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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AP — amyloidni beta peptid

Akt — protein kinasa B

AN — Alzheimerova nemoc

APP — prekurzorovy amyloidni protein

APS — persiran amonny

BSA - howzi sérovy albumin

CART -cocaine-and amphetamine-regulated transript
CNS - centralni nervova soustava

db/db mySi — obézni diabetické mysi

DM2 — diabetes mellitus 2.typu

fa/fa potkani - ,Zucker" obézni potkani

GLP - glukagonu podobny peptid

GSK3 - glykogen syntasa kinasa 3

IGF-1 — inzulinovy tistovy faktor-1

IRS — inzulin-receptor-substrat

MAP - mitogeny aktivovany protein

NGF — nervovyiistovy faktor

O-GIcNAc - O-glukosyl — N-acetyl

PBS - solny fosfatovy pufr

PDK1 - fosfoinositid-dependentni proteinkina 1
PEI - polyethylenimin

PI3K - fosfatidyl-inositol-3-kinasa

PIP2 - fosfatidyl-inositol-4,5-bisfosfat

PIP3 - fosfatidyl-inositol-3, 4,5-trisfosfat
PVDF — polyvinylidene difluorid

SDS - dodecylsulfat sodny

S.E.M. — stedni chyba pmmeéru

TEMED - N,N,N",N’"-tetramethylethylendiamin
TBS - fyziologicky roztok NaCl pufrovany Tris



1. UVOD:

Alzheimerova nemoc (AN) je celagovym zdravotnim problémem. V stasné dob
trpi touto nemoci kazdy 2@lovek ve wku nad 65 let. V roce 2008 bylo naggyv 37
miliont nemocnych a odhaduje se, Ze do roku 2050, pokinddeezavedenatiinna l&ba,
vzroste tento piet v celém s&té minimalrg na 115 milio pripadi. Nemoc prozatim neni
mozné vyléit [1, 2]. i v¢asném stanoveni diagnozy je mozné pouze zpomalibEyoj.
Hlavnim problémem i hledani @inné terapie je fakt, Ze dosud nejsou znamy
mechanismy, které vedou k rozvoji AN [1].

Alzheimerova nemoc se projevujeédva patologickymi znami neurofi v mozku —
nadngérnou fosforylaci intracelularniho cytoskeletalnilpooteinu tau (tau) a tvorbou
nerozpustnych extracelularnich plakmyloidniho beta peptidu (A [2].

V rozséhlych epidemiologickych studiich bylo pro&ao, Ze zeny pri Alzheimerow
chorol& souviseji s rezistenci k inzulinu v centralni e soustay (CNS), a byl pro ni
navrzen novy termin diabetes 3. typu [3].

Cilem této prace je zkoumat neurodegeneragsapenou &inkem amyloidniho beta
peptidu u feochromocytomalnich knPC12 diferencovanych na neurony a moznost
jejiho potla&eni latkami s antidiabetickymcinkem (leptin, inzulin, glukagonu podobny
peptid-1, antagonisté ghrelinu, peptid CART). D@me se zawfiili na patologickou
fosforylaci proteinu tau a centralni inzulinovogrslizaci v hipokampech fa/fa potkan
kteti reprezentuji zweci model diabetu 2. typu.

Zkoumani inzulinové signalizai drahy v mozku a fosforylace tau p@ie objasnit
souvislost mezi diabetem 2. typu a Alzheimerovoumoel Latky pouzivané k ke
diabetu 2. typu by mohly zabréanit patologické foglaci proteinu tau a/nebo tvariplaki
amyloidniho beta peptidu.



Cile prace:

1.

3.

Prokazat toxicky &inek amyloidniho beta peptidu A(25-35)) na bikky PC12
diferencované na neurony z hlediska viability.

Charakterizovat ovlivéni (€inku AB (25-35) antidiabetickymi latkami v kik&ch
PC12 diferencovanych na neurony z hlediska vigbilit

Studovat patologickou fosforylaci proteinu tau atc&ni inzulinovou signalizaci
v hipokampech obéznich fa/fa potkankteri slouzi jako model inzulinové

rezistence s nasledkem diabetu 2. typu.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Alzheimerova nemoc

Alzheimerova nemoc je neurodegenerativni onerricmozku, které souvisi €kem.
Prvnimi @iznaky nemoci jsou zhorSeni p&m poruchy @eni, dale ztrata poznavacich
schopnosti, zhorSena orientacéage a prostoru, ztny v osobnosti, chovani, nalady, a
ztrata autonomnich funkci. Stav se postuphorSuje, dochazi k postupné demenci a
nakonec dochéazi k amrti,jpnérné 9 let po diagnoéze [4, 5].

Prvnicasti mozku, ktera je poSkozenié plzheimerov nemaoci, je hipokampus. Ten je
soutasti velkeho mozku a je centrem kratkodobé giapracovava informace z mozkové
kary a z limbického systému dqulava je do iedniho talamu, hypotalamu a dalStésti
mozku. Tyto aktivity hipokampu jsou zakladem ukldidénformaci do dlouhodobé patn
[6].

Z neuropatologického hlediska je Alzheimerova nemcharakterizovana dma
zmeénami. Je to tvorba neurofibrilarnich spleti a sdich plaki. Neurofibrilarni spleti jsou
intracelularni agregaty tvené hyper- a abnormélosforylovanym proteinem tau, ktery
pii fyziologickych podminkach podporuje strukturuwdhil mikrotubuli. Senilni plaky jsou
extracelularni agregaty tiené shlukovanim oligomémerozpustného amyloidniho beta
peptidu (obr.1). V mozku pacient s AN dochazi také k postupné zérat
acetylcholinergnich receptorAcetylcholin je neurotransmiter, ktery se vyznanpodili

na procesech paiti a weni [4, 5].
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Zdravé neurony Alzheimerova nemoc
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Obrazek 1 Neurodegenerativni 2my péi Alzheimero¥ nemoci[7]

2.2 Amyloidni beta peptid (A B)

AB vznika z prekurzorového amyloidniho proteinu (AP&RP je membranovy protein
piirozere se vyskytujici v bikkach centralni nervové soustavy a na periferiim@rni
funkce APP neni znama, ale vime, Ze se jako reguldastni tvorby synapsi a transportu
Zeleza. APP rive byt S¢pena-, B-, neboy-sekretasou. Za fyziologickych podminek je
Sttpen a-sekretasou. # patologickych stavechipvaZzuje Stpeni APP pomocp- a y-
sekretasy¢imz dochazi k tvorbAB. Po roz&tpeni APPy-sekretasou vznikne (A ktery je
tvoren 36-43 aminokyselinami. Tiieli se nadmirné mnozstvi B, dochazi kjeho
polymerizaci a ukladani v poddlextracelularnich plak

