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1. Abstrakt, Klicova slova, Predmétova hesla

Abstrakt :

Cholin slouzi ve vSech sav¢ich bunikdch jako prekurzor pro syntézu hlavniho
membranového fosfolipidu fosfatidylcholinu a jako donor acetylovych skupin.
V cholinergnich neuronech je navic nezbytnym prekurzorem neuromedidtoru acetylcholinu.
Schopnost bunék syntetizovat vlastni cholin nesta¢i pro jejich potfeby a tak musi byt
vyznamnd Cdst cholinu vychytdvdna z extracelularniho prostfedi. Omezeni dostupnosti
cholinu v mozku vede specificky k oslabovani funkce cholinergnich neuroni a obecné
k poruchdm obnovovani membran u vSech bunék. Poruchy funkce cholinergni signalizace
a souvisejici nervové ¢innosti jsou charakteristické pro Alzheimerovu nemoc.

Cilem této prace bylo zjistit zda u mySiho modelu Alzheimerovy nemoci
APP*™/PS1dE9 dochédzi ke zméndm genové exprese vysokoafinitnich cholinergnich
pfenasecl. Byla stanovena exprese specifického cholinergniho vysokoafinitntho pfenaSece
cholinu CHT1, ktery dopravuje cholin pro syntézu acetylcholinu a pfedpokladaného
vysokoafinitniho pfenaSeCe cholinu CTLI, ktery se vyskytuje obecné ve vSech buikéch
a souvisi s doddvkou cholinu pro syntézu fosfolipidii. V mozkové kiife 5-6 mésict starych
mysi nebyly v expresi obou gent pfi srovndni s kontrolami ze stejného vrhu zjiStény zZadné
zmény ani na trovni mRNA (kvantitativni PCR) ani drovni proteinu (Western blot spojeny
s detekci protilatkami). Tyto vysledky ukazuji, Ze pozorované sniZeni stimulovaného
uvolnovani acetylcholinu vtomto véku neni zplsobené sniZenou expresi téchto

cholinovych transportért.

Kli¢ova slova :
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Abstract :

Choline is being used in all mammalian cells as a precursor for synthesis of a major
phospholipide phosphatidylcholine and as a donor of acetyl residues. Cholinergic neurons
in addition require choline to synthesize neuromediator acetylcholine. The ability of cells to
create choline via de novo synthesis is limited and therefore they need to transport choline
from extracellular space. Limited availability of choline in brain leads specifically to
diminished function of cholinergic neurons and in general to impaired reparation of
biological membranes. Dysfunctions of cholinergic signaling in brain is characteristic for
Alzheimer‘s disease.

Aim of this work was to investigate whether gene and protein expression of high-
affinity cholinergic transporters is altered in 5-6 months old APPswe/PS1dE9 mouse model
of Alzheimer’s disease. Expression of specific high-affinity cholinergic transporter CHT1
(responsible for transport of choline to be used for acetylcholine synthesis) and putative
high-afinity choline transporter CTL1 (generally present in all cells and related to high
affinity choline transport for phospholipide synthesis) in cerebral cortex was measured.
Compared to non-trangenic littermates, no changes in the expression of both genes were
detected at either mRNA (quantitative PCR) or protein (Western blot with antibody
detection) levels. These findings indicate that the decrease in evoked acetylcholine release

observed at this age is not due to reduced expression of these transporter proteins.

Keywords :
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CTLI1
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2. Seznam zkratek

AP - B-amyloid

AD - Alzheimerova choroba

ADAM - proteinova rodina disintegrini a metaloprotedz
APH-1 - podjednotka y- sekretdzového komplexu
APOE - apolipoprotein E

APP — prekurzorovy protein amyloidu

BACEI - B sekretdza Stépici APP

FTD - fronto-tempordlni demence

GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogendza
GSK3 — kinédza glykogensyntazy

OCT - transportér organickych kationta

PEN-2 — enhancer presenilinu 2

PKA - proteinkindza A

PKC — proteinkinidza C

PPARY — receptor pro peroxizomalni proliferator
PSENI — presenilin 1

PSEN?2 — presenilin 2

MAPT - protein t asociovany s mikrotubuly

NFT — neurofibrildrni klubi¢ko

SAM - S-adenosylmethionin

T protein — tau protein

TNFa — tumor nekrotizujici faktor a

VACHT - vezikuldrni acetylcholinovy ptenaSec
v/v — objemové procento

w/v — hmotnostni procento



3. Literarni uvod:
3.1. Alzheimerova choroba

3.1.1. Patogeneze

Alzheimerova choroba (AD) predstavuje nejcastéjSi piicinu senilni demence
diagnostikovanou v soucasné populaci. Onemocnéni zplsobuje postupnou ztratu
kognitivnich funkci, a to specificky téch, které souvisi s paméti. Pacienti trpi poruchami
epizodické paméti, maji problém vzpomenout si na uddlosti béZného Zivota. Nemoc
postupné spéje az do findlniho stadia, ve kterém jsou imobilni a inkontinentni, kompletné
odkazani na pomoc svého okoli. V soucasnosti je na svété diagnostikovano pres 12 000 000
lidi postizenych AD. Primérnd doba doziti pacientl s diagnostikovanou AD je 9 let.

Poprvé byly dvé charakteristické patologické zmény AD nalezeny Aloisem
Alzheimerem v roce 1907 v mozku pacientky postizené senilni demenci [1]. Nélez téchto
dvou typt lezi v mozku pacientdi pii post mortem vySetteni predstavuje dodnes specificky
prikaz onemocnéni. Alzheimer objevil ,,zvlaStni substanci® v mezibunééném prostoru,
kterd se vyskytovala v urCitych ¢astech mozku, ta je nyni nazyvana senilni plaky. Dale
Alzheimer popsal specificky typ intraceluldrnich lezi, nazyvanych neurofibrilarni klubicka.

Az v osmdesatych letech minulého stoleti byly zjiStény latky obsazené v téchto
lezich. U senilnich plakii je to pfedev§Sim polypeptid B-amyloid (AB) [2, 3].
U neurofibrilarnich klubicek je to hyperfosforylovany protein t [4, 5]. Pfitomnost téchto
dvou typt lezi neni vSak jedinym patologickym projevem v mozku pacientli. U pacienti se
manifestuji také funkéni zmény, jako je naptiklad oxidativni stres nebo zanétlivy proces [6,
7]. Nasledky téchto zmén maji za ndsledek na bunééné urovni ztrdtu synapsi a posléze
odumirani neurond. V dobé& smrti miize mozek pacienta s AD vaZit az o jednu tietinu méné
nez mozek stejné starého zdravého jedince. Zkoumdni piicin a hledani terapie pro AD md
vysoky vyznam. Bylo pfedpovézeno, zZe posunuti nastupu AD o nékolik let by mélo velmi
vyznamny dopad na pocet pacientl s téZkou AD v prubéhu pristich padesati let [8].

Z hlediska genetické podminénosti AD miZeme onemocnéni rozdélit na dva typy.

Jednak typ s ¢asnym ndstupem onemocnéni (pted Sedesatym rokem vé€ku), ktery md zndmé



genetické pozadi a vyskytuje v rodindch pravidelné. Dale typ sporadicky, u kterého je
genetickd komponenta také pfitomnd, neni vSak zcela zfejm4.

U casné AD se jednd o autozomdlné¢ dominantni onemocnéni zplisobené mutaci
vjednom ztii gent: APP (protein prekurzor amyloidu) nebo podjednotek y-sekretdzy
PSEN1 nebo PSEN2 (presenilin 1 a 2). Mutace nalezené u pacientl s ¢asnou AD ovliviiuji
proteolyticky sestiih APP a vedou ke zvySeni tvorby AP [9]. ZvlaStnim piipadem je
Downilv syndrom, ktery je podminén trisomii 21 chromosomu, na kterém se nachdzi gen
pro APP. V tomto piipadé dochdzi diky piitomnosti tieti kopie normalniho genu ke zvySené
tvorbé ptirozeného APP, coZz mé za nasledek zvySeni tvorby AP (gene dosage effect).
U sporadické formy onemocnéni byla popsdna celd fada genti, souvisejicich s rizikem
vzniku AD. BohuZel u vétSiny z nich existuji protichlidnd pozorovani a jejich pfimy podil
na vzniku sporadické formy onemocnéni nebyl zatim jednozna¢né urcen [10]. Pfi hledani
genli zodpovédnych za projevy sporadické formy onemocnéni byly pomoci
celogenomovych asociacnich studii nalezeny geny, jejichZ funkce souvisi s metabolismem
AP. Jedna se o protedzy, bunécné receptory, signalizacni proteiny, komponenty bunécného
cytoskeletu a vezikuldrniho transportu. V neposledni fadé¢ sem patii jediné jasné
charakterizované chromozomadlni misto se vztahem k sporadické formé onemocnéni,
kodujici protein apolipoprotein E (APOE) [11]. Funkce tohoto transportniho proteinu, ktery
se vyskytuje ve variantich APOE2, APOE3 a APOE4, souvisi s regulaci plazmatickych
hladin cholesterolu. Neni zfejm€ ndhodou, Ze byl pozorovin regulacni vztah mezi
senilnimi plaky, A a cholesterolovym metabolismem [12, 13].

Molekuldrni mechanismy vzniku senilnich plakil a neurofibrildrnich klubicek byly
jiz do zna¢né miry prostudovdny. Ne zcela jasny je vSak vztah mezi primdrni formou
vnikajictho AP a defekty pozorovanymi na bunéfné drovni. Proces vzniku AP z APP
predstavuje sérii proteolytickych §tépeni pomoci tff membranovych sekretdz — a, B a v.
Stépeni APP miize probihat dvéma cestami (Obr. 1). V prvnim piipadé je APP §t&peno
pomoci a sekretdzy. Toto Sté€peni vyvoldva uvolnéni fragmentu APPs-a, ktery je solubilni,
a v membrané zistivd C-termindlni tsek o délce 83 aminokyselin. Toto Stépeni probiha

uvnitf oblasti AP a tudiZ je tzv. neamyloidogenni. Enzym a sekretdza patii do rodiny
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ADAM proteint (obsahuje disintegrin a dalS$i metaloprotedzy) [14]. Po odstépeni solubilni
¢asti je membranovy zbytek APP Stépen y sekretdzou, kterd z néj uvoliiuje p3 fragment.
Krom¢ této cesty, kterd je u zdravého jedince majoritni, mize Stépeni APP probihat také
tzv. amyloidogenni cestou. Pfi tomto zpisobu Stépeni je APP nejprve Stépen P sekretdzou
[15], kterd uvoliiuje krats$i solubilni ¢ast. B sekretdiza (BACEl) byla identifikovana jako
transmembranovy protein s aspartdt — protedzovou aktivitou. Del8i zbyvajici membranova
¢ast APP o délce 99 aminokyselin je ddle Stépena y sekretdzou. Vysledkem tohoto St€peni
jsou nejcasteji dva typy AP o délce 40 a 42 aminokyselin [16]. Delsi amyloidové fetézce
vykazuji vyrazné€ vys$i tendenci agregovat. Enzym 7 sekretdza je neobvykld membrdnova
protedza, skladajici se nejméné ze Ctyf podjednotek — PSEN1/2, nicastrin, APHI (anterior

pharynx-defective 1) a PEN2 (presenilin enhancer 2) [17].

:
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Obr. 1. Stépeni APP prekurzoru a, f a y proteazami. Modie ozna¢ny solubilni fragment,

zluté intraceluldrni ¢ast a Cervené AP. Prevzato z [18].

Amyloidogenni cesta je u zdravého jedince minoritni a mnoZzstvi produkovaného

AB4> je velmi nizké. V piipadé zvySené produkce dochdzi k postupné agregaci AP nejprve
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do oligomert a nésledné do protofibril a fibril. VyS$§i organizacni struktury AB jsou
nerozpustné a vykazuji vyrazny patogenni tcinek na neurony. V posledni dobé se ale ¢im
dal tim vice ukazuje, Ze jiZ samotné monomerické a oligomerické formy vyvoldvaji
bunééné pochody, podilejici se na patogenezi AD. Jednd se jednak o ovlivnéni synaptické
plasticity [19], aktivity nikotinovych receptort [20], dile také ovlivnéni mitochondridlniho
metabolismu [21], indukci apoptézy (v disledku zmén v regulaci bunééného cyklu,
produkce kyslikovych radikdld a modulace apoptogennich faktort)) a véapnikové
homeostdzy. AvSak neni zatim vibec jasné, jestli pochody souvisejici s bunécnou smrti
jsou primdrnim diivodem vzniku kognitivniho deficitu u pacienti s AD [22].

Rada studii se domnivd, 7e vznik senilnich plaki a neurofibrildrnich klubicek
pfedstavuje az pozdni fazi AD. V inicidlni f4zi charakterizované vznikem rozpustnych
agregatli (oligomertl) AP, dochdzi, jak bylo vySe zminéno, k ovlivnéni celé ftady
intracelularnich dé&ja souvisejicich s produkei kyslikovych radikdlti. Zejména se jedna
o poruchy funkce mitochondrii a dile zmény v metabolismu iontd kovi [23]. Bylo
ukédzano, Ze existuje vztah mezi zvySenym oxidativnim stresem a indukci agregace A [24].
Studie popisujici oxidacni zdtéZ u mysich modeli AD operuji de facto s autozomalné
dominantni formou choroby a extrapolace na stav u sporadické formy AD je tieba provadét
s nejvyssi opatrnosti. U mySich modelt byly nalezeny lipoperoxidaéni produkty (vysledky
ataki  kyslikovych radikdld na membranové lipidy), karbonylace na proteinech
a kompenzac¢ni zmény v mnoZstvi antioxida¢nich enzymi jako je glutathionperoxiddza
a superoxiddismutédza [25, 26]. Pomoci kiiZeni mysi s nadmérnou expresi mutovaného APP
vykazujicich pfiznaky AD s mySmi s deficitem transportniho proteinu pro a — tokoferol
byla ukdzdna zdvislost mezi oxidacnim stresem a vznikem senilnich plakl. ZvySeny
oxidacni stres u téchto zvitat vyvoldval rychlejsi vznik AP depozit [27]. Naopak
u transgennich mysi s mutantni formou proteinu t, kterym byl o — tokoferol podavén, se
projevil mensi patologicky efekt zaroven s niz§im oxidativnim poSkozenim mozku [28].

