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Abstrakt

Celd tfada neurodegenerativnich chorob, jako je Parkinsonova a Alzheimerova
choroba, zahrnuje poskozeni cholinergnich neuront. Studium téchto onemocnéni je
vazano na zvifeci a bunécné modely. In vitro modely disponuji celou fadou vyhod,
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vitro model cholinergnich neuroni odvozenych od glioblastomové linie U-87MG,
optimalizovat na tomto modelu skopolaminem indukovanou toxicitu a testovat
neuroprotektivitu vybranych latek. VSe v porovnani Sjiz zavedenym modelem
cholinergnich neurond, bunéénou linii SH-SY5Y diferenciovanou pomoci all-trans
kyseliny retinové. K diferenciaci linie U-87MG na cholinergni fenotyp slouzi butyrat
sodny.

Experimentalni Cast prace se zabyva validaci diferenciace na cholinergni
fenotyp pomoci: snimani zmén morfologie bunék (pfed a po diferenciaci), Western
blot analyzy a imunofluorescenéniho barveni vybranych proteini (muskarinové
receptory, neurofilament-M, synapticky vezikularni protein a dal$i) ve spojeni
s fluorescenéni a konfokalni mikroskopii. Nasledné¢ byla provedena optimalizace
kultivace, nasady a diferenciace bun¢k, vcetné koncentrace pouZzitého diferencia¢niho
¢inidla. Dale se prace zabyva optimalizaci in vitro modelu skopolaminem indukované
degenerace, v ramci niz byla testovana vhodna koncentrace skopolaminu, na kterou
navazalo testovani neuroprotektivni latek z fad modulatorti cholinergniho systému
jako napf. inhibitor cholinesterdz galantamin, donepezil ¢i rivastigmin. Klicovym
aspektem bylo urceni mechanismu bunécéné smrti indukované skopolaminem obou
linii pomoci ¢inidel stanovujicich buné¢nou smrt, apoptozu a autofagii.
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1 Uvod

Existuje cela fada onemocnéni, pfi nichz jsou zasazeny cholinergni neurony. Mezi
takovato onemocnéni nalezi nékteré autoimunitni choroby, onemocnéni dychacich cest,
epilepsie, ale také neurodegenerativni choroby, jako je Alzheimerova choroba (AD),
Parkinsonova choroba (PD) nebo naptiklad amyotroficka lateralni skleréza (ALS)
(Jordan et al., 2008; Schliebs e al., 2011; Undem et al., 2014). Pro pochopeni téchto
onemocnéni, stejné¢ jako pro moznost testovani novych 1é¢iv, jsou zapotitebi vhodné
modely pro studium. Castym nastrojem ke studiu cholinergnich neuronii jsou zviteci
modely, které jsou nejen eticky kontroverzni, ale také mnohdy Spatné reflektuji lidskou
fyziologii a jsou rovnéz financné nakladné. Vysokou finanéni zatézi disponuji také
primérni cholinergni neurony. Jejich ziskavani je dale pracné a jedna se 0 plné zralé
neurony bez schopnosti proliferace (Gordon et al., 2013). Proliferaci si zachovavaji
primarni Kmenové buriky, jenz je nasledné mozné diferenciovat na zraly fenotyp.
| vtomto piipadé ovSem jde o nakladny proces, ktery je navic komplikovany a
diferenciace je neziidka kdy zdlouhava (Lopes et al., 2017; Weinert et al., 2015).
Oblibenymi bunéénymi modely jsou sekundarni bunééné linie odvozené z nadorovych
bunck. Ty si schopnost proliferace zachovavaji, jejich ziskdvani neni slozité¢ a proces
diferenciace je mnohdy jednokrokovy. V sou¢asné dob¢ jsou pro studium cholinergnich
neuronl z fad sekundarnich bunéénych linii vyuzivany linie SH-SY5Y, NT2 a PC12.
Vybér je tedy pomérné omezeny a kazda ma mimo své klady také negativa. Proto jsou
zapottebi dalsi linie, které by se daly vyuzit pro studium cholinergnich neurond. Linie
U-87MG byla odvozena od lidského glioblastomu a dle Liu, Xia et al., 2019 je mozno
tuto lini diferenciovat pomoci butyratu sodného (NaB) na cholinergni fenotyp.

Linie U-87MG a jeji diferenciace na cholinergni fenotyp je ustfednim motivem
této prace, jeji cile byly stanoveny nasledovné. Prvni ¢ast obsahuje validaci diferenciace
na cholinergni fenotyp pomoci tfi metod, a sice pozorovani zmén morfologie, analyzu
Western blot s naslednou imunodetekci vybranych proteini a imunofluorescenéni
analyzu vybranych proteini. Nasleduje optimalizace modelu, ktera si kladla za cil
zavedeni modelu linie U-87MG diferenciovanych pomoci NaB. Optimalizace se tyka
nasady bunék, diferenciace a vybéru vhodné koncentrace toxinu skopolaminu (SCOP),
ktery byl vybran pro indukci degenerace. V prubéhu prace byl pfidan dalsi cil, kterym je
zjiSténi mechanismu bunééné smrti indukované SCOP. Posledni ¢ast prace je vénovana

testovani neuroprotektivni aktivity vybranych latek.
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2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Onemocnéni spojena s poSkozenim cholinergnich neuront

Narustajici primérna délka zivota, Spatna zivotosprava i snizujici se kvalita zivotniho
prostiedi jsou vSe ¢initelé, Ktefi piispivaji k pribyvajici prevalenci neurodegenerativnich
onemocnéni. V mnohych ptipadech je poskozeni cholinergnich neuronii soucasti jejich
patologie. Pfi procesu starnuti dochdzi k postupné ztraté cholinergni funkce, ktera je
zpusobena dendritickou, synaptickou a axonalni degeneraci a rovnéz snizenim trofické
podpory. Vsechny tyto vySe uvedené faktory poté mohou vést k poklesu genové
exprese, poruchdm intracelularni signalizace a cytoskeletalniho transportu a
zprostiedkovat tak atrofii cholinergnich bun¢k, coz ve vysledku vede k funkénimu
poklesu mozku vcetné kognitivnich poruch (napiiklad poruchy paméti nebo uceni).
K nemocem spojenych s kognitivnimi deficity fadime PD, progresivni supranuklearni
obrnu, Korsakoffiiv syndrom, Downtim syndrom nebo také AD (Schliebs et al., 2011).
Cholinergni neurony nalezneme napfii¢ celou centralni nervovou soustavou (CNS),
nachazeji se zde vsak tii hlavni centra cholinergnich projekci. Bazalni neurony pfedniho
mozku poskytuji cholinergni projekce do mozkové kiry, centrum mozkového kmene do
thalamu a mozecku, a nakonec jsou zde vlakna striata a michy (de Lacalle et al., 1993;
Mesulam et al., 1988; Heckers et al., 1992). Cholinergni neurony hraji klicovou ulohu
v procesech uceni a paméti (Niewiadomska et al.,, 2011; Schliebs et al., 2011).
Cholinergnim neuronim slouzi jako pfimy neurotransmiter acetylcholin (ACh) a od
jinych typu neuronovych bunék se lisi tim, Ze acetyl-CoA vyuzivaji nejen k produkci
energie, ale také k syntéze ACh (Drachman, Leavitt, 1974). Neurotransmiter ACh hraje
zasadni roli ve strukturalni a funk¢ni remodelaci Kortikalnich okruhd navazovanim
synaptickych  kontakt v sitich bun€k, které pozd&ji Vv dospélosti prispivaji
ke komplexnim kognitivnim funkcim (Schliebs et al., 2011). Je ve znacné mife
distribuovan v celé nervové soustavé, kde hraje nezbytnou ulohu ve vyvoji mozkové
kary, spankovém cyklu, fizeni krevniho pratoku, procesu uceni a také paméti
(Niewiadomska et al., 2011). Na paméti a kognitivnich funkcich se cholinergni neurony
spolu s ACh podili tim, ze zvySuji pfivod informaci do CNS, synapsi a udrzovani
novych informaci tam, kde je pamét v mozku zakodovana (Drachman, Leavitt, 1974).
Cholinergni drahy mozku se ucastni rovnéz regulace pritoku krve mozkovou ktirou.
Heterogenni muskarinové acetylcholinové receptory (mAChR) byly nalezeny také

Vv kortikalnich mikrocévach, o kterych se vedou diskuse, zda zprostiedkovavaji dilataci
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cév zavislou na oxidu dusnatém (Schliebs et al., 2011).

