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Souhrn

Poskozeni cholinergniho neurotransmiterového systému se pravidelné
objevuje u zvifecich modell Alzheimerovy choroby stejné tak jako v mozku
pacientl s timto onemocnénim. Kromé toho nékteré vysledky ukazuji, Ze aktivace
jednotlivych podtypl mAChR specificky ovliviiuje Stépeni APP, které maze probihat
amyloidogennim ¢ neamyloidogennim zplisobem a uréuje tak mnozZstvi
vytvofeného neurotoxického B-amyloidu. Ve své praci jsem studovala vliv akutniho
a dlouhodobého plsobeni ABi42 na mMAChR, které tvofi vyznamnou soucast
cholinergniho systému. Z vysledkii mé prace vyplyva, Ze APi42 dlouhodobé
pfitomny v kultivaénim médiu s rostoucimi burfikami exprimujicimi jednotlivé podtypy
mAChR negativné ovliviiuje vazebné i funkéni vlastnosti nékterych lichych podtypu
mAChR (pfedevSiim M1, méné MB3). Podobné poSkozeni funkce mAChR jsem
zaznamenala také v mozkové ke transgennich mysi APPswe/PS1dE9, které jsou
jednim z béZzné pouzivanych zvifecich modell Alzheimerovy choroby. Postizeni
muskarinové transmise se u mysiho modelu Alzheimerovy choroby objevuje b&éhem
postupného zvySovani koncentrace rozpustného B-amyloidu (zejména fragmentu
AB142), 1j. dfive nez typicka patologie nebo behavioralni poruchy, a Ize ho napodobit
in vitro plisobenim nizké koncentrace ApPi.42. Tato pozorovani podporuji pfedstavu
¢asného postizeni muskarinové transmise u Azheimerovy choroby. Mechanismus
chronického Ucinku A1.42, ktery vede k poSkozeni uvedenych lichych podtypl
mAChR, neni zcela jasny. Je vS8ak mozné, Zze se na ném podileji zmény bunécné
membrany, které maji vliv na spfahovani jednotlivych typd mAChR s pfislusnymi G-

proteiny.



Summary

Impairment of the cholinergic neurotransmission system is regularly
detected in animal models of Alzheimer’'s disease as well as in human patients
suffering from this serious disease. Moreover, there is increasing amount of
evidence suggesting that activation of individual mAChR subtypes specifically
influences the cleavage of APP, the precursor for -amyloid. APP can be processed
in an amyloidogenic or non-amyloidogenic pathway and a relative abundance of
these patways contributes to establishing the final concentration of neurotoxic -
amyloid in the brain. In this work, | have studied the acute and chronic effects of
AB142 on binding and functional characteristics of mMAChR. | have demonstrated that
AB142 present in cell culture expressing the individual subtypes of mAChR
negatively and specifically influences the function of the M1 mAChR subtype. | have
also detected a decline in muscarinic receptor-mediated signal transduction in brain
tissue of young adult APPswe/PS1dE9 mice, a commonly used animal model of
Alzheimer’s disease. Demonstration of the impairment of muscarinic transmissin in
transgenic mice by soluble B-amyloid that occurs earlier than amyloid pathology and
behavioral deficit, and its imitation by soluble AB1.42 in vitro lend strong support to
the notion of the early involvement of muscarinic transmission in pathogenesis of
Alzheimer’s disease. Mechanisms underlying the negative effects of AB142 on
mAChR are not yet clear. Some results suggest that structural changes of cell
membrane and successive changes in receptor/G-protein interaction may be

involved.



Uvod

Alzheimerova choroba je nejéastéjSim neurodegenerativnim onemocnénim
u Clovéka. Jedna se o onemocnéni nejasné etiologie, které se klinicky projevuje
progresivni demenci, tedy postupnym zhorSovanim paméti a kognitivnich funkci.
Charakteristickym post mortem patologickym nalezem, ktery jednoznacné potvrzuje
klinickou diagnézu, jsou extracelularni amyloidové plaky tvofené predevSim
bilkovinou p-amyloidem a dale intracelularni neurofibrilarni klubka tvorena
hyperfosforylovanym proteinem tau. Jak amyloidové plaky tak neurofibrilarni klubka
se nachazeji v mozkové kufe a hipokampu pacientli s Alzheimerovou chorobou.
DalSim typickym patologickym znakem Alzheimerovy choroby je ztrata neuronll a
neuronovych synapsi v mozkové kife a v hipokampu a dalSich podkorovych
oblastech mozku.