AP také vyvolavé oxidativni poskozeni a &gamNavic zvysuje patologickou fosforylaci
tau proteinu a nasledrzpisobuje vznik neurofibrilarnich spleti, agregé&isforylovaného
proteinu tau [8, 9]. K experimainh se ¢asto pouziva synteticky fragment3 A25-35)
jehoz sekvence je: Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-lle-&y-Leu-Met. (Einky AB (25-35) na

neurony jsou ve srovnani gigky Ap (1-41) stejné, nebo dokonce vyssi [9].
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2.3 Protein tau

Protein tau pai do skupiny proteiih spojenych s mikrotubuly. Jeho funkci je podpora
spojovani tubulinu do mikrotubiul v mozku. Je to tedy protein, ktery zpeje
mikrotubularni struktury axan Mikrotubuly udrzuji tvar biikky a tvai drahy pro axonalni
transport nervového vzruchu. Tau takériviatkteré vazby mezi mikrotubuly a jinymi
cytoskeletarnimi prvky nebo proteiny. Protein ta@ y mozku zdravéhoclovéka
fosforylovany tikrat azctyiikrat mérg nez v mozku alzheimerickém. Analyzy odhalily, Ze
jeho nadmidrna fosforylace je jednim zitkzitych proces, ktery vede k jeho agregaci a

neschopnosti podpory mikrotubularnich struktur (@10, 11].

stabilizace
molekuly tau

nefosforylovany tau

mikrotubuly
rozpadlé podjednotky

smotané shiuky proteinu tau

AN

rozpadajici se mikrotubuly
hyper a abnormalné fosforylovany tau

Obrazek 2 Nefosforylovany a fosforylovany proteaut[12]
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2.4 Posttransla éni modifikace

Intracelularni proteiny mohou byt $§itO-glukosyl-N-acetyl (O-GIcNAc) glykosylovany

nebo fosforylovany [13].

2.4.1 Fosforylace

Do procesu fosforylace proteinu tau jsou zapojédaiyasy, napiklad mitogeny
aktivované proteiny (MAP), glykogen syntasa kinds@SK3), tau tubulin kinasy a dalsi.
Procesu defosforylace proteinu tau 8asini endogenni fosfatasy, hajpsfatasa 2A [11].

Procesy fosforylace jsou zahrnuty také v inzultheignalni kaskad Inzulin v mozku,
podobr jako v perifernich tkanich, po vazba receptory stimuluje jejich autofosforylaci
a aktivuje signalni kaskadu (obr.3). Je aktivovanedy fosforylovana, reguiai
podjednotka p85 fosfatidyl-inositol-3-kinasy (PI3k)naslednou fosforylaci fosfatidyl-
inositol-4,5-bisfosfatu  (PIP2) na fosfatidyl-inagi3,4,5-trisfosfat (PIP3). PIP3 dale
fosforylaci aktivuje proteinkinasu B (Akt)gs fosfoinositid-dependentni proteinkinasu 1
(PDK1). Akt fosforyluje serin v N-koncovéasti GSK-3. Za &hto podminek dochazi
k fyziologické syntéze glykogenu, tudiz nedochapiatologické fosforylaci tau [13, 14,
15]. PoruSeni inzulinové signélni kaskady vede rkiéeni fosfosforylace GSKB3 které
ma za nasledek jeji aktivaci. Tato aktivace ma asladek zvySenou fosforylaci proteinu

tau.

PIBK
PIP, &= PIP, N

PDK1
Akt

1

GSK-3

\/

syntéza
dlykogenu

| fosforylace tau |

Obrazek 3 Inzulinova signaliztni kaskada s navaznosti na fosforylaci proteinu tHLb]
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2.4.2 O-GIcNAcylace (O-GIcNACc)

O-glykosylace intracelularnich protéirje charakterizovanariplanim O-glukosyl-N-
acetylglukosaminového zbytku na seriny a threonirblizkosti proliri, tedy serid a
threonini, které mohou byt fosforylovany (obr. 4). F@nk vyzam O-GIcNAc neni Up#n
znam, vime, Ze je zapojen do transénipregulace, buftné aktivace, regulace btimého

cyklu a vystavby vlastnich bilkovinnych kompiex

HO Ol

HO
OH

AcHM 0
O-GleMAL transferasa
PROTEIN B-M-acetylylukosaminidasa - FROTEIN

Obrazek 4 O-GIcNAc glykosylageN-acetylglukosaminu na serinu nebo threoninu [13]

O-glykosylace je regulovana metabolismem glukosyaaopény efekt nez fosforylace.
O-GIcNAc negativi ovliviiuje O-fosforylaci inzulin-receptor-substtdiRS), PI3 kinasy
a protein kinasy Akt. SniZzena aktivace Akt vedesk&eni regulace exprese transpdrtér
glukosy v mozku — GLUT1 a GLUT3. Paradéxd-GIlcNAcylace sniZuje fosforylaci a tim
zvysuje aktivitu kinasy GSK-3, ktera je povazovaaahlavni kinasu v procesu fosforylace
tau. Vysledkem je hyperfosforylace proteinu tawZ ¢® rozhodujici neurodegenerativni
zmeéna u AN [14, 15, 16].

2.4.3 Patologicka fosforylace tau

Na mozkoveé izoform proteinu tau je 79 donglych a nejméa 30 popsanych mist

serinové a threoninové fosforylace [11].
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2.5 Diabetes mellitus 2.typu

Diabetes mellitus 2. typu je metabolick&d porucbavssejici se zvySujicim seskem,
genetickymi dispozicemi, obezitou, nedostatkem pohgy Spatnym zdravotnim stylem.

Podstatou této poruchy je inzulinova rezistenterdkje zfisobena nerovnovahou mezi
sekreci inzulinu a jehasiinkem v metabolismu glukosy. Slinivkai&ni u diabetik 2. typu
produkuje dostatmé, dokonce nadbyiré mnozstvi inzulinu, al€lo je na ®&j rezistentni.
Dusledkem této nemoci je hyperinzulinémie a hypergigle, coz vede k mnoha
zdravotnim komplikacim jako jsou infarkt myokardiévni mozkové fhody, periferni

onemocgni cév, nefropatie, neuropatie, retinopatie a [jirg].

2.5.1 Diabetes mellitus 3.typu

Cetné studie dosfy kzawru, Ze diabetes mellitus 2. typu je spojen nejen
s kardiovaskularnim onemosmim a ischemickou cévni mozkovoudilpdou, ale také
s rozvojem neurodegenerativnich &ma s rozvojem demence. Pacienti s diabetem maji
vysSi pravdpodobnost vzniku AN. V mozku paciénts AN byla prokazana porucha
inzulinové signalizace souvisejici s inzulinovowistenci [15], déale snizeni vyuziti
glukosy a energetického metabolismu. Alzheimera@ac tudiZz neni pouze neurologické
onemockni, ale také onemoéni neuroendokrinni, proto byl navrzen novy nazebdtes
mellitus 3. typu [3, 18].

2.6. Latky ovliv nujici funkci inzulinu a jejich neuroprotektivni
a€inky

2.6.1 Leptin

Leptin pati mezi peptidy ovliviujici piijem potravy. Je vykovan bukami tukové
tkarg, a jeho koncentrace v krevni plagzmavisi na mnozstvi tukové tk&nU obéznich
pacienti je velmi vysoka hladina leptinu, ktera vede k mjzieptinové rezistence.

V organismu je hlavnim ukolem leptinu adaptacehfzlowni. Energetickou bilanci
leptin reguluje pomoci negativni&pé vazby. Do CNS pronik&gs hematoencefalitickou
bariéru do hypotalamu, kde patlge expresi a sekreci orexigennich neuropéptideré
zvysuji @ijem potravy, a stimuluje expresi a sekreci an@ennich neuropepticl coz ma

za nasledek snizovantiipnu potravy [19, 20].
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Prededlé studie prokéazaly snizenou hladinu leptipaaienti s AN. Zinky leptinu jsou
popsané jako neuroprotektivni. SniZzuje tvorb@ jk in vitro, tak in vivo a sniZuje

fosforylaci tau proteinuin vitro [5, 21].
2.6.2 Inzulin a inzulinovy r uastovy faktor-1 (IGF-1)

Inzulin je hormon, ktery mimo jiné hrajeildzitou roli v metabolismu glukosy. Je
vylu¢ovan z beta butk Langerhansovych ostrkia slinivky biisni. V periferii ovliviuje
vstrebavani glukosy do tukovych (adipoiyta svalovych (myocy) burek [22]. Podle
souwasnych studii inzulin reguluje metabolismus glukesyozku. Hraje dlezitou roli ve
vyvoji neurondlni aktivity a ovliuje weni a pamdt [23]. Inzulin fadime mezi
anorexigenni peptidy dlouhoddbpisobici na fjem potravy. Do mozku inzulin
prostupuje pes hematoencefalitickou bariéru pomoci receptoru.

Inzulinovy fistovy faktor-1 (IGF-1) je hormon zafidjici normdlni #@st a funkci
centrélni nervové soustavy. Zaraveylo zjiS€no, Ze inzulin a IGF-1 sniZuji patologickou
fosforylaci tau proteinu [24]. Tentaiinek byl dokazarmn vitro i in vivo.

Inzulin a IGF-1 dale zlepSuji signalizaci¢eni a pamt a p@ispivaji k ovlivreni
neurotransmitér v CNS [25]. Problémem je, Ze pacienti s AN jsoUckkiam inzulinu
rezistentni.

Receptory pro IGF-1 a inzulin jsou v neuronechstioaytech. Vysokou koncentraci

receptod pro inzulin a IGF-1 obsahuji hipokampus a hypobais.

2.6.3 Ghrelin

DalSim peptidem dlouhod&bpisobicim na fijem potravy je ghrelin. Je jedinou
periferni orexigenni latkou. Plazmatické hodnotyedjhu se zvySuji fed jidlem a Bhem
hladowni a klesaji na nejnizsi hodnotéhem jedné hodiny po jidle.

V organizmu ma ghreliiadu fyziologickych funkci, jako naiklad zvySovani fijmu
potravy, stimuluce uvokmi nistového hormonu, zvySovani motility Zaludku a Zefnd
sekrece, dale ovliwje funkci slinivky iSni a metabolismus glukosy, ma vliv na
metabolismus kosti a ma kardioprotektiviinky [26].

Neuroprotektivita ghrelinu je doposud otazkouwirlty ghrelinu sice byly ozri@né
jako neuroprotektivni, ale na druhou stranu ghrgiirpiijmu potravy a z&ftu pasobi jako
fyziologicky antagonista neuroprotektivniho leptintudiz je mozna i hypotéza, Ze
neuroprotektiva pasobi antagonisté ghrelinu.
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2.6.4 [DLys *|GHRP-6

Peptid [DLyS]GHRP-6 (His-DTrp-DLys-Trp-DPhe-Lys-Npl ma anorexigennidinky
a je dosud jedinym znamym peptidovym antagonistbeeltnu. Vaze se specificky
k receptoru pro ghrelin. Po perifernim podani sieiiiijem potravy jak u Stihlych, tak u

obéznich mysi [35].

2.6.5 Metformin

Metformin pati do skupiny biguanial Pouziva se jako oralni Iék na DM2, zejména
u lidi s nadvadhou a obezitou. Metformin zvySujdivast jater, sval, a jinych tkani na
inzulin a snizuje hladinu glukosy v krvi. Hladinlugosy v krvi reguluje tim, Ze potiaje
produkci glukosy v jatrech a zvySuje vychytavanikgisy v perifernich¢astech, jako
nagiklad v kosternich svalech. Mechanismdamnosti v kosternich svalechugtava
nejasny.

U metforminu bylo prokazéno, Ze aktivuje jedenlavhich enzym defosforylujicich
tau — fosfatasu 2A a tim sniZuje patologickou fogfri proteinu tau [27].

2.6.6 Glukagonu podobny peptid (GLP-1)

GLP-1 je inkretinovy hormon produkovany vefes€, ktery vyznama ovliviiuje
metabolismus glukosy. Inkretiny stimuluji schopmostganismu uvaiovat dostaténé
mnozstvi inzulinu P zvySené hladi& glukosy v krvi a inhibovat uvabvani glukagonu.
In vitro i in vivo studie ukazaly, Ze GLP-1 ma protektiviinky [28].

GLP-1 hraje dlezitou roli v mozku. Jeho receptory jsou lokaliaay v neuronech, a
ma vlastnosti jakoustovy faktor. Chrani neuronyrgd neurotoxicitou a sniZuje indukci
apoptézy neurain GLP-1 ovliviiuje formovani pasti. Po intravenéznim podani GLP-1
agonist mySim modelm AN bylo pozorovano zlepSeni prostorového a asiwnido
uceni [29].

Mnoho analo GLP-1 je na konci etapy klinickych zkouSek prebié DM2. Syntetiti
agonisté GLP-1 exenatid a liraglutid jsou v &msné dob schvaleni pro l&bu DM2 [30].
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2.6.7 Peptid CART ( cocaine-and amphetamine-regulated transcript)

Peptid CART byl poprvé izolovan z &wo hypotalamu [31]. Podanim kokainu a
amfetaminu dochazi ke zvySené expresi mRNA proot@eiptid. Odtud pochazi nazev
CART, neboli cocaine-and amphetamine-regulated transcrip]. Peptid CART se
vyskytuje v centralni nervové soustave vSechtastech mozku a to pouze v neuronech,
kde pIni funkci neurotransmitier Nachazi se také v periferii - vighi nadledvin,
Langerhansovych osivcich, pankreatu a v travicim traktu. Z fyziologick proces
snizuje pijem potravy a to anorexigetin dale ovliviuje pocit sytosti, stres,
neuroendokrinni regulaci, sk funkce, bolest a pohyblivostist a ovliviuje funkci
pankreatu [33].