Druhym histologicky patrnym znakem mozkové tkdné pacientd s AD jsou
neurofibrilarni klubicka. Neurofibrilarni klubicka jsou =z pfevdzné Casti tvofena

hyperfosforylovanym proteinem t (kédovany genem MAPT - microtubule-associated
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protein t). Za fyziologickych podminek je protein t asociovdn s mikrotubuly a je
lokalizovédn v axonech neurontl, kde se podili na jejich vystavbé, stabilizaci a retrogradnim
transportu [29, 30]. Protein t patii mezi Casto fosforylované proteiny a to na mnoha
serinovych a threoninovych zbytcich. Fosforylace inhibuje jeho vazbu na mikrotubuly [31].
V patologickych situacich je hyperfosforylovian ato jak na béZnych tak na béZné
nefosforylovanych epitopech [32]. Mikrotubuly bez proteinu t depolymeruji [33]
a hyperfosforylovany protein t agreguje a je v buiikdch ukldddn ve formé neurofibrildrnich
klubicek.

Protein t se krom¢ AD ucastni fady dalSich patologickych stava jako je Pickova
choroba, dementia pugilistica a kortikobazdlni degenerace [34, 35]. Patologické stavy
vychdzejici z poruch funkce proteinu t nemaji zcela jednoznaény molekuldrni
mechanismus. Jako pravdépodobné mechanismy se berou v dvahu zmény fosforylace,
interakce s tubulinem a agregace do filament [36]. Neurodegenerativni zmény souvisejici
s proteinem T nejsou vazdny pouze na jeho nefunkénost — mysi s knockoutovanym
proteinem t vykazuji slabou svalovou poruchu, avSak nejsou postiZeny
neurodegenerativnimi zménami [37].

Mysi kmeny s modifikovanym proteinem 7t jsou vyuzivany jako modely
neurodegenerativnich onemocnéni souvisejicich s mutacemi v proteinu t [38]. KfiZenci
téchto kmenli a kmenli nesoucich APP mutovanou alelu byli s ispéchem vyuziti jako
modelové organizmy pro studium AD [39].

AD tedy spiSe predstavuje komplexni syndrom, neZ jednoduché onemocnéni.
Vzhledem k problematické dostupnosti lidského bioptického materidlu se pro vyzkum

dopadit AD na mozkovou tkdn s ispéchem vyuziva zvitecich modeld.
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3.1.2. Pristupy ke studiu — modelové organizmy

Objeveni lidskych dédicnych forem AD a fronto-tempordlni demence (FTD)
souvisejicich s mutacemi v genech PSEN1 a 2, APP a MAPT umoZznilo vytvofeni
transgennich zvifecich modelil pro studium téchto neurodegenerativnich poruch [40].

Pro studium AD jsou vyuzivani jednak obratlovci, ktefi 1épe reprezentuji stav
lidského mozku, a jednak bezobratli (Drosophilla melanogaster — ovocnd muska,
Caenorhabditis elegans — hlist). Vyraznou vyhodou vyuziti bezobratlych je jednodussi
genetickd manipulace a rychld generacni doba spojend s nizkymi ndklady na chov. Tyto
vlastnosti dohromady umoziuji provadéni experimentli ve vétsSim meéfitku — napiiklad
testovani farmak a podobné [41].

U ovocnych musSek byl exprimovan jednak normdlni a jednak mutovany lidsky
protein 1. Exprese obou forem vyvoldvala progresivni neurodegeneraci a pred¢asnou smrt
[42]. Neurodegenerativni zmény v transgennich muskach probihaly bez pfitomnosti
neurofibrilarnich klubicek, coz odpovida vysledkiim na mySim modelu, kde byl ukdzan vliv
solubilnich forem agregdti t na patologické zmény v neuronech [43]. Pfi koexpresi
proteinu t a protein kindzy GSK3 doslo ke vzniku vldken proteinu t, coZ potvrzuje roli
fosforylace pfi vzniku neurofibrildrnich klubicek [44]. Na modelu ovocnych musSek byl dale
studovdn vliv a mechanismus plsobeni oxidativniho stresu na AD a FTD. Genetické
vyfazeni antioxida¢nich mechanism zptsobilo zvySenou toxicitu exprimovaného proteinu
T a odumirdni neurond. Naopak poddvani a-tokoferolu potlacilo toxicitu proteinu t [45].
Jednim z patologickych znakl popsanych u AD je také zvysSeny oxidacni stres, a tudiZ maji
tyto ndlezy ptimy dopad i na vyzkum AD. Bylo zjiSténo, Ze existuje potenciacni vztah mezi
pusobenim proteinu t a AP a Ze je fosforylace proteinu t pro tento mechanismus nezbytna
[46].

Studium ptsobeni APP na vyvoj AD u ovocnych musek bylo provddéno pomoci
exprese lidskych mutovanych variant APP [47]. U téchto organizmli je zachovéna
piitomnost y sekretdzového komplexu [48], avSak B sekretdzova aktivita je velmi nizka
nebo Zadna [47]. Toxicita lidského APP zavisi na AP i C — termindlnim fragmentu. Aktivita

exprimovanych lidskych mutantnich presenilinii souvisela u musek s vékem nastupu AD
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fenotypu, coz potvrzuje hypotézu, Ze zdvaznost hereditdrnich onemocnéni u lidi souvisi
s mutaci v presenilinu a ne s genetickymi a epigenetickymi modifikatory [49]. Pomoci
tohoto modelu byla dile prokdzdna vazba mezi protedzovou aktivitou a puisobenim AP,
koexprese mutantniho presenilinu s ubiquitinem vedla k odstranéni degenerace ofi —
fenotypu, ktery se ukazuje u muSek sexpresi mutovaného presenilinu. Koexprese
mutovaného APP spolu s ubiquilinem snizovala mnozstvi APP [50].

Vyhodou pouZiti Caenorhabditis elegans je jesté snazsi genetickd modifikace nez u
Drosophila melanogaster a proto jsou vyuzivani k farmaceutickému a genetickému
vyhleddvdni. Na tomto modelu byly také charakterizoviny dv€ komponenty
y sekretdizového komplexu (APH-1, PEN-2) [51]. Kladeni vajicek je u hadatek
caenorhabditli pouZivdno jako jeden z testi motorickych schopnosti, u mutaci homologu
PSEN proteinu sel-12 bylo ukdzdno poruseni schopnosti kldst vajicka [52]. Z toho lze
usuzovat na ovlivnéni motorickych funkci mozku hlista.

Pro vyuziti detailnéjSich behaviordlnich studii a také pro bliz§i podobnost
s Clovékem jsou vyuzivany mysi transgenni kmeny. Byly pfipraveny tii skupiny mySich
kment nesoucich lidské proteiny APP, PSENT1 a protein 7.

Prvni pfipraveny kmen exprimujici lidsky protein t exprimoval v neuronech pouze
nemutovanou variantu. U tohoto modelu byly pozorovany solubilni agregéty proteinu t
a hyperfosforylace, ne vSak NFT [53]. Po péti letech byl pfipraven mysi model nesouci
mutantni lidsky protein t (P301L), ktery reprodukoval v my$i pfitomnost NFT [54]. Mysi
exprimujici tuto mutaci pod riznymi promotory se staly casto pouZivanym modelem
pro studium patogennich mechanismi souvisejicich s neurodegeneraci. Bylo déle ukdzano
ze vznik NFT neni jedinym a hlavnim patogenetickym mechanismem proteinu t. I jeho
solubilni agregdty jsou neurotoxické a naopak uklddani NFT nemusi byt spojeno
s behaviordlnimi defekty [43]. Obecné fenotyp ztraty synapsi a zanétu lze vyuZit
pro studium odpovidacich fenoménii u AD.

Dalsimi mySimi kmeny, které byly pfipraveny, jsou kmeny, v nichZ byla ovlivnéna
aktivita o, B a 7y sekretdz, pomoci exprese mutované formy PSENI1 (y sekretizova

podjednotka) a knockoutu BACE!l (B sekretdza). U mutaci presenilinu bylo ukédzano
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na genetickém pozadi APP transgenni mysSi, Ze probihd kompetice mezi mutovanou
a normdlni formou, kterd zptisobuje omezeni fenotypu u transgenni mysi, kterd ma stile
ptvodni mysi PSENT1 [55]. Behaviordlni postiZeni bylo u mysi patrné uZ pfed objevenim
depozit AP, coZ ukazuje na roli solubilni formy v degenerativnim procesu [56]. Pfenos
knockoutu B sekretdzy na pozadi APP transgenni mysi zplsobil sniZeni depozice AP [57]
anaopak jeji zvySend produkce zplsobila zrychleni uklddani AP [58]. ZvySend exprese
a sekretdzy (ADAMI10) v APP transgenni mysi také omezila vznik AP depozit a zlepSila
behavioralni profil mysi [59].

Velmi ¢asto pouzivanym modelem jsou také mySi nesouci APP v nékteré z jeho
lidskych mutaci. U téchto mysi se vyskytuji senilni plaky i defekty v pamétovych
schopnostech. Tento druh transgennich mysSi je nejcast§jSim modelem pro studium
patogeneze AD. Jak jiz bylo vySe zminéno, existuje ziejm¢ vztah mezi funkci APP
a proteinu 1. Kiizenim kmene s mutovanym proteinem t a kmene s transgennim APP bylo
ukdzano Ze dochazi k potenciaci fosforylace proteinu t a zvySeni vzniku NFT [60]. Tento
jev by mohl byt zpiisoben enzymem GSK3f kindzou (kindza glykogen syntdzy) [61].
O GSK3 kinaze je zndmo, Ze reguluje také maturaci APP [62]. Kombinaci transgennich
kmentll nesoucich mutace a knockouty APPswe, t P301L a PSEN1 M146V/- byl pfipraven
myS$i kmen, ktery nejlépe napodobuje lidskou AD [63]. Obecné bylo zjiSté€no, ZzZe
kombinatoridlni modely n€kolika knockoutl/transgenii nejlépe modeluji patologii lidské
AD, i kdyZ u lidi nebyly pifi AD mutace proteinu T popsany. Tyto kmeny mohou vznikat
jednak kiiZzenim jednoduchych kmenii a jednak dvojitou transgenezi. Byla provedena
analyza lokalizace oblasti mozku postizenych lezemi u transgennich mysi exprimujicich
mutovany APP i protein t a bylo ukdzano, Ze APP transgenni mySi hromadi leze nejprve
v kiife a ndsledné v hippocampu, zatimco t transgenni mysi hromadi leze v amygdale

a poté v hippocampu (Obr 2).
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Obr. 2. Pritomnost lezi v rozvoji AD u transgennich mySich modeli. Modie oznaceny t

transgenni kmen, ¢ervené APP. Prevzato z [64].

U téchto mysich kmenti byly provedeny behaviordlni studie a bylo potvrzeno, Ze
jejich chovani odpovidd castecné psychologickému profilu AD u clovéka (deprese,
iritabilita, poruchy paméti, schopnost pldnovat postupy krok za krokem) [65].

Kromé téchto modela byly dile zkoumany transgenni mysi s knockouty a mutacemi
rizikového genu AD APOE, pii ¢emZ pokles exprese APOE vyvolal pokles koncentrace
a ukladani AP [66].

Dile byl pomoci transgennich mys$i zkoumdan vliv axondlniho transportu na progresi
AD a vznik senilnich plaki. Bylo zjiSténo, Ze zkiiZeni mySiho kmene se sniZenym
mnoZstvim lehkého fetdzce kinesinu (Klc*") s APP transgennim kmenem vedlo ke zvy3eni

axondlniho defektu a amyloidogenniho Stépeni APP [67].
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V této praci byl vyuZzivan specificky transgenni model nesouci konstrukt vytvoieny
z lidského genu nesouciho Svédskou mutaci APP (K594M a N595L) a lidského presenilinu
1 s deleci exonu 9 [68]. Oba transgeny jsou integrovdny v genomu za sebou a diky tomu se
chovaji jako jeden mendelovsky lokus. Linie byla pfipravena na smésném
C3HeJxC57BL6/] pozadi mySich kment. Pro dalsi vyuZiti byl transgenni lokus pomoci
zpétného kiiZeni prenesen na Cisty C57BL6/J kmen. Tyto mySi vykazuji ptitomnost A
depozit jiz v Sestém mésici véku a pfedstavuji komercné dostupny model AD. U téchto
mysi dochdzi diky mutované formé presenilinu k vyraznému snizeni poméru mezi Ao
a APz (zvyseni tvorby APap; 1is1 se tendenci agregovat — viz vySe) [69]. Podobny fenotyp
byl pozorovén u pacientit s mutaci v PSEN1 [70].

Obecné vzato transgenni modely umoZznuji studium patogennich mechanismti AD,
avSak vSechny vychdzeji z mutaci zplsobujicich velmi vzdcnou dédi¢nou formu
onemocnéni. Na modely, které by byly schopny rekapitulovat nistup a progresi sporadické

formy (bez jasné genetické piiCiny, majoritni v populaci), zatim jesté stale cekame [71].