Jak jiz bylo uvedeno, mnoho neurodegenerativnich onemocnéni zahrnuje ve své
patologii poskozeni cholinergnich neuronti. Mezi takovato onemocnéni fadime AD,
ALS, PD, progresivni supranuklearni obrnu, Jacob-Creutzfeldovu chorobu a dalsi
(Jordan et al., 2008; Schliebs e al., 2011). Pti patologickém starnuti, jako je naptiklad
AD, dochazi k rychlému poklesu poc¢tu bun¢k (Schliebs et al., 2011). U pokrocilych
stadii AD je zjevna zejména ztrata cholinergni inervace v mozkové kure, predevsim ve
spankovych lalocich. P¥i AD byla zjisténa ztrata az 55 % kortikalnich cholinergnich
neuront (Geula et al., 1996). Rovnéz byly prokazany poklesy cholinergnich markert
jako je cholinacetyltransferaza (ChAT), acetylcholinesteraza (AChE) i ACh (Schliebs et
al., 2011). Cholinergni dysfunkce je nepopiratelné multifaktorialni proces, na kterém se
ovSem prokazatelné u AD podili ukladani beta-amyloidu v hipokampu a bazalnim
cholinergnim systému piedniho mozku. Ukladani beta-amyloidu je jednim z hlavnich
histopatologickych znakd AD. Ve vysledku vede k cholinergni insuficienci a ztraté
synapsi. Akumulace beta-amyloidu funguje defacto jako neurotoxin, ktery vede
Kk indukci smrti neuront.. Beta-amyloid totiz pifimo indukuje k apoptoze skrze zvysené
hladiny intracelularniho vapniku, reaktivni formy kysliku (ROS) a abnormalni
nadmérné fosforylace tau (Huh et al., 2014). Jendou ze studovanych hypotéz je, ze beta-
amyloidni plaky indukuji neurodegenerativni zmény na cholinergnich zakoncenich.
Neni v8ak jasné, zda ztrata a degenerace cholinergnich zakonéeni jsou primarni nebo
sekundarni v souvislosti s patologii beta-amyloidnich plakt. Také deformované
intracelularni fibrily jsou jednim z charakteristickych znaki AD a predstavuji
intracelularni inkluze tvofené agregaty hyperfosforylovaného proteinu tau asociovaného
s mikrotubuly a mohou se podilet na degradaci cholinergnich neuront (Schliebs et al.,
2011).

Cholinergni poskozeni bylo ve zna¢né mife zaznamenéano také u PD. Jednd se
0 multisystémové  neurodegenerativni  onemocnéni  charakteristické  ztratou
dopaminergnich neuronti v oblasti Substantia Nigra stfedniho mozku a ukladanim
Lewyho télisek v mozkovém kmeni. Neuropatologické studie ukazuji, ze az 50 %
cholinergnich neuronti pii PD degeneruje (Miiller et al., 2013). Vznik Lewyho télisek je
asociovan praveé v centrech cholinergnich neuront (Pasquini et al., 2021). Cholinergni
denervace se poté podili na mnohych symptomech PD, motorickych i nemotorickych.
Zde mizeme uvést napiiklad kognitivni poruchy, deprese, ztrata ¢ichu, poruchy spanku,

posturalni nestabilitu nebo také poruchy chiize (Miiller et al., 2013). Studie ukazuji, Ze
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cholinergni dysfunkce mé vliv pfedev§im na poruchy chtize, a to jiz pfi ranych stadiich
tohoto onemocnéni. U PD byla rovnéz zaznamenana snizena aktivita AChE (Rochester
etal., 2012).

U ALS, fatalniho progresivniho neurodegenerativniho onemocnéni motorickych
neuront, je cholinergni poskozeni spojovano s pozdnimi stadii tohoto onemocnéni
(Casas et al., 2013).

Bohuzel stale platnym faktem je, Ze na tato onemocnéni Casto mame pouze
symptomatickou 1é¢bu, kterd pokryva pouze potlaceni ptiznakd choroby, nikoliv
samotnou lécbu (Jordan et al., 2008). Pro pochopeni charakteru téchto onemocnéni,
stejné jako pro nalezeni vhodnych 1éCiv, jsou zapotiebi vhodné modely pro studium,

které budou dobte odrazet potfebné patologie a spliiovat kritéria pro vyzkum.

2.2 Bunécné modely pro studium cholinergnich neuroni
Pro spravné pochopeni fungovani nejriznéj$ich onemocnéni, stejné jako pro testovani

potencialnich 1éCiv je dulezité mit k dispozici vhodné modely. Onemocnéni souvisejici
s cholinergnim poskozenim jsou ¢asto studovana na zvifecich modelech, které mnohdy
Spatn¢ reflektuji patogeneze u lidi a zaroven jsou zatizena etickou a financni
problematikou, stejné jako narocnou manipulaci. Pouze velice malo modela in vitro
poskytuje vhodné cholinergni neurony (Liu, Xia et al., 2019). Ziskani neuronu je proces
dosti komplikovany a zaroven je jejich kultivace naro¢na. Zralé neurony totiZz nemaji
schopnost proliferace, a proto je jejich pocet omezeny a tento zpisob testovani se tak
stava také finan¢né naroénym. Primarni bunééné kultury jsou také vice zatizeny etickym
problémem stran jejich ziskavani v navaznosti na péci a nakladani se zvifaty a lidskymi
tkanémi oproti odvozenym bunéénym kulturam. Primarni bunééné linie ovSem stale
disponuji tou vyhodou, Ze 1épe odrazeji vlastnosti neuronovych bunék, jelikoz nemaji
rakovinny ptvod a s tim spojené zmény v ramci genomu, které se odrazeni v proliferaci,
citlivosti na signalni molekuly a dalsi rysy charakteristické pro nadorové buiky. Rovnéz
nemizeme opomenout fakt, ze jejich ziskavani z tkani je obtizné. Tkané jsou tvofené
odlisnymi typy bungk, které je pfi ziskavani primarnich kultur potieba od sebe odlisit,
naptiklad pomoci markerd, kterymi mohou byt kuptikladu specifické protilatky.
U neurondlnich primarnich kultur je zapotfebi od sebe odlisit zejména astrocyty a
oligodendrocyty (Gordon et al., 2013).