Sekrece peptidu CART jézena leptinemln vitro i in vivo pokusy ukazaly, ze peptidy
CART maji neuroprotektivnidinky a chrani mozekipd ischemii [34].

2.7 Feochromocytalni bu nky PC12

Linie PC12 byla odvozena z neuroendokrinniho puitka nadoru (feochromocytomu)
dient nadledvin. Bilky PC12 maji kulaty nebo polygonalni tvar a rostomalych
shlucich (obr. 5A). Pokud jsou #iky péstovany v pitomnosti nervového istového
faktoru (NGF), pestéavaji se dit a rast a vytvdeji nervovou si (obr. 5B). Diferenciace je
reverzibilni. Pokud je odstran NGF, buiky do 24 hodin ukotuji proces diferenciace a
do 72 hodin se zinaji ot délit a vracet se ke svymigodnim vlastnostem [36].

Pisobeni toxického B (25-35) na bikky PC12 diferencované na neuronyiky oslabi,

vyvol& neurotoxicitu, apoptozu a fosforylaci tawiginu [37].

.); - ','. !, (k L7 :
Obrazek 5 Bu#éna linie PC12.
(A) Nediferencované PC12, hustota &k - 10° burek/ml média. (B) Biky PC12 diferencované

na neurony dinkem NGF, hustota buk 5-10° burek/ml média.
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2.8 MysSi modely inzulinové a leptinové rezistence
2.8.1 Diabetické mysi - db/db mysi

Diabetické mySi db/db (viz obr. 6) jsou genetickynmodelem DM2. Maji zvySené
hladiny leptinu kwili mutaci na diabetes genu (db) kodujiciho receptorleptin. V raném
véku slouzi db/db mysi jako typicky model DM2. Objgse u nich hyperinzulinémie a
progresivni hyperglykémie. Se zvySujicim s&kam sledujeme ztratu funkce pankreatu,
tudiz snizeni hladiny inzulinu a extréénrysoké hladiny glukosy. Jsou to podobné projevy
nemoci jako u lidi, kdy prvni stadium nemaoci jeufinova rezistence a poté se objevuje i
onemocsni slinivky risni, ktera se Werpavéa nadirnou sekreci inzulinu [38].

V kortexu a hipokampuéthto mySich modél byla prokazana sékem souvisejici
zvySena fosforylace tau. Tyto vysledky zvySenédndhce tau by mohly byt kKlovym
faktorem pro zvySeny vyskyt AN u diabalik39].

db/db mys$ kontrola

Obrazek 6 db/db mys a jeji kontrola [40]
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2.8.2 ,Zucker* obézni potkani - fa/fa potkani

»Zucker* obézni potkani (fa/fa) jsou geneticky nebghotkari, vyuzivany k vyzkumu
obezity a hypertenze a jsou povazovani za modeligivetu [41]. Pojmenovani ,Zucker*
ziskali po ptikopnicich ve studii o genetice obezity - Lois M.cKerovi a Theodore F.
Zuckerovi [42].

Fal/fa potkani &i mutaci receptoru leptinu, coZz ma za nasled&dasny nastup
obezity [41].

Béhem prvnich 22 dni Zivota rostou stepiychle jako potkani Stihli ze stejného vrhu a
nejsou viditel® obézni. Po 22. dni Zivota se fa/fa potkani vidieddliSi od svych Stihlych
kontrol rozSfenim kricha a nakstem tukové hmoty. Vyrazné zvySefstu fa/fa potkai je
doprovazeno hyperfagii (zvySenimijmu potravy, pejidanim) a snizenim energetického
vydeje, coz je tisledek poruchy leptinové signalizace, diky porugandeptinovému
receptoru (obr. 7).

Fa/fa potkani trpi hyperleptinémii a hyperinzuimig a jsou rezistentni kéinkam obou
téchto hormon [43].

Obrazek 7 Zuckerovych potkan [44]
A: kontrolni potkan

B: obézni fa/fa potkan
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

AB (25-35)- Amyloidni beta peptid (25-35) Polypeptidaboratories France SAS,
Strasbourg, Francie

Akrylamid Sigma, St. Louis, MO, USA

Bisakrylamid Sigma, St. Louis, MO, USA

Hovézi sérovy albumi{BSA) Serva GmbH, Heidelbergghecko

Complete (srs inhibitor proteas) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Némecko

Deoxycholat sodny Sigma, St. Louis, MO, USA

Dodecylsulfat sodny (SDS) Sigma, St. Louis, MUSA

Fetalni teleci sérum Biochrom AG, Berliniiecko

Glycerol PENTA, Chrudin(R

Glycin Sigma, St. Louis, MO, USA

Koniské sérum tepetrinaktivované Invitrogen Grand, Island, NY, USA

L-glutamin 200 mmol/drh PAA Laboratories GMbH, Pasching,
Rakousko

Merkaptoethanol Sigma, St. Louis, MO, USA

Methanol PENTA, ChrudinGR

NaCl Sigma, St. Louis, MO, USA

NaF PENTA, ChrudinCR

NagVO4 Sigma, St. Louis, MO, USA

Nervovy fistovy faktor (NGF) Sigma, St. Louis, MO, USA

N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin (TEMED)  Sign#t, Louis, MO, USA

Penicilin/streptomycin PAA Laboratories GMbH sehing,
Rakousko

Persiran amonny (APS) Sigma, St. Louis, MO, USA

Polyethylenimin (PEI) Sigma, St. Louis, MO, USA

RPMI 1640 (tistové médium) Sigma, St. Louis, MO, USA

Triton X-100 Koch-Light Lab. Colnbrook, Berks,
Velka Britanie

Trizma base (Tris) Sigma, St. Louis, MO, USA
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Tween-20
Precision Plus Protein Standards

West Femto SuperSignal

Serva GmbH, Heidelbergniecko
Bio-Rad, Hercés,USA
Pierce SuperSignal, Toé&isher
Scientific, Rockford, IL, USA