Jednou z prvnich hypotéz o pfi€inach vzniku Alzheimerovy choroby byla
cholinergni hypotéza postulujici, Ze hlavni pfi¢inou vzniku onemocnéni je
poskozeni cholinergniho systému (Bartus RT. et al., 1982). | kdyz tato hypotéza
byla od doby svého vzniku jiz mnohokrat pfehodnocena a ve své pavodni podobé
odmitnuta, zlstava faktem, Ze v pribéhu Alzheimerovy choroby pravidelné dochazi
k poskozeni riznych ¢asti cholinergniho neurotransmiterového systému. Prikaz
souvislosti zvySeni tvorby p-amyloidu s Alzheimerovou chorobou u geneticky
podminénych forem onemocnéni vedl k vypracovani amyloidové hypotézy vzniku
onemocnéni (Hardy JA. et Higgins GA., 1992). B-amyloid vznika od$tépovanim
z transmembranové bilkoviny prekursor amyloidu (APP, amyloid precursor protein).
Vystépuje se jako fragmenty o délce 39-43 aminokyselin, které maji rdznou
schopnost agregace a postupné vytvareji charakteristické amyloidové fibrily a plaky.
(AB1-42).

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda a jakym zpusobem ovliviiuje
rozpustny APi42, kitery vznikd ve zvySeném mnozstvi v mozku pacientd
s Alzheimerovou chorobou, pfenos signalu cholinergnimi muskarinovymi receptory.
Jiz dfive byly v nékterych pracech zjistény zmény funkce nékterych podtypu

muskarinovych receptord jak post mortem v mozcich pacientl s Alzheimerovou



chorobou (Tsang SW. et al., 2006), tak u dvojité a trojité transgennich mysSich
modell tohoto onemocnéni (Machova E. et al., 2008 a 2010; Medeiros R. et al.,
2011). Kromé toho nékteré vysledky ukazuji, ze B-amyloid nejen negativné
ovliviiuje funkci mAChR, ale naopak i snizena aktivace nékterych receptorovych
podtypu se podili na zvySeném uvolfiovani B-amyloidu a tim snad i na urychleni
progrese Alzheimerovy choroby (Buxbaum JD. et al., 1992; Nitsch RM. et al., 1992;
Davis AA. et al., 2010).



Hypotézy a cile prace

V soucasné dobé je k dispozici jen malo praci, které by zkoumaly vliv -
amyloidu na jednotlivé podtypy mAChR v pocatecnich stadiich onemocnéni in vivo.
Na druhou stranu Ize pocate¢ni plsobeni B-amyloidu do jisté miry napodobit v
pokusech in vitro. AZ dosud publikované prace, které se zabyvaly vlivem pB-
amyloidu na r(zné primarni bunécné kultury a bunééné linie in vitro, zpravidla
pouzivaly velmi vysokou koncentraci syntetického pB-amyloidu, ktera naprosto
neodpovida ,pfirozenym® pomeérdm v mozkové tkani.

Cilem této prace proto bylo prostudovat vazebné a funkéni vlastnosti
jednotlivych podtypl mAChR heterologné exprimovanych v burkach z ovarii
Cinského kre¢ka (Chinese hamster ovary cells, CHO buriky), které byly vystaveny

relativné nizkym (submikromolarnim) koncentracim AB1.2.

V predkladané praci jsem vychazela z nasledujicich hypotéz:

1. APB1.42 ovliviiuje funkci mAChR (pfipadné jen nékterych jejich podtypu) v
rozpustné formé, bez pfitomnosti nerozpustnych amyloidnich deposit
(plakll). Tento vliv by mél byt patrny i pfi relativné nizké koncentraci AB1.42.

2. Je mozné ocekavat diferencovany ucinek APi42 na jednotlivé podtypy
mAChR, nebot je znamo z literatury (histologické a biochemické vysledky
ziskané na mozcich pacientl post mortem), ze jednotlivé mAChR nejsou u
Alzheimerovy choroby postizeny stejné.

