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Souhrn 

 

Poškození cholinergního neurotransmiterového systému se pravidelně 

objevuje u zvířecích modelů Alzheimerovy choroby stejně tak jako v mozku 

pacientů s tímto onemocněním. Kromě toho některé výsledky ukazují, že aktivace 

jednotlivých podtypů mAChR specificky ovlivňuje štěpení APP, které může probíhat 

amyloidogenním či neamyloidogenním způsobem a určuje tak množství 

vytvořeného neurotoxického -amyloidu. Ve své práci jsem studovala vliv akutního 

a dlouhodobého působení A1-42 na mAChR, které tvoří významnou součást 

cholinergního systému. Z výsledků mé práce vyplývá, že A1-42 dlouhodobě 

přítomný v kultivačním médiu s rostoucími buňkami exprimujícími jednotlivé podtypy 

mAChR negativně ovlivňuje vazebné i funkční vlastnosti některých lichých podtypů 

mAChR (především M1, méně M3). Podobné poškození funkce mAChR jsem 

zaznamenala také v mozkové kůře transgenních myší APPswe/PS1dE9, které jsou 

jedním z běžně používaných zvířecích modelů Alzheimerovy choroby. Postižení 

muskarinové transmise se u myšího modelu Alzheimerovy choroby objevuje během 

postupného zvyšování koncentrace rozpustného β-amyloidu (zejména fragmentu 

A1-42), tj. dříve než typická patologie nebo behaviorální poruchy, a lze ho napodobit 

in vitro působením nízké koncentrace  A1-42. Tato pozorování podporují představu 

časného postižení muskarinové transmise u Azheimerovy choroby. Mechanismus 

chronického účinku A1-42, který vede k poškození uvedených lichých podtypů 

mAChR, není zcela jasný. Je však možné, že se na něm podílejí změny buněčné 

membrány, které mají vliv na spřahování jednotlivých typů mAChR s příslušnými 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, I have studied the acute and chronic effects of  

A1-42 on binding and functional characteristics of mAChR. I have demonstrated that 

A1-42 present in cell culture expressing the individual subtypes of mAChR 

negatively and specifically influences the function of the M1 mAChR subtype. I 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 β-amyloid that occurs earlier than amyloid pathology and 

behavioral deficit, and its imitation by soluble A1-42 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 A1-42 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. 



Úvod 

 

Alzheimerova choroba je nejčastějším neurodegenerativním onemocněním 

u člověka. Jedná se o onemocnění nejasné etiologie, které se klinicky projevuje 

progresivní demencí, tedy postupným zhoršováním paměti a kognitivních funkcí. 

Charakteristickým post mortem patologickým nálezem, který jednoznačně potvrzuje 

klinickou diagnózu, jsou extracelulární amyloidové plaky tvořené především 

bílkovinou -amyloidem a dále intracelulární neurofibrilární klubka tvořená 

hyperfosforylovaným proteinem tau. Jak amyloidové plaky tak neurofibrilární klubka 

se nacházejí v mozkové kůře a hipokampu pacientů s Alzheimerovou chorobou. 

Dalším typickým patologickým znakem Alzheimerovy choroby je ztráta neuronů a 

neuronových synapsí v mozkové kůře a v hipokampu a dalších podkorových 

oblastech mozku. 

Jednou z prvních hypotéz o příčinách vzniku Alzheimerovy choroby byla 

cholinergní hypotéza postulující, že hlavní příčinou vzniku onemocnění je 

poškození cholinergního systému (Bartus RT. et al., 1982). I když tato hypotéza 

byla od doby svého vzniku již mnohokrát přehodnocena a ve své původní podobě 

odmítnuta, zůstává faktem, že v průběhu Alzheimerovy choroby pravidelně dochází 

k poškození různých částí cholinergního neurotransmiterového systému. Průkaz 

souvislosti zvýšení tvorby -amyloidu s Alzheimerovou chorobou u geneticky 

podmíněných forem onemocnění vedl k vypracování amyloidové hypotézy vzniku 

onemocnění (Hardy JA. et Higgins GA., 1992). β-amyloid vzniká odštěpováním 

z transmembránové bílkoviny prekursor amyloidu (APP, amyloid precursor protein). 