3.1.3. Hypotézy o patogenetickych mechanismech

Mowe

Primarni pfi¢inny vztah mezi produkci AP z APP, zménou poméru produkce AB40
a 42 a patogenezi AD lze povazovat za prokdzany. Otdzkou vSak ziistavd, jakym zplisobem
dochdzi k progresi onemocnéni a co vede k neurondlnim a behaviordlnim defektim, které
u pacienti s AD pozorujeme. Z publikovanych dat bylo postulovdno nékolik hypotéz
0 mozném mechanismu patogeneze.

Klasickou hypotézou je AP kaskddovda hypotéza, kterd popisuje progresi
onemocnéni nasledovné. Zvyseni produkce AP vyvolava jeho agregaci az do formy, ktera
je nesolubilni a ukladd se v extraceluldrnich lezich. Tyto tzv. senilni plaky maji negativni
dopad na funkci a Zivotaschopnost neuronli a vyvoldvaji zdroven zanétlivé procesy
v mozku pacientii. Zapojeni proteinu t se predpokladd tak, Ze zvySend koncentrace AP
stimuluje fosforylaci proteinu T nepiimo v disledku porusené iontové homeostizy a tim
vyvolava vznik druhého typu intraceluldrnich lezi — neurofibrilarnich klubicek [72, 73].

Cel4a fada publikaci vSak ukazuje na fakt, Ze defekty neurotransmise se minimalné

na biochemické urovni ukazuji jiz v Casnych fazich onemocnéni, u nichZ jesté
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extracelularni leze nejsou piitomny. Nasledujici ,alternativni hypotézy souviseji
s intraceluldarnim pasobenim AP solubilnich forem na bunécnou fyziologii. Bylo ukdzano,
Ze intraceluldrni AB je lokalizovdn v pozdnim endosomu a ovliviiuje vapnikovou
homeostdzu [74], funkci proteasomu a vesikuldrni transport [75], stavbu a funkci
cytoskeletu [76] a funkci mitochondrii [77] (Obr 3).

Vzhledlem kvlivu AP na funkci mitochondridlnitho respiracniho fetézce,
metabolismus iontd kovl a aktivaci zanétlivych procest, byla postulovédna tzv. radikdlova
hypotéza, kterd predpoklddd, Ze neurodegenerativni proces piitomny u pacienti s AD je
vyvoldn zvySenym oxidativnim stresem zpusobenym pravé témito dé&ji. To vede
k poSkozeni neuronti a jejich odumirani apoptotickymi a nekrotickymi procesy [73].

S funkei mitochondridlniho respiraniho fetézce souvisi také hypotéza, kterd
neurondlni deficity pfipisuje postizeni axondlniho transportu. Bylo ukdzdno, Ze
mitochondrie obsahuji komponenty y sekretdzového komplexu a byla ukdzdna piitomnost
v mitochondriich vyvoldvd pokles spotieby kysliku, tj. inhibici respiracniho fetézce,
a akceleruje mitochondridlni produkci kyslikovych radikdli. Vysledkem tohoto déje je
oxidativni stres a energetickd deprivace (nedostatek ATP). V souvislosti s ovlivnénim
funkce proteinu t (indukce hyperfosforylace v disledku pfitomnosti A — pfedpoklddand
role GSK3 kindzy) a mikrotubulli ndsledn¢ dochdazi k Spatnému transportu mitochondrii
mezi t€lem neuronu a axonem. Tento jev vede k degeneraci axonu a plsobi tedy piimo

synaptické poruchy [21].
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Obr. 3. Intracelularni patologické pisobeni Ap. Upraveno z [78].

Kromé téchto hypotéz byla na zdklad¢é pfitomnych kognitivnich poruch a in situ
pozorovaného poklesu cholinergnich markert formulovédna tzv. cholinergni hypotéza. Tato
hypotéza predpokladd, Ze existuje piimy ucCinek solubilntho AP na cholinergni
neurotransmisi. Mistem, které spojuje defekty na biochemické a kognitivni tirovni by mély
dle této hypotézy byt pyramidalni neurony kliry. V ranné fazi onemocnéni dochazi ke ztraté
cholinergni inervace korovych oblasti a sniZzeni produkce glutamditu [79] v dasledku
cytotoxicity AP. To zplsobuje pokles aktivace dendritickych zakonceni pyramidalnich
neurond. Pusobeni AP také porusSuje sprazeni mezi aktivaci muskarinovych receptorti
a uvoliiovanim druhych posli. Tento jev iniciuje fosforylaci proteinu t a vede druhotné
ke vzniku neurofibrilarnich klubicek. Souvisi patrné se snizenou aktivitou proteinkinazy C,
v jejimz dusledku je aktivovdana GSK3 [80]. Dusledkem toho je také sniZend aktivita
a sekretazy a zvySeni produkce AP v téchto neuronech [81, 82]. Ddle dochéazi k poklesu
produkce glutamdtu na neuritech téchto neuronii (schematicky popis Obr. 4). Toto

vyznamné naruS$ni neurotransmiterovych systémli v korovych neuronech ndasledné
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zpusobuje kognitivni poruchy u pacientii. Pro tuto hypotézu mluvi i n€kolik publikaci,
ve kterych byl prokdzéan pozitivni vliv inhibitort acetylcholinesterdzy na kognitivni deficit

u AD [83].
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Obr. 4. Cholinergni hypotéza AD. Upraveno z [83]. (1) redukovana korova cholinergni
inervace; (2) pokles aktivity glutamatové neurotransmise zpusobeny synaptickymi
poruchami nebo ztritou neuronli; (3) sniZzené sprazeni muskarinovych MI1 receptori
s druhymi posly; (4) iniciace hyperfosforylace t -> vznik NFT; (5) pokles aktivity

o sekretazy, (6) zvySend produkce AP; (7) sniZend produkce glutamatu.

3.1.4. Terapeutické strategie a farmakologicky ovlivnitelné cile
pro lécbu AD

Jak jiz bylo vySe feCeno, pro terapii AD neexistuje zatim ani kauzdlni ani pfiliS
uspéSnd symptomatickd 1écba. Snahy o kauzdlni 1é¢bu - vétSinou ve stddiu preklinickych
zkousek, se zamétuji na ovlivnéni agregace AP. A to jednak ovlivnénim funkce sekretiz
ajednak zménami vlastni agregace peptidii. Bylo napiiklad zjiSténo, Ze je AP
pyroglutamizovén a bylo ukdzédno, Ze tato sekunddrni modifikace vede ke zvySené agregaci
AP peptidi. Byl testovdn inhibitor enzymu glutaminylcykldzy, jehoZ inhibice vedla

ke sniZeni mnozstvi senilnich plakt, zlepSeni paméti a sniZzeni zadnétlivych procesti v mozku
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mysi [84]. Bylo testovdno také agens ovliviigjici agregaci AP, avSak v klinickych
zkouSkdch bylo zjisténo, Ze plisobi zanétlivé reakce [85, 86]. S jistou mirou dspéSnosti se
také setkdvd pasivni imunoterapie AD (pomoci protildtek proti AB), kterd sniZuje mnoZstvi
senilnich plakt. Byly provddény téZ experimenty s aktivni imunizaci, ty vSak mély
za nasledek nebezpecné zanétlivé reakce v organizmu [87].

Vzhledem k piitomnosti kognitivniho deficitu u pacientli a pozorovanym poruchdm
cholinergni neurotransmise se jako vhodné cile jevi acetylcholinesterdza, jejiZ inhibitory jiz
jsou v praxi pii 1écbé kognitivniho deficitu u pacienti s AD vyuZivany, a receptory
pro acetylcholin. Ve fazi klinickych a preklinickych testd jsou latky ovliviiujici nikotinovy
acetylcholinovy receptor a7 a M1 muskarinovy acetylcholinovy receptor.

Piitomnost zdnétlivych procest v mozku pacienti s AD nabizi jako dals{
farmaceuticky ovlivnitelné cile modulatory zanétlivého procesu. VyuZzivaji se jednak latky
ovliviiujici signalizaci prostfednictvim TNFa (Tumor Necrosis Factor; jedna z nejsilnéjSich
prozanétlivych drah) a jednak latky ovliviiujici ndsledné signdlni drdhy vyuZivajici
transkripni faktor NFxB [88]. Jako dal$i uspésny cil se ukazuji také latky typu
Rosiglitazon (moduldtor PPARY), které také moduluji zdnétlivé procesy [89]. Kromé
piimého ovlivnéni zanétlivého procesu existuji snahy o ovlivnéni metabolismu neuronti
postizenych AD. Bylo totiZ ukdzano, Ze se v téchto bunikdch aktivuje DNA-polymerdza p,
kterd nema kontrolni aktivitu a mtize ptsobit mutace v DNA [90]. Ty mohou byt ditvodem
aktivace p53 proteinu a indukce apoptdzy v nich [91].

Jako perspektivni postup se také jevi ovliviiovani funkce gent, jejichz
polymorfismy souviseji se zvySenym rizikem vzniku onemocnéni, jako je apolipoprotein E,
cystatin 3 a protein t. VeSkeré zminéné terapeutické pfistupy jsou vSak zatim jen ve stadiu
klinickych a preklinickych zkouSek a jejich skuteCnou ucinnost potvrdi aZz nasazeni

v populaci AD pacientd.
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3.2. Struktura a metabolismus cholinu

Cholin pfedstavuje zakladni Zivinu pro vSechny Zivocichy. Byl objeven jiZ v roce
1862 dr. Streckerem [92]. Jeho nedostatek v potravé stejné jako poruchy cholinového
metabolismu maji vyznamné negativni dopady na fungovani organizmu. Nedostate¢ny
piijem cholinu plsobi negativné na funkci jater (vede ke vzniku tzv. nealkoholickych
ztuénélych jater) a ovliviluje téZ kancerogenni procesy. Plsobeni cholinu na regulaci
bunécné proliferace a piezivani souvisi s dlohou cholinu v regulaci genové exprese
apoptotickych genli a genl regulujicich prichod buné&nym cyklem [93, 94]. SniZeny
piijem cholinu také ovliviiuje fosfolipidovy metabolismus [95]. V t&hotenstvi miiZe
nedostatek cholinu zplisobovat jednak defekty pfi tvorbé neurdlni trubice a v pozdé&jSim
gestanim obdobi negativné ovliviiovat vyvoj mozku a jeho funkci [96]. Na modelu
laboratornich potkanli bylo pozorovéno, Ze nasazeni diety bohaté na cholin mé pozitivni
efekt na behaviordlni schopnosti narozenych potomku a Ze tento pozitivni efekt pfetrvava
aZ do dospélosti [97-99]. Z hlediska chemické struktury pfedstavuje cholin kvarterni amin —

(2-hydroxyetyl) trimetylamoniumhydroxid (Obr. 5).

o
ch—rlcr*—t:Hg—CHg—OH
CH;

Obr. 5. Chemicka struktura kationtu cholinu

Metabolismus cholinu probihd tfemi hlavnimi drahami (Obr. 6). Vé&tSina cholinu
v buiikkdch je vdzdna ve formé fosfatidylcholinu (PC), ktery tvoii hlavni strukturni
fosfolipid bunéénych membran. Kromé strukturni funkce se cholin podili na metabolismu
methioninu, kde slouzi jako donor metylové skupiny. Ddle mulze byt také oxidovan
v mitochondridlni matrix na betain, projde jednouhlikovym cyklem a divd vznik S-
adenosylmethioninu (SAM), ktery piisobi jako vyznamné metylacni Cinidlo v biologickych

déjich. Kromé& ulohy v metabolickych dé&jich je cholin prekurzorem neurotransmiteru
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acetylcholinu, ktery zabezpecuje pfenos signdlu mezi neurony a neurony a efektorovymi

bunikami (napt. nervosvalova plotynka).
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Obr. 6. Metabolismus cholinu: vlevo — jednouhlikaty cyklus a metylace; uprostied —
syntéza fosfolipidii; vpravo syntéza acetylcholinu.

ADP, adenosindifosfat;  ATP, adenosintrifosfait; BHMT,  betain:homocystein
metyltransferdza; B12, vitamin B12; CDP, cytidindifosfét; CK, cholinkindza; CPT, CDP-
cholin:DAG cholinfosfotransferaza; CMP, cytidinmonofosfat; CTP, cytidintrifosfat; DAG,
diacylglycerol; MAT, methioninadenosyltransferdza; methylTHF, 5-metyl-tetrahydrofolat;
MS, methioninsyntdza; MTHF, 5,10-metylen-tetrahydrofolat; PAF, desticky aktivujici
faktor; PCP, fosfatidylcholin:ceramidcholin fosfotransferaza; Pcytl,
CTP:fosfocholincytidyltransferdaza; PEMT, fosfatidyletanolamin N-metyltransferdza; PLA,
fosfolipiza A2; PPi, pyrofosfit; SAH, S-adenosylhomocystein; SAM, S-
adenosylmethionin; THF, tetrahydrofolat. Pfevzato z Michel et al. 2006 [100]

V cholinergnich nervovych zakoncenich je cholin vyuZivan pro tvorbu

neuromedidtoru acetylcholinu. Acetylcholin vznika acetylaci cholinu pomoci Acetyl-CoA

cholinacetyltransferdzy.
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Obr. 7. Syntéza acetylcholinu

Zdrojem acetylkoenzymu A pro tuto reakci je Krebstiv cyklus. Acetylkoenzym A
syntetizovany v mitochondriich je transportovdan do cytoplazmy, kde dochdzi k vlastni
acetylaci cholinu. Zdrojem cholinu pro tuto reakci je extracelularni tekutina
a do cytoplazmy musi byt cholin aktivné transportovdn pomoci proteinovych pienaSecu.
Pouze jeho mald ¢ast pochazi z degradace fosfolipidi nervového zakonceni. Cholin
v extracelularni tekutiné kolem nervového zakonceni de facto cykluje, jelikoz jeho
dalezitym zdrojem je Stépeni uvoliiovaného acetylcholinu acetylcholinesterdzou nebo
butyrylcholinesterdzou na volny cholin.