Dale byly pouzivany v laboraiobézn¢ dostupné chemikalie v analytickéstote

dodavané firmou Lachema, a.€R a Sigma-Aldrich, USA. V3echny pufry byly

piipravovany v deionizované véd
3.1.2 Protilatky

Fosfo-Akt (Ser473) (D9E) XP' rabbit mAb

Fosfo -Akt (Thr308) (C31E5) rabbit mAb

Akt (pan) (C67E7) rabbit mAb

Fosfo -GSK-B (Ser9) (5B3) rabbit mAb

Fosfo —PDK1 (ser241) (C49H2) rabbit mAb

Rabbit (polyclonal) Anti-Tau [p%Y]
Anti-Tau Cter

Monoclonal Anti-Actin mouse mADb
Anti-rabbit 1IgG, HRP-linked Antibody

Anti-mouse IgGHRP-linked Antibody

Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, USA
Cell Sigimgl Technology, Beverly,
MA, USA
Cell signaling Teclogy, Beverly,
MA, USA
Cell Signaling TechnolpBgverly,
MA, USA
Cell SigmgTechnology, Beverly,
MA, USA
Invitrogen, NY, USA
dar od Dr. M.-C.Galas, INSERM|e,
Francie
Sigma, St. Louis, MO, USA
Cell Signafinfechnology, Beverly,
MA, USA
Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, USA
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3.1.3 Pristroje

Biohazardni box, EuroFlow S41, Clean Air, Woerdeizozemi

Centrifuga HETTICH Universal 320, Tuttlingengidecko

CO; inkubator MCO 18AIC, Sanyo, Osaka, Japonsko

Mikroskop Stand Axiovert 40 CFL, Weiss, Oberkochieémecko

Digitalni fotoaparat Canon Powershot G9 M52, Tolaponsko

CCD kamera LAS-300@uji Photo Film GmbH, Dusseldorf, Germany
Centrifuga Jouan C3i/CR 3, Jouan, Saint-Herblaian€&ie

Mini-Protean 3, Bio-Rad, Herkules, CA, USA

Spektrometr UV/VIS Jenway 6105, Richmond scientifi®., Velka Britanie

3.2 Péstovani bun ééné linie PC12

Bunééna linie PC12 byla zakoupena od firmy ATCC (ManassdA, USA).
Kultivace byla provagha ve sterilnim progdi v inkubatoru v atmosfé 95% vzduchu a
5% oxidu uhlkitého @i 37 °C. Rstovana byla vistovém médiu RPMI1640 gigavkem
10% kaiského séra a 5% fetalniho teleciho séra, L-glutamonfinalni koncentraci
2 mmol dm?® a penicilinu/streptomycinu ve finalni koncentraanmol dn®. Pro optimalni

rast burgécné linie bylo jedenkrat tydnprovad¢no pasazovani.

3.3 Agregace A B (25-35)

AB (25-35) byl n&edin deionizovanou vodou na koncentraci 1 mg".nPoté
probihala 24 hodinova inkubace v £idkubatoru pi 37 °C, khem které doslo k tvotb
neurotoxickych fibril peptidu. Po inkubaci byl peptichovavan $ -80 °C.
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3.4 Vliv A B (25-35) a latek ovliv Aaujicich funkci inzulinu na bu  nRky
PC12 diferencované na neurony

K pokusim byly pouzity buky PC12 gstované na 24-jamkovych degihch
(Nuclon, NUNC, Roskilde, Dansko), potazené polykhyninem (PEI) s gimérem
jamky 15 mm. Diferenciace na neurony bylo dosazewstovanim bu&né linie
v piftomnosti NGF ve finalni koncentraci 50 ng'mBuiiky byly pstovany 5 dni, ficemz
kazdé 2 dny probihala vyna staréeho média za nové médium s NGF. Optimalsioka
byla 5- 10° bunsk na jamku.

Péaty den byly do jednotlivych jamek ve sterilninogifedi pipetovany A (25-35),
samotné potenci&inneuroprotektivni latky (findlni koncentrace viz bldka 1) nebo
sowasreé potencial® neuroprotektivni latky a B (25-35). Pi kombinaci byla pipetovana
nejprve samotna latka, 30 minut po ni3 A25-35). Poté byly hiky inkubovany
s pridanymi latky 24 hodin fp 37 °C. Samotné latkyi kombinace byly vzdy pipetovany
v duplikatech.

Po 24 hodinové inkubaci bylo ze vSech jamek ods&dium a biiky byly trikrat
promyty pufrem PBS. Ze dna jamek, na které bylgqulé, byly biiky odebrany pomoci
trypsinu a jejich peet byl stanoven na mikroskopu pomoci Blrkerov¥itaai kontirky.

Tabulka 1 Koncentrace A& (25-35) a potencial# neuroprotektivnich latek pouzitych

v experimentech s diferencovanymi tkami PC12

Pridané latky | c [mol di] Dodavatel
Ap (25-35) 10° Polypeptide Laboratories France SAS, Strasbourg,
Francie
CART 10° dar od Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Dansko
[Dlys’]GHRP-6 10" syntetizovano v UOCHB AY'R, Praha(eska
republika
Inzulin 10° Sigma, St. Louis, MO, USA
Leptin 5.10 Sigma, St. Louis, MO, USA
Liraglutid 2 .10 Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Dansko
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3.5 Zpracovani hipokamp u fa/fa potkan G

Potkani hipokampy byly dar od Dr Rafata Olszanibckélagelonska Univerzita
v Krakow, katedra farmakologie) a Ing. S. Zérada, CSc. zawls Experimentalni
Endokrinologie SAV v Bratislay z jejich spoléného experimentu. Potkani byly ziskani
z firmy Harlan Laboratories, Teklad, Italie. Po dphkaci byly hipokampy izolovany a
zamrazeny v -20 °C. Mladi fa/fa potkani byly véku 12-ti tydmi a stdi fa/fa potkani ve
véku 33 tydri.

Zvazené potkani hipokampy byly homogenizovany pdmaklergného
homogenizatoru s teflonovym tlskem. Podle hmotnosti hipokampu bytigan lyza&ni
pufr (62,5 mmol drif Tris-HCI pH=6,8 s fidavkem 1% deoxycholatu sodného, 1% Triton
X-100, Complete (1 tableta na 50 ml pufru), 50 mmhoi®* NaF, 1 mmol dif NaVO,).
Pridano bylo vzdy takové mnoZzsti lyadho pufru, aby odpovidalo 10-ti nasobku
hmotnosti hipokampu. Zhomogenizované vzorky byly hihut sonikovany a poté 10
minut zafttivAny @ 100 °C. Nasled® byla stanovena koncentrace bilkovin podle
Bradfordové [45]. Odpovidajici koncentrace byla deliea z kalibrani kiivky howeziho
sérového albuminu (BSA). Vzorky byly femkny lyzatnim vzorkovym pufrem
(62,5 mmol dnf Tris-HCl pH=6,8 sfdavkem 2% SDS, 10% glycerolu,
1% bromfenolové mde, 0,5%p-merkaptoethanolu, 50 mmol dhNaF, 1 mmol drt
NasVO,) tak, aby vysledna koncentrace proteinu byla 1pjiy Alikvoty zpracovanych
potkanich hipokampbyly skladovany v -20 °C.

3.6 Metoda Western blot
3.6.1 SDS-PAGE

Elektroforéza v 10% polyakrylamidovém gelu witpmnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE) byla proww na pistroji Mini-Protean 3 (Bio-Rad, Herkules, CA,
USA). Homogenizované potkani hipokampy byly nejpseaikovany 2 minuty, poté byly
zahrivany @i 100 °C 2 minuty a naposled byly centrifugovanmisut @i 500 x g a 25 °C.
Do kazdé jamky v gelu bylo nandSeno vzdy 15 ugemat Nasled& byla provadna
elektroforéza v elektrodovém pufru (25 mmol dffris, 192 mmol diiglycin, 1% SDS),
ktera probihala ip konstantnim nafti ve dvou krocich, nejprvetipl00 V po dobu 10
minut a poté p 175 V po dobu 50-60 minut.
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3.6.2 Pienos protein G na PVDF membranu nebo nitrocelulosovou
membranu

Pro stanoveni fosforylace signaliméch proteiri byly proteiny peneseny z gelu na
membranu PVDF-Immobild™" (Sigma-Aldrich, USA), nebo na nitrocelulosovou
membranu (Bio-Rad, Herkules, CA, USA)eRos proteifi probihal v blotovacim pufru
(25 mmol dn? Tris, 192 mmol dri glycin, 20% methanol) ip konstantnim nafi 30 V
v 6 °C [ges noc.

3.6.3 Detekce fosforylovanych a nefosforylovanych p rotein @ na PVDF
membran & a nitrocelulosové membran &

Po p@enosu proteitn byly membrany promyty v promyvacim pufru TBS/Tween
(20 mmol dn® Tris, 136 mmol drif NaCl, 0,1% Tween-20) 5 minutigpokojové teplat.
Poté byly membrany blokovany v blokovacim pufru §SIBween s fidavkem
5% neténého suseného mléka, resp. 5% BSA, 1 mmof ttaVO,4, 50 mmol drit NaF)
1 hodinu pi pokojové teplat. Poté byly tikrat promyty promyvacim pufrem TBS/Tween
po 5 minutach. Promyté membrany byly inkubovany dban 2 hodiny s primarni
protilatkou Zedtnou blokovacim pufrem (protilatky proti Akt, GSK33PDK1 a tau
fosforylovanému na Ser396 bytediny 1:1000, protilatka proti celkovému proteinu tau
1:10000). Poté byly membranyikrat promyty promyvacim pufrem po 5 minutéch.
Promyté membrany byly inkubovany se sekundarniilatkbu zn&enou peroxidasou
fednou blokovacim pufrem 1:2000. Nasleédoyly membrany oft promyty tikrat po 5
minutach v promyvacim pufru TBS/Tween. Chemilunieisce po aplikadiinidla Femto
Pierce SuperSignal, byla detekovana v CCD Keame

3.6.4 Detekce aktinu

Po detekci fosforylace signalig@ich proteiti na membré® byl detekovan aktin,
ktery ukazuje celkové mnoZstvi protéinMembrany byly nejtive pitkrat promyty
promyvacim pufrem TBS/Tween po dobu 5 minut. Pot§ imkubovany 2 hodiny i
pokojové teplat s protilatkou proti aktinu. Tato protilatka bylaradéna v blokovacim
pufru 1:2000 (TBS/Tween, 5% néného suSeného miéka, 1 mmol drilaVO,4 50

mmol dm® NaF). Po inkubaci byly membrany promytiiktat promyvacim pufrem
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TBS/Tween. Byla aplikovana sekundarni protilatkatipmySimu IgGiedina blokovcim
pufrem 1:2000 a 1 hodinu probihala inkubace. Pgtg tpét membrany promytyrikrat
promyvacim pufrem TBS/Tween.

Detekce chemiluminiscence po aplikaci Femto Pi&aperSignal byla provedena
na CCD kamie.

3.7 Statistické vyhodnoceni vysledk

Pro statistické vyhodnoceni toxickéhginku AB (25-35) a neuroprotektivnich
Gcinka antidiabetickych intervenci byl pouzit program ghaPad Prism Software
(San Diego, CA, USA), metoda one-way ANOVA (Anatysif variance) s naslednym
Dunnettovym post-hoc testem.

Pro vyhodnoceni hladiny fosforylace jednotlivyclotgini pii metod Western blot
bylo vyuzito denzitometrické stanoveni pomoci pamgu Quantity One (BioRad,
Hercules, CA, USA). Pro statistické vyhodnoceningteni fosforylace protein
v hipokampech byla pouZita metoda one-way ANOVAslednym Bonferroniho testem.

Vysledky jsou prezentovany jakotpnér + S.E.M (stedni chyba piméru). Data
byla statisticky vyznamna pokud P < 0,05 %.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Péstovani bun écéné linie PC12

Feochromocytéalni hiky PC12 se dale rozfistaly na destkach potazenych PEI,
které zajistilo na dh jamky homogenni rozloZeni btk a vy3Si pilnavost bugk pri
pokusech. Pro spravnyiiéh pokusi a zachovani bunych linii bylo zajiS¢no sterilni

prostedi @i péstovani budk. Buiky byly diferencovany na neurony pomoci NGF.
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4.2 Toxicky U €inek A B (25-35) na bun éénou linii PC12

Toxicky &inek AB (25-35) na viabilitu btk PC12 diferencovanych na neurony
byl zkouman po 24 hodinovéniigobeni tohoto peptiduidaného dotrstového média. iiP
prvnich experimentech byla zigdvana nejnizSi koncentrace, kterangpbi statisticky
vyznamneé sniZeni viability bgk. Proto byly provaghy experimenty stiznou koncentraci
AB (25-35) v médiu. Pro tyto pokusy bylyiiky péstovany na 24-jamkovych dedtach
potaZzenych PEI.

P¥i 24 hodinové inkubaci B (25-35) g 37 °C v deionizované veéddochazelo
k jeji agregaci. Teprve agregovany peptid, ktergtitinerozpustné fibrily, ma toxicky
acinek na fist burgk [46].