Vyštěpuje se jako fragmenty o délce 39-43 aminokyselin, které mají různou 

schopnost agregace a postupně vytvářejí charakteristické amyloidové fibrily a plaky. 

Nejtoxičtějším je fragment o délce 42 aminokyselin, označovaný jako amyloid-β1-42 

(A1-42).  

Hlavním cílem této práce bylo zjistit, zda a jakým způsobem ovlivňuje 

rozpustný A1-42, který vzniká ve zvýšeném množství v mozku pacientů 

s Alzheimerovou chorobou, přenos signálu cholinergními muskarinovými receptory.  

Již dříve byly v některých pracech zjištěny změny funkce některých podtypů 

muskarinových receptorů jak post mortem v mozcích pacientů s Alzheimerovou 



chorobou (Tsang SW. et al., 2006), tak u dvojitě a trojitě transgenních myších 

modelů tohoto onemocnění (Machová E. et al., 2008 a 2010; Medeiros R. et al., 

2011). Kromě toho některé výsledky ukazují, že -amyloid nejen negativně 

ovlivňuje funkci mAChR, ale naopak i snížená aktivace některých receptorových 

podtypů se podílí na zvýšeném uvolňování -amyloidu a tím snad i na urychlení 

progrese Alzheimerovy choroby (Buxbaum JD. et al., 1992; Nitsch RM. et al., 1992; 

Davis AA. et al., 2010).  

 



Hypotézy a cíle práce 

 

V současné době je k dispozici jen málo prací, které by zkoumaly vliv -

amyloidu na jednotlivé podtypy mAChR v  počátečních stádiích onemocnění in vivo. 

Na druhou stranu lze počáteční působení -amyloidu do jisté míry napodobit v 

pokusech in vitro. Až dosud publikované práce, které se zabývaly vlivem -

amyloidu na různé primární buněčné kultury a buněčné linie in vitro, zpravidla 

používaly velmi vysokou koncentraci syntetického -amyloidu, která naprosto 

neodpovídá „přirozeným“ poměrům v mozkové tkáni.  

Cílem této práce proto bylo prostudovat vazebné a funkční vlastnosti 

jednotlivých podtypů mAChR heterologně exprimovaných v buňkách z ovarií 

čínského křečka (Chinese hamster ovary cells, CHO buňky), které byly vystaveny 

relativně nízkým (submikromolárním) koncentracím A1-42. 

  

V předkládané práci jsem vycházela z následujících hypotéz:  

1. A1-42 ovlivňuje funkci mAChR (případně jen některých jejich podtypů) v 

rozpustné formě, bez přítomnosti nerozpustných amyloidních deposit 

(plaků). Tento vliv by měl být patrný i při relativně nízké koncentraci A1-42.  

2. Je možné očekávat diferencovaný účinek A1-42 na jednotlivé podtypy 

mAChR, neboť je známo z literatury (histologické a biochemické výsledky 

získané na mozcích pacientů post mortem), že jednotlivé mAChR nejsou u 

Alzheimerovy choroby postiženy stejně.  

3. Vliv A1-42 na funkci mAChR může být přímý (A1-42 se váže přímo na 

receptor) nebo nepřímý (A1-42 ovlivňuje například vlastnosti okolní 

membrány či další molekuly vstupující do přímé interakce s receptorem, 

jako jsou například G-proteiny). 

4. Předpokládaný vliv A1-42 na mAChR se může projevovat na úrovni vazby 

(váže se na receptor a mění vazebné vlastnosti receptoru pro agonisty, 

antagonisty nebo obojí), na úrovni spřahování receptoru s G-proteiny, na 

úrovni aktivace G-proteinů a jejich signalizačních drah a koncentrace 



druhých poslů nebo se může vliv A1-42 projevovat jako kombinace výše 

uvedených možností. 

 

 

 

 



Materiál a metodika 

 

Pokusy tvořící podklad této práce jsem provedla na CHO buňkách stabilně 

exprimujících jednotlivé podtypy lidských mAChR (M1-M5) a na transgenním myšim 

kmeni APPswe/PS1dE9 původně pocházejícím z Johns Hopkins University, 

Baltimore, MD, USA (D. Borchelt and J. Jankowsky, Dept. Pathology).  

  CHO buňky (laskavě poskytnuté profesorem T. I. Bonnerem z National 

Institute of Mental Health, Bethesda, MD) byly pěstovány v běžném médiu 

doplněném o 0,005 % geneticin a 10% fetální telecí sérum při standardních 

podmínkách. Pro určení účinku chronického působení -amyloidu byl k buňkám 

druhý den po nasazení přidán 100 nM A1-42 (US Peptides, Rancho Cucamonga, 

CA). Konfluentní buňky byly sklízeny po pěti dnech růstu v kultuře a pro účely 

vazebných a některých funkčních pokusů jsem z nich připravila membrány (hrubá 

membránová frakce). 

Myši APPswe/PS1dE9 byly chovány na University of Eastern Finland 

v Kuopiu (Finsko), odkud byly letecky přemístěny do Prahy a chovány při 

standardních podmínkách. Pokusy jsem prováděla na dvou skupinách různě 

starých zvířat (7–10 týdnů a 5–7 měsíců), z jejichž mozkové kůry jsem připravila 

membrány pro funkční pokusy.  

Pro charakteristiku vazebných vlastností mAChR jsem používala saturační 

vazebné studie s muskarinovým antagonistou [3H]-N-methylskopolaminem a 

kompetiční vazebné studie s agonistou karbacholem (kompetujícím se značeným 

antagonistou).  

Aktivaci jednotlivých podtypů muskarinového receptoru a přenosu signálu 

přes membránu jsem zjišťovala podle aktivace G-proteinů receptorem pomocí 

vazby 35S-GTPS stimulované karbacholem. Stimulaci nitrobuněčných signálních 

drah jsem stanovovala měřením akumulace inositolfosfátů stimulované 

karbacholem a dále jako inhibici forskolinem stimulované syntézy cAMP rovněž 

vyvolanou karbacholem. 

Rozsah agregace A1-42 v zásobním roztoku a v kultivačním médiu jsem 

určovala pomocí vazby thioflavinu T.           



Výsledky 

 

V první řadě jsem se zabývala otázkou, zda působení A1-42 mění vazebné 

vlastnosti jednotlivých podtypům mAChR pro antagonistu [3H]-NMS. Akutní ani 

chronické působení A1-42 signifikantně nezměnilo ani afinitu pro antagonistu [3H]-

NMS a ani počet vazebných míst u žádného z podtypů.  

Akutní působení A1-42 signifikantně nezměnilo žádný parametr vazby 

agonisty karbacholu u žádného z podtypů mAChR. Na druhou stranu chronické 

působení, kdy 100 nM A1-42  byl přítomen v kultivačním médiu během růstu buněk 

a naopak do reakčního média  v průběhu vazebného pokusu již nebyl přidáván, 

ovlivnilo vazbu karbacholu ke dvěma lichým podtypům (M1 a M3). Došlo 

k signifikantnímu snížení afinity vysokoafinitních vazebných míst pro karbachol a 

zároveň ke zvýšení jejich poměrného zastoupení u M1 receptoru (Obrázek 1), u M3 

receptoru pak pouze k signifikantnímu zvýšení relativního počtu vysokoafinitních 

vazebných míst.  

U M1 receptoru jsem následně provedla pokusy s chronickým působením 

A1-42 v dalších koncentracích (10 nM a 1 M), které rovněž statisticky významně 

měnily afinitu vysokoafinitního vazebného místa, jejich vliv na počet 

vysokoafinitních vazebných míst však nebyl signifikantní. Naopak 100 nM 

scrambled A1-42 (peptid se stejnými aminokyselinami uspořádanými v jiném 

pořadí) sloužící jako negativní kontrola signifikantně neměnil žádný z parametrů 

vazby karbacholu u M1 (Obrázek 2). Vazba karbacholu k M1 za kontrolních 

podmínek i za chronického působení A1-42 byla provedena také v přítomnosti 

nehydrolyzovatelného analogu GTP, GppNHp, který působí nevratné rozpřažení 

receptoru od G-proteinu. Přidání GppNHp do reakčního média vyvolalo přeměnu 

vazebné křivky o dvou vazebných komponentách na křivku o jedné vazebné 

komponentě a parametry vazby karbacholu se v přítomnosti GppNHp nelišily u M1 

kontrolních a M1 vystavených chronickému vlivu A1-42. 
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Obrázek 1 

Vliv přímého a chronického působení A1-42  na vazbu muskarinového agonisty 

karbacholu k M1 podtypu muskarinového receptoru 

V grafu jsou znázorněny vazebné křivky získané u kontrolních membrán v nepřítomnosti 

(černé body) nebo přítomnosti (černé čtverečky) A1-42 a u membrán připravených z buněk 

vystavených chronickému působení A1-42 (bílé čtverečky). Výsledky jsou vyjádřeny jako 

procento maximální vazby [3H]-NMS  v nepřítomnosti karbacholu. Body jsou průměrSEM.  
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Obrázek 2 

Vliv chronického působení různých koncentrací A1-42 a scrambled A1-42 na vazbu 

muskarinového agonisty karbacholu k M1 podtypu muskarinového receptoru 

V grafu je znázorněna kontrolní vazebná křivka (černé kroužky) a vazebné křivky membrán 

vystaveným chronickému působení A1-42 v koncentraci 10 nM (bílé čtverečky) nebo 1 M (bílé 

kroužky) a 100 nM A1-42 scrambled (černé čtverečky). Výsledky jsou vyjádřeny jako procento 

maximální vazby [3H]-NMS  v nepřítomnosti karbacholu. Body jsou průměrSEM.  

 



Na jednotlivých podtypech mAChR (M1-M4) jsem měřila také stimulaci 

vazby 35S-GTPS karbacholem, která nás informuje o spřahování aktivovaného 

receptoru s G-proteiny. V těchto pokusech jsem nezjistila žádný rozdíl v Emax nebo 

EC50 mezi kontrolními membránami a membránami vystavenými chronickému 

působení A1-42. Zároveň jsem nezjistila žádný rozdíl ani v bazální vazbě (vazba 
35S-GTPS bez přidání karbacholu) nebo celkové vazbě (vazba 35S-GTPS bez 

přidání GDP do inkubačního média, při které dojde k obsazení všech vazebných 

míst -podjednotek přítomných G-proteinů) u kontrolních membrán a membrán 

vystavených vlivu A1-42. U všech sledovaných podtypů však byl Hillův koeficient 

(sklon křivky) menší než jedna, což znamená, že v daném rozsahu koncentrací 

karbacholu docházelo nejen k interakci mezi receptorem a preferenčním G-

proteinem (Gi/o u sudých a Gq/11 u lichých podtypů), ale také k interakci receptoru 

s nepreferenčními G-proteiny. 

Proto abych lépe odlišila aktivaci preferenčních G-proteinů u lichých a 

sudých podtypů mAChR, měřila jsem koncentraci příslušných druhých poslů – 

akumulaci inositolfosfátů (stimulovanou aktivací lichých podtypů) a  syntézu cAMP 

(inhibovanou aktivací sudých podtypů) v intaktních buňkách. V případě inhibice 

forskolinem stimulované syntézy cAMP jsem nezjistila žádný rozdíl v hodnotách Imax 

ani IC50 u buněk exprimujících M2 podtyp vystavených chronickému působení A1-

42 a u kontrolních buněk. Naopak v případě aktivace akumulace inositolfosfátů došlo 

u buněk vystavených chronickému vlivu A1-42  a exprimujících M1 podtyp ke 

snížení Emax přibližně o 14 % (p < 0,01 podle t-testu). Toto snížení nebylo 

způsobené nižší inkorporací 3H-myoinositolu do membrán ani rozdílem v bazální 

(klidové) akumulaci značených inositolfosfátů v nepřítomnosti agonisty, protože tyto 

hodnoty se navzájem nelišily u kontrolních buněk a buněk vystavených 

chronickému působení A1-42. 

Jedním z možných způsobů, kterým může A1-42 ovlivňovat vazebné a 

funkční vlastnosti jednotlivých podtypů mAChR, je změna vlastností buněčné 

membrány, ve které jsou receptory uloženy. V jedné sérii experimentů jsem proto 

testovala vliv nutričních látek, které podle dřívějších poznatků ovlivňují složení 

buněčné membrány a syntézu a funkci neurotransmiterů (Cansev M. et Wurtman 

RJ., 2007; Wang L. et al., 2007; Wurtman RJ. et al., 2006), na vazbu antagonisty 



3H-NMS k jednotlivým podtypům mAChR a na aktivaci G-proteinů těmito 

receptory. U membrán připravených z buněk exprimujících M1 mAChR 

pěstovaných v nutričně obohaceném médiu jsem zjistila významně vyšší aktivaci G-

proteinů jako zvýšení Emax u karbacholem stimulované vazby 35S-GTPS, zatímco 

EC50 zůstala nezměněna. V případě buněk exprimujících M2 mAChR nebyla žádná 

změna v expresi receptoru (Bmax v obou skupinách bylo stejné), avšak u membrán 

připravených z buněk rostoucích v obohaceném médiu jsem naměřila signifikantní 

snížení afinity k 3H-NMS. Zároveň došlo ke snížení maximální aktivace G-proteinů 

(snížení Emax), zatímco EC50 zůstala beze změny. 

Dále  jsem zjišťovala, v jaké formě je A1-42 přítomen v kultivačním médiu, 

ve kterém byly pěstovány buňky užívané v předchozích pokusech. Pokusy 

s vazbou thioflavinu ukázaly (a potvrdily tak závěry dříve učiněné v naší laboratoři 

pomocí metody Western blot), že v koncentraci běžně používané v 

našich pokusech je A1-42 v médiu přítomen převážně ve formě rozpustných 

oligomerů (toxická forma A1-42) a přítomnost polymerních fibril je zanedbatelná.  

Kromě pokusů na CHO buňkách jsem provedla také experimenty na 

membránách připravených z mozkové kůry myší APPswe/PS1dE9, ve kterých jsem 

zjišťovala, zda se poškození aktivace mAChR projevuje až během nárůstu 

koncentrace rozpustného -amyloidu v mozku myší nebo zda je způsobeno již 

samotnou přítomností transgenu. Měřila jsem proto vazbu 35S-GTPS u mladých 

zvířat (10 týdnů) a mladých dospělých zvířat (5-6 měsíců), u kterých dochází k 

rychlému zvyšování koncentrace rozpustného -amyloidu. U mladých dospělých 

transgenních zvířat jsem zjistila signifikantní snížení EC50 v porovnání s kontrolami, 

Bmax však zůstala nezměněná. Naproti tomu u mladých zvířat jsem nezjistila žádný 

rozdíl u kontrolních a transgenních myší v žádném parametru. Bazální a celková 

vazba 35S-GTPS byly u dospělých myší signifikantně nižší než u mladých myší, 

nelišily se však mezi kontrolními a transgenními zvířaty stejného věku.  
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Obrázek 3 

Vliv chronického působení Aβ1-42 na akumulaci inositolfosfátů stimulovanou 

karbacholem v buňkách exprimujících M1 mAChR  

Akumulace inositolfosfátů stimulovaná karbacholem u kontrolních buněk exprimujících M1 

receptor (černé kroužky) a buněk vystavených chronickému vlivu A1-42 (bílé kroužky) je 

vyjádřena v procentech celkové inkorporované radioaktivity. U buněk vystavených 

chronickému působení A1-42 je patrné snížení Emax. Hillův koeficient uvedených křivek je ve 

všech případech roven jedné. Body jsou průměrSEM.  