Tento problém fesi sekundarni bunééné linie odvozené z neurondlnich nadord,
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které si schopnost proliferace zachovavaji. Na zivném médiu pak tyto buiiky mohou byt
snadno kultivovany s minimalni variabilitou mezi jednotlivymi pasazemi. Je ovSem
tfeba mit stale na paméti, ze konstantni proliferace zaroven vytvaii selekcni tlak, ktery
muze vést az k upiednostnéni populace s genetickou mutaci vedouci k odlisSnym
fyziologickym rysim oproti tém, ze kterych byly odvozeny. Nespornou vyhodou na
druhou stranu ziistava moznost jejich diferenciace na vice fenotypti pomoci riznych
diferencia¢nich c¢inidel (Gordon et al., 2013). Jako piiklad zde miZeme uvést
diferenciaci bunééné linic SH-SY5Y, ktera je provadéna za Gc¢elem ziskani neuronovych
vlastnosti pomoci all-trans kyseliny retinové (ATRA) nebo napiiklad pomoci od mozku
odvozeného neurotrofického faktoru (BDNF). Podrobngji se touto problematikou
zabyvaji kapitoly nize (Lopes et al., 2017). Proces diferenciace pro ziskani
charakteristického fenotypu z primarni kultury je mnohem sofistikovanéj$i nez proces
ptes proliferujici bunécné linie (Liu, Xia et al., 2019). Ve srovnani s primarnimi
bunéénymi kulturami, diferenciace bunétné linie vyZzaduje méné cCasu, inkubacni
podminky a manipulace jsou snadné a obvykle je zapotiebi jen jeden typ induktoru pro
navozeni diferenciace. Proces ziskani primarnich kultur je pracny a vzhledem
k mnohakrokovym postupim také ¢asoveé naro¢ny. Pro preziti a naslednou diferenciace
primarnich kultur jsou klicové pocatecni hodiny, kdy jsou bunky po jejich extrakci
Z mozku embryi laboratornich zvifat pteneseny do zivného média. Je zapotiebi pracovat
vysoce Setrné. Diferenciace bunéénych linii trva obvykle dva az deset dni, u primarnich
kultur se mtze jednat i o tydny (Liu, Xia et al., 2019; Lopes et al., 2017; Weinert et al.,
2015). Jsou také znamy postupy pro zisk cholinergnich neuronit z embryonalnich
kmenovych bunék a také z lidskych fetalnich nervovych kmenovych bunék s jejich
naslednou diferenciaci. Timto zpiisobem ziskané cholinergni neurony vSak nejsou plné
zralé, nevykazuji rozsahlé neuritové a axonalni vyristky a poskytuji pouze jedno
dobovy akéni potencial (Jordan et al., 2008). Lidské embryonalni kmenové bunky jsou
Vv souc¢asné¢ dobé hojné¢ studovany jako zdroj bun€k sneomezenou proliferaci,
a predevSim potencidlem vicenasobné diferenciace. Staly se ndstrojem pro modely
nejruznéjSich patologii, pro screening potencialnich 1éciv, ale také pro regenerativni
medicinu. Jejich pouzivani vSak Celi jisté kontroverzi ze stran etiky, nebot’ jejich izolace
vyzaduje lidské embryo a jeho usmrceni (Gao et al., 2020). Etické bariéry piekonavaji
takzvané¢ indukované pluripotentni kmenové builkky. Ty mohou byt vytvoreny
pifeprogramovani jadra lidskych somatickych bunék na pluripotentni kmenové bunky,

Které se vyznaCuji charakteristikami kmenovych bunék (Yu et al., 2007).
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Mezi sekundarni bunééné linie, které jsou vyuzivany ke studiu neuronalnich
bun¢k, patii bunééna linie SH-SY5Y, NT2 a PC12. O bunééné linii SH-SY5Y
pojednava samostatna kapitola, viz nize. Buné¢na linie U-87 je nyni rovnéZ studovana
pro vyuziti ke studiu cholinergnich neurond (Liu, Xia et al., 2019). O této linii i jeji
diferenciaci na cholinergni fenotyp pojednava kapitola nize. Linie NT2, rovnéz
nazyvana NTera, pochdzi z maligniho pluripotentniho embryonalniho karcinomu varlat
(Gordon et al., 2013). Nediferenciové buiky NT2 exprimuji nestin a cytokeratiny, ale
neexprimuji zadné neuronové, astrocytarni nebo oligodendrocytarni markery (Ferarri et
al., 2000). Oseteni bunék této linie ATRA vede k jejich diferenciaci na plné zralé
neurony schopné produkce neuronovych markerd (Pleasure et al., 1992). Takto
diferenciované neurony maji dopaminergni charakter a byla u nich prokazana exprese
tyrosinhydroxylazy (TH), aldehyddehydrogenazy, dopminového transportéru (DAT) a
dopaminergniho receptoru D2. Z neuronovych marker exprimovanych po diferenciaci
ATRA muzeme jmenovat neurofilament-M (NF-M), s mikrotubuly asociovany protein
(MAP), B-111 tubulin (TuJl) a gliovy fibrilarni kysely protein (GFAP) (Haile et al.,
2014; Kanda et al., 2005; Zigova et al., 2000). Dale byla zaznamenana exprese
transkripcnich faktord Nurrl a Ptx3, které jsou klic¢ové pro diferenciaci dopaminergnich
neuront (Misiuta et al., 2006). Diferenciace piinasi také expresi funk¢nich receptortt N-
methyl-D-asparagové kyseliny (NMDA) a receptort A gama-aminomaselné kyseliny
(GABAA) (Gracia et al., 2006). Mimo neurony se v populaci diferenciovanych bunék
NT2 pomoci ATRA objevuji také gliové bunky (Andrews et al., 1984). Osetieni ATRA
vede u obou diferenciovanych fenotypti k masivnimu rozvoji neuriti u neuronovych
bunék a neurit u astrocytovych bun¢k (Haile et al., 2014). Nutno ovSem podotknout, ze
postup diferenciace NT2 na neuronalni fenotyp pomoci ATRA je komplikovany postup,
ktery je zejména Casové naro¢ny. Diferenciace vyzaduje alespon 5 tydnd inkubace
SATRA a nasledné tii krokové oSetfeni mitotickymi inhibitory na kultivac¢nich
nadobach pokrytymi poly-D-lysinem a lamininem (Ferarri et al., 2000). Bunky linie
NT2 se velmi podobaji lidskym embryonalnim kmenovym bunikam (Haile et al., 2014).
Jedna se 0 nervové prekurzory, které jsou vazany na vSechny tfi hlavni bunécéné linie
CNS, neurony, astrocyty a oligodendrocyty (Misiuta et al., 2006). K diferenciaci bunék
NT2 lze vyuzit také mlécny rastovy faktor, ktery vedl k rozvoji obdobného fenotypu
jako po ATRA-diferenciaci (Kanda et al., 2005).

Linie PC12 nema lidsky ptivod, jedna se o pivodem krysi bunécnou linii, ktera

byla odvozena z feochromocytomu diené nadledvin téchto zvifat (Gordon et al., 2013).
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Spada mezi noradrenalinové bunééné linie, které ve svém nediferenciovaném stavu
syntetizuji katecholaminy a ACh. Bunky této linie mohou byt diferenciovany pomoci
neuronového rustového faktoru (NGF) na synaptické neurony. V dusledku tohoto
diferencia¢niho ¢inidla dochazi k zesilené syntéze a ukladani katecholaminovych
neurotransmiterd dopaminu (DA) a norepinefrinu (NE) (Greene, Tischler et al., 1976).
V nediferenciovaném 1  diferenciovaném stavu také exprimuji  nikotinové
acetylcholinové receptory (nAChR) (Mussina, Toktarkhanova et al.,, 2021).
Diferenciace pomoci NGF vede ke ztraté oblého tvaru bunék a masivnimu naristu
neuritt (Fujita et al., 1989). Kromé¢ NGF mize k diferenciaci bun¢k PC12 byt pouzit
také epidermalni ristovy faktor, choleratoxin, dibutyryl cyklicky AMP a dalsi (Ohuchi
etal., 2002).