Kromé metabolickych a signaliza¢nich funkci ma cholin v ZivociSnych bunkach
také funkci strukturni. Produkt fosfatidylace cholinu — fosfatidylcholin, je dilezitym
fosfolipidem bunéénych membran a slouzi také jako prekurzor pro syntézu dalSich
fosfolipidli a lipidovych metaboliti (sfingomyelin, desti¢ky aktivujici faktor). S fosfolipidy
souvisi 1 jedind drdha de novo syntézy cholinu z fosfatidyletanolaminu, pomoci reakce

s SAM katalyzované fosfatidyletanolamin-N-metyltransferazou.
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3.3. Transport cholinu

Prenos molekul pies bunécné membrany miiZze byt charakterizovdn: pfenosem
molekuly zjedné strany membriny na druhou, specifitou pifenaSeCe pro danou létku,
izomerickou specifitou, kompeticnim chovianim mezi strukturné podobnymi latkami
a vysytitelnosti dle kinetiky Michaelise-Mentenové.

Systémy pro transport cholinu pfes bunéénou membranu se déli podle miry afinity
k cholinu a zdvislosti déje na potencidlu sodnych iontti [101]. Jednd se o nizkoafinitn{
a vysokoafinitni systémy. Oba tyto systémy se vyskytuji v organizmu, avSak na rtznych
mistech a s riznymi parametry. Nizkoafinitni transportni systém je pfitomny v organizmu
ve vetsSing bun€k a ma K, pro cholin > 30 uM. Predstavuje primarni zdroj intracelularniho
cholinu pro syntézu fosfolipidii [102] a je nezdvisly na potencidlu sodnych ionti. Naopak
vysokoafinitni systém mi K;, < 10 uM a je lokalizovdn pfevdzné¢ do cholinergnich
nervovych zakonceni, kde transportuje cholin pro syntézu acetylcholinu [100]. Tento
systém je zavisly na potencidlu sodnych iontd [101]. Cholin je do jisté miry také schopen
pasivni difize pfes biomembrany, tento jev je vSak za fyziologického pH blokovan [102,

103].

3.3.1. Nizkoafinitni transport cholinu

Nizkoafinitni transport cholinu je pfitomen ve vSech tkdnich v organizmu
(hepatocyty, enterocyty, placenta, atd.). Pivodni pozorovéni a teorie predpokladaly pouhou
pasivni difuzi [104]. Pozdéjsi experimenty vSak ukdzaly, Ze i tento transport probiha
pomoci aktivnich proteinovych pfenasecl (stereospecifita transportu a kinetické parametry
odpovidaji aktivnimu jevu). Tento transport je nezdvisly na gradientu sodnych iontd a lze
jej inhibovat analogy cholinu. Neékteré tkdné vykazuji inhibici transportu hemicholiniem-3,
latkou kterd je v nizkych koncentracich specifickym inhibitorem vysokoafinitniho
cholinového transportu [105]. Byla také zméfena zdvislost tohoto jevu na teploté, coz
spoluukazuje mechanismus, ktery je zdvisly na proteinu [106]. Pozd&jsi experimenty

ukdzaly tlohu pfenaSecl organickych kationt rodiny 22 (OCT - organic cation
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transporter). Tyto proteiny se podileji na transportu rtiznych organickych kationtd, 1€civ

i exogennich toxint [107].

3.3.2. Vysokoafinitni transport cholinu

Vysokoafinitni transportni systém cholinu byl nejprve farmakologicky
charakterizovan v nervovych zakoncenich mozku [108-110]. Vyskytuje se predevSim
na presynaptickych cholinergnich zakoncenich, kde je jeho hlavni funkci dodédvat cholin
pro syntézu acetylcholinu. Tento transport je realizovan proteinovym pienaSeCem, jehoZz
aktivita zdvisi na piftomnosti potencidlu sodnych a chloridovych iontd [111]. Tento
transport je specificky inhibovdn hemicholiniem-3. Inhibice probihd tak, Ze se
hemicholinium navédze s vysokou afinitou na prenasec, avSak neni transportovdno. Této
vlastnosti hemicholinia-3 1ze suspéchem vyuzit pro autoradiografické zndzornéni
lokalizace mist vysokoafinitniho transportu [108, 112]. Znateni mozku *H-hemicholiniem
ukdzalo vysokou koncentraci vysokoafinitnich mist v nucleus interpeduncularis, bazalnich
gangliich (nucleus caudatus a putamen), jadrech bazdlniho mozku a tuberculum
olfactorium. Tato distribuce odpovidd mozkovym oblastem bohatym na cholinergni
zakonceni [113, 114] a v priab&hu ontogenetického vyvoje se zachovava [115].

Regulace vysokoafinitniho transportu cholinu v nervovych zakoncenich je
pravdépodobné nejvyznamnéjSim limitujicim krokem pii syntéze acetylcholinu, jelikoZz
nervové buiiky savcl nejsou schopné syntetizovat dostate¢né mnozstvi cholinu a zaviseji
tak na extracelularnich zdrojich [116-118]. Cholin tedy v cholinergnich zakoncenich
cykluje mezi acetylovanou a deacetylovanou formou. Intraceluldrni cholin je v cytoplazmé
cholinacetyltransferdzou acetylovan a pomoci vezikuldrniho acetylcholinového pienasece
(VACHT) jsou vzniklym acetylcholinem naplnény malé membranové vezikly (synaptické
vacky). Pii depolarizaci cholinergniho zakonceni dochdzi k regulované exocytose
synaptickych vacklt a uvolnéni acetylcholinu do synaptické Stérbiny. Thned po uvolnéni

dochdzi k jeho Stépeni esterdzami a uvolnény cholin je resorbovan zpét do neuronu [119].
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3.4. CHT1

3.4.1. Genomické usporadani

Sav¢i gen kddujici cholinovy transportér CHT1 je tvofen 25 kb tdsekem, obsahuje
devét exond, znichz devaty obsahujici 3’ netranslatovanou oblast a dlouhy terminacni
kodoén (obsahuje vice nez dvé tietiny sekvence mRNA; Obr. 8) [120]. V lidském CHT1
genu byly nalezeny dva jednobodové polymorfismy, z nichZ jeden asociuje s variabilitou
rychlosti srde¢niho tepu souvisejici s cholinergni aktivitou [121]. Gen vykazuje tkanovée
specifickou expresi - predev§im v neuronech, exprimuje se ale také v nckterych
neneurondlnich bunkéch (kozni epitel [122], endotel a hladké svalové buiiky arteridlnich
stén [123]). Transkribovand primarni RNA nevykazuje alternativni sestith. Pomoci in situ
hybridizace a northern blotli bylo ukdzano, Ze exprese CHT1 v cholinergnich neuronech
koreluje s pfitomnosti dalSich cholinergnich markerd jako je ChAT a VACKT [124-126].
mRNA produkovand z genu CHT1 md velmi dlouhou 3’ netranslatovanou oblast,

posttranskripcni regulacni mechanismy vSak dosud nebyly popséany.

GEN H
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Obr. 8 Lidsky gen pro CHT1.Upraveno z [120]. 1-9 exony, ¢erné¢ oznacend koédujici
oblast.
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3.4.2. Struktura

Protein vznikajici translaci CHT1 mRNA pfedstavuje 580 aminokyselin dlouhy
transmembrdnovy protein, vnémZ bylo predikovdano 13 transmembranovych usek.
N konec proteinu je vystaven do extracelularniho prostoru, zatimco dlouhy volny C konec
proteinu je lokalizovdn uvnitf buiikky (Obr. 9.). Toto uspofddéni, alespont pokud se tyka
extracelularni lokalizace N konce proteinu, bylo potvrzeno pomoci epitopového znaceni
zivych buniek [127]. Analyza primérni sekvence proteinu CHT1 odhalila pfitomnost
fosforyla¢nich mist pro proteinkindzy A (PKA) a C (PKC). Vyznam téchto fosforyla¢nich
mist byl experimentdlné potvrzen a bylo ukdzdno, Ze zména aktivity proteinkindz a fosfataz
ovliviiuje aktivitu CHT1 [128-130]. Dale bylo ukdzano, Zze se CHT1 vyskytuje v buiikdch
jako fosfoprotein a Ze aktivatory PKC a inhibitory proteinfosfatdzy 1 a 2A mohou sniZovat
transportni aktivitu a pfitomnost proteinu na bunééném povrchu [131]. Bylo také ukdzano,
7e inhibice fosfatdzy kalcineurinu vede ke sniZeni exprese CHT1 v plasmatické membrané

a sniZen{ transportni aktivity.

®e

Obr. 9. Sekundarni struktura CHT1 proteinu .Upraveno z [102]. 1-13 transmembranové

useky, P fosforyla¢ni mista pro proteinkindzy.
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V primédrni aminokyselinové struktufe proteinu byla predikovadna glykosylaéni
mista a experimentdlni vysledky skute¢né potvrzuji, Ze je protein glykosylovén [132]. Bylo
také experimentdlné ukdzdno pomoci pokust s povrchovou biotinylaci proteinu, Ze CHT1
na bunééném povrchu vytvafi na SDS elektroforéze jediny pruh [127], zatimco
na elektroforéze z bunéného lyzatu neékolik [126, 133]. MlUzeme se tedy domnivat, Ze se
specificky glykosylacni ,,vzor* uplatiiuje pfi jeho lokalizaci v bufice. Je zndmym faktem, ze
pravé glykosylace proteini v Golgiho apardtu pfedstavuje vyznamny regulacni systém
subceluldrni lokalizace proteinil, experimentdlni ovéfeni a popis piesného mechanismu

u CHTI1 vS§ak zatim chybi.

3.4.3. Predpokladana funkce, regulaéni mechanismy a bunééna
lokalizace

CHT1 je hlavnim pfenaSeCem cholinu v cholinergnich nervovych zakoncenich.
V dob¢ jeho objeveni se predpoklddalo, Ze je stejné jako ostatni pfenaSce pfitomen hlavné
v plazmatické membrané [134], kde se podili na recyklaci cholinu ze synaptické Stérbiny
do neuronu. Pomoci lokaliza¢nich studii a buné¢né frakcionace vSak bylo ukdzdno, Ze je
v bunice aZ 90% CHT1 proteinu pfitomno v synaptickych vaccich [132, 133, 135]. Byla
postulovédna hypotéza, kterd tvrdi, Ze existuje pfimd souvislost mezi aktivitou cholinergnich
neuronl a vezikuldrnim transportem CHT1 do plazmatické membrdny. Ten ndsledné vede
ke zvySené transportni aktivit€¢ cholinu smérem ze synaptické Stérbiny, coZ umoZiuje
zaroven zvysit rychlost uvoliovani acetylcholinu pifi depolarizaci nervového zakonceni.
Kromé regulované (indukované) formy transportu CHT1 je pfitomna také konstitutivni
forma exocytézy, kterd se uplatiuje v udrZovéani bazdlniho mnozstvi CHT1 nutného
na povrchu buné€k pro transport cholinu v klidovém stavu [127].

Stahovdni CHT1 proteinu z cytoplazmatické membrany probihd pomoci
clatrinovych vacki. Byly publikovany prace, které ukazuji, Ze také endocytéza CHT1 miiZze
pfedstavovat regulacni krok pfi modulaci transportu cholinu [127, 135]. CHT1 obsahuje
na C konci proteinu klasicky dileucinovy motiv, ktery je zodpovédny za vazbu clatrinu
a adaptorovych proteinli na membrdnové proteiny internalizované clatrinovymi vacky

[127]. Ptitomnost tohoto motivu zarucuje kratkou dobu pobytu CHT1 proteinu
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na cytoplazmatické membrané. Proto je ziejm¢ dulezitd konstantni urovenl exocytdzy
CHT]1, aby byla zajiSténa zakladni mira transportu cholinu do neuronu.

Je také mozné, Ze depolarizace neurondlni membrdny sniZuje rychlost endocytozy
(obecné) a tudiz zlstdva na bunécném povrchu vétsi mnozstvi CHT1 pro transport cholinu.
Tento ndzor vychdzi zexperimentli porovndvajicich mnoZzstvi CHT1 a VAChHT
na plazmatické membrané, které ukdzaly, Ze se zvySuje mnozstvi CHT1 nikoli vSak
VAChT ve frakci cytoplazmatické membrany [132]. Funkce CHTI1 pfitomného
v intraceluldrnich veziklech miiZe byt zdsobni, ale muze také, jako u nékterych jinych
neurotransmiterovych  pfenaSecli, predstavovat dalsi nezndmou dlohu CHTI1
v intraceluldrnim transportu cholinu. Bylo napiiklad ukédzdno, Ze VAChT muze
do synaptickych vackl transportovat také cholin. CHT1 by zde mohl hrat opac¢nou tlohu
a zabranovat uvoliiovani tohoto cholinu do synaptické Stérbiny pfi depolarizaci [136].

Mnozstvi ,rezervniho® cholinového pienasece v builkich je zfejme vysoce
nadbytecné, coz je pozorovatelné na modelu genového knockoutu CHTI u mysi.
Homozygotni jedinci umiraji do jedné hodiny po narozeni, zatimco u heterozygotl zistava
meéfitelnd transportni aktivita cholinergnich neuront na drovni kontrol [117]. Relokace
CHT1 mezi intraceluldrni zdsobou a plazmatickou membréanou pravdépodobné piedstavuje
také jeden z mechanismii synaptické plasticity, jak bylo ukdzdno na experimentech
s dlouhodobou stimulaci pozornosti u krys (cholinergni zatiZzeni) [137].