3. Vliv AB142 na funkci mAChR mulze byt pfimy (AB142 se vaze pfimo na
receptor) nebo nepfimy (AB142 ovliviuje napfiklad vlastnosti okolni
membrany &i dalSi molekuly vstupujici do pfimé interakce s receptorem,
jako jsou naptiklad G-proteiny).

4. Predpokladany viiv AB1.42 na mAChR se muize projevovat na Urovni vazby
(vaze se na receptor a méni vazebné vlastnosti receptoru pro agonisty,
antagonisty nebo oboji), na drovni spfahovani receptoru s G-proteiny, na

urovni aktivace G-proteini a jejich signalizacnich drah a koncentrace



druhych posli nebo se muze vliv AB142 projevovat jako kombinace vyse

uvedenych moznosti.



Material a metodika

Pokusy tvofici podklad této prace jsem provedla na CHO burkach stabilné
exprimujicich jednotlivé podtypy lidskych mAChR (M1-M5) a na transgennim mysim
kmeni APPswe/PS1dE9 plvodné pochazejicim z Johns Hopkins University,
Baltimore, MD, USA (D. Borchelt and J. Jankowsky, Dept. Pathology).

CHO burnky (laskavé poskytnuté profesorem T. |. Bonnerem z National
Institute of Mental Health, Bethesda, MD) byly péstovany v bézném médiu
doplnéném o 0,005 % geneticin a 10% fetalni teleci sérum pfi standardnich
podminkach. Pro uréeni uginku chronického pusobeni B-amyloidu byl k burfikam
druhy den po nasazeni pfidan 100 nM ABi.42 (US Peptides, Rancho Cucamonga,
CA). Konfluentni buriky byly sklizeny po péti dnech rdstu v kultufe a pro ucely
vazebnych a nékterych funkénich pokust jsem z nich pfipravila membrany (hruba
membranova frakce).

Mysi APPswe/PS1dE9 byly chovany na University of Eastern Finland
v Kuopiu (Finsko), odkud byly letecky pfemistény do Prahy a chovany pfi
standardnich podminkach. Pokusy jsem provadéla na dvou skupinach razné
starych zvifat (710 tydn( a 5-7 mésicu), z jejichz mozkové klry jsem pfipravila
membrany pro funkéni pokusy.

Pro charakteristiku vazebnych vlastnosti mAChR jsem pouzivala satura¢ni
vazebné studie s muskarinovym antagonistou [3H]-N-methylskopolaminem a
kompeti¢ni vazebné studie s agonistou karbacholem (kompetujicim se znaenym
antagonistou).

Aktivaci jednotlivych podtypd muskarinového receptoru a pfenosu signalu
pfes membranu jsem zjiStovala podle aktivace G-proteind receptorem pomoci
vazby *°S-GTPyS stimulované karbacholem. Stimulaci nitrobunéénych signalnich
drah jsem stanovovala méfenim akumulace inositolfosfatd stimulované
karbacholem a dale jako inhibici forskolinem stimulované syntézy cAMP rovnéz
vyvolanou karbacholem.

Rozsah agregace ABi.42 v zasobnim roztoku a v kultivaCnim médiu jsem

uréovala pomoci vazby thioflavinu T.



Vysledky

V prvni fadé jsem se zabyvala otazkou, zda plsobeni AB142 méni vazebné
vlastnosti jednotlivych podtypdm mAChR pro antagonistu [3H]-NMS. Akutni ani
chronické plsobeni ABi.42 signifikantné nezménilo ani afinitu pro antagonistu [>HJ-
NMS a ani pocet vazebnych mist u Zadného z podtypu.

Akutni pusobeni A1z signifikantné nezménilo Zzadny parametr vazby
agonisty karbacholu u zadného z podtypli mAChR. Na druhou stranu chronické
pusobeni, kdy 100 nM AB+.42 byl pfitomen v kultivaénim médiu béhem rlstu bunék
a naopak do reakéniho média v pribéhu vazebného pokusu jiz nebyl pfidavan,
ovlivnilo vazbu karbacholu ke dvéma lichym podtypdm (M1 a M3). Doslo
k signifikantnimu snizeni afinity vysokoafinitnich vazebnych mist pro karbachol a
zaroven ke zvySeni jejich pomérného zastoupeni u M1 receptoru (Obrazek 1), u M3
receptoru pak pouze k signifikantnimu zvySeni relativniho poctu vysokoafinitnich
vazebnych mist.