2.3 Bunécna linie SH-SY5Y

Bunééna linie SH-SY5Y je Siroce oblibenou a hojné vyuzivanou adherentni linii.
Oblibena je zejména pro svou snadnou kultivaci a manipulaci (Teppola et al., 2016;
Xicoy, Wieringa et al., 2017). Linie SH-SY5Y byla odvozena troji selekci z piivodni
linie SK-N-SH, ktera byla ziskana vroce 1970 zkostni diené cCtyfleté pacienty
s diagnostikovanym metastatickym neuroblastomem. Jedna se tedy o bunécnou linii
s lidskym pavodem, coz je jednoznac¢nou vyhodou, ale zaroven také s onkogennimi a
mitogennimi vlastnostmi (Biedler et al., 1973). Onkogenni ptiivod ma zcela jasny dopad
na diferenciaci linie, rychlost proliferace, zivotaschopnost, metabolické vlastnosti a také
genomovou stabilitu (Xicoy, Wieringa et al., 2017). Jako ptiklad zde mizeme uvést
mutaci Vv genech pro proteinkinazu B iniciovanou fosfatidylinositol-3-kinazou
(Akt/PI3K), kterda ma vliv na inhibici apoptdézy nebo také extraceluldrnim signdlem
regulované kinazy (ERK) %, které podnécuji pteziti bunék v zavislosti na rastovych
faktorech (Waetzig et al., 2019). Tato bunécna linie je ¢asteéné katecholaminergni a
buniky tak disponuji pozitivni aktivitou TH a dopamin-p-hydroxylazy (Kovalevich,
Langford, 2013). Linie SH-SY5Y neni strikiné dopaminergni, ale je schopna
produkovat noradrenalin (NA) a DA. Enzym TH omezuje rychlost syntézy
katecholamint a jeho plisobenim se tyrosin pfeménuje na L-dopa, tedy prekurzor DA.
Krom¢ jiz zminénych markeri dopaminergnich neuront jsou buiky schopny produkce
ChAT, AChE a butyryl-cholinesterazy (BChE) (Xicoy, Wieringa et al., 2017).

Bunky linie SH-SY5Y lze pomoci raznych ¢inidel diferenciovat na fenotyp,

ktery ma vice spolecnych vlastnosti s neurony. Diferenciaci se navic utlumi proliferace
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bun¢k. Pro diferenciaci linie SH-SYSY na cholinergni fenotyp se nejcastéji pouziva
kyselina retinova, biologicky aktivni forma vitaminu A, konkrétné ATRA, ktera je ze
vSech jejich izomeru transkripéné nejaktivnéjsi (Lopez-Carballo et al., 2002; Waetzig et
al., 2019). Pravé ATRA fadime mezi silna diferencia¢ni ¢inidla, jejichz signalni drahy
jsou zajistény dvéma typy receptori, RAR a RXR, které spadaji mezi hormonalni
jaderné receptory a funguji jako ligandem regulované transkripéni faktory (Lopez et al.,
2002). Krom¢ inhibice bunécné proliferace také méni buné¢nou vodivost sodiku,
pravdépodobné iniciaci zvysené tvorby sodikovych kanalt, které jsou podobné tém u
zralych neuront (Toselli et al., 1996). Dale také zvysuje aktivitu AChE a posiluje
synaptické vezikuly, vacky, které se podileji na regulované sekreci neurotransmiterti
exocytdzou a podporuji tak vznik neurondlnich siti. Strategicky vyznamnou slozkou
téchto vacka je synaptofyzin (SYP), ktery je pii diferenciaci pomoci ATRA
rozdistribuovavan z oblasti okolo jader do tvoticich se neuritil a tim se stava dostupnym
pro tvorbu synaptickych vezikul (Sarkanen et al., 2007; Teppola et al., 2016). Vlivem
ATRA se u oSetfenych bunék zvySuje exprese NF-M jakozto hlavni slozky
neuronalniho cytoskeletu (Teppola et al., 2016).

Také morfologie bunék SH-SY5Y po ATRA-diferenciaci méni.
Nediferenciované bunky SH-SY5Y maji morfologii podobnou neuroblastim. Typicka
jsou kulata téla s kratkymi neurity doprovdzend vysokou proliferaci a také castym
ristem ve shlucich. Nediferenciované buniky jsou také schopné vy$si migrace.
Diferenciaci méni sviij vzhled, ktery nasledné pfipomina primarni neurony s dlouhymi
neurity. Rast neuritii je jednim z hlavnich morfologickych znakt diferenciace pomoci
ATRA. Je mozné také pozorovat rozvétvovani téchto neuritd. Tvar téla se da popsat
jako pyramidovy. Proliferace je diferenciaci utlumena, stejné jako migrace. Diferenciaci
se buiiky obvykle homogenné distribuuji v ramci své kultiva¢ni plochy (Gordon et al.,
2013; Pahlman et al., 1984).

K dal§im znakim diferenciace na cholinergni fenotyp pomoci ATRA je nartst
exprese se synapsemi asociovaného proteinu 97, proteini Bcl-2 a zvySena tvorba
nuklearniho markeru NeuN, ktery odrazi funkéni zralost neuronti. Naopak se snizuje
exprese inhibitoru diferenciace-1 a nestinu, ktery je povazovan za marker
nediferenciovanych bunék (Cheung et al., 2009; Itano et al., 1996; Lopes et al., 2010).
Neuronové markery, které se zvysuji po ATRA-diferenciaci jsou naptiklad synapticky
protein Sv2, s MAP tau, TuJ1 a s ristem spojeny protein 43 (Shipley, Mangold et al.,

2016). Dale mizeme jmenovat také neuron-specifickou enolazu (NSE), mirné také NA
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a navyseni exprese TH. Diferenciace pomoci ATRA také vede k aktivaci fosfatazy 2A,
ktera nasledné¢ defosforyluje a tim aktivuje TH. Bunky s takto aktivovanym TH poté
mohou produkovat DA (Lopes et al., 2010; Pahlman et al., 1984; Weatzig et al., 2019).
Diferenciace buné¢k SH-SYS5Y pomoci ATRA je dale charakteristicka aktivaci drahy
Akt a ERK1/2 a PI3K/Akt, coz nasledn¢ vede k degradaci proteinu p53 a tim sniZeni
proapoptické signalizace. Draha Akt dale forsforyluje regulator bunééného cyklu p21,
coz ma za nasledek tvorbu komplexu s kaspazou-3. Tyto procesy maji za nasledek
zvySeni zivotaschopnosti bun¢k (Lopez-Carballo et al., 2002; Waetzig et al., 2019).
Zvysena fosforylace PI3K/Akt drahy byla zaznamenana také jako ochranny
mechanismus dopaminergnich neuronti pfi jejich poskozeni. Dochazi k tomu skrze
BDNF a neurotrofickym z glii odvozenym faktorem (GDNF) produkovanym okolnimi
astrocyty (Lui et al., 2012). Diferenciaci se také buiiky stavaji méné citlivé k nékterym
toxinim jako je napiiklad 6-hydroxydopamin (6-OHDA) nebo 1-methyl-4-phenyl-
pyridinovy ion (MPP+) (Cheung et al., 2009). Po inkubaci bun¢k SH-SY5Y s ATRA
dochazi dale ke zvySeni hladin adenosintrifosfatu (ATP) a knarastu aktivity
plazmatické membrany. Ke sniZeni exprese dochazi u gend, které reaguji na bunécny
stres. Nediferenciované¢ buiikky SH-SY5Y maji proti diferenciovanym pomale;jsi
metabolismus (Forster et al.,, 2016). Diferenciace snizuje expresi genu ASCL1
specifického pro neuroblasty a naopak vede k expresi genti podporujici diferenciaci
NEUROD6 (NEX-1, HATH-2) a NEURODL. V souvislosti s ovlivnénim genové
exprese, ATRA utlumuje expresi gent ID1, ID2 a ID3, které inhibuji bunécnou
diferenciaci. (Lopez et al., 2002).

Kromé& ATRA se k diferenciaci bunééné linie SH-SYSY vyuzivaji také latky
jako je dibutyrylovy cyklicky AMP, 12-o-tetradekoyl-forbol-13-acetat, vanadat, BDNF,
cholesterol, vitamin D3, neuregulin 1 nebo staurosporin (Kovalevich, Langford, 2013;
Teppola et al., 2016). Pro pouziti bunécné linie SH-SYSY jako neuronalni in vitro
model se k diferenciaci nejéastéji vyuziva ATRA a BDNF (Sahin, Oncii et al., 2021).

Ackoliv neni linie SH-SY5Y striktné¢ dopaminergni, je s oblibou vyuzivana pro
studium PD, ptedevsim po osetfeni 6-OHDA. Diky zna¢né molekularni podobnosti 6-
OHDA s DA se tento toxin silné¢ vaze na DAT a ucinné tak vyvolava poskozeni
napodobujici patologii PD (Lopes et al., 2010). Krom¢ PD se vyuziva rovnéz pro
studium AD, neurotoxicity, ischemie nebo ALS (Xicoy, Wieringa et al., 2017).

19



2.4 Bunécéna linie U-87

Siroce vyuzivanou linii je také astrocytarni bunééna linie U-87, ktera byla zaloZena jiz
vroce 1968 na $védské univerzité v Uppsale. Tato adherentni linic byla odvozena
z lidského glioblastomu a ma tudiz lidsky ptivod a onkogenni vlastnosti. Vyuziti
nachazi predevsim jako in vitro model glioblastomu (Pontén et al., 1968). Dale je také
hojné vyuzivana pro in vivo studie, kdy se bunky U-87 transplantuji intrakranialné do
vybranych modelovych organismt, napiiklad mysi nebo potkant (Vrazhnov et al.,
2022). Po takto provedené transpaltaci dochazi k tvorbé masivnich homogennich
nadort, které jsou dobfe prostoupeny cévami (de Vries et al., 2009). Vzniklé nadory
vykazuji zvySenou expresi proteini p53, ale nedostateCnou expresi GFAP (Radaelli et
al., 2009).

Bunééna linie U-87 je charakteristicka expresi mutantnich proteinti fosfatazy a
homologu tenzinu (PTEN) a proteini drahy PI3K/Akt. Ackoliv je tato linie gliového
pavodu, neexprimuji buitky U-87 S100p, ktery pusobi jako neuotroficky faktor (Schulz,
Rodgers et al., 2022). Pfi studiich s touto bunéénou linii bylo ov§em také upozornéno na
fakt, ze béhem kutivace muze dochazet ke zménam genetické informace oproti
puvodnimu zdroji bunék, pficemz ktomuto fenoménu dochazi pravdépodobné
v disledku selekéniho tlaku (de Vries et al., 2009). K dal§im obecnym charakteristikam
linie U-87 nalezi jejich pomérné zna¢na odolnost vuci stresu (Hess et al., 2010). Na
rozdil od jinych bunéénych liniii, které byly rovnéz ziskany z lidského glioblastomu,
bunky U-87 jsou nachylnéjsi k autofagii a jsou méné citlivé na léky zaméfené na
metabolismus purint (Li et al., 2017).

Jsou-li bunky linie U-87 vhodnym zpisobem Kultivovany, vytvaii kromé
standardnich populaci také velké shluky bunék, takzvané sféroidy. Jedna se o
kompaktni shluky bungk, které jsou vzajemné v ramci jednotlivych sféroidi a i
s okolnimi bunikami propojeny. Tyto bunééné utvary mohou byt pouZivany jako
trojrozmérné modely pro studium rozlicnych patologii (Hess et al., 2010). Centra
vétSich sféroidi jsou tvofena nekrotickymi bunkami. Smérem od stedu sféroidi
prechéazeji nektrotické bunky v bunky apoptické. Stiedy sféroidii obsahuji rovnéz
autofagické bunky a vné&jsi vrstvy jsou tvofeny bunkami Vviabilnimi. Sféroidy se pfi
kultivaci bun¢k U-87 tvofi ptirozené, ale pii déletrvajici kultivaci jiz nemaji tendencli
dale nartistat a zvétSovat se. Velikost sféroidi ma vliv na prichodnost metabolith
z kultiva¢niho prostfedi do vrstech sféroidt. Je zajimavé, ze u sféroidd tvofenych
bunikami linie U-87 se vyskytuji apoptické bunky dfive, nez je tomu napiiklad u
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sféroidt tvofenych buiikami glioblastomové linie A-172 (Bell et al., 2001).

Pomérné nedavno byl publikovan novy zpusob vyuziti linie U-87, a sice jako in
vitro model cholinergnich neuront. K dosazeni neuronalniho, konkrétné cholinergniho
fenotypu bungk, se pfitom pouziva inkubace s NaB, ktery piusobi jako diferencia¢ni
¢inidlo. Timto zpisobem diferenciované bunky U-87 jsou poté oznaCovany jako D-
U87. Vlivem NaB se u bunék U-87 potlacuje proliferace, méni se jejich morfologie
arovnéz se exprimuji cholinergni makrery. Mezi tyto markery exprimované po
diferenciaci butyratem sodnym patii ChAT, s MAP 2 a NF-M. Nebyly vSak pozorovany
zmény v ramci exprese GFAP. Zména exprese po diferenciaci nastava u mAChR M1,
M4 a M3 a pomoci MRNA chip analyzy byla také potvrzena zvySena exprese genu
CHRNE pro nikotinové acetylcholinové receptory. Znacny je rovnéz narist specifického
markeru neuronalnich synapsi SYP. Dale bylo u buné¢k D-U87 oproti bunikam U-87
pozorovan nardst exprese proteini Akt, Bad, p53, INK a TAKL1 a také snizeni hladin
HSP27. Za zminku zajisté také stoji zvySena produkce neurotransmiteru ACh a sniZeni
hladin NA/NE. Diferenciaci dochazi k razantni zméné morfologie bunék, ktera se
vyznacuje masivnim nartistem neuritd, které se oproti nediferencivané formé zvétsuji az
dojnasobn¢ (Liu, Xia et al., 2019). Dalsim dikazem diferenciace bun¢k U-87 po
inkubaci s NaB na cholinergni fenotyp je jejich spoluprace simunitnimi bunkami,
podobné jako funguje lidsky imunitni systém v kooperaci s cholinergnimi neurony.
Buiky U-87 po diferenciaci NaB byly kultivovany spolecné s CD4 T lymfocyty, které
nasledné byly D-U87 bunkami polarizovany smérem na Th 2 lymfocyty (Liu et al.,
2020).

2.5 Skopolamin

V piipadé€ in vivo i in vitro studii rozlicnych patologii jsou zapotiebi latky, které na
danych modelech indukuji potfebné poSkozeni. Naptiklad pro indukci PD je bézné
pouzivany toxin 1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP), konkrétné jeho
metabolit MPP*, ktery zplGsobuje mitochondrialni poSkozeni pres inhibici
mitochondrialniho elektronového transportniho komplexu | (Nicklas et al., 1987). Pro
PD je vyuzivan zejména pro jeho vysokou selektivitu k DAT a je tudiz specifickym
dopaminergnim neurotoxinem (Lopes et al., 2017). Specificky pro DAT je také 6-
OHDA, ktery se uplatiuje rovnéz jako neurotoxin k indukci PD. Jeho toxicky ucinek
spociva zejména v indukci ROS a nasledné tak oxidativniho stresu (OS) (Soto-Otero et

al., 2000). Jako dalsi ptiklad je mozno uvést 3-nitropropionovou kyselinu, ktera je

21



vyuzivana pro stimulaci poskozeni charakteristické pro Huntingtonovu chorobu (HD).
Mechanismus ucinku tohoto toxinu je zprostfedkovan pies likvidaci mitochondrialniho
elektronového transportéru II (Tunez, Tasset, 2010). Pro in vivo i in vitro poskozeni
napodobujici PD lze pouzit také salsolinol, ktery je strukturn¢ podobny MPTP a jeho
toxické Gcinky jsou zalozeny zejména na indukci OS (Kurnik-Lucka et al., 2018). Jako
dal§i ptiklad mizeme uvést glutamat. Ackoliv se jedna o fyziologicky excitacni
neurotransmiter CNS, jeho nadmémé pusobeni vyvolava excitotoxicitu, tedy
nekontrolovatelnou depolarizaci neuronu, ktera v koneéném duasledku vede ke smrti
neuronti. V diisledku excitotoxicity dochazi k vzestupu intracelularniho Ca?*, pogkozeni
mitochondrii, produkci ROS a uvoliovani lysozomalnich enzymu. S excitotoxicitou se
setkdvame u rtznych onemocnéni jako je AD, HD, PD, mrtvice, ALS a dalsi (KTritis,
Paniskaki, Stamoula, Vavilis; 2015). Pro tuto praci je klicovy SCOP, ktery je mozné
vyuzit pro indukci cholinergniho poskozeni a je proto dale podrobnéji popsan (Balaban,

Demirci et al., 2017).
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Obr. 1. L-Skopolamin

Toxin SCOP tadime mezi pfirodni tropanové alkaloidy. Alkaloidy jsou takové
latky, které ve své struktufe obsahuji vice atomt dusiku a nazev je odvozen od jejich
zakladni charakteristiky, alkalické povahy. Tropanové alkaloidy jsou pak takové
alkaloidy, které ve své molekule obsahuji tropanovy kruh (N-methyl-8-
azabicyklo[3.2.1]oktan), charakteristicky pro skupinu piiblizn¢ 200 sloucenin pfirozené
se vyskytujici ve vétsiné rostlin celedi Solanaceae (lilkovité). Tropanové alkaloidy
délime na majoritné zastoupené tropiny, estery 3a-tropanolu a na minoritné se
vyskytujici pseudotropiny, estery 3B-tropanolu. Dalsi déleni tropanovych alkaloidu
provadime na zakladé jejich rostlinného vyskytu. Hyoscyamin a SCOP pochazeji
z rostlin Celedi Solanaceae (lilkovité), kokain je biosyntetizovan Erythoxylum cocaea

(rudodiev koka) a kalysteginy, hydroxylované nortropanové alkaloidy, se nachazeji
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Vv celé fadé rostlin, napiiklad rostlin z ¢eledi Convolvulaceae (svlaccovité), Moraceae
(morusovnikovité) a dal$ich. Veskeré tropanové alkaloidy jsou si strukturné podobné,
nicméné jejich biologické ucinky se zna¢né 1isi (Grynkiewicz et al., 2008; Kohnen-
Johannsen et al., 2019). Dominantni izomerni formou SCOP je L-SCOP. Forma D-
SCOP se rovnéz ptirozené vyskytuje, ale v razantné mensim zastoupeni (Armstrong et
al., 1987).

Oproti jinym tropanovym alkaloidam je SCOP méné vazan zakonem, ma znaény
hospodatsky vyznam a poptavka po ném stale roste (Kohnen-Johannsen et al., 2019).
Velmi cenény je SCOP pro farmaceuticky prumysl, pro néjz je extrahovan z rostlin rodu
Duboisia (jedovatice) jejiz rozsahlé plantaze se nachazeji naptiklad v Queensladnu
V Austrdlii. Rovnéz lze SCOP ziskdvat i1 chemickou syntézou, kterd zahrnuje
meziprodukt tropinon, ktery se nasledné pfeménuje na tii hlavni slouceniny, tropin a
jeho estery tropeiny, skopin a derivaty nortropinu a kvarterni aminové soli
(Grynkiewicz et al., 2008). Chemicka syntéza je vSak stile pomérné draha,
mnohokrokova a neni tak vuéi extrahovani z rostlin konkurenceschopna (Ullrich et al.,
2017). Pro efektivngjsi ziskavani SCOP jsou zavadény do praxe stale nové postupy jako
jsou napftiklad rostlinné bunécné kultury, které jsou vyhodné moznosti fizeni kultivace
atim i ovlivnéni podminek biosyntézy. Ale ani tento postup zatim nepied¢i standardni
extrahovani z rostlin (Kohnen-Johannsen et al., 2019).

Hlavni bioaktivita SCOP spociva v pusobeni na MAChR. Je kompetitivnim
neselektivnim  antagonistou MAChR, v disledku c¢ehoz  zabranuje vazbé
neurotransmiteru ACh na tyto receptory (Kohnen-Johannsen et al., 2019). Celkové se
mAChR ucastni celé fady fyziologickych funkci a rozliSujeme 5 typl téchto receptorti
znacenych M1-M5, z nichz kazdy ma svou specifickou tlohu. Nejpocetnéji zastoupeny
MAChR M1 moduluje signalizaci neurotransmiteru, konkrétné v kufe mozkové a
hipokampu. Podtyp mAChR M2 se vyskytuje v thalamu, mozkové kute, hipokampu a
striatu. Castou jsou také lokalizovany na volnych cholinergnich nervovych zakon&enich,
kde pfi své aktivaci negativné reguluji uvoliiovani ACh. Podtyp M3 se podili na sekreci
exokrinnich zlaz, stazich hladkého svalstva, dilataci zornice, pfijmu potravy a ptirastku
télesné hmotnosti. Dal$i podtyp, M4 formuje dopaminovou aktivitu v motorickych
traktech a funguje jako inhibi¢ni autoreceptor ve striatu. Po jeho aktivaci ACh tedy
dochazi k inhibici uvoliovani ACh. A nakonec podtyp M5 se zapojuje do modulace
centralni dopaminové funkce, konkrétné¢ napomaha uvolnovani DA z dopaminovych

nervovych zakonceni a dale se zapojuje do tonusu mozkovych krevnich cév (Brady et
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al., 2012; Bymaster et al., 2003).

Alkaloid SCOP je snadno vstiebavan z gastrointestinalniho traktu, nasledné je
rychle a extenzivné distribuovan do tkéani a jeho vylu¢ovani probiha pievazné moci. Je
rovnéz schopen prechazet pies placentu a hematoencefalickou bariéru (Beuerle et al.,
2013). Svym putsobenim na MAChR ovliviiuje SCOP centralni i periferni nervovy
systém a je proto Siroce vyuzivan jako anticholinergikum. Pisobi jako spasmolytikum a
lokalni anestetikum. V mediciné je vyuzivan pti 1é€bé kinetdz a riznych onemocnéni
CNS (Kohnen-Johannsen et al., 2019). Hlavni antimuskarinergni G¢inky spocivaji ve
snizené produkci slinnych, bronchialnich a zlazovych sekreci, mydriazy, cykloplegie
(ochabnuti svalstva fasnatého téliska), zvySené srde¢ni frekvenci, inhibici moceni,
snizeni gastrointestinalniho tonusu a sekreci Zalude¢nich kyselin. Vyuziti nalezl také pii
1écbé pooperacnich nevolnosti, hypersalivacich, zvraceni a gastrointestinalnich,
renalnich a biliarnich kiec¢ich. Obvykle je aplikovan ve formé transdermalnich naplasti.
Své misto nachazi také mezi antidepresivy pii vrcholnych stadiich PD. Mydriaza, ktera
se po jeho aplikaci objevuje, je vyuzivana ve formé roztoku v oénim lékaistvi (Ullrich
et al., 2017). Zejména v nizSich davkach zpomaluje srdeéni frekvenci (Beuerle et al.,
2013). Genotoxicita nebyla u SCOP hlasena, ale piekazkou pro jeho §ir§i medicinalni
hematoencefalickou bariéru. Re$enim jsou piipravky tvofené latkami od SCOP
odvozené, které schopnost prechazet pies hematoencefalickou bariéru ztraceji (Beuerle
et al., 2013; Kohnen-Johannsen et al., 2019). Mezi polosynteticka 1é¢iva odvozena od
SCOP patii napiiklad tiotropiumbromid nebo SCOP-N-butylbromid, ktery se pouziva
pti 1éEbé bolesti biicha, kiec¢ich mocového méchyie nebo také pii hypersalivaci (Ullrich
etal., 2017).

Mimomedicinalni pouziti, volna konzumace a aplikace SCOP, miize zptusobovat
halucinace a psychoaktivni ac¢inky. Vzhledem ktémto skute¢nostem je snadné si
domyslet, ze historie vyuzivani SCOP sahd az do starovéku. Byl pouzivan nejen pro
navozeni halucinogennich stavil pii ritualech, ale také jako 1€k na astma nebo jako
ptidavek do piva, ve kterém umocnoval jeho ptusobeni (Kohnen-Johannsen et al., 2019).
Byl dokonce pouzivan jako takzvané sérum pravdy. Jeho podani vedlo k amnézii,
kterou predchazela série vyslechii za uUCelem ziskdni pravdivych informaci od
potencialnich zloc¢inct, tedy pii vySetfovanich. Po aplikaci byly totiz vyslychané osoby
schopny presné odpovidat na predlozené otazky a nasledné si vyslech nepamatovaly

(Geis, 1959). Laické uziti SCOP je samoziejmé zatizeno moznosti predavkovani, které
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mize vést az ke smrti. Pti akutni intoxikaci SCOP je mozné jako antidotum pouzit
fyzostigmin, pyrolo-indolovy alkaloid, pfirozené se vyskytujici v kalabarské fazoli,
ktery pisobi jako parasympatomimetikum reverzibilni inhibici cholinesterazy (Kohnen-
Johannsen et al., 2019).

Jak jiz bylo zminéno v tivodu této kapitoly, vyuziti SCOP nachazi také pii in
vivo a in vitro studiich nejrizné&jsich patologii neurondlniho poskozeni (Puangmalai,
Thangnipon et al., 2017). Celkové SCOP naruSuje kognitivni funkce jako napiiklad
procesy uceni a paméti. Zpisobuje také morfologické poskozeni, u bunék mozku
zpusobuje ztmavnuti tkan¢ a atrofii, coz ve vysledku vede ke spongioformni ztraté
neutrofild. Na in vivo modelech byly potvrzeny hlavni oblasti poskozeni cholinergnich
neuroni po aplikaci SCOP. Jedna se o oblasti pfedniho mozku, konkrétné septo-
hipokampalni a nucleus basalis — mozkové kortikalni drahy (Min et al., 2015). Jednim
z hlavnich patologickych vlivt, ktery SCOP na neurony ma, je OS. Ten je SCOP
indukovan mimo jiné mitochondrialnim poskozenim (Wong-Guerra et al., 2017).
Inhibuje totiz ATPazy (Na, K-ATPazy a Ca?*-ATPazy) v hipokampu a mozkové kiife.
ATPéza je jednim z klicovych enzyml zodpovédnych za iontovou homeostazu CNS.
Tyto poklesy mohou vést k toxickym ucinkim jako jsou caste¢na depolarizace
membran neuronti, edém, zvySeny influx vapenatych iontd Spjaty s excitotoxicitou (Fan
et al.,, 2005). Pravé zvySend koncentrace intracelularniho vapniku se podili na
depolarizaci membran mitochondrii. Dale SCOP vyvolany OS je zplsoben také
snizenim mnozstvi antioxidantu glutathionu a enzymi podilejicich se na metabolismu
ROS, tedy glutathionperoxidazy, superoxiddismutazy a katalazy (Balaban, Demirci et
al., 2017; Fan et al., 2005; Ghumatkar et al., 2015). PoSkozeni mitochondrii a také
snizené mnozstvi antioxidanti poté vede k narustu ROS, jako je superoxidovy radikal
(*O2) a jeho produkty peroxid vodiku (H202) a hydroxylovy radikal (*OH), které se
nasledné podili na dal$im neuronalnim poskozeni. Dikazem OS je zvySena peroxidace
lipida, ktera byla po aplikaci SCOP pozorovana (Balaban, Demirci et al., 2017).
Zvysuje totiz hladiny malondialdehydu, ktery je hlavnim ukazatelem in vivo peroxidace
lipidt v kufe a hipokampu, ke kterému dochazi vlivem poskozeni bunééné stény vlivem
OS (Ghumatkar et al., 2015; Kwon et al., 2010). Skrze OS vyvolany ROS dochazi ke
snizeni ACh, coz nasledn¢ vede k dysregulaci cholinergni neurotransmise v mozku
(Min et al., 2015).

Mimo OS se na neurondlnim poSkozeni indukovaném SCOP podili mnoho

dalsich faktord. Naptiklad SCOP snizuje expresi BDNF neurotrofinu, ktery se ucastni
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synaptické plasticity a formovani paméti, hraje klicovou roli ve vyvoji, udrzovani a
fungovani CNS. Také snizuje expresi transkripcniho faktoru cAMP-response element-
binding proteinu, ktery reguluje hladinu BDNF. ZvySuje expresi AChE, ktera
hydrolyzuje ~ ACh.  Snizuje  expresi genu NQO1 kodujici NAD(P)H
chinonoxidoreduktazu-1 a naopak zvysuje hladiny hipokampalni inducibilni syntazy
oxidu dusného (iINOS) a cyklooxygenazy 2 (COX-2) (prozanétlivé enzymy)
(Ghumatkar et al.,, 2015; Min et al., 2015). Podani SCOP dale iniciuje tvorbu
proteinovych plaki vedoucich ke glidze, ¢imz se zvySuji hladiny GFAP, ktery je
v tomto procesu markerem neurozanétu (Ghumatkar et al., 2015). Pisobenim SCOP na
MAChR je indukovan neurondlni zanét ptes nartst tumor nekrotizujiciho faktoru o
(TNF-a), prozanétlivého cytokinu, ktery poté slouzi jako signalni molekula pro jaderné
faktory T lymfocytd kB (NF-kB), p-p65 a p-IkBa. Zvysené hladiny TNF-a a iNOS
navic piispivaji k agregacim beta-amyloidu, ktery pak zpusobuje dalsi patologie
a v kone¢ném dusledku také poruchy paméti (Jang et al., 2013). Mize dokonce snizovat
pocty samotnych MAChR M1 (Jahanshahi et al., 2013). Dale muzeme zminit také
snizenou fosforylaci drah ERK1/2 a Akt. Drahy ERK1/2 zvySuji transkripci proteint
souvisejicich s rustem, naptiklad c-Fos (Svoboda et al., 2017).

S oblibou je SCOP pouzivan pro studium AD. Pii aplikaci SCOP potkanim byl
potvrzen nardst tau proteinu a beta-amyloidniho prekurzorového proteinu, jenZ jsou
zasadnimi faktory v patogenezi AD, tedy vtvorbé amyloidnich plaki. OSetieni
laboratornich zvifat SCOP doprovazi histopatologické zmény mozkové kiiry, neuronalni
degenerace jako je vakuolizace cytoplazmy, krvacivé glidzy a dalsi (Bihagi et al., 2012).

Je také vyuzivan pfi in vitro modelech. Casto je pro tyto ucely vyuZzivana
bunécna linie SH-SYSY, a to jak v nediferenciované, tak diferenciované podobé.
Oseteni bunék SH-SY5Y SCOP vede, v zavislosti na pouzité koncentraci toxinu,
ke snizeni zivotaschopnosti bunék. Morfologie oSetfenych bunék se vyznacuje
smrsténim a narusenim az ztratou neuritd (Suthprasertporn, Mingchinda et al., 2020).
V ramci zmén morfologie nediferenciovanych bunék SH-SY5Y oSetfenych SCOP
dochazi také k jejich zmenseni, prestavaji byt adherentni, dendrity mizi a obrysy se
stavaji Spatn¢ rozpoznatelnymi (Bastola, Pariyar et al., 2020). Nediferenciované buriky
této linie po oSetfeni SCOP vykazuji patologické znaky jako je tvorba ROS, zvysena
aktivita enzymu AChE, zvyseni apoptoézy (potvrzena pritomnosti aktivni kaspazy-3,
zvySenim Bax a zaroven snizenim antiapoptického proteinu Bcl-2), snizenim ChAT

ataké aktivace drah p38, JNK a také Akt, které jsou spojeny s bunécnym stresem a
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protizdnétlivymi reakcemi. Zejména pak zvySend aktivita AChE je znakem
cholinergniho poskozeni, jenz vede k poklesu hladin ACh, a tudiz i cholinergniho
pienosu. U bun¢k SH-SYSY osetienych SCOP bylo prokazano snizeni neuronalniho
markeru IMR32 a gliového markeru C6 (Puangmalai, Thangnipon et al., 2017;
Suthprasertporn, Mingchinda et al., 2020). Aplikace SCOP vyrazné¢ snizuje hladiny
enzymu 1 stépiciho protein s prekurzorem amyloidu misté B (BACE1). Enzym BACEL
je hlavni B-sekretaza v neuronech a je nutna pro produkci beta-amyloidu 42. Regulace
celé fady proteinu, jez je zprostiedkovana receptorem exprese cilovych gentu vyzaduje
fosforylaci cytoplazmatického transkripéniho faktoru NF-kB. Toto se dé&je i u bun¢k
osetienych SCOP spolu se zvysSeni hladin interleukini IL-1p a IL-6, tedy zanétlivych
cytokini (Suthprasertporn, Mingchinda et al., 2020). Mitochondridlni membranovy
potencial je vyrazné naruSen a mitochondrialni dysfunkce (poskozeni produkce ATP)
poté nasledné vede ke spusténi procesu apoptozy. Dalsim dikazem apoptdzy je Stépeni
poly(ADP-riboza)polymeraza (PARP). Snizuje fosforylaéni hladiny ERK, Akt a
GSK3p. Jedna se o dobfe znamé signalni transdukéni drahy, které podporuji pieziti, rist
a proliferaci bun€k. U mysi defosforyluje ERK a CREB. Tyto drahy rovnéz hraji
dulezité role v procesech uceni, paméti a modulaci funkce cholinergniho systému.
(Bastola, Pariyar et al., 2020). Inhibice GSK3p, indukovana fosforylaci Akt, potlacuje
ztratu neuront Gtlumem poapoptickych proteint. Aktivace ERK je spojena s piezitim

neuronalnich bunek (Pariyar et al., 2017).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie a roztoky

Pouzit¢é chemikaliec — kultivace a diferenciace: ATRA (Sigma-Aldrich),
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium and Ham’s F12 Nutried Mixture
(DMEM) (DMEM:F12, 1:1) (D8437, Sigma-Aldrich), enzym Trypin (Sigma-
Aldrich), fetalni bovinni sérum (FBS) (Biosera), NaB (Sigma-Aldrich),
penicillin-streptomycin (PS) (10000 jednotek 10 mg streptomycinu v 1 I[)
(Sigma-Aldrich)

Pouzité roztoky — kultivace a diferenciace:

Kultiva¢ni médium 10% FBS/1% PS DMEM/F12 (1:1): 500 ml DMEM/F12
(1:1) + 50 ml filtrovaného FBS + 5 ml PS

Diferenciatni médium a médium pro testovani biologické aktivity latek: 1%
FBS/1% PS DMEM/F12 (1:1): 500 ml DMEM/F12 (1:1) + 5 ml filtrovaného
FBS + 5 ml PS

Fosfatovy pufr (PBS): 800 g NaCl; 2 g KCI; 23,1 g NA2HPO4 - 12 H20; 2 ¢
KH2PO4 pH 7,4

Trypsin-EDTA roztok — 0,5 g Trypsin, 0,2 g EDTA 4Na/L Hankiv balancovany
solny roztok s fenolovou cerveni (Sigma-Aldrich)

10mM ATRA: 1,5 mg + 500 ul DMSO

4M NaB: 200,2 mg + 500 ul DMSO

Pouzité chemikalie — lyzace, elektroforéza, wetern blot a imunodetekce proteint:
akrylamid (AA) (Sigma-Aldrich), aprotinin (Sigma-Aldrich), dithiothreitol
(DTT) (Roche Diagnostics), dodecylsiran sodny (SDS) (Lach-ner),
chemiluminiscen¢ni substrat (Thermo Scientific), fenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) (Sigma-Aldrich), fluorid sodny (Sigma-Aldrich), glycin (Calbiochem),
hovézi sérovy albumin (BSA) (Biowest), chlorid sodny (Penta), kyselina
ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Fluka), kyselina ethylenglykol-bis(2-
aminoethylether)-N,N,N’,N -tetraoctova (EGTA) (Serva), Leupeptin (Sigma-
Aldrich), marker molekulovych hmotnosti proteind Spectra Multicolor Broad
Range Protein Ladder (ThermoFisher), suSené mléko (Sigma-Aldrich),
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Biorad), N,N’-
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methylenbisakrylamid  (Bis  AA)  (Sigma-Aldrich),  Nonidet  P-40
(oktylfenoxypolyethoxyethanol)  (Sigma-Aldrich), orthovanadi¢cnan  sodny
(Sigma-Aldrich), peroxodisiran amonny (APS) (Biorad), Ponceau S (Serva),
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (VWR Biochemicals), Tween 20 (MP
Biomedicals)

Pouzité roztoky — lyzace, elektroforéza, western blot a imunodetekce proteinu:
10% APS

10% SDS

1M TRIS/HCI pH 6,8

1M TRIS/HCI pH 8,8

5% susené mléko v TBS + 0,1% Tween 20

5% BSA v TBS + 0,1% Tween 20

AA + Bis AA: 30%AA + 0,8%Bis AA

Blotovaci pufr

Cinidlo Bradford

Elektroforeticky pufr

Chemiluminiscen¢ni ¢inidlo: luminol-peroxid (1:1)

Laemmli vzorkovy pufr (5xSDS)

roztok 0,01% Ponceau S v 0,06% kyselin¢ octové

Radioimunodetekéni pufr (RIPA): 20mM TRIS-HCI pH 7,4; 100mM NaCl;
5mM EDTA; 2mM EGTA,; 0,2% Nonidet P-40 (pH = 7,4), pted pouzitém
pfidano: 1mM DTT; 1ImM PMSF; 0,5 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml aprotinin, 2mM
NaF, 1ImM NasVVOq4

Separa¢ni gel 12,5% (viz Tab. 3)

TBS 10x

TBS 1x/0,1% Tween 20

TRIS/HCI pH 7,4

Zaosttovaci gel 5% (viz Tab. 3)

Pouzité chemikalie — imunofluorescenc¢ni detekce proteind: aceton (Lach:ner),
BSA (Sigma-Aldrich), FluorSave™ Reagent (Millipore), methanol (Lach:ner),
Triton X-100 (Sigma-Aldrich), Tween 20 (MP Biomedicals)

Pouzité roztoky — imunofluorescen¢ni detekce proteinti:

10x PBS: 800 g NaCl; 2 g KCI; 23,1 g NA2HPO; - 12 H20; 2 g KH2PO4 pH 7,4

1x PBS: 100 ml 10xPBS + 900 ml destilované H.O
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3.1.2

1x PBS-0,1% Tween 20: 500 ml 1x PBS + 500 ul Tweenu 20

1% BSA/1x PBS-0,1% Tween 20: 50 mg BSA + 5 ml 1x PