zviteci modely senilni demence se obijevili jiz v drplévirg 20. stol. Jednalo
se o staré jedince p& opic, kté vykazovali fitomnost senilnich plak V 80. letech jiz byly
popsany druhy nejen s amyloidnimi plaky {sf@si, med¥di, primati) (Selkoe a kol. 1987),
ale i s pitomnosti neurofibrilarnich klubék (staré ovce, meddi, paviani) (Cork a kol.
1988). Tyto symptomy se vSak uéchto drulii objevuji spontanh a s malou
pravdpodobnosti. To vedlo édce k gipraw zvitecich model pomoci genetickych,
biochemickych, dietnichi chirurgickych technik.

4.1 Bezobratli

Zviteci model s dlouhou a rozsahlou historii genetiokdtastroje je octomilka
(Drosophila melanogaster). Mozek octomilky sice obsahuje podstatméré neurori nez
lidsky a jeho stavba je také velmi odliSna, ale ddnéd fyziologie a organizace
neurotransmiterovych systému octomilky je lidské dostate¢ podobna. lijima a kol.
vyvinuli transgenni druh octomilky, ktery ve svévavé sousta¥ exprimuje lidsky 442, c0Z
u ni vede k porucham kratkodobé pgina neurodegeneraci (lijima a lijima-Ando 2008).

DalSi model AD je hdiatko obecnéGaenorhabditis elegans). Pro lepSi charakterizaci
tautopatii Kraemer a kol. vnesli mutovany lidskyngao t protein do genomu kdatka. U

transgennich jediricdochazelo k nekoordinovanym poliyb (u haratek projev poskozeného
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nervového systému) #pobenych akumulaci hyperfosforylovanych forem pnotet
(Kraemer a kol. 2003).

4.2 Obratlovci

Nejcastji pouzivani obratlovci v modelaci AD jsou myS darhgMus musculus),
potkan obecnyRattus norvegicus), kralik domaci Qryctolagus cuniculus f. domesticus), psi
a priméati. Byla pipravenarada transgennich linii, které vicieméne modelovaly symptomy a
patologii AD. Jedna setf@devSim o linie, které vykazuji zvySenou tvorbf YAdisledku
zvySené expresefippzeného nebo mutovaného genu pro APP nebo mujokageri
presenilin 1 a presenilin 2, a dale takové, kteq@drieuji mutované geny pro proteinnebo
ApoE. Pro pipravu netransgennich jedincktei také vykazuji skteré symptomy AD,
existujefada technik, kam patneurochirurgické zakroky, chemicka indukce mozkaviézi
jako je napiklad injekce A, nebo navozeni patologickych @mdietou. Jak je zmémo vyse,
n¢které organizmy vykazuji spontanniiznaky AD. Zajimavym modelem je Maki trpasli
(Microcebus murinus). Asi 20% starych jedinctrpi rozsdhlym ukladanim fA tautopatii,
ztratou cholinergnich neurdra masivni mozkovou atrofii (Bons a kol. 2006).oTjedinci
ztraceji poznavaci schopnosti a naruSuji sociabiby. Popsané vlastnosti jsou velmi

podobné lidskym symptoiim AD.

Ve svych experimentech jsem pracoval s tkani tremsigmysi linie ozngvané jako
APPswe/PS1dE9. Tyto mySi nesou¢dwutace: tzv. Svédskou mutaci v genu pro APP a
lidsky PS1 gen s deleci exonu 9. Linie byla zale?eBaltimorské UniverZtJohna Hopkinse
(USA) v roce 2001, a dale udrzovana na Univerzittuapiu (Finsko). Mozekéchto mysi
vykazuje jiz vcasném wku Zivota (5.-6. misic) p@inajici gitomnost amyloidnich plak
zpisobenou nadprodukci fA 4, fragment, ne vSak fitomnost neurofibrilarnich klubék
(Jankowsky a kol. 2001; Jankowsky a kol. 2004). &&dralni pokusy potvrdily poruchy
prostorové a epizodické p&thu téchto zvfat, ale az v 12. #sici vku (Savonenko a kol.
2005). U sedmirgsicnich jedindé vSak jiz dochazi v mozkovéike k porucham na synapsich
cholinergniho systému v porovnani s netransgennigdimi ze stejného vrhu. Tyto poruchy
zahrnuji snizené mnozstvi VAChT (snizend vazbaoekdivre znateného vesamikolu),
Ubytek muskarinovych recepto snizena vazba N-methyl skopolaminu), sniZzenoiviakt
butyrylcholinesterazy a zhorsené fénk sgahovani G proteiins mAChR (Machova a kol.
2008). Transgenni APPswe/PS1dE9 mysi &leuvo—6 nEsial meli také snizené uvabvani
ACh z korové a hipokampalni tkdMachova a kol. 2010).
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Cile diplomové prace

Cilém mé diplomové prace bylo zavést a optimalizawatody molekularni biologie
(izolace RNA ztka# PCR, gPCR, navrh specifickych primfier Pomoci &chto metod
nasledd stanovit hladinu mRNA pro proteiny cholinergnihn@ngvého mista (ChAT,
VAChHT) a v8ech @i podtypi muskarinovych receptdor(M; — Ms) v mySi mozkové ke
transgenniho kmene APPswe/PS1dE9 a porovnat jateokuimi vzorky od mysi ze stejného

vrhu.
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Material a metody

Vzorky

Vzorky pochazi od samic APPswe/PS1dE9 transgenmig$i ve st 6-7 nesial.
Celkow se jednalo o 5 partransgennich a normalnich jedinze stejného vrhu. Usmrcené
mysSi byl vyhiat mozek a odpreparovantitgizné 15mg mozkoveé kry. Vzorek byl umisin do
mikrozkumavky s roztokem inhibujicim RNazy RNAlaig&mbion) a zamrazen na —80°C.

Cela tato procedura prahla na finské univerzitv Kuopiu. Vzorky byly poté zaslany deR.

Izolace RNA

K izolaci veSkeré RNA jsme postupivyzkouSeli 3 komen¢ dodavané soupravy -
TriPure Isolation Reagent (Roche), RNAwiz (Ambianjligh Pure RNA Tissue Kit (Roche).
Pro izolaci RNA ze vzorkjsme nakonec vybrali TriPure Isolation Reagentci®) z dvodu
nejvyssi vygznosti RNA o vysokécistot. MnoZstvi izolované RNA bylo stanoveno

spektrofotometrem NanoDrop. Vzorky RNA byly zammazea —80°C.

Reverzni transkripce

Pro nasledné kroky byladba izolovanou RNA igpsat na cDNA. Kigpisu jsme
pouzili M-MLV reverzni transkriptazu (Promega) &ggeji acko kotvené oligo T nukleotidy
— Oligo(dT) Anchored (Sigma).

Reakce probihala v kotirgem objemu 2%ul. Nejdiive byla smis RNA, Oligo(dT) a
vody ofrata na 70°C po dobu 5 minut. Poté byidan reakni pufr, dNTPmix a reverzni
transkriptaza. fepis probihal po dobu 60 minuti peplot 42°C. Enzym byl nasledreni¢cen
teplotou 72°C po dobu 10 minut.

Z davodi uniformity vzorki byl do reakce pouzit ig RNA.

Reakni schéma reverz. transkripce: celkovy objenui25

1.70°C 5 min RNA lg
H.O kalkulace na celkovy objem
Oligo(dT) 2ul

2. 42°C 60 min dNTPmix 1,24
Reakni pufr 5pl
enzym 1ul

3.72°C 10 min

Ziskana cDNA byla zamraZena na — 20°C.
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Primery
Navrhovani primar jsme provedli v programu PrimerSelect z balikugpaot pro
molekularni biologii LaserGene (DNAStar). Sekvegeai jsme stahli z internetové databaze
www.ncbi.nim.nih.gov. B navrhovani primear jsme se drzeli#kolika zakladnich kritérii:
1) délka 17 - 24 bazi
2) teplota nasedani co nejblize 60°C pro oba oligaruaiidy
3) co nejmensi rozdil teplot nasedani paru primer
4) umiseni blizko polyA konce genu
5) sekvence primér unikatni pro dany gen a druh (potvrzeno blastawasekvence
v internetové databazi www.ncbi.nlm.nih.gov)
6) obsah 50 — 60% GC par
7) zabrarni tvorke sekundarnich struktur a parovani
8) délka PCR produktu 150 — 350 bp
Dodané oligonukleotidy jsme feili na koncentraci 100 pmall Sekvence mRNA a

mista nasedani primejsou uvedeny vifloze.

Sekvence pouzitych primiea délka PCR produktu:
ChAT
upper 22: GGTGGGAGCGAGCCTTGTTGAC
lower 24: GGGGGATGGGAGCAGGGTTAGTAG
178bp

VAChT

upper 24: ATCCTTCGCGCCCTTAGTGGTCTC
lower 19: CCCTGCGGCGGTTCATCAA

342bp

M1

upper 21: CTCACCGGGGTCCTGCTATGC
lower 22: TGCGCTGGACACTCTTCAAACC
321bp
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M2

upper 22: CCATCCCGGGAAAAGAAAGTGA
lower 22: TGAAGGTGGCGTTACAAAGTGC
208bp

M3z

upper 24: AGAAGAAGGCCGCCCAGACACTCA
lower 24: ACAGGGCATAGCACACGGGGTTCA
183bp

My

upper 19: GTAGGCGGCCCCACTCTGA
lower 24: AGCCATCGTCCCCCATCTTCCTGA
198bp

Ms

upper 21: ACCGCCATTGCCGCTTTCTAT
lower 24: TTTCCCGTTGTTGAGGTGCTTCTA
260bp

GAPDH

upper 19: GAACATCATCCCTGCATCC
lower 20: GTCTCACCACCTTCTTGATG
179bp

PCR (polymerazoveetézova reakce)

Klasickou PCR jsme provéli na cycleru DNA Engine (DYAD) v celkovém objemu
100ul. Pouzili sme HotStarTag DNA Polymerase kit (Q@ag Prvni krok (95°C po dobu 15
minut) aktivoval polymerazu. NaslegirdoSlo k cyklovani (kroky 2-4) celkem 45 krat.
Posledni krok (72°C po dobu 10 minut) slouzi k asizovani nedokaienych fragmerit
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Reakni schéma PCR: total 1Q0

1.95°C 15 min Reakni pufr 10ul
2.94°C 0,5 min MgCl, 4ul
3.58°C 0,5 min dNTPmix 2ul
4.72°C 1 min enzym 0,5
5.72°C 10 min H.O 78ul
primery 100 pmold 2x 0,25ul
cDNAmix 5ul

Elektroforéza

Elektroforezu DNA jsme proval v15% agarozovém gelu a TBE
(Tris/borat/EDTA) pufru. Jako zdroj né&p jsme pouzivali Power Pack (BIO RAD). Foréza
probihala g napeti 100 V a proudu 400 mA po dobtilgizné 2 hod. Gel jsme nasle&n
barvili v roztoku ethidium bromidu a analyzovali pigstroji BioDocAnalyze (Biometra).

Na izolaci DNA fragmerit z gelu jsme pouzili QIAquick Gel Extraction Kit (@en)

a mnozstvi DNA jsme stanovili na spektrofotometanNDrop.

Kvantitativni PCR

klesajici fluorescence v jednotlivych vzorciagthbm polymerazovéettzove reakce. V naSem
piipad jsme pouzivali Roche Light Cycler Capillary SystéRoche) a jako soupravu s
fluorescernim cinidlem QuantiTect SYBRGreen PCR kit (Qiagen). BaBYBRGreen ma
tu vlastnost, Ze po navazani na dsDNA¢aihsvé fluoresceimi vlastnosti a tuto zaému lze
snimat fotocitlivyméidlem pistroje.

Tato metoda je dena ke kvantitativnimu, velmifgsnému a citlivému stanoveni
mnozstvi cDNA ve vzorku. Citlivost gPCR je tak viidop Ze Ize zachytit i jedinou cDNA
molekulu daného typu ve vzorku. Ozeai real-time PCR vychazi z moznosti pozorovat
narist/Ubytek fluorescence (a tedytilpyvajici mnozstvi DNA) v realnértase.