U M1 receptoru jsem nasledné provedla pokusy s chronickym plsobenim
AB1-42 v dalSich koncentracich (10 nM a 1 uM), které rovnéz statisticky vyznamné
ménily afinitu vysokoafinitniho vazebného mista, jejich vliv na pocet
vysokoafinitnich vazebnych mist vS8ak nebyl signifikantni. Naopak 100 nM
scrambled Afi42 (peptid se stejnymi aminokyselinami uspofadanymi v jiném
poradi) slouzici jako negativni kontrola signifikantné neménil zadny z parametrud
vazby karbacholu u M1 (Obrazek 2). Vazba karbacholu k M1 za kontrolnich
podminek i za chronického pusobeni ABi42 byla provedena také v pfitomnosti
nehydrolyzovatelného analogu GTP, GppNHp, ktery plsobi nevratné rozprazeni
receptoru od G-proteinu. Pfidani GppNHp do reak&éniho média vyvolalo pfeménu
vazebné kfivky o dvou vazebnych komponentdch na kfivku o jedné vazebné
komponenté a parametry vazby karbacholu se v pfitomnosti GppNHp nelisily u M1

kontrolnich a M1 vystavenych chronickému vlivu AB1.42.



M1 receptory
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Obrazek 1

Viiv pfimého a chronického plsobeni ABis; na vazbu muskarinového agonisty
karbacholu k M1 podtypu muskarinového receptoru

V grafu jsou znazornény vazebné kfivky ziskané u kontrolnich membran v nepfitomnosti
(¢erné body) nebo pfitomnosti (erné Ctverecky) AB142 @ u membran pfipravenych z bunék
vystavenych chronickému plsobeni ABs4; (bilé Ctverecky). Vysledky jsou vyjadieny jako

procento maximailni vazby [3H]-NMS v nepfitomnosti karbacholu. Body jsou primér+SEM.



M1 receptory
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Obrazek 2

Vliv chronického plsobeni riznych koncentraci ABs4, a scrambled ABis, na vazbu
muskarinového agonisty karbacholu k M1 podtypu muskarinového receptoru

V grafu je znazornéna kontrolni vazebna kfivka (€erné krouzky) a vazebné kfivky membran
vystavenym chronickému plGsobeni AB1.42 v koncentraci 10 nM (bilé ¢tverecky) nebo 1 uM (bilé
krouzky) a 100 nM AB,.4, scrambled (Cerné Etverecky). Vysledky jsou vyjadfeny jako procento

maximalni vazby [’H]-NMS v nepfitomnosti karbacholu. Body jsou primér+SEM.



Na jednotlivych podtypech mAChR (M1-M4) jsem meéfila také stimulaci
vazby 35S-GTPyS karbacholem, ktera nas informuje o spfahovani aktivovaného
receptoru s G-proteiny. V téchto pokusech jsem nezjistila zadny rozdil v Emax nebo
ECso mezi kontrolnimi membranami a membranami vystavenymi chronickému
pusobeni ABi.42. Zaroven jsem nezjistila zadny rozdil ani v bazalni vazbé (vazba
%S-GTPyS bez pfidani karbacholu) nebo celkové vazbé (vazba **S-GTPyS bez
pfidani GDP do inkubaéniho média, pfi které dojde k obsazeni vSech vazebnych
mist o-podjednotek pritomnych G-proteini) u kontrolnich membran a membran
vystavenych vlivu AB142. U vSech sledovanych podtypl vSak byl Hilliv koeficient
(sklon kfivky) mens$i nez jedna, coz znamena, Zze v daném rozsahu koncentraci
karbacholu dochazelo nejen kinterakci mezi receptorem a preferenénim G-
proteinem (Gi, u sudych a Gg1 u lichych podtypu), ale také k interakci receptoru
s nepreferencnimi G-proteiny.