Jak je patrno z grafu na obrazku 8, po 24 hodinokeébaci diferencovanych PC12
burgk s agregovanym [ (25-35) dochazelo ke statisticky vyznamnému srahdo\p@tu
burgk uZ @i koncentraci 1L.0° mol dm?®. Proto dal$i pokusy na b&imé linii PC12 byly
provadny s touto koncentracifA(25-35). Tyto vysledky potvrzujicicinek AB (25-35) jiz
pii této koncentraci jsou ve shbd pokusy provashymi Liu a kol. [47].
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Obrazek 8 Graf znazdaujici toxicky tfinek Ag (25-35) v xiznych koncentracich
Diferencované biky PC12 byly inkubovany sanymi koncentracemifX25-35) po dobu 24 hod.
Po inkubaci byla monitorovana viabilita. Jako kani& jsou brany biky, na které se népobilo
AB (25-35). Jejich peéet je definovan jako 100%. Data jsouiper £ SEM. n = 3 pokusy.
Signifikance je * P < 0,05, ** P < 0,01.
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4.3 Neuroprotektivni i €inky latek ovliv nujicich funkci inzulinu

proti toxickému p usobeni A B (25-35) peptidu

Pro zkoumani neuroprotektivnihaigobeni latek ovliiujicich inzulin byly opt
pouzivany biiky PC12 diferencované na neurony pomoci NGEstqvané na
24-jamkovych destkach potazenych PEI. Po 24 hodinové inkubacickunAB (25-35),
potencial®d neuroprotektivnimi latkami a s kombinaci neuropktivni latky a A8 (25-35)
byla sp@itana viabilita. Pokusy byly provédy v duplikatech a alespo tiikrat
zopakovany. Koncentrace jednotlivych latek jsouderey v tabulce 1.

Pii experimentech bylo prokazano, Ze [DENBHRPS6, inzulin, leptin a liraglutid
maji neuroprotektivni dinky, jelikoz pi sowasné inkubaci s (25-35) neklesala
viabilita burek (obr. 9). Naopak viabilita byla signifikartrevySena oproti hikam, na
které se fisobilo pouze samotnym PA(25-35). Neuroprotektivni gsobeni leptinu a
inzulinu je v souladu se studiemi progagmiin vivo Jolivatem a kol. [23] a Grecem a kol
[48, 49]. Neuroprotektivni dinek[DLys*|GHRP6 v nasem experimenteu nédiuje
hypotéze, Ze antagonisté ghrelinu by mohly mit oguatektivni @&inky. To by bylo
v rozporu s teorii, Ze ghrelin ma neuroprotektiutinky, ale naopak v souladu s faktem,
Ze fyziologicky antagonista ghrelinu, leptin, mérneznané ucinky neuroprotektivni [48,
49].

Prozatim nebyly prokdzany neuroprotektiviginky peptidu CART, jelikoz $
inkubaci peptidu CART s A (25-35) dochazelo ke snizovanic¢po burek. Tento pdet
neni signifikantd zvySen oproti bikam, na které se dgobilo pouze samotnym
APB (25-35). V pokusech s peptidem CART budeme dakegiovat.

Tyto prvotni studie latek ovliwjicich pisobeni inzulinu slouzi k vybrani
nejvhodrgjSich kandidat pro zkoumani neuroprotektivnichéigka in vivo na mysich
modelech diabetu 2. typu. Mimo popsané experimgitykterych je zjifovana viabilita
burgk po pisobeni potenciatn neuroprotektivnich latek, bude v dalSich studiich
prokazovan vliv&chto intervenci na sniZzovani hyperfosforylace proteéau.
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Obrazek 9 Grafznazoriujici uc¢inek A (25-35) a potencialéh neuroprotektivnich latek
na viabilitu diferencovnych bugk PC12
K buikam linie PC12 diferencovanym na neurony pomoci Ny pidany potenciala
neuroprotektivni latky (koncentrace jednotlivycteléviz tabulka 1) a po 30 minutach byidan
AS (25-35) na 24 hodin. Poté byl monitorovana vidhiliJako kontrola jsou brany bly, na které
se negsobilo ani A48 (25-35) ani Zadnou potenciameuroprotektivni latkou. Jejich pet je
definovan jako 100%.
Data jsou ptimer £ SEM. n = 3 pokusy. Signifikance je * P<0,05,P*< 0,01 a *** P < 0,001

oproti buikam, na které seigobilo pouze A(25-35).

4.4 Zakladni metabolické parametry fa/fa potkan 1

Hipokampy fa/fa potkain pochazeji ze spalaého experimentu Katedry
farmakologie Jagelonské univerzity v KrakoDr Rafat Olszaniecki) a z Ustavu
experimentalni endokrinologie Slovenskeé Akademie ¢dV v Bratisla¢
(Ing. S. Zoérada, CSc.). Se svolenim S. Zérada eI uvedeny zakladni metabolické
parametry potkain nantiené v laborat v Bratislaw. Jak je patrno z nasledujicich dgraf
na obr. 10, u fa/fa potkénsledujeme jak u mladych, tak u starych statistickgnamné
zvySeni hmotnosti oproti Stihlym potkan ze stejného vrhu. Dale maji obézni fa/fa

potkani zvySenou hladinu glukosy, ktera se navigSaje s ¥kem. U obéznich fa/fa
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potkani jsou také oproti Stihlym potk&m stejného vrhu signifikangnzvySené hladiny
leptinu a inzulinu. ZvySena hladina inzulinu a gisk u fa/fa potkain svwd¢i o rozvoji
inzulinové rezistence, kteroisvych studiich pozoroval i Durham a Truett [43ktatni
data jsou ve sh@ds daty stanovenymi v laborditélenriksena a kol. [50].

Tyto vysledky potvrzuji, Ze fa/fa potkani jsou wmym modelem pro zkoumani
neurodegenerativnich 2Zm v mozku vedoucich k rozvoji AN u paciéns DM2, zvIa3t
pak pro zjifovani ovlivreni spou&ni inzulinové signalizmi kaskady a hyperfosforylace

tau proteinu.
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Hladina glukosy v séru
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Obrazek 10 Grafy zakladnich metabolickych paranieta/fa potkani
Méreni byla provadna v laborat@ich v Bratisla¥. Glukosa byla @rena pomoci glukometru.
Hladina inzulinu a leptinu byla éena v séru RIA kitem (Merck, Darmstadt, Germangtaljsou
pramer £ SEM. n = 6-8 potkaid. Signifikance je * P<0,05, ** P < 0,01 a *** P < @01.
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4.5 Western blot monitorujici signalizaci inzulinov € kaskady

Aktivace signalizace inzulinové kaskady v hipokantpefa/fa potkaf byla
prokazovana pomoci metody Western blot. Jiz u PDKA obr. 11, 12A), ktera je prvni
z nami detekovanych kinas, dochazi k vyznamnémuepuokfosforylace tohoto proteinu
u starych potkaina to jak u fa/fa, tak u jejich kontrol. Mé&fosforylovana je PDK1 uz i u
mladych, 12 tyda starych, fa/fa potkan Vyznamné snizeni fosforylace u starych jedinc
(fa/fa i jejich kontrol), které poukazuje na snid@araktivaci inzulinové signélni kaskady, je
patrné i u fosforylace proteinu Akt na serinu 4¥& (obr. 11, 12B). Fosforylace Akt na
threoninu 308 nebyla vyznarsnizena ani u mladych, ani u starych jedifgz obr. 11,
12C). Jak je patrno z obrazku 11 a 12D, u stargdmgi, fa/fa potkaih i kontrol, doslo
k vyznamnému poklesu celkového mnozstvi kinasy M&echny vySe uvedené vysledky
jsou ve shod s daty zji&nymi Ying Liu a kol, ktéi detekovali hladiny vySe zménych
kinas v kortexu paciefits AN a/nebo DM2 [15)i s daty E. Steena a kol., kigpozorovali
obdobné zrny u pacient s AN [3]. Podobné ztmy pozorovali i M. Schubert a koliip
experimentech na NIRKO mysich a jejich kontrolaby;, jsou mysi, které nemaji fukrid
inzulinovy receptor [51].

Snizeni fosforylace Akt &ho za nasledek snizeni fosforylace GSK-eré je opt
vyznamm snizené jak u starych fa/fa potkartak u jejich kontrol (viz obr. 11, 12E).
Zjistené vysledky jsou aft ve shod s literaturou [3, 15, 51].

Prezentované vysledky slouZi jako prvotni studiek@azujici snizenou aktivaci
inzulinové signalni kaskady u jedincs DM2. V dalSich studiich budou detekovana
mnozZstvi a fosforylace dalSich kinas zahrnutycéte kaskad a to nejen u fa/fa potkéan
ale i u mySich modelinzulinové rezistence. N&chto modelech bude prokazovan i vliv
krdtkodobé a dlouhodobé clgy potenciald neuroprotektivnimi latkami, které budou

vybirany na zaklatlin vitro experimenti.
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Obrazek 12 Grafy znézdujici fosforylace
proteiniz v inzulinové signalni kaskat
Prokazovani aktivace inzulinové signalni
kaskady v hipokampech fa/fa potkamnjejich
kontrol bylo provadno pomoci metody Western
blot. Priprava hipokamp je popséana v kapitole
3.5 a postup metody Western blot v kapitole 3.6.
Data jsou ptimér £ SEM. n =5-8 potkafi na
skupinu. Signifikance je * P<0,05, * P < 0,01 a
*** P < 0,001.
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4.6 Detekce proteinu tau v hipokampech fa/fa potkan U

Metodou Western blot bylo v hipokampech fa/fa paotkaa jejich kontrol
detekovano mnoZstvi proteinu tau. Ve shadvysledky prezentovanymi v kapitole 4.5
bylo prokazano, Ze snizeni fosforylace G3Kzpisobilo zvySeni fosforylace proteinu tau
na serinu 396. Ke zvySeni doslo nejen u staryda fadtkari a jejich kontrol, ale uz i u
mladych fa/fa potkaiy u kterych byla detekovana zvySend fosforylaceojanoti Stihlym
kontrolam (viz obr. 13, 14A). Dochazi-li ke snizefusforylace GSK-B8, dochazi
k aktivaci této kinasy, ktera je hlavni kinasouigpbujici abnormalni fosforylace proteinu
tau [15]. Obdobné vysledky ziskalii gvych experimentech i Kim a kol [39], Jolivat al k
[23] a E. Planel a kol. [25]. Hyperfosforylace mioiu tau vede kjeho agregaci.
Agregovany protein pak t¥b neurofibrilarni spleti vdle neurori, které jsou jednim
z hlavnich znak AN. Hyperfosforylovany agregovany protein tau udraver neni
schopen udrzovat mikrotubularni struktury akorcoz je jeho fyziologickou funkci.
Dochazi tak k neurodogenerativnim&ram v CNS.

Celkové mnoZstvi proteinu tau se vyzn&meliSi ani u starych, ani u mladych
potkari (viz obr. 13, 14B).

V dalSich studiich bude detekovana hyperfosfogyléau proteinu i na dalSich
epitopech proteinu pomoci specifickych protilatBldle bude zkouman vliv potenciélin
neuroprotektivnich latek na vyvoj neurodogenerdtkirzmeén v mozku u mySich model

inzulinové rezistence.
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A/ Tau fosforylovany na Ser396 B/ Celkovy Tau protein
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Obrazek 14 Grafy znézdujici detekci proteinu tau
Detekce proteinu tau v hipokampech fa/fa pofikanejich kontrol bylo provaého pomoci metody
Western blot. Celkovy tau proteingalstavuje celkové mnozstvi jak fosforylovaného, tak
nefosforylovaného proteinu/iprava hipokamp je popsana v kapitole 3.5 a postup metody
Westrn blot v kapitole 3.®@ata jsou pfimer + S.E.M. n = 5-8 potkai na skupinu.
Signifikance je * P<0,05, ** P < 0,01 a ** P < 0,01.
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5. ZAVER

Na burgcné linii PC12 bylprokazan toxicky ucinek Ap (25-35) Po 24 hodinové
inkubaci s toxickym 8 (25-35) byl pozorovan signifikantni poklescpo burek v médiu
jiz pti koncentraci 110° mol dmi®.

Byl prokdzanneuroprotektivni G¢inek inzulinu, leptinu, liraglutidu a antagonisty
ghrelinu [DLyS]GHRP6 na biitkach PC12 diferencovanych na neurony pomoci NGF.
Tyto latky byly inkubovany spote¢ s toxickym A3 (25-35). Po 24 hodinové inkubaci
nebyla pozorovana snizena viabilita Bkinktera byla pozorovana u btkninkubovanych
pouze se samotnympA(25-35). Neuroprotektivnidinek peptidu CART, ktery popisuje
literatura, zatim nebyl naSimi pokusy potvrzen [34]

Fa/fa potkani, jak st§ tak mladi, nili zvySenou hladinu glukosy, leptinu a
inzulinu a zvySenowltesnou hmotnost proti kontrolam, coz je ve ghediteraturou [43,
50]. U &chto potkaf byla zji¥ovana aktivitainzulinové signalni kaskadyv CNS,
piesrEji v hipokampech. Pomoci metody Western blot bylakpzana snizen&a aktivace
inzulinové kaskady u starych fa/fa potkasnizena aktivace inzulinové signéini kaskady
aktivovala ¢innost GSK-B, ktera zfisobila hyperfosforylaci proteinu tau. Ten byl
vyznamm vice fosforylovan jak u mladych, tak u staryctidadotkan. Hladina celkového
proteinu tau, fosforylovaného i nefosforylovanéhebyla vyznamé ovlivnéna.

Cile prace byly spkny, vysledky budou pouzity pro dalsi studie. Ardlattické
latky pomiZou i 1é¢bé AN.
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