Diskuze 

 

Tato dizertační práce je založena na výsledcích průběžně uveřejněných 

v několika publikacích, jejichž jednotícím tématem je úloha mAChR při rozvoji 

Alzheimerovy choroby, působení -amyloidu na funkci mAChR a pokus o 

identifikaci mechanismů, které se podílejí na poškození mAChR působením -

amyloidu.  

V první části této práce (publikováno v Janickova H. et al., 2012) jsem 

zjistila, že chronické působení -amyloidu vyvolává změny vazebných a funkčních 

vlastností pouze u některých lichých podtypů mAChR (M1 a M3). Nositelem toxicity 

je přitom s největší pravděpodobností A1-42 v rozpustné oligomerní formě, což je 

ve shodě s hypotézou, která je v současné době všeobecně uznávána. Poškození 

funkce mAChR jsem zjistila nejen u CHO buněk heterologně exprimujících jejich 

jednotlivé podtypy, ale také v mozkové kůře transgenních myší APPswe/PS1dE9, a 

to již v době, kdy se v jejich mozku teprve začínají objevovat první amyloidové plaky 

(Machová E. et al., 2010) a kognitivní deficit u těchto myší není dosud patrný.  

Mechanismus vzniku poruch vazby a funkce lichých podtypů mAChR 

(zejména M1 podtypu), které vznikají jako důsledek dlouhodobého působení A1-42, 

není zcela jasný. Některé výsledky však naznačují, že se na jejich vzniku podílí 

změny ve struktuře buněčné membrány (Savelkoul PJ. et al., 2012), které mohou 

například ovlivnit spřahování jednotlivých podtypů s G-proteiny. Výsledky 

publikované v práci Jakubík et al., 2011a přitom ukazují, že způsob spřahování 

lichých a sudých podtypů s preferenčními a nepreferenčními G-proteiny je do 

značné míry odlišný (viz také Abdulaev NG.  et al., 2006). 

 



Závěry 

 

1. A1-42 negativně ovlivňuje vazebné a funkční vlastnosti pouze u M1 a M3 

podtypů mAChR a to pouze tehdy, pokud je v kultivačním médiu přítomen 

dlouhodobě. A1-42 přitom působí i v relativně nízké koncentraci (100 nM). 

2. V uvedené koncentraci a za mnou používaných podmínek je A1-42  

v roztoku přítomen téměř výlučně ve formě rozpustných oligomerů. 

3. Oslabení muskarinové transmise in vivo se u transgenního myšího modelu 

Alzheimerovy nemoci rozvíjí až v době zvyšování koncentrace 

rozpustného A1-42, avšak zároveň dříve, než je patrná zjevná amyloidová 

patologie a behaviorální poruchy.     

4. A1-42 neinteraguje přímo s receptorem; naopak se zdá, že vliv A1-42 na 

receptor je zprostředkován účinkem A1-42 na strukturu a složení buněčné 

membrány. 

5. Struktura a složení buněčné membrány, které lze ovlivnit například 

přidáním některých nutričních látek do kultivačního média, má vliv na 

funkci přinejmenším některých podtypů mAChR. Je možné, že ovlivňuje 

také spřahování receptoru s G-proteinem, které má prokazatelný vliv na 

vazebné vlastnosti receptoru (viz výsledky uvedené v diplomové práci a 

Jakubik J. et al., 2011)   
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