Na paétku experimentu byly vzorky zgdty na 95°C po dobu 15 minut a doSlo k
aktivaci polymerazy. Nasledrbylo provedeno 50 cykl (kroky 2-4; Obr. 9a). Nasledovala
denaturani analyza. Bhem denatukami analyzy dochazi k tani dsDNA a tedy k Ubytku
fluorescence. Timto postupem lze stanovit teplbimd, kdy dojde k denaturaci vzniklého

fragmentu a Ize odhalit‘fpadnou kontaminaci vzoilk Obr. 9b).
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Reakni schéma gPCR: total 10ul

1.95°C 15min Reakni smés 5 ul
2.95°C 15s H,O 3,5 ul
3.60°C 20s przimery 10pmol/ul  2x 0,5 pl
4.72°C 30s cDNA mix 0,5ul
5.95°C
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Obr. 9: Protokol zobrazujici teplotni priabéh béhem gPCR. Zeler jsou ozna&eny pozice
snimani fluorescence — vzdy na konci polymeéai ¢asti cyklu a na za¥r experimentu

béhem denaturani analyzy (a); denatura&ni analyza miznych fragmenti DNA (b);

kalibra ¢ni méreni a sestavena kalibréni piimka (c).

Vyhodnoceni dat

Vysledky byly hodnoceny pomoci softwareového modughtCycler Data Analysis
(Roche). Ziskana data byla prdeplednost importovana do tabulkového editoru Excel
(Microsoft). Statistické vyp&ty a vynesni do gréfprokehlo v programu GraphPad Prism 5
(GraphPad Software).

Zakladni hodnoty pro jednotlivé vzorky vychézi Zfpocykli, kterymi musi vzorek
projit, nez je dosazeno prahové (tzv. thresholddrtscence. Tato zakladni hodnota je tedy
udavana v p&tech cykli, nasleds byla pepaitana na relativni koncentraci.

Kvantitativnimu stanoveni exprese jednotlivych {gepomoci real-time PCR
piedchazela kalibrace pro dany genovy fragment. Porklasické PCR jsme namnoZili
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genovy Uusek DNA uzitim specifickych prinierPCR smis jsme umistili na agarozovy gel a
nechali probhnout elektroforézu. Z gelu jsme potéistusny fragment izolovali. Fragment
byl naedsn do kalibr&ni rady I* — 1'° a celatada byla poté proiena pomoci qPCR.
Z téchto dat jsme sestavili kalibfiai piimku (Obr. 9c), ktera nasledrslouzila k pesnému
stanoveni expresetiplusného genu. Hodnoty koncentrace fragmentu bghyavany pouze
relativrg v ramciiedicirady.

Pro vzdjemné porovnani jednotlivych vzorkiezi sebou bylo nutné zifit expresi
tzv. housekeeping genu (jedna se o gen, u kteréhgeslpoklada stejnd mira exprese ve
vSech typech butk). V naSem fipact se jednalo o glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu
(GAPDH). Vysledna hodnota, ve které je vyj@da mira exprese danych geje tedy ponar
zjisténych hodnot — sledovany gen ku housekeeping gemsledky jsou poté uvady
v porrernych (arbitrarnich) jednotkach (A.U.).
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Vysledky

Exprese get cholinergniho mista

ChAT i
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K Tg
Graf 1: Porovnani mnozstvi mRNA genu ChAT u komtich (K) a transgennich (Tg) mysi.
Vysledky jsou uvedeny v paimych jednotkach (A.U.) £ SEM. B&iteni bylo provedeno

v duplikadtech na vzorcich odétp mySich péit (transgenni jedinec a kontrolni jedinec ze
stejného vrhu). Zobrazen také DNA fragment na agarém gelu.

VAChT
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Graf 2: Porovnani mnozstvi mRNA genu VAChHT u kolmtich (K) a transgennich (Tg) mysi.
Vysledky jsou uvedeny v paimych jednotkach (A.U.) £ SEM. B&iteni bylo provedeno
v duplikadtech na vzorcich odétp mySich péit (transgenni jedinec a kontrolni jedinec ze
stejného vrhu). Zobrazen také DNA fragment na agarém gelu.
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Exprese muskarinovych receptofi
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Graf 3: Porovnani mnozstvi mRNA genu pro; Modtyp muskarinového receptoru u
kontrolnich (K) a transgennich (Tg) mysi. Vysledkgu uvedeny v posmnych jednotkach
(A.U.) £ SEM. Meteni bylo provedeno v duplikdtech na vzorcich adi pnySich pait
(transgenni jedinec a kontrolni jedinec ze stejnétinu). Zobrazen také DNA fragment na
agarozovéem gelu.

M2
bps
2.5%x104+ 101

2.0x104

nan

1.5%x1044

A U

1.0x10+

K Tg

Graf 4. Porovnani mnozstvi mRNA genu pro, Modtyp muskarinového receptoru u
kontrolnich (K) a transgennich (Tg) mysi. Vysledkgu uvedeny v posmnych jednotkach
(A.U.) £ SEM. Meteni bylo provedeno v duplikdtech na vzorcich dadi pnySich pait
(transgenni jedinec a kontrolni jedinec ze stejnétinu). Zobrazen také DNA fragment na
agarozovéem gelu.
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Graf 5: Porovnani mnozstvi mRNA genu pros Modtyp muskarinového receptoru u
kontrolnich (K) a transgennich mysi (Tg). Vysledkgu uvedeny v po#inych jednotkach
(A.U.) £ SEM. Meteni bylo provedeno v duplikatech na vzorcich adi pnySich péit
(transgenni jedinec a kontrolni jedinec ze stejnétim). Zobrazen také DNA fragment na
agarozovém gelu.
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Graf 6: Porovnani mnozstvi mRNA genu pro, Modtyp muskarinového receptoru u
kontrolnich (K) a transgennich (Tg) mysi. Vysledkgu uvedeny v posmnych jednotkach
(A.U.) £ SEM. Meteni bylo provedeno v duplikdtech na vzorcich dadi pnySich pait
(transgenni jedinec a kontrolni jedinec ze stejnétin). Zobrazen také DNA fragment na
agarozovéem gelu.
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Graf 7: Relativni zastoupeni mRNA jednotlivych pgali muskarinovych receptorv mysi

mozkové Kie, udano v procentech + SEM&Mni bylo provedeno v duplikatech na vzorcich
od 5 jeding.
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Obr. 10: Fragmenty DNA pro GAPDH (a) asNpodtyp muskarinového receptoru (b) na
agarozovéem gelu.
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Diskuze