Vzhledem k tomu, Ze byl opakované ukdzan cholinergni deficit u pacientii s AD
a suplementacni terapie cholinem nebyla pfili§ Gspé$nd, lze uvazovat o vlivu transportu
cholinu v neuronech na patogenezi kognitivni deficience AD a prdvé zmény regulace

a mnozstvi CHT1 jsou perspektivnim objektem vyzkumu.
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3.5. CTL1

3.5.1. Genomické usporadani

Gen pro CTL1 (Choline Transporter Like protein 1, cholinovému transportéru
podobny protein 1) byl poprvé klonovan jako supresor kvasinkového mutanta
s deficientnim transportem cholinu z cDNA knihovny pathofe elektrického [138, 139].
Dalsi savéi homology, kromé lidského, byly klonovdny na zdkladé sekvencni homologie
[139]. Lidsky CTLI1 byl nalezen nezavisle na ostatnich obratlovéich proteinech CTL1. Bylo
totiZ zjiSténo, Ze protildtka rozpozndvajici antigen dendritickych bunék CDw92 rozpozndva
CTL1 a nasledné byla potvrzena i sekvencni homologie konzervovanych usekli proteinu
[140].

A hCTL1 Gen

Promotor
0.8 kb

2016 4301bp
n &

1 7
& hCTL1a ~ 4.3 Kb

—

/ Alternativni exony

2007 2224bp
I T P PP PP TR P asasasssEsEsEsEEsEsssEsEsEsEsEsEsEEEEsaEaEsAsEs IRt >
GEN ~194 Kb
B C-Terminalni Varianty

) Exon 15 . Exon 18

hCTL1a ‘ N :
EFVENSRKAMKEAGKGGVADSRELKPM ASGASSA
= 1 S 17
hCTL1b Exon 15 : Exon
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Obr. 10 Genomova struktura lidského genu CTL1. A - exon intronova struktura genu
a alternativni sestfih hCTLla a hCTL1b. B - vysledek alternativniho sestfihu — odli$na

proteinova C termindlni sekvence. Prevzato z Michel et al. 2006 [100]
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Gen pro CTL1 patii mezi velké geny. Pokryva 194 kilobdzi na chromozému 9 —
chromozomadlni oblast 9q31.2. Gen je sloZen z 17 exond a 16 intront. U dvou poslednich
exonll byl pozorovan alternativni sestfih. Exony CTL1 maji velikost v rozmezi od 75 bp
(exon 1) az po 2221 bp (exon 17). Intronické useky vykazuji také velkou délkovou
variabilitu od 919 bp (intron 10) az po nejdelsi 54 kb (intron 1). Prvni a posledni intron jsou
nejdelSimi soucdstmi genu, tvoii vice neZ polovinu jeho délky [141] (Obr. 10).

Promotorova oblast CTL1 genu obsahuje transkripéni elementy typické pro tzv.
,housekeeping geny“, jejichZ exprese je nezbytnd pro bazalni metabolické funkce bunék.
Promotor neobsahuje TATA box (obvykld soucdst genu, kterd tvoii jadro promotoru),
misto néj obsahuje tsek bohaty na guanosin, ktery mtize jeho funkci zastupovat. Tento tsek
se nachdzi v promotorové oblasti i u jinych ,housekeeping gent”. Kromé této oblasti
obsahuje promotor CTL1 také vazebnd mista pro transkripéni faktory Spl a GATA1/2,
které také patii mezi transkripéni faktory iniciujici expresi tohoto typu geni [141].

Pti studiu genové exprese genu CTL1 byly nalezeny vyznamné tkanove specifické
rozdily v mnoZstvi mRNA, a to i mezi raznymi druhy obratlovcti. U mySi byla exprese
CTL1 mRNA méfena téméi ve vSech tkdnich, zatimco u krys byla exprese specificka
pro mozek, prodlouzenou michu a tkan tra¢niku. Jak bylo jiZ vySe zminéno, vykazuje
mRNA pro CTL1 protein alternativni setith, coZ vede ke vzniku dvou proteinovych
izoforem CTL1a a CTL1b. Tyto isoformy maji velmi odliSnou tkdnovou expresi. OdliSnost
téchto forem vychdzi z pouZiti odliSnych poslednich exont, coZ na proteinové drovni vede
k zmén¢ C termindlni sekvence proteinu [141]. U lidského CTL1 genu bylo popséano jesté
treti sestfihové misto uvnitt exonu 16, které vede ke vzniku tfeti isoformy CTL1c [140].
Obr. 11 ukazuje fylogenetickou analyzu homologii CTL1 genu a alternativni sestfih

lidského CTLI.
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Obr. 11. Fylogeneticka analyza a genomické usporadani geni CTL. A — fylogeneticky
strom homologli CTL. B — Alternativni sestiih lidského CTLI1. Pfevzato z Traiffort et al.
2005 [142].

Kromé genu pro CTLI1 patii do této rodiny také geny pro CTL2-5. U genti CTL2
a CTL5 byl také pozorovan alternativni sestfih a maji také podobnou délku intron.
Od CTL1 se vSak odliSuji tim, Ze u nich k alternativnimu sestfihu dochdzi na N konci

proteinu. U proteinii CTL3 a CTL4 nebyl zaznamendn alternativni sestfih vibec [142].

3.5.2. Struktura

CTL1 protein patii mezi transmembrdanové proteiny s 10 konzervovanymi
transmembranovymi useky s intraceluldrni lokalizaci N a C konce proteinu (Obr. 12).
V proteinu je piitomny také na cystein bohaty tsek a jedna evolu¢né konzervovand doména
- tzv. kadmium resistentni transporterovd doména. Tato doména pokryvd transmembranové

useky 3 — 5.
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Obr. 12 Struktura CTL1. CTL1 obsahuje 10 TMD s velkou variabilni smyckou mezi
TMD1 aTMD?2, kterd obsahuje mozné glykosylacni misto (N-134). Cytoplazmatické
smyCky obsahuji celou fadu fosforylacnich mist pro PKC. Prevzato z Michel et al. 2006
[100].

Isoformy CTLla a CTLIb proteinu vznikajici vySe popsanym alternativnim
sestithem se 1i§f C termindlnim peptidem. U CTLla je to A®'SGASSA®’ a u CTLIb
L®'KKR®***. Motiv KKXX, piitomny u CTLIb isoformy, predstavuje zndmou signalizadni
sekvenci, kterd vede k sméfovani daného proteinu do endoplazmatického retikula [141,
142]. U CTL1a nebyla popsdna Zadnd lokaliza¢ni funkce C termindlni sekvence. Podle
elektroforetickych analyz byl CTL1 protein nalezen ve formé¢ dvou peptidickych fetézct
o délkach 23 a 50 kDa u mysi 31 a 50 kDa u ¢lovéka. Exprese proteinu byla u mysi zjiSténa
pouze v kosternim svalu, zatimco u ¢lovéka byla vétsi forma proteinu nalezena ve vSech

studovanych tkdnich. Malé forma byla detekovédna pouze v jatrech (Obr. 13).
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Obr. 13 Exprese CTL1 proteinu detekovaného protilitkou na western blotu. Nahoie
panel mysich tkini, dole panel lidskych vzorkd. Sipkami naznaceny formy proteinu
a molekulové hmotnosti. Br — mozek, He — srdce, In — tenké stifevo, Ki — ledviny, Li — jatra,
Lu — plice, Mu — kosterni sval, Ov — vaje¢nik, Pa — pankreas, St — Zaludek, Sp — slezina, Te

— varle. Upraveno z Michel et al. 2006 [100].

Exprese ostatnich ¢leni CTL rodiny na proteinové urovni nebyla podrobena
dikladnéjSimu zkoumdni. Byla pozorovdna slabd exprese CTL2 proteinu v jazyce,
kosternim svalu, ledvindch, srdci a plicich. U ostatnich ¢lentt CTL rodiny byla exprese

na hranici detek¢niho limitu pouZzitych metod [142].

3.5.3. Predpokladana funkce CTL1

CTLI1 gen byl klonovan jako specificky vysokoafinitni pfenaSe¢ cholinu a to zhruba
ve stejné dobé jako CHT1 (viz vySe) [120, 139]. Pfi stanoveni K, vykazoval hodnoty
odpovidajici vysoké afinité k cholinu a blokovatelnost hemicholiniem-3. Od CHT1 se vsak

lisi nezdvislosti na gradientu sodnych ionti a tudiZz lze piedpoklddat, Ze transport
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realizovany CTLI1 neni sodikovym symportem jako u CHTI. Také tkanova distribuce
CTL1 neodpovidd rozloZeni cholinergnich zakonceni. Byly vysloveny pochybnosti o funkci
CTLI1 jakoZto cholinového pfenasece, vzhledem k tomu, Ze nebyl schopen komplementovat
kvasinky s deficientni de novo syntézou a transportem cholinu [138, 139]. Na druhou
stranu bylo ukdzano, Ze exogenni zvySeni exprese CTL1 v COS-7 bunikach 2,5x zvySuje
transport cholinu [143]. Ddle bylo také zjiSténo, Ze CTL1 protein je hlavnim cholinovym
pfenaseCem u prekurzorové linie makrofdgii (THP-1). Je zajimavé, Ze vyznam CTLI
pro diferencované makrofagy je vyznamné nizsi, jelikoZ po diferenciaci této bunécéné linie
se jeho aktivita vyznamné sniZuje. Tento pokles je v pfimé korelaci se sniZenou piitomnosti
CTLI1 proteinu na cytoplazmatické membrané diferencovanych makrofagh [144]. Specifita
CTL1 proteinu pro cholin byla ovéfena na té€chto makrofdgovych liniich pomoci
specifickych inhibitori a bylo dédle ukdzdno, Ze na transportni aktivitu nemaji vliv
inhibitory OCT ptenasect.

Bylo také zjisténo, Ze inhibitor EGFR-TK (receptor pro epidermdlni rastovy faktor
s tyrosin kindzovou aktivitou) geftinib, poddvany pacientiim s rakovinou plic, pisobi také
jako inhibitor CTL1 [145]. Otazkou zustava, zda se jednd o ,,vedlejsi uCinek* tedy piimé
pusobeni geftinibu na CTL1, nebo zda existuje regulacni vztah mezi touto protein-kindzou
a aktivitou CTL1 proteinu. Specifickd fosforyla¢ni mista nebyla zatim u CTL1 podrobné
studovana.

P11 studiu celé fady bunécnych linif byla nalezena exprese CTL1 a bylo ukédzano, Ze
je ovlivnéna inhibici proteinkindzy C pomoci staurosporinu. Kromé téchto experimentl
bylo také ukdzéano, Ze leukemicky inhibic¢ni faktor potencuje expresi CTL1 mRNA, coz
podporuje hypotézu o regulaci exprese CTL1 pomoci proteinkindzy C [146].

Exprese CTL1 proteinu ve svalové tkdni byla studovdna ve spojitosti se zménou
jeho mnoZstvi u pacientli s muskuldrnimi dystrofiemi. Promotor CTL1 genu obsahuje
mimo jiné také vazebné misto pro transkripcéni faktor MyoD, ktery moduluje myogenezi
areguluje funkci a rast svali [147]. Exprese CTL1 nalezend ve svalu vSak muZe také
souviset s pritomnosti makrofagii v poSkozeném svalu, coZ souvisi s regenerativnimi

schopnostmi svalové tkan€. Tento poznatek poukazuje na moZnou ulohu CTLI1

37



pii svalovych onemocnénich a také nabizi CTL1 jako mozny farmakologicky cil. Kromé
svalovych onemocnéni by mohla funkce CTLI souviset také s karcinogenezi
adenokarcinomil plic. Bylo ukdzédno, Ze transport cholinu je specificky regulovdn PI3
kindza/AKT/mTOR drdhou a sniZeni dostupnosti cholinu se jevi jako jeden z moZnych
terapeutickych piistupil pro 1é€bu téchto plicnich karcinomt [148].

CTL1 protein se ukazuje jako multifunkéni protein s ulohou nejen v transportu
cholinu, ale také v imunomodulacnich dé&jich. I kdyZ jeho pfimy vliv na transport cholinu
v neuronech nebyl zatim zcela objasnén, minimdlné¢ jeho tloha pfi regulaci zanétlivého
procesu by mohla byt velmi dllezitd pfi plisobeni na patogenezi AD, pro jejiZ rozvoj jsou

zanétlivé procesy charakteristické.
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4.1.

4. Material a metody

Trizol isolation reagent
propan-2-ol

Chloroform

Etanol

Dietylpyrokarbonét (DEPC)
Tripure isolation reagent

RNAWiz RNA isolation reagent
HighPURE RNA Tissue Kit
MMLYV reverse transcriptase kit
OligodT primer

dNTP mix

PCR HotStarTaq DNA Polymerase
tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)
Ethidium Bromid

Kyselina borita
etylendiaminotetraoctové kyselina (EDTA)
chlorid sodny

chlorid hofecnaty

hydroxid sodny

uhlic¢itan sodny

pentahydrat siranu méd’natého

tartarat sodny

Marker molekulovych hmotnosti PCR-100 low

Agar6za
QIAquick Gel Extraction kit
QuantiTect SYBR Green PCR Kit
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Pouzité chemikalie, kity a pristroje

Invitrogen (USA)
Fluka (USA)
Lachner (CR)
Lachner (CR)
Sigma (USA)
Roche (USA)
Ambion (USA)
Roche (USA)
Promega (USA)
Sigma (USA)
TopBio (CR)
QIAGEN (USA)
Serva (SRN)
TopBio (CR)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
TopBio (CR)
QIAGEN (USA)
QIAGEN( USA)



dithiotreitol

dodecylsulfét sodny (SDS)
akrylamid-bisakrylamid (smé&s)
persulfat amonny
tetraectylmetylendiamin (TEMED)
glycin

glycerol

bromfenolova modf

standard molekulovych hmotnosti — proteini

metanol

RNA later

tween 20

suSené mléko odtucnéné

azid sodny

ECL Super Signal West Femto
primarni CHT1 protilatky
primarni CTLI protilatky
sekundarni kralici protildtky
Ptistroje:

DNA Engine Tetrade
Elektroforetickd aparatura
Elektroforeticky zdroj — PowerPac 3000
NanoDrop UV Spektrofotometr

Dokumentacni systém - BioDocAnalyze
Centrifuga Sigma 3k18

LightCycler

Ultraturrax T25

Destickovy spektrometr Victor
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Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Sigma (USA)
Bio-Rad (USA)
Lachema (CR)
Ambion (USA)
Sigma (USA)
Milla (CR)
Sigma (USA)
Pierce (USA)
ABCAM (USA)

Dr. S. O'Regan (Francie)

Pierce (USA)

MJ Research (USA)
OmniBio (CR)
BioRad (USA)
NanoDrop
Technologies (USA)
Biometra (USA)
Sigma (SRN)

Roche (USA)

IKA ( SRN)

Perkin Elmer (USA)



Mini-protean 3
Optima X —ray film procesor

UV transiluminator

homogenizér MPW-309
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Bio-Rad (USA)

Fomei (SR)

Vilber Lourmat
(Francie)

Universal laboratory aid

(Polsko)



4.2. Izolace RNA

Kousky parietdlni mozkové kiry z kontrolnich a transgennich mysi vazici 5-15 mg
byly pfidiny do 1 ml ¢cinidla Tripure a homogenizoviany sklo-teflonovym
homogenizatorem. Nésledné byl roztok inkubovan 5 minut pfi pokojové teploté. Poté bylo
pfiddno 0,2 ml chloroformu a vzorek byl dikladné promichdn vortexovdnim (15 vtefin).
Nasledovala dvouminutovd inkubace pfi pokojové teploté a centrifugace 15 min 12 000 g
pii 4 °C. Po této fazové separaci byla odebrana vrchni vodné fdze obsahujici RNA. K této
fazi bylo pfiddno 0,5 ml propan-2-olu a vzorek byl inkubovdn 10 minut pfi pokojové
teploté. Ndsledovala centrifugace 10 min 12 000 g pii 4 °C. Propan-2-ol byl odstranén
a peleta byla promyta 1 ml 75% etanolu. Po promyti byl vzorek opét centrifugovan 5 min
7500 g pii 4 °C. Etanol byl slit a zbytek odpafen suSenim pii pokojové teploté (10 — 40
minut). Peleta byla rozpuSténa v DEPC opracované redestilované vodé&. Koncentrace
izolované RNA byla stanovena na kapilarnim spektrofotometru Nanodrop 1000 (Nanodrop

Technologies, USA).

4.3. Reverzni transkripce

Pro piepis izolované RNA do cDNA byla provedena reverzni transkripce pomoci
virové reverzni transkriptizy M-MLV. Pro iniciaci reakce byl pouZzit oligo dT primer.
Vysledkem této reakce je soubor cDNA komplementarnich k polyadenylovanym bunéénym
mRNA. Reakce byla provedena ndsledujicim zpisobem: k 1 pg RNA byly pfidany 2 pl (1
pg) oligo dT primeru a pfiddna DEPC destilovand voda do celkového objemu 15,7 pl. Smés
byla inkubovéana 5 minut pii 70°C. Déle bylo do smési piidano pti 4°C 1,25 ul ANTP mixu
(10 mM), 5 pl 5x koncentrovaného reakéniho pufru a 1 pl M-MLV enzymu (200 jednotek).
Poté byla smés inkubovana 60 minut pii 42°C a 10 minut pfi 72°C. VSechny inkubace byly
provadény v PCR stripech v termocykleru (Tetrad DNA Engine, MJ Research, USA).
Ptipravené cDNA byly skladovéany pii -20°C.
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4.4. PCR

PCR - polymerdzova fetézova reakce, je metoda, pii které se pomoci termostabilni
DNA polymerazy (Taq) provadi exponencidlni amplifikace dseku DNA, ktery lezi mezi
dvéma primery navrZzenymi na cilovou DNA. Primery jsou navrZeny tak, aby jejich teplota
tani byla co nejblizZsi a aby obsahovaly co nejméné repetitivnich sekvenci.

Pro amplifikaci byla pouzita HotStarTaq DNA polymerdza (QIAGEN). Amplifikace
probihd v tiikrokovych cyklech. Zacind pocatecni denaturaci pii 95°C, kdy se oddéluji
dvouvldknové DNA molekuly od sebe a aktivuje se PCR polymerdza. Nasleduje vlastni
amplifikacni cyklus zahdjeny opét krdtkou denaturaci, ndsledovanou sniZenim teploty
na 58°C. Pii této teploté nasedaji primery na cDNA. Poté je teplota zvySena na 72°C
a zahajuje se polymerace. Tento cyklus byl 30x opakovan pro CTL1 a GAPDH a 45x
opakovdn pro CHTI1. Na konci bylo jeS$t¢ ponechdno 10 minut pii 72°C pro doplnéni
nedosyntetizovanych fetézcti. SloZeni reakéni smési bylo : 5 ul 10x koncentrovaného PCR
pufru (QIAGEN, USA), 2 ul 25 mM MgCl, (QIAGEN,USA), 1 pul 10 mM dNTP (Sigma,
USA), 0,25 ul 5 U/ul HotStarTaq polymerazy (QIAGEN, USA), 0,125 ul 100 uM primerd,

39 ul destilované vody a 2,5 ul smési z reverzni transkripce.

Nazev primeru Sekvence Délka produktu (bp)
CTL1-F GAATGCATACACAGCCACAG

CTL1-R GTTGAGCAGGATAATCCCAG 187
CHT1-F ACTGGCTAATGCACTGGACACC

CHT1-R AGCGCACCTTGAAAAATGAGTAA 176
GAPDH-F GAACATCATCCCTGCATCC

GAPDH-R GCTTCACCACCTTCTTGATG 179

Tab. 1. Tabulka pouzitych primert pro amplifikaci cilovych gent

4.5. Elektroforéza DNA v agarozovém gelu

DNA byla separovéna v agar6zovém gelu pfipraveném z TBE (0,089 M Tris, 0,089 M
H;BO;, 0,002 M EDTA, pH=8,3) pufru a 1,5% agarézy. Nejprve byla agardza
o pozadovaném mnoZzstvi navdZena a pfiddna do 100 ml TBE pufru a rozvatena

v mikrovinné troub€. Po mirném ochlazeni byl roztok agarézy nalit do pfedem piipravené
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elektroforetické aparatury a ponechdn pfi laboratorni teplot¢ do dplného ztuhnuti. Ztuhly
agar6zovy gel byl umistén do elektroforetické vany a prelit TBE pufrem.

Do jamek v gelu byly naneseny vzorky DNA smichané s vzorkovym pufrem (LB —
TopBio, CR), ktery usnadiiuje nanaSeni vzorkii do jamitek a zdroven obsahuje dva
elektromobilni barevné indikdtory, pomoci kterych miZeme sledovat pohyb cela a separaci
v pribéhu elektroforézy. Na gel bylo aplikovdno napéti 100 V a elektroforéza probihala
pfiblizn€ 90 minut. Do jedné z jamiCek byl misto vzorku nanesen standard molekulovych
hmotnosti DNA (PCR 100 bp low ladder, Sigma, USA).

Po dokonceni elektroforézy byl gel barven 20 minut vodnym roztokem ethidium
bromidu o koncentraci 20 pg/ml. Po obarveni byl gel pozorovdn na UV transiluminatoru
(Vilber Lourmat,Francie) a zdokumentovan digitdlni kamerou na pfistroji BioDocAnalyze

(Biometra, USA).

4.6. Izolace DNA z agarézového gelu

Pro izolaci DNA z gelu byl pouzit QIAquick Gel Extraction kit. Po elektroforéze
a dokumentaci byl pozadovany DNA fragment identifikovan podle molekulové hmotnosti,
gel s fragmentem vyfiznut skalpelem, zvdZzen a umistén do mikrozkumavky. K vyfiznuté
¢asti gelu bylo pfiddno 3x mnoZzstvi extrakéniho (QG) pufru (100 mg gelu + 300 ul pufru)
a zkumavka inkubovédna 10 min pfi 50 °C (v prubéhu inkubace byla zkumavka opakované
promichdvédna na vortexu). Po rozpusténi byl pfidan stejny objem propan-2-olu (100 mg
gelu + 100 pl pufru) a vzorek byl zamichdn. Vznikly roztok byl ptepipetovan do kolonky
dodané s kitem a centrifugovan 1 min pfi 17900 g (centrifugace slouZi k protlaceni roztoku
silikagelovou membranou v kolonce). DNA z gelu se navédzala na kolonku a prosly roztok
byl odstranén. Kolonka byla stejnym zpiisobem promyta 0,75 ml promyvaciho (PE) pufru.
Po odstranéni proSlého promyvaciho pufru byla kolonka jeSt¢ jednou ,nasucho®
centrifugovdna pro odstranéni zbylého promyvaciho pufru. Kolonka byla pfemisténa
do elu¢ni nddobky a navdzand DNA byla eluovdna 30 pl elu¢niho pufru (10 mM Tris, pH
8,5) — minutovd inkubace v kolonce ndsledovand centrifugaci 1 min pii 17900 g.
Koncentrace izolované DNA byla stanovena na kapildrnim spektrofotometru Nanodrop

1000 (Nanodrop Technologies, USA).
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4.7. Kvantitativni Real-Time PCR

Pro stanoveni genové exprese (hladin mRNA) cilovych gent byla pouZita metoda
kvantitativni real-time PCR s fluorescenni detekci pomoci nespecifického barviva
SYBRGreen. Reakce byly provadény v tenkosténnych sklenénych kapilarach v piistroji
LightCycler (Roche, USA). Pro ptipravu reakéni smési byl pouzit QuantiTect SYBR Green
PCR Kit (QIAGEN, USA) pro dvoukrokovou real-time PCR. Do reakéniho objemu 10 pl
bylo smichdno 5 pl QuantiTect SYBR Green PCR master mixu (PCR polymeraza,
SYBRGreen, pufr, MgCl,), 3,5 ul DEPC H,0, 0,5 pl primert R a F (10 uM roztok obou
primerd) a 0,5 pl templdtové cDNA. Reakce byla provedena v nésledujicim programu:
inicidlni denaturace 95°C 15 minut, nasledné cyklovani 50x — 94 °C 15 sec, 56 °C 20 sec,
72 °C 30 sec. Fluorescence je métena vzdy v amplifikacnim kroku (72 °C). Po kvantifikaci
byla provedena analyza tani — ohfev na denaturacni teplotu, nasledovalo rychlé ochlazeni
na 65°C po dobu 15 vtefin a postupny ohiev zpét na 95 °C rychlosti 0,1 °C za vtefinu
s kontinudlnim odecitdnim fluorescence.

Kvantifikace mnozstvi mRNA byla provedena metodou odectu maxima druhé
derivace fluorescen¢niho signdlu. Pro kvantifikaci byl pouzit externi standard v podobé
fedici fady pfipraveného izolovaného PCR produktu (6-8 bodid, 10 ndsobné tedéni).
Do grafu byla vynesena zdvislost odecteného cyklu PCR, kdy fluorescence piekrocila
stanovenou mez pozadi proti relativni koncentraci standardu. Z vytvoiené kalibra¢ni
zavislosti byla odectena relativni koncentrace méfenych vzork.

Specifita PCR byla kontrolovdna na vynosu druhé derivace intenzity fluorescence proti
teploté v priibdhu analyzy tani. Cisty PCR produkt ddvé jeden vrchol o teploté tani kolem
83-84°C.
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4.8. Priprava bunéénych membran pro imunodetekci
proteinu

Frakce bunécnych membrin byla pfipravena z 5-10% homogendtu (w/v) z mozkové
kary kontrolnich a transgennich mysi. Jako homogeniza¢ni roztok byl pouZit ndsledujici
roztok: 20 mM Tris, 3 mM MgCl,, | mM EDTA, 0,15 M NaCl pH 7,5. Do roztoku byl
pridan koktejl inhibitord protedz (Sigma, USA). Celd procedura byla provddéna na ledu.
Vzorky tkani byly homogenizovdny ve sklenéném homogenizéru (MPW-309, Polsko; 10
udert pistu, rychlost otd¢eni nastavena na 7). Zbytky nerozbité tkané a bunécna jadra byly
odstranény centrifugaci v pfedem vychlazené centrifuze (4 °C, 1000 g, 5 minut).
Supernatant byl znovu centrifugovan (4 °C, 30000 g, 30 min). Vznikly pelet byl
resuspendovdan ve stejném objemu homogenizatniho roztoku a znovu centrifugovan
za stejnych podminek. Supernatant byl odstranén a pelety (hruba membranova frakce)
uloZzeny v -20°C. V alikvotu pfipravenych membrin bylo stanoveno mnoZstvi proteinu
Lowryho metodou s modifikaci dle Petersona. Vzorky proteinu byly rozpustény v roztoku
obsahujicim 0,1 M NaOH, 1,25% SDS, 1,25% Na,COs, 0,0125% CuSO4 x 5 H,O
a 0,0225% tartarat sodny. K roztoku byla pfiddna jedna Ctvrtina objemu Folinova Cinidla
a vyslednd absorbance pfi 690 nm byla stanovena v destickovém spektrometru Victor
(Perkin Elmer, USA). Kalibra¢ni pfimka byla pfipravena fedénim standardu lidského

albuminu.

4.9. SDS-Eletroforéza v polyakrylamidovém gelu

SDS elektroforéza byla provedena v polyakrylamidovém gelu, v diskontinudlnim
systému (4% nandseci gel, 10% separacni gel) dle Laemmli [149]. Mezi elektroforeticka
skla zasazend do aparatury byl nejprve nanesen 10% polyakrylamidovy gel obsahujici 10%
smes akrylamid-bisakrylamid, 0,1% SDS, 0,05% APS, 0,375 M Tris a 0,04% TEMED. Gel
byl po naliti pievrstven 300 ul butanolu. Po ztuhnuti gelu byl butanol odstranén
proplachem redestilovanou vodou. Ddle byl nad separa¢ni gel pfidin nandSeci gel
obsahujici 4% smés akrylamid-bisakrylamid, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,125 M Tris a 0,08%

TEMED a zasunuty hfebinky pro vznik vzorkovych jamek. Po ztuhnuti naniSectho gelu
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a odstranéni hiebinkl byly jamky naplnény elektroforetickym pufrem . Pufr obsahoval 250
mM Tris, 0,5 M glycin, 1% SDS.

Vzorky pro SDS elektroforézu byly pfipraveny smichanim vzorkového pufru (260 mM
Tris (pH 6,8), 8% SDS, 40% Glycerol, 8% DTT, 0,1 mg/ml bromfenolovd modi) se
vzorkem a inkubovdny 5 min pii 95°C. Po kratkém stoceni na stolni mikrocentrifuze byly
vzorky nandSeny v pozadovaném mnoZzstvi (35 pg proteinu/jamka). Kromé vzorkl byl
do jedné z jamek nanesen standard molekulovych hmotnosti (Bio-Rad,USA). Na gel bylo
aplikovano napéti 200 V po dobu pfiblizn¢ 50 min.

4.10. Western Blotting

Blotovaci aparatura (Bio-Rad, USA) byla saturovana blotovacim pufrem (25 mM
Tris, 200 mM Glycin, 20% Methanol v/v) po dobu 20 min. Déle byly pfipraveny 4 filtracni
papiry a inkubovadny v témze pufru 20 min. Na blotovaci aparaturu byly poloZzeny dva
filtracni papiry (Pierce, USA) preinkubované v blotovacim pufru, separani gel z SDS
elektroforézy, nitrocelul6zovd membrana (Pierce, USA) a druhé dva filtracni papiry.
Pro spravné pteblotovani byly ndsledné odstranény vSechny vzduchové bubliny. Aparatura
byla slozena a umisténa do elektroforetické vany, pielita blotovacim pufrem a bylo
aplikovano stdlé napéti 25 V pies noc (18 — 19 hod). Po ukonceni blotovani byla aparatura
rozebrdna. Membrédna byla opldchnuta v destilované vod¢é a zablokovédna v blokovacim
pufru (4,5% suSené odtucnéné mléko, 150 mM NaCl, 10 mM Tris, 0,1% Tween 20)

po dobu 45 min za stdlého michdni.

4.11. Imunodetekce

Nejprve byl pfipraven roztok protildtky v fedicim pufru (1% suSené odtucnéné
mléko, 150 mM NaCl, 10 mM Tris, 0,1% Tween 20) o doporucené koncentraci pro danou
protilatku. Zablokovana nitrocelul6zovd membrana byla umisténa do plastového pytliku,
pokryta roztokem protildtky a pytlik zataven. Membrdna byla s primdrni protilatkou
inkubovdna za stdlého michédni po dobu dvou hodin pfi teploté¢ mistnosti. Po inkubaci byl
roztok protilatky odstranén. Membrdna opldchnuta destilovanou vodou a promyta

promyvacim pufrem (150 mM NaCl, 10 mM Tris, 0,3% Tween 20) 3 x 10 min. Nésledné
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byl pfipraven roztok sekundarni protilatky (rabbit antigoat antibody HRP labeled, Pierce,
USA) v fedicim pufru o koncentraci 0,08 pug/ml. Membréna byla se sekundarni protilatkou
inkubovéna pii teplot¢ mistnosti po dobu 1 hod v plastové nadobé za stdlého michdni.
Po dokonceni inkubace byla sekundarni protildtka odstranéna. Membrdna byla opldchnuta
v destilované vod¢ a promyta promyvacim pufrem (viz. vySe) 3 x 10 min. Poté byla
membrdna znovu opldachnuta destilovanou vodou. Inkubovand membréna byla potiena
substratem pro peroxiddzovy konjugit (ECL Super Signal West Femto, Pierce, USA)
a inkubovana 1 min. Pfebytek substratu byl odstranén filtranim papirem a membrana
exponovéna na RTG film ve tm&. RTG film byl vyvoldn pomoci vyvoldvacky (Optima X —

ray film procesor, Fomei, Slovensk4 republika).

4.12.  Ovéreni imunodetekce proteint

Ovéteni SDS elektroforézy, blotovani a imunodetekce bylo provedeno rutinnim
zpusobem pro Gai a Goq podjednotky trimerického G-proteinu [150] u vzorkii membran
piipravenych z mozkové kury kontrolni mySi. Po separaci a pfeneseni proteinil
na nitrocelulé6zovou membranu (viz Metody 4.11.) byla provedena inkubace s krali¢imi
polyklondlnimi protilditkami proti Gai a Goaq podjednotkdm trimetrického G-proteinu
o koncentraci 40 ng/ml (Santa Cruz Biotechnology inc, USA). Po inkubaci se sekundarni
protildtkou a expozici na RTG film, byly vyvolané snimky naskenovany do pocitace
aintenzita signdlu vyhodnocena pomoci softwaru AIDA 3.21 (Raytest, Germany).
Vysledek expozice na RTG film viz Obr. 14 A.

Ziskané hodnoty signdlu pro jednotlivé prouzky predstavujici proteiny
o molekulové hmotnosti 40 kDa (odpovidd literdrnim ddajim), byly relativizovany
na celkovou sumu signdlu daného proteinu na jedné membrin¢. Tento krok umozZiuje
snaz§i srovndvani vysledkdl nezdvislych elektroforéz. Odectené hodnoty signdlu byly
vyneseny do grafu. Tyto grafy na Obr. 14 B predstavuji zdvislost stanovené intenzity
signdlu na mnoZstvi naneseného celkového proteinu. Z grafli je patrné, Ze tato kvantifikacni
metoda vykazuje pro a podjednotky Gi a Gq G-proteini linedrni zdvislost signdlu

na mnozstvi naneseného celkového proteinu nejmén¢ v rozmezi 5-100 pg.
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Obr. 14 Zavislost intenzity signalu na mnozstvi naneseného celkového proteinu. A —
imunodetekce Gi alfa podjednotky (nahoie) Gq alfa podjednotky (dole) trimetrického G-
proteinu. Na gel bylo naneseno stoupajici mnozstvi vzorku od 2 do 40 pul (koncentrace
proteinu 2,5 pg/ul). B - zavislosti odectené intenzity signdlu (osa y, v arbitrdrnich
jednotkach — A.U.) na mnoZstvi naneseného vzorku (osa x, pl) pro Gi (str. 49 dole) a Gq

(str. 50 nahote) alfa podjednotku heterotrimerickych G-proteini.

4.13.  Statistické vyhodnoceni dat

Pro statistické zpracovani ziskanych dat byl pouZit nepéarovy t-test s oboustrannym
rozdélenim. Normdlni rozdéleni pouZitych souborit hodnot bylo ovéfeno pomoci
Kolmogoroff-Smirnoffova testu. Analyza byla provedena v programu GraphPad Prism

5.0 (GraphPad, USA).
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5. Cile diplomové prace

1.

Stanovit v mozkové kife mnoZzstvi mRNA pro geny kédujici cholinové prenaSece
CHT1 a CTL1 a zjistit zda in vivo zvySend koncentrace AP md vliv na expresi téchto

gentll na transkripéni drovni.
Stanovit v mozkové kiife mnozstvi cholinovych ptenase¢tt CHT1 a CTL1 na trovni

proteinu a zjistit, zda zvySend koncentrace AP md vliv na obsah téchto proteinii

v bunécnych membranach.

51



6. Vysledky

6.1. Optimalizace real time PCR pro stanoveni genové
exprese

Pro spravné stanoveni genové exprese pomoci real time PCR je nezbytné ptipravit
optimélni podminky pro PCR reakci. Byl zvolen a ovéfen PCR protokol pro amplifikaci
cilovych gent tak, aby nasedaci teplota odpovidala odhadnuté teploté tani primert (55 °C
— voli se 0 5°C nad teplotou tani) a faze prodluZovéni (30 sec) délce produktu (200 bp).
Pomoci programu PrimerSelect (DNAStar) byly navrZeny pary primert pro amplifikaci
CHT1, CTL1 a GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza) cDNA. Primery byly
navrzZeny tak, aby obsahovaly pfiblizné¢ 50% GC pari, mdlo internich smycek, parujicich
oblasti a repetitivnich dsekl. Lokalizace primert na sekvenci byla urCena tak, aby mista
naseddni primerd v rdmci jednoho paru byla umisténa na rozdilnych exonech genu
a minimalizovalo se tak riziko amplifikace genomové DNA, kterd mlZe byt nékdy
pfitomna jako kontaminace izolované celkové RNA. To zajist'uje, Ze produkt amplifikace
genomové DNA md natolik odliSnou (vétsi) délku, Ze nemiZe byt s ocekdvanym
produktem zaménén a ucinnost jeho pfipadné amplifikace je velmi nizka.

PCR byla nejprve provedena pomoci bézné PCR polymerdzy a termocykleru.
Vysledné produkty byly separovany v agaré6zovém gelu. Po otestovani specifity produkti
reakce (jediny prouzek s odpovidajici molekulovou hmotnosti — Obr. 15) byly produkty
amplifikovany ve velkém reakénim objemu (100 pl) a produkty PCR vyftiznuty z gelu
a extrahovdny do 10 mM Tris pufru (viz Metody 4.6.). Pro pfiblizny odhad vytézku
izolace PCR produktu z gelu bylo v roztoku eluovaného PCR produktu stanoveno
mnoZzstvi DNA a jeho Cistota pomoci méfeni absorbance v UV oblasti pti 260 a 280 nm
(pomér absorbanci ukazuje na miru kontaminace vzorku nukleovych kyselin proteiny,

v idedlnim piipad¢ je kolem 2,0).
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délka (bp)

Obr. 15 Agarézova elektroforéza PCR produktia pro GAPDH, CTL1 a CHT1. Std -
Standard molekulovych hmotnosti. Na gelu je vidét jediny specificky produkt jehoz
molekulovd hmotnost odpovida délce produktu (Tab. 1.). C1 a C3 - blank bez RNA, C2
a C4 — blank bez cDNA. ProuZek s nizkou molekulovou hmotnosti v C2 u CHT1 jsou

pouze dimery primera.

Izolovany PCR produkt (viz Metody 4.6.) byl pouZzit jako templét pro real time
PCR reakci v piistroji LightCycler (Roche, USA) s pouzitim fluorescenéniho barviva
SYBRGreen. Byla piipravena desetinasobna fedici fada od 10" do 10 a provedena PCR.
Pomoci metody maxima druhé derivace pribc¢hu fluorescence vzorku byly odecteny
»crossing points* (body, ve kterych kiivka fluorescence vzroste vyznamné nad uroven

pozadi — vypoctené jako jeji inflexni body) (Obr. 16 A.)
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Obr. 16 Kalibraéni kiivka pro PCR produkt CTL1. A - kiivky vzestupu fluorescence

v pribéhu amplifikace PCR produktu (osa x, ¢islo cyklu amplifikace; osa y, intenzita
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fluorescence). B — linedrni regrese zdvislosti vyneseni crossing point (osa y, ¢islo cyklu)

proti logaritmu ,relativni koncentrace* (osa x, fedéni izolovaného PCR produktu 10™)

Poté byl pomoci softwaru piistroje LightCycler proveden vynos do grafu crossing
point proti relativni koncentraci. Body byla proloZena pfimka linedrni regrese a odecteny
jeji parametry. Sklon pfimky udavé ucinnost PCR, kterd by se méla bliZit v idedlnim

piipadé 2 (zdvojnasobeni mnoZzstvi DNA v kazdém cyklu PCR) (Obr. 16 B).
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6.2. Stanoveni exprese mRNA pro CTL1 a CHT1
v mozkove kure APPswe/PS1dE9 mysi

Pii studiu mechanismu plsobeni zvySené hladiny AP v organizmu u AD
na cholinergni transmisi, byla nejprve provedena analyza exprese cholinovych prenasect
na drovni mRNA. Bylo usmrceno 5 kontrolnich a 5 transgennich mysi APP*"*/PS1dE9
sami¢tho pohlavi, ve véku 5-6 mésicli a odebrany vzorky mozkové kiry a zamrazeny
v tekutém dusiku, aby byla zastavena degradace RNA vysoce aktivnimi RN&zami.
Odebrané vzorky byly skladovdny pii -70°C v RNA lateru aZ do doby zpracovani.
Ze vzorkl byla pomoci vySe zminéného izolacniho protokolu extrahovana totdlni RNA,
byla stanovena jeji kvalita a koncentrace pomoci méteni absorbance v UV oblasti pii 260
a 280 nm (déle zpracovavané vzorky mély pomér absorbanci nad 1,6). Izolovand RNA
byla piepsdna do cDNA pomoci reverzni transkriptazy a oligo dT primeru. Timto krokem
byla ziskdna komplementirni DNA (cDNA), ke vSem bunécnym polyadenylovanym
mRNA. Takto pfipravend cDNA byla pouZzita jako templdt pro realtime PCR, se
standardem z vySe zminénych izolovanych PCR produktd. Pomoci kalibrani piimky
byla odectena relativni genovd exprese cilovych geni CTL1 a CHTI1. Dale byla
stanovena také genova exprese referencniho genu GAPDH, ktery se pouZivéa jako interni
standard realtime PCR reakce a u nc¢hoZz nepiedpokldddme ovlivnéni jeho exprese
vnasem modelovém systému. Hladina exprese referencniho genu byla vyuZita
pro normalizaci drobnych odchylek v pfesnosti pipetovdni, ucinnosti PCR a reverzni
transkripce. Hodnoty genové exprese CHT1 a CTLI1, odetené z kalibraCnich piimek,
pro jednotlivé vzorky byly vydéleny expresi GAPDH a tyto normalizované hodnoty
porovndvany mezi skupinou kontrolnich a transgennich zvitat.

Obr. 17 ukazuje vysledky métfeni genové exprese mRNA pro CTL1.Sloupce grafu
predstavuji primér + stiedni chybu priméru z 5 zvifat kontrolnich i transgennich.
Vysledné hodnoty byly podrobeny statistické analyze a neparovy t-test na 5% hladiné
pravdépodobnosti nepotvrdil signifikantni zménu exprese CTL1 mRNA mezi kontrolnimi

a transgennimi zvitaty (p=0,3125).
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Obr. 17 Exprese CTL1 mRNA v mozkové kufe kontrolnich a transgennich mysi.
Sloupecky znazoriiuji expresi CTL1 mRNA v celkové RNA izolované z mozkové klry
kontrolnich (Cerny sloupecek) a transgennich APP*“/PS1dE9 (bily sloupedek) mysi.
Mnozstvi CTL1 mRNA je vztazeno k referen¢nimu genu (GAPDH) a je vyjadieno
v relativnich jednotkdch (osa y). Sloupecky ukazuji primér +/- stfedni chybu priméru

z péti vzorkl v kazdé skuping.

Dale byla stanovena genova exprese mRNA pro CHTI1 cholinovy pfenaSec
na stejnych vzorcich izolované RNA z kontrolnich a transgennich mysi. Obr. 18 ukazuje
vysledky analyzy tohoto méfeni. Sloupce opét predstavuji priméry stanoveni z 5
kontrolnich a 5 transgennich zvifat. Ani u cholinového pfenase¢e CHT1 nebyla pomoci
statistické analyzy (neparovy t-test) zjiSt€éna zména mezi kontrolnimi a transgennimi

zvitaty (p=0.3125).
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Obr. 18 Exprese CHT1 mRNA v mozkové kiife kontrolnich a transgennich mysi.
Sloupecky znédzornuji expresi CHT1 mRNA v celkové RNA izolované z mozkové kiry
kontrolnich (Cerny sloupecek) a transgennich APP*"*/PS1dE9 (bily sloupefek) mysi.
Mnozstvi CHT1 mRNA je vztazeno k referencnimu genu (GAPDH) a je vyjddieno
v relativnich jednotkdch (osa y). Sloupecky ukazuji primér +/- stfedni chybu priméru

z péti vzorkl v kazdé skuping.
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6.3. Stanoveni exprese CTL1 a CHT1 proteinu
v membranové frakci mozkove tkani APPswe/PS1dE9 mysi

Exprese CTL1 a CHTI proteinii byla stanovena ve vzorcich plasmatickych
membrdn, ptipravenych z 6 kontrolnich a 6 transgennich APP*/PS1dE9 mysi (Obr. 20-
22). Piipravené nitrocelulosové membrany s pfenesenymi rozdélenymi proteiny byly
inkubovany s polyklonalni krali¢i protilatkou proti CTL1 proteinu (zdsobni roztok fedén
1:8000). Tato protildtka byla laskavé poskytnuta laboratoii dr. O'Regan kde byla
pfipravena [151]. Poté byla na stejnych vzorcich provedena nova SDS elektroforéza,
blotovani a imunodetekce pomoci polyklondlni krali¢i protilatky proti proteinu CHTI
(ABCAM, USA; dodavand ve formé¢ ascitové tekutiny, fedéna v doporu¢eném pomeéru
1/500). Vzhledem k nedostatku materidlu bylo pouZzito pouze 5 vzorki z kontrolnich a 6
z transgennich zvitat. Kvantifikace vysledkli imunodetekce CTL1 a CHT1 (Obr. 21) jsou
shrnuty v Obr. 19 a 20. Byla provedena statistickd analyza a pomoci neparového t-testu
bylo zjisténo, Ze neni statisticky signifikantni rozdil mezi kontrolnimi a transgennimi
zvifaty ani v mnozstvi exprimovaného CTL1 (Obr. 19, p=0,4410) ani CHT1 (Obr.20,
p=0,1686). Obrazek 21 ukazuje vysledek imunodetekce na western blotu pouZité

pro kvantifikaci v pfedeSlych grafech.
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Obr. 19 Exprese proteinu CTL1 u kontrolnich a transgennich APP*"/PS1dE9 mysi.
Mnozstvi proteinu CTL1 (osa y, relativni intenzita v arbitrarnich jednotkdch)
v membrandch z mozkové kury kontrolnich a transgennich APP*™/PS1dE9 mysi je
vyjadieno jako pomér intenzity signdlu jednotlivych vzorkil vztaZzené k sumé signdll
na dané elektroforéze. Sloupce oznalené Kontrola (Cerné) a APP™™/PSIdE9 (bilé)

pfedstavuji primér +/- stfedni chyba priméru vzorkl ze 6 zvitat v obou skupinach.

0.15
= —
N
§ o10r
£ -
=
=
+ 0.051
°
o
0.00 !
)
&
o8>
qu\
Ky

Obr. 20 Exprese proteinu CHT1 u kontrolnich a transgennich APP*"*/PS1dE9 mysi.
Mnozstvi proteinu CHT1 (osa y, relativni intenzita v arbitrdrnich jednotkach)
v membrdndch z mozkové kiry kontrolnich a transgennich APP*"¢/PS1dE9 mysi je
vyjadieno jako pomér intenzity signdlu jednotlivych vzorkil vztaZzené k sumé signdll
na dané elektroforéze. Sloupce oznaené Kontrola (¢erné) a APP*™/PS1dE9 (bilé)
predstavuji pramér +/- stfedni chyba priméru vzorkd z 5 zvifat u kontrol a z 6 zvitat

u transgenni skupiny.
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Kontrola APPs*¢/PS1dE9

Obr. 21 Imunodetekce proteini CHT1 a CTL1 v membrandch z mozkové kiiry
kontrolnich (vlevo) a transgennich APP*"*/PS1dE9 (vpravo) mysi.
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7. Diskuze

Jak jiZz bylo zminéno v Gvodu, dibytek cholinergnich markert je pravidelné nachdzen
v mozkové tkani ziskané post mortem u pacientil s patologickym ndlezem ovéfenou AD.
Rovnéz bylo popsédno sniZeni uvoliiovani ACh in vitro v lidské mozkové tkéni, ziskané
pii opera¢nim odstraiiovani korovych nddort. Tyto ndlezy vedly k navrZzeni cholinergni
hypotézy geriatrickych poruch paméti (pfehled [152]). SniZeni cholinergnich markert
auvoliovani ACh se rovnéz potvrdilo v mozkové kife a hipokampu u mladych
dospélych (5-7 mésicti) samic transgennich mysi kmene APP*™/PS1dE9[153, 154], které
od narozeni tvoii zvySené mnozstvi fragmentl AP;40 a APj4. Kolem 5. mésice véku
zaCinaji vytvaret amyloidové plaky v kiife a hipokampu a po 12. mésici véku vykazuji
behavioralni poskozeni. V souladu s cholinergni hypotézou se tedy sniZeni uvoliiovani
ACh projevuje v pocatcich nastupujici amyloidézy a podstatné diive neZz behavioralni
poruchy. V této prici byla zkoumana moznost, zda je sniZeni stimulovaného uvolnovani
ACh zptsobené nedostatkem cholinu pro jeho syntézu. Cholin vyuZivany pro syntézu
ACh pochazi pievdzné z extraceluldrni tekutiny a do mista syntézy, cytoplasmy
cholinergnich zakonceni, je dopravovan prostiednictvim vysokoafinitniho transportniho
systému (ptvodni ndzev sodium-dependent high affinity choline uptake systém[108,
155]; CHT1 [120]). Dodavka cholinu pro syntézu ACh piredstavuje regulacni (rate-
limiting) krok pfi syntéze ACh. SniZen{ exprese na tirovni genu ¢i proteinu by tedy mohlo
vysvétlit snizeni stimulovaného uvolfiovani ACh. Ziskané vysledky vSak ukazuji, Ze
u tohoto myStho modelu AD nedochézi ani ke sniZeni genové exprese (Obr 17) ani
ke snizeni obsahu proteinu, ktery je zabudovany v membrdnach (Obr 21). ZvySena
koncentrace AP tedy neovliviiuje expresi genu pro CHTI1. MozZnosti zlstdvd, Ze
1 pii neporuSené expresi imunoreaktivniho proteinu dochdzi k jeho chybnému
zabudovavani do membran nebo poruchdm jeho funkce v disledku jinych vlivii, jako je
naptiklad porucha iontovych gradientii, které transport cholinu pohang&ji.

Dal$im pfiznacnym ndlezem v pokrocilém stadiu AD je atrofie a odumirani rtiznych,
zejména nervovych, bunck v centrdlnim nervovém systému. Cholin slouzi ve vSech
somatickych butikdch jako substrat pro syntézu hlavniho membranového fosfolipidu

fosfatidylcholinu. Cést cholinu pro syntézu fosfatidylcholinu se tvoii de novo v buiice
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a ¢ast musi byt ziskdna z extracelularni tekutiny [96]. Zdsadni dulezitost ziskdvani
cholinu z exogennich zdroji (potravy) byla prokdzdna v pokusech na krysach, kde
prenatédlni a perinatdlni poddavéni cholinu vedlo ke zvySeni odolnosti proti toxickému
pusobeni riznych latek a zlepSeni mentdlni vykonnosti. Tyto ptiznivé tcinky pfetrvavaly
do dospélosti[96, 99, 156]. Koncentrace cholinu v extracelularni tekutiné mozku
(pfiblizné 1-5 pM) je vSak vyrazné€ niz$i, neZ je koncentrace cholinu v krevni plazmé
(ptfiblizn¢ 10-20 puM). To ukazuje na duleZitou udlohu vysokoafinitniho transportéru
cholinu pro syntézu fosfolipidii v centrdlnim nervovém systému. Takovym transportérem
by mohl byt CTLI1 [139]. Vyskytuje se prakticky ve vSech tkéanich a typech bunék. Jeho
tloha pii obnovovani neuronti po poranéni [157] byla navrZzena na zdklad¢ zvySené
exprese jeho mRNA u pokusti, kde byl chirurgicky pferuSen licni nerv (bunécnd téla
cholinergnich neuront motorickych vlaken tohoto nervu jsou uloZena v mozku). Podobné
jako u CHTI, provedené pokusy nezjistily u 5-6 mésict starych samic mysi kmene
APPswe/PS1dE9 zadné zmény v expresi mRNA pro CTL1 (Obr 17) ani v mnoZstvi
membranového proteinu CTL1 (Obr 19). Tato pozorovani vSak nevylucuji moZnost
poruch funkce exprimovaného proteinu.

Vysledky provedenych pokusi ukazuji, Ze u mladych dospélych samic transgenniho
mystho modelu AD nedochazi ke zméné¢ exprese genli pro vysokoafinitni cholinové
transportéry a pomoci imunodetekce stanovenych zralych proteini zabudovanych
do membrany. Je vSak dobfe mit na paméti, Ze provedené stanoveni proteinti vypovida
o jejich koncentraci a umisténi v membrané. Nevypovida vSak nic o jejich funkci, kterd
milZe byt naruSena i z jinych diivodl, neZ je jejich nepifitomnost. Popsané sniZeni
stimulovaného uvoliovani Ach [154] je pravdépodobnéji zpisobené sniZenim
koncentrace va¢kového pienasece pro Ach [153], jehoZ funkce pfedstavuje jiny regulacni
krok v metabolizmu ACh. Zavérem lze shrnout, Ze progresivni zvySovéani koncentraci
fragmenti APBi140 a APj4> v pribéhu stiarnuti samic mySi kmene APP*"*/PS1dE9
nevyvoldva ve véku 5-6 mésict v mozkové kiife zmény v expresi genil pro vysokoafinitni
cholinové transportéry CHT1 a CTLI1 ani na drovni mRNA ani na drovni proteinu.
Piipadné odmitnuti ulohy téchto transportéru v rozvoji AD u tohoto mySiho modelu vSak
bude vyzadovat dal$i pokusy, které se budou tykat spravnosti funkce téchto proteint

a jejich exprese v pokrocilej$im stadiu rozvoje patologickych zmén.
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8. Zavér

1. Byla stanovena intenzita genové exprese mRNA pro cholinové prenaSece CTLI1
a CHT1 v mozkové kife samic transgennich APP*"*/PS1dE9 mysi. Srovndnim se
vzorky z kontrolndch mysi bylo zjiSténo, Ze zvySené hladina AP nemd u 5-6

mésicnich transgennich mysi vliv na expresi téchto geni,

2. Bylo stanoveno celkové mnozstvi proteini CTL1 a CHT1 v mozkové kufe samic
transgennich APP*/PS1dE9 mysi. Ani u hladin téchto proteini nebyly nalezeny
statisticky sugnifikantni rozdily mezi 5-6 mé&sict starymi kontrolnimi a trangennimi

mySmi.

3. SniZeni uvolnovani acetylcholinu a oslabeni muskarinové transmise popsané u 5-6
mésicnich transgennich APPswe/PSIdE9 myS$i neni zplsobeno sniZenim
pro cholinergni neurony specifického vysokoafinniho cholinového pienasece CHT]1.
Poruchy metabolismu acetylcholinu a cholinergni neurotransmise, pozorované
v ranné fazi rozvoje patologie u tohoto transgenniho modelu Alzheimerovy nemoci,
nejsou doprovazeny snizenim genové exprese ¢i mnoZzstvi proteinit vysokoafinnich
cholinovych transportnich systémi v mozkové kure. Tyto vysledky naznacuji, Ze
poruchy transportu cholinu se u Alzheimerovy nemoci objevuji az pokrocilém c¢i

termindlnim stadiu onemocnéni jako disledek dediferenciace a odumirdni neuronti.
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