Proto abych lépe odliSila aktivaci preferenénich G-proteind u lichych a
sudych podtypl mAChR, méfila jsem koncentraci pfislusnych druhych posli —
akumulaci inositolfosfatd (stimulovanou aktivaci lichych podtypu) a syntézu cAMP
(inhibovanou aktivaci sudych podtypu) v intaktnich burikach. V pFipadé inhibice
forskolinem stimulované syntézy cAMP jsem nezjistila Zadny rozdil v hodnotach Imax
ani ICsp u bunék exprimujicich M2 podtyp vystavenych chronickému plsobeni ABi.
42 a U kontrolnich bunék. Naopak v pfipadé aktivace akumulace inositolfosfatt doslo
u bunék vystavenych chronickému vlivu AB142 a exprimujicich M1 podtyp ke
snizeni Emax pfiblizné o 14 % (p < 0,01 podle t-testu). Toto sniZzeni nebylo
(klidové) akumulaci zna¢enych inositolfosfatli v nepfitomnosti agonisty, protoze tyto
hodnoty se navzajem neliSily u kontrolnich buné&k a bunék vystavenych
chronickému pasobeni AB1.2.

Jednim z moznych zpUsobu, kterym muaze ABq42 ovliviiovat vazebné a
funkéni vlastnosti jednotlivych podtypli mAChR, je zména vlastnosti bunécné
membrany, ve které jsou receptory uloZeny. V jedné sérii experimentl jsem proto
bunétné membrany a syntézu a funkci neurotransmitert (Cansev M. et Wurtman
RJ., 2007; Wang L. et al., 2007; Wurtman RJ. et al., 2006), na vazbu antagonisty



[3H]-NMS k jednotlivym podtypm mAChR a na aktivaci G-proteinii témito
receptory. U membran pfipravenych zbunék exprimujicich M1 mAChR
péstovanych v nutricné obohaceném médiu jsem zjistila vyznamné vyssi aktivaci G-
proteind jako zvySeni Emax U karbacholem stimulované vazby 35S-GTPyS, zatimco
ECso zlistala nezménéna. V pfipadé bunék exprimujicich M2 mAChR nebyla Zadna
zmeéna v expresi receptoru (Bmax vV obou skupinach bylo stejné), avSak u membran
pfipravenych z bunék rostoucich v obohaceném médiu jsem naméfila signifikantni
snizeni afinity k [3H]-NMS. Zaroven doslo ke sniZzeni maximalni aktivace G-protein(
(snizeni Emax), zatimco ECsg zUstala beze zmény.

Dale jsem zjistovala, v jaké formé je AB1.42 pfitomen v kultivacnim médiu,
ve kterém byly péstovany buriky uzivané v pfedchozich pokusech. Pokusy
s vazbou thioflavinu ukazaly (a potvrdily tak zavéry dfive ucinéné v nasi laboratofi
pomoci metody Western blot), Ze vkoncentraci bézné pouzivané v
naSich pokusech je APi42 v médiu pfitomen pfevazné ve formé rozpustnych
oligomeru (toxicka forma AB1.42) a pfitomnost polymernich fibril je zanedbatelna.

Kromé pokustd na CHO burkach jsem provedla také experimenty na
membranach pfipravenych z mozkové kiary mysi APPswe/PS1dE9, ve kterych jsem
zjistovala, zda se poskozeni aktivace mAChR projevuje az bé&hem narlstu
koncentrace rozpustného B-amyloidu v mozku mysi nebo zda je zplsobeno jiz
samotnou pfitomnosti transgenu. Méfila jsem proto vazbu 35S-GTPyS u mladych
zvifat (10 tydn() a mladych dospélych zvifat (5-6 mésicll), u kterych dochazi k
rychlému zvySovani koncentrace rozpustného B-amyloidu. U mladych dospélych
transgennich zvifat jsem zjistila signifikantni snizeni ECso v porovnani s kontrolami,
Bmax vVSak zUstala nezménéna. Naproti tomu u mladych zvifat jsem nezjistila zadny
rozdil u kontrolnich a transgennich mysi v Zzadném parametru. Bazalni a celkova
vazba 35S-GTPyS byly u dospélych mysi signifikantné nizSi nez u mladych mysi,

neliSily se v§ak mezi kontrolnimi a transgennimi zvifaty stejného véku.