Vysledky naSich pokds ukazuji, Ze u sedmigsicnich samic transgennich
APPswe/PS1dE9 mySi nedochazi kesmnexprese (hladin mRNA) ani jednotlivych gen
cholinergniho genového mista (Grafy 1 a 2) aniagpro M;-M, podtyp muskarinovych
receptodt (Grafy 3-6). A’koliv jsme pomoci PCR detekovali mRNA pro podtyp (@br. 10),
mnoZstvi cDNA ve vzorcich nebylo dostaté pro spolehlivou kvantifikaci pomoci gPCR.
Tento podtyp je vSak v mozku ob&cexprimovan jen velmi malo. Selhani kvantifikace by
mohlo byt zgisobeno rozpadem mRNAipskladovani¢i chybami i reverzni transkripci.
Neni to vSak prawibodobné, protoZze podobné problémy by se objevilypstatnich podtyip
muskarinovych receptora byly by patrné zejména u malo exprimovangnhMRNA. Pongrné
zastoupeni mRNA jednotlivych podtypM;>M,>M;>M3 (Graf 7) se dole shoduje s
literarnimi adaji. Imunohistochemicka analyza pomaelektivnich protildtek odhalila
v mozkové kie hlodavé nejvySSi zastoupeni protéirM;, M, a M; podtypi mAChR.
Prokazana byla ifftomnost M a Ms podtyp, ale ve velmi omezeném mnozstvi (Levey a
kol. 1991). Analyza koncentrace mRNA pomoci Nonthé&tot (Buckley a kol. 1988) a
kvantitativni PCR (Krejci a Tucek 2002) v mozkovéi&k ukdzaly podobné padi
(M1>Mo>M3>My).

Vyzkum picin a rozvoje Alzheimerovy choroby je komplikovanyegevsSim
nedostatkem vzotk postizenych lidskych tkani. K dispozici jsou deg€ji pouze vzorky
choroby. Tato tk& jiz vykazuje vyraznd posSkozeni, ke kterym vSak mwohrispivat i jina
soul¥Zzna onemoani a proto je nelze jednoduSe pouzit &emi @icin a ptibchu AD. Ranna
stadia nemoci Ize tedy zkoumat pouze nd@enich modelech AD. Pro tuto praci jsme pouZili
transgenni mysi kmen APPswe/PS1dE9. Tyto mysSi negivareny transgen, ktery obsahuje
mutované lidské geny pro APP a PS1. Svédska miBBe(APPswe) spidva v zanéné Lys
za Asn na kodonu 670 a Met za Leu na kodonu 67PRB7A0 transkriptu. Mutace PS1dE9 je
dele&ni mutace 9. exonu presenilinu-1, ktery je &&mti komplexuy-sekretazy. Exprese
APPswe v kombinaci s delei mutaci PS1 Zjsobuje vysokou produkci fragmé&nfpi-40 a
AP1-42jiz v mladém ¥ku 7-10 tydri, coZ bylo v nasi laboratopotvrzeno (Machova a kol.
2010). Transgenni mySi v tomt@kw vykazuji ve srovnani s netransgennimi kontrolaeni
stejného vrhu fiblizné 7-nasobné zvySeni koncentrace rozpustnych forginsfa 12-
nasobneé zvyseni Skoddgi formy ABi.4>. Produkce B se Bhem starnuti dale zvySuje a ve

véku 5-6 nesial vykazuje v parietalni ie piblizné 12-ndsobné zvySeni koncentrace
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rozpustného By-40, 19nasobné zvyseni SkodfiSiho AB;-42 a p&inajici tvorbu amyloidovych
plaki. Experimenty jsme provéll na samicich, u kterych se patologie rozviji hegih Tkén
byla odebrana z parietélniho kortexu, kde je akac®l® nejvyrazijsi (Jankowsky a kol.
2004). NaSe laboratona tomto modelu provedla jiladu experimerit jejichz dosavadni
vysledky prokazaly poruchy na cholinergnich syneapsia to na presynaptické i
postsynaptick&asti. Jiz u sedmigsicnich jediné dochazi ke snizeni mnoZstvi proteinu
VAChHT, ktery je lokalizovan vyhradnv zakorenich cholinergnich neurbna ke snizeni
mnoZstvi muskarinovych receptiorkteré jsou charakteristickymi proteiny postsyieist
¢asti cholinergnich synapsi. Z hlediska funkce ctestjni synapse bylo na presynapticke
arovni zjis€no snizeni stimulovaného uviovani ACh, které odpovida snizenému mnoZzstvi
VACHT a tudiz snizené kapatitransportu ACh do synaptickychdkdi. Na postsynaptické
arovni bylo zjiS€no snizeni aktivace G-proté&inpo stimulaci muskarinovych recepior
analogem prozeného agonisty karbacholem, které by mohlor@gledkem snizeni exprese
muskarinovych receptér(Machova a kol. 2008). Tato zj#ii nas tedy vedla k otazce, na
jaké arovni metabolizmu cholinergnich proteochézi k poruchdm, které maji za nasledek
zmingné deficity.

V nasSich experimentech jsme se z#inna meéreni hladin mRNA gein ChAT a
VAChT, které koduji charakteristické presynapticgeoteiny, a podtyp muskarinovych
receptod,, které kdduji charakteristické postsynaptické girot. Jak je uvedeno v literarnim
Gvodu, regulace exprese proftieicholinergniho genového mista, které jsodddé pro funkci
presynaptickécasti cholinergni synapse, je velmi komplexni zébsti a je fyziologicky
ovliviovanaradou faktod. Transkripce stoji na gatku celé kaskady vzniku novych molekul
proteinu a jeji snizeni by mohlo bytiignou sniZzeni koncentrace specifickych
presynaptickych proteinna cholinergnich synapsich. Mezi patologickKyagbici faktory by
mohla paitt i ptitomnost vysoké hladiny rozpustnych forem fragrmek, které jsou prvotni
pricinou vzniku a rozvoje Alzheimerovy nemoci (Selko@02), v bezprosednim okoli
burgk. Vysledky naSich pokuis vS8ak ukazuji, Ze u sedmésicnich transgennich mysi
nedochazi ke zém¢ exprese (hladin mRNA) jednotlivych genholinergniho genového mista
(grafy 1 a 2). Podokinjako u presynaptickych marKejsme nenalezli zadné zmy v
hladinach mRNA pro jednotlivé podtypy muskarinovyetteptoi M;-M, (grafy 3-6). Toto
pozorovani je dlezité z praktického pohledu zejména v souvislest; podtypem. Jedné se
0 podtyp, ktery je fevazujicim podtypem v mozkovéile a uplaiuje se nejen u kognitivnich
funkci, ale i pi neamyloidogennim &beni APP. Winek M; selektivhich agonit a

alosterickych modulatér na muskarinové receptory se v posledniédaba byt jednou z
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moznych terapeutickych cesti pe¢bé¢ AD. Stimulace M a M; podtypu u bu&nych kultur
meélo za néasledek zvySeni neamylodogenitipesti APP a tedy vedlo ke sniZzeni produkce
Skodlivého A (Buxbaum a kol. 1992; Nitsch a kol. 1992)it@mnost funknich M,
receptot v patateinim stadiu tvorby amyloidnich plakedy umo#uje jejich farmakologické
ovlivnéni a mize ipadre vést k terapii AD.

NaSe vysledky nazggji, Ze za sniZzeni koncentrace proteinu VAChT akaiisovych
receptoi (Machova a kol. 2008) jsou odpminé dje, které nasleduji po transkripci.
Akumulace A muaze psobit na postranskrpi modifikace pre-mRNA, translaci,
postranskripni modifikace (glykozylace), zabudovani proteinu dembrany synaptického
vaku, transport proteinu 2Zla neuronu do synaptického zakeni. Na modelovém mySim
kmenu APPswe/PS1dE9 byla jiz provedé¢ada experimefit Prokazateléy u ®€chto mysi
dochéazi k hromaghi Ap fragment a vzniku amyloidnich plak Jak bylo dokazano, tyto
kognitivnich schopnostech. Postizeni CNS transgenrimene APPswe/PS1dE9 tedy
casteéné modeluje i lidskou patogenezi AD¢koliv prokazateld vykazuje pouze jeden
zékladni symptom. Tato nevyhoda sé&ze stat vyhodou ve chvili, kdy jeeba striktg
odcklit pusobeni samotného pAna organizmus a dalSich fakiorDo této chvile byla
provedendada experimefit které potvrzuji amyloidovou hypotézu AD spojerdaficitniho
cholinergniho systému a hromadicim & Na druhou stranu nemalé skupirt@ei se snazi
piijit s jinou a odlidnou hypotézou, ktera by fobesla“.Cim dal vice se howbo proteinue,
defektnim genu pro ApoE protein, gliovychiach ¢i raiznych environmentalnich vlivech.
Americky narodni institut pro starnuti dokonce wpe granty, které by amyloidovou
hypotézu vyvratily. | pes celé stoleti badani, nezname dosudétBiny pripadi priciny
propuknuti nemoci, molekularni mechanizmy patogersetedy ani efektivni éu.
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Provedl jsem optimalizaci metod izolace RNA z mysobzkové Kry, reverzni
transkripce a kvantitativni PCR pro mysSi geny ahedietyltransferazu, wkovy prenase pro
acetylcholin, podtypy muskarinovych recepitoM;-Ms a housekeeping genu GAPDH.
Pomoci optimalizovanych postiugsem stanovil hladiny mRNASthto getd v parietélni kie
u sedmindsicnich samic transgennich mysi APPswe/PS1dE9 a sgwanich kontrol ze
stejného vrhu. Vysledky kvantitativni PCR ukazalg, zvysena koncentrace fragmeAf u
transgennich mysi nemé& vliv na hladiny mRNA pron¥ade zkoumanych gén Tyto
vysledky naznéuji, Zze v litaretile popsany ubytek muskarinovych receftar va&kového
pienaSée pro acetylcholin u sedmiisicnich transgennich mysi nenitgpben snizenim
hladin mRNA. Posttranskrémi cje, odpoedné za snizeni hladirtdhto proteir, budou

vyZadovat dalSi zkoumani.
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Prilohy

Sekvence mRNA sledovanych gd&n vyznafeni pozic pouzitych primem a vyznaeni

kopirovanych fragmenta (genové sekvence uénné zkraceny)

ChAT

ucggcagagaaacuucaaagaaucguaaagaaucuggauuucauuguuuauaaguuugacaacuaugggaaaacauuuauuaagaagcagaaaugcaguc

° e 1600

o

5' cugauggcuucauccagguggcccuccagcuggcuuacuacaggcuuuaccagaggcuggugcccaccuaugagagugecauccauccgecgeuuccagga

° e 1700

o

5' aggucggguggacaacaucagaucggccacuccugaggcucuggcuuuugugcaagccaugacugaccacaaggcugccgugcuggcuucugagaaacug

o 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 1800
t T t T t T t T t T t T T T T T T T T T

o

5' cagcugcugcagagggccauccaggcccaaacugaguacacagucauggccauaaccggcauggccauugacaaccaucuucuggcacugagggageugg

o 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 1900
t T t T t T t T t T t T T T T T T T T T

o

5' cccgagaccugugcaaagagccaccugagauguucauggaugaaacauaccugaugagcaaccgguuuauucucuccaccagccaggugeccacgaccau

° e 2000

o

5' ggagauguucugcuguuauggcccugugguacccaauggguauggagccuguuauaacccccagccugaggecaucaccuucugcaucuccageuuucac

° e 2100

o

5' ggcugcaaagagaccucaucuguggaguuugcagaagcggugggagcgagccuuguugacaugagagaccucuguaguucgaggcageccugcugaaggea

o 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 2200
t T t T t T t T t T t T T T T T T T T T

o [ Primer Up | ChAT fragment

o

5 agccaccaacagcaaaggaaagagcuagaggcccaaccaagccaagcaaucuugacuacucccacuagccaauguccuacaggagucagccccuacuaac

o L o B e L L S AL R A Rt it nnn nn Y

o ChAT fragment [Frimer Down

o

5 ccugcucccaucccccaccccagcuuguugcugecuccccuauccuugggggeucacaugaagcuggcauguuaagagagagagagecccucauuaucuau

o -t 2400

o Primer Down

o

5 cuaaguggccuguggccuuuacaacuggaaaugagacccagccuggcuuggaagcagecugggugggecugggageucccucugaggucuuuagaaacuua

o 4 | y | 4 | y | y | 4 | y | 4 | y | 4 | 2500
t T t T t T t T t T t T T T T T T T T T

o

5 accuuucugcuucuuucccagcaacacccaguggugcacaugguagcucugeccaguggaagaaucgucaucucaucacaugcuaugggcccaaauaaguc

° e 2600

o

5 auaaaggcagaggcuagcucccuccacacacucacaugcacaaagacagcccaaguucauuuagaauacaguggeccacauccacaaagacauuucuucce

° e 2700

o

5 uuuaucuuccauagcacagucuuccuugaguucagauuaucucauccagcuauucagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaagaaa

o 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 2800
t T t T t T t T t T t T T T T T T T T T

5 gaaaggaagg
e
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VA

ChT

cggacacgucuggcauugccaugaucgccgacaaguaucccgaggagecugagcgcagucgugeucugggcguggegeuageccuucaucagcuuuggaag

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ccuaguggcgccaccguuugggggcauccucuacgaguucgcgggcaagcguguacccuuucuagugeucgecgecgugucgeucuucgacgcacuccua

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cuccuggcgguggcuaagccuuucucageugecggeucgggegegggecaaccugeccgugggeacaccuauccaucgecucaugcuagacccuuacaucg

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cuguuguagccggagcgcucacaacuuguaacauuccccuugcguuucucgageccaccauageccacguggaugaagcacacaauggceggcauccgagug

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ggagaugggcaugguuuggecugccggecuuucgugecacacguguuaggcgucuaucucaccgugecgucuagcggecgecgcuauccacaccugcaguggeug

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

uauggcgecucucgggcuagcgguaaucggagugagcucuugcgucguaccugeccugecgauccuucgegeccuuaguggucucgeucugeggecucugeu
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

| Primer Up | VAChT fragment

ucggcaucgcguugguggacacggcgeuccuacccacgecucgeccuuucugguggacgugcgecacguaucagucuauggcagugucuaugecauageuga

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

VAChT fragment

caucuccuauucuguggccuacgcucucgggeccauaguagcaggecauaucguucacucacuuggcuuugagcageucagecuuggcaugggecuggec
i il i il i il i il i il i il i il i il i il i il
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

VAChT fragment

aaccugcucuacgcaccgguccuauugcucuugcguaaugugggecuccuuacacgeucgecguuccgagcgcgaugugcugcuugaugaaccgecgeagg

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

VACNT fragment I Primer Down

gucuguacgacgcgaugcgecugcgugaggugcagggcaaggacggcggugaaccuuguageccgecuggeccuuuugauggecugugaggacgacuacaa
i il i il i il i il i il i il i il i il i il i il
|

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
cuacuacucccgcagcuagcagacccgcuucuccuccaggecaccuacccuccccauuuaggucaagauggucauucuucaagagcgcuggecaacuuug

e B o B e B B s e o A B an s e

gcuuggggcccaccuccucuaaugaguacccuageccguccecccgeccugaauuccuuugecuggaaucccuucuccgugaccecucccagucuaacccee

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ucuccaaacacacucguauucauugagggaauggaucagggaggcauugggcucuuggcagagguguaccggugaucaccaaccaccuacugagagccce

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

caaguacagucaugcaucuguuuguccuuccugcggaucuuuccagugccaaacuuggucuacuacacccuggugccuccggccugaauuaauaaaccau

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

aucugucugaggag
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1100

1200

1300

1400

1500

1600

1700

1800

1900

2000

2100

2200

2300

2400



M1

gcagacagaauacuguauacauaauaaauaagccuuuuuuuuuuuaaaucccuguagaggaaggggugggauucacccccacacauuuagcuuccugaac
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ucccagaaacuguuggaccuugagagcuuaucuagcaguucuagcuggggugugcaucuccugguauauacccuugaccuuccuccuuuaucugggaagg
y y \ y y y y y y y y y y y y y y y \

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ucuuccucuugaacuggguguacagauuuggacaagaugaauauggagggaugauagaggaagaagacaccuacugagccagucggaucaguugcaucaa
i il i il i il i il i il i il i il i il i il i il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cccuauuagccaauggggugucaaaugucucaaucaccuucaucacccacaagcuauggaaugguugcaacacugugggcaaggauagcccacuaggugg
i il i il i il i il i il i il i il i il i il i il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

acaaggagaagcuggccagagcugcaggagauacaugggaugaucuuauguaagccauguaccccguaucaccaguacagguugacageugagacccugg

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

uaagggcuucuggcuuguucaugcucccuuguagcccuaagcccccuucagaaauaaaugeccugecugugucaaggguguggagguggagggcggagga

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

agcugagcagcacuggaagaagugaagcuuugggaccaauggaacaucaaggaaggaggggaugggaccagcaucaggaaggauggggugagaccagceau
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

caggaccggaaaugagaguagcagcccacaccuaucacuuguucccucuccuggggaccucaccgggguccugcuaugcccuccaccaaauaaccuuggu
y y y y y y y y y y y y y y y y y y y

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

[ Primer Up | M1 fragment

uaggcaugccuccugucuucagugucuucaucucuaaaagaggagcaagcccuuugcaggugucagagggaugcggcaaacugguaaaagcaauugaugg
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

M1 fragment

cuguaccgucgguguuaccacagaagaggcugccacagguaauggccugucuaguuucucacccaggucuuacccuguaccucuguucuggcuuugggaa
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

M1 fragment

gucuagaguccuauucccccaaaccaggaagaagaaucuuacaucccaaugugacuggguuugaagaguguccagecgeacaccugggcaagaaggagggu
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