Akumulace inositolfosfati zprostredkovana aktivaci M1 mAChR
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Obrazek 3

Vliv chronického plsobeni AB:4, na akumulaci inositolfosfatii stimulovanou
karbacholem v bunkach exprimujicich M1 mAChR

Akumulace inositolfosfatl stimulovana karbacholem u kontrolnich bunék exprimujicich M1
receptor (Cerné krouzky) a bunék vystavenych chronickému vlivu ABi4, (bilé krouzky) je
vyjadifena v procentech celkové inkorporované radioaktivity. U bunék vystavenych
chronickému pusobeni ABs.4 je patrné snizeni Enax. Hilldv koeficient uvedenych kfivek je ve

v8ech pfipadech roven jedné. Body jsou primér+SEM.



Diskuze

Tato dizertaéni prace je zaloZzena na vysledcich priibézné uverejnénych
v nékolika publikacich, jejichz jednoticim tématem je uUloha mAChR pfi rozvoji
Alzheimerovy choroby, pusobeni B-amyloidu na funkci mAChR a pokus o
identifikaci mechanismu, které se podileji na poSkozeni mAChR pusobenim (-
amyloidu.

V prvni ¢asti této prace (publikovano v Janickova H. et al., 2012) jsem
zjistila, Ze chronické plsobeni B-amyloidu vyvolava zmény vazebnych a funkénich
vlastnosti pouze u nékterych lichych podtypti mAChR (M1 a M3). Nositelem toxicity
je pfitom s nejvétSi pravdépodobnosti AB1.42 v rozpustné oligomerni formé, coz je
ve shodé s hypotézou, ktera je v soucasné dobé vSeobecné uznavana. Poskozeni
funkce mAChR jsem zjistila nejen u CHO bunék heterologné exprimuijicich jejich
jednotlivé podtypy, ale také v mozkové kure transgennich mysi APPswe/PS1dE9, a
to jiz v dobé, kdy se v jejich mozku teprve zacinaji objevovat prvni amyloidové plaky
(Machova E. et al., 2010) a kognitivni deficit u téchto mysi neni dosud patrny.

Mechanismus vzniku poruch vazby a funkce lichych podtypl mAChR
(zejména M1 podtypu), které vznikaji jako dusledek dlouhodobého pusobeni AB1.42,
neni zcela jasny. Nékteré vysledky vSak naznacuji, Zze se na jejich vzniku podili
zmeény ve struktufe bunééné membrany (Savelkoul PJ. et al., 2012), které mohou
napfiklad ovlivnit spfahovani jednotlivych podtypl s G-proteiny. Vysledky
publikované v praci Jakubik et al., 2011a pfitom ukazuji, Ze zpUsob spfahovani
lichych a sudych podtypu s preferenénimi a nepreferenénimi G-proteiny je do
znacné miry odliSny (viz také Abdulaev NG. et al., 2006).



AB1-42 negativné ovliviiuje vazebné a funkéni vlastnosti pouze u M1 a M3
podtypl mAChR a to pouze tehdy, pokud je v kultivacnim médiu pfitomen
dlouhodobé. AB1.42 pfitom plsobi i v relativné nizké koncentraci (100 nM).
V uvedené koncentraci a za mnou pouzivanych podminek je APi.42
v roztoku pfitomen témér vyluéné ve formé rozpustnych oligomera.
Oslabeni muskarinové transmise in vivo se u transgenniho mysiho modelu
Alzheimerovy nemoci rozviji az vdob& zvySovani koncentrace
rozpustného ABi.42, avSak zaroven dfive, nez je patrna zjevna amyloidova
patologie a behavioralni poruchy.

AB1.42 neinteraguje pfimo s receptorem; naopak se zda, Ze vliv AB142 na
receptor je zprostfedkovan ucinkem Ap+.42 na strukturu a slozeni bunééné
membrany.

Struktura a sloZzeni buné&Cné membrany, které lze ovlivnit napfiklad
pfidanim nékterych nutrinich latek do kultivatniho média, ma vliv na
funkci pfinejmensim nékterych podtypd mAChR. Je mozné, Ze ovliviiuje
také sprahovani receptoru s G-proteinem, které ma prokazatelny vliv na
vazebné vlastnosti receptoru (viz vysledky uvedené v diplomové praci a
Jakubik J. et al., 2011)
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