M1 fragment [ Primer Down |

aaaguccagguggggucuggguccugcaggccucugaagaaagaguugccaacccaggauggagaauaacaugaggcugaaggaagagggugguugeaug

4 | 4 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

|
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ggcaucuguccaucucaaacacagcacccacuccuacccugagggagucucuuuaccccaggaacaaaggccuuuugguagaaguaaggagagaauaagg
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ucgcuuugugaauaccacaucuucuaccaaucccagacuggagcuagccugaggaggaacaaguuagaaucccucccacacucaaagcccagecuuacuu
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

CCauuuccaccaugacauuuuagcgccaccugcuggcaauuuaagaaaccugacguuuaaaugcucuucccccugccuuuuuuuuuuuuuuuuuuggaca
4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

agcucuugguauguagccuuggcuggccuggaauucauuauauacaccaggcuggccuugaacucuuagagagecugacugccucugucucugaaugecugg
i il i il i il i il i il i il i il i il i il i il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

aaguaaagauguucaccaucacacuggccaaauuacuaccucuucuuccucuuccucuuucucauccuccuuuuuaaaacuaguauugggacugaaucua
4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

gggucucucauauacuaggccaacacucuacaaaugagcuauaugucucauccauaaacuuuuuuauuauuaaaaacacguugcaaaaaaaaaaaaaaaa
4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

aucaugacugugcucuauuggcacauaucccgggcgagcaagagcagaauaaagaaagaaaagaaggaaccaguggccaaccaagacccggugucuccca
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

gucuagugcaaggaagaauuguaaagccaaacaacaacaacaugccugguggugaugguggccuggagcacaacaagauccagaauggcaaggeucugeg
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ggacggugggacugaaaacugcguucagggggaggagaaagaaagcuccaaugacuccacgucugucagcgccguggccuccaacaugagagaugaugag
il il il il il il il il il il il il il il il il il il

| |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

auaacccaggaugaaaacacgguuuccacuucccugggccacuccaaagaugacaacucuaggcagacaugcaucaaaauugucaccaagacccaaaagg
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

gugacgcaugcacaccaacaaguaccacaguagaacuaguuggaucgucaggucagaauggggaugaaaagcagaacauuguagcccgcaaaauugugaa
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

gaugaccaagcagccugccaaaaagaagccuccuccaucccgggaaaagaaagugaccaggacaaucuuggcuauccuguuggcuuucaucaucacgugg
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

[ Primer Up | M2 fragment

gcgccauacaaugucauggugcucaucaauaccuucugugcacccugcauccccaauacaguguggacaauuggcuacuggcucuguuacauuaauagea
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

M2 fragment

CcCaucaacccugccugcuaugcacuuuguaacgccaccuucaaaaagacuuuuaagcaccuccuuaugugucauuacaagaacauaggcgcuacaaggua

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

M2 fragment [ Primer Down |
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uaugguggcugucacuucugguucacaacuaagagcuggaagcccagugcugagcagauggaccaagaccacaguagcagugacaguuggaauaacaacg
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

augcugcugccucccuggaaaacucugcuucuucugaugaagaggauauuggecucagagaccagagccaucuauuccauuguacucaageugecggguca
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

uagcaccauccucaacucuaccaagcuacccuccucagauaaccugcaggugccagacaaggaccuggggacuauggauguagagagaaaugcccauaag

4 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

T % T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cuucaggcccagaagaguauggaugaccgugacaacugucagaaggacuucuccaagcuccccauccaguuagagucugecguggacacagccaagaccu
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cugacaccaacuccucgguggacaagaccacggccgecucuaccucuguccuucaaagaagccacgcuggcuaagagguuugcucucaagaccagaaguca
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

gaucaccaagcggaaaaggaugucgcucaucaaggagaagaaggccgcccagacacucagugccaucuugcuggcuuucaucaucacguggacccccuac

4 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

T % T T T T T T T T T T T T T T T T T T

| Primer Up | M3 fragment

aacaucaugguccuggugaacaccuucugugacagcugcauacccaaaaccuauuggaaucugggcuacuggcugugcuauaucaacagcaccgugaacc
L

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

t } t t t t t t t t t t t t t t t t t

M3 fragment [ Pri...own

ccgugugcuaugcccugugcaacaagacauucagaaccaccuucaagaugcuucucuuaugecagugugacaagaggaagcggcgcaaacagcaguacca

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Primer Down

gcagagacaguccgucauuuuucacaagcgagugccugagcaggccuuguagaaaagggguuuaucaauagcagugacccauacacacacgucageccac
il

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

agccuagcaggagucuggcgcaggugggaggccauuccugauggugauaaaagggguuuuuuugucaaccacacaggagagaagcugccuauuuacugau

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ccacugaauaccugauuuugguccaaugccaauucagcaggaaagaaggagaaguguacugcuaaauuuaaagaaauguauucugaaacagacuuuuaag

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

uggauuuuuuaagagaaaaaaaauauugucucagaacaagaauccucagaaauuggucugccugggucuuuuaauucuuauuagcucuggaaucacuggu
il

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

gagccucaaugugcugguugccauguguucucccuagggguccuaaaguguccacccagaucccacgugaagcacggcaggcuugaaguaucugugguuc

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

aggaacggccacccacagagcuguccaccacagaggccgecaccacaccagcgeugcccgeuccuacccugcagecacgaacccucaacccagecuccaa
il

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

gugguccaagauccaaauugugacaaagcagacaggcagugaaugugugacugccaucgagaucguaccugeccacgccagcugguaugcgeccagcagcec

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

aauguggcccgaaaguuugccagcaucgcucguaaccaggugcgcaagaagcggcagauggeggeccgggagcgcaaagugacucggacaaucuuugeca
il

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

uucugcuggccuucauccucaccuggacacccuacaaugucaugguccuggugaacaccuuuugccagagcuguauccccgaaagggugugguccaucgg

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cuacuggcucugcuacgucaacagcacgaucaacccugccugcuaugcacucugcaaugccacuuucaaaaagaccuuccggcaccuuuugeugugecag

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

uaucggaacaucggcacagccagguagacgggcaggugccuuaggaggugcuggugucaagaguguguaccggggaaccacauggeucaccggecugugga

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ggagagaguaggcggccccacucugaguucgcaucugcugaagagaacaggucucccagacaccgugagguacaagaggcucuucgcugggaugggagag

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

[ Primer Up | M4 fragment

cagaucucuacugaagccuaggaggcucggcccagggacggucugaacuggecaccaccuggcccauaucuuuuaccuugccucaggaagaugggggacga

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

M4 fragment | Primer Down

uggcuggagugggcaguggcucuaucaaggccaaccaucgguggagguggaugaauagagcagaacuugggagcaucuugagaggagcaaaaggagecag

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

gcuugcaaggguggggucccccguuaugcuguaaucggugcuuuccgecuuccugcgeccuccucucccuugcauguaggeucagececuuccccugecce

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

caagucccacuccaaggugagggacuucccugccacuguugcucagecaggcucuggaugggaagecaageccuuuggeacuccccuggecageagucau

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cuggacagggcaacugggaggccaugcuaagccgagauacagacuccaggggacugaaucaauuaaugguggaucuuauugucaaauugucaagaacccce

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cccccccaggucacacaucaaaugaacagcagugggcaguguuccucucuaccucugagcggagggagguauggguccaaggagggaaaggugauggugg
il il il

| | | | | | | | | | | | | | | | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ggaacuuggugauccauacagcccacaguggcgaaugacacaagcaagcacccucauggauccccaaugagaaaauuccagacuugcaguagecuggace

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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auggaaggggagucuuaucacaaugaaaccacugucaacggcaccccaguaaaucaccaggcuuuggaacgecauggacugugggaagucauuacuauug
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cagcugugaccgcuguggucagucugaugaccauugucggcaaugucuuggucaugaucuccuucaaagucaacagucagcucaagacaguuaacaacua
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

uuaccugcucagcuuggccugugcagaccucaucauuggcaucuucuccaugaaccucuacacgaccuacauccucaugggacgcuggguucucgggagu
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cuggccugugaccuuuggcuugcacucgacuauguagccagcaacgcuucugucaugaaccuucuggugauuagcuuugaucguuacuuuuccaucacaa
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

gaccacugacauaccgagccaagcguaccccaaagagggcuggcaucaugaucggecuuggcauggcuggucuccuucauccucugggegecagecauccu
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cugcuggcaguacuuggucgggaagcggacaguaccaccugaugagugccagauccaguuccucucugageccaccaucacuuuugggaccgecauugec
L

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T t T

Primer Up

gcuuucuauaucccugucuccgucaugaccauacucuacugccggaucuaccgggaaacagagaaacgaaccaaggaccuggcugaccuccaagguuccg
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Primer Up | M5 fragment

auucuguggcagaagucaagaagagaaaaccggcucacaggacccugcucagaucuuucuuuagecugeccuagacccagccuggecccagagagaacggaa

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

M5 fragment

ccaggccuccuggucauccucccguagaagcaccucaacaacgggaaagccaacccaggccacugaucuaagugcugacugggaaaaggeugagcagguu
il

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

M5 fragment I Primer Down ]

accaacuguagcaguugccccucuucagaggacgaagccaaggccaccacugacccugucuuucaaguggucuacaagaaugaggccaaggaaagceccgg
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ggaaggaauucaauacccaagagaccaaggaaacguuugugagcccucggacugaaaacaaugacuaugacacucccaaguacuuccugucuccagguge
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ugcucacagacucaagagucagaaguguguugccuauaaguuccgauuggugguaaaagcugacgggacccaggagacaaacaauggcugucguaaggug
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

aaaaucaugcccuguuccuucccaguguccaaagacccuucaacaaaaggccuggauccccaccucagccaucaaaugaccaaacgaaagagaauggucc
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

GAPDH

agagacggccgcaucuucuugugcagugccagccucgucccguagacaaaauggugaaggucggugugaacggauuuggccguauugggegecuggucac
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cagggcugccauuugcaguggcaaaguggagauuguugccaucaacgaccccuucauugaccucaacuacauggucuacauguuccaguaugacuccacu
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cacggcaaauucaacggcacagucaaggccgagaaugggaagcuugucaucaacgggaagcccaucaccaucuuccaggagcgagaccccacuaacauca
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

aauggggugaggccggugcugaguaugucguggagucuacuggugucuucaccaccauggagaaggccggggcccacuugaaggguggagccaaaagggu
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

caucaucuccgccccuucugccgaugeccccauguuugugaugggugugaaccacgagaaauaugacaacucacucaagauugucagcaaugcauccuge

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

accaccaacugcuuagccccccuggccaaggucauccaugacaacuuuggcauuguggaagggeucaugaccacaguccaugecaucacugecacccaga
I il I il I il I il I il I il I il I il I il I il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

agacuguggauggccccucuggaaagcuguggcgugauggccguggggcugeccagaacaucaucccugecauccacuggugcugccaaggeugugggcaa
il il il il il il il il il il il il il il il il il il il

t t t t t t t t t t t t t t t t t t t T
[ Primer Up | GAPDH fragment

ggucaucccagagcugaacgggaagcucacuggcauggccuuccguguuccuacccccaauguguccgucguggaucugacgugccgecuggagaaaccu
y y y y N y y y N y y y y y y y y y y

T T T T T T T T T T T T T T T T T T t T

GAPDH fragment

gccaaguaugaugacaucaagaagguggugaagcaggcaucugagggcccacugaagggcaucuugggcuacacugaggaccagguugucuccugegacu

4 | 4 | 4 4 | 4 4 4 | 4 | 4 | 4 |

| | |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

GAPDH fragment [ Primer Down |

ucaacagcaacucccacucuuccaccuucgaugccggggcuggcauugcucucaaugacaacuuugucaagcucauuuccugguaugacaaugaauacgg

4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

cuacagcaacagggugguggaccucauggccuacauggccuccaaggaguaagaaacccuggaccacccaccccagcaaggacacugagcaagagaggcc
I I I il I il I il I il I il I il I il I il

| |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Cuaucccaacucggcccccaacacugagcaucucccucacaauuuccaucccagacccccauaauaacaggaggggccuagggagcccucccuacucucu
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

ugaauaccaucaauaaaguucgcugcacccacaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
4 | 4 | 4 | 4 | 4 |

T T T T T T T T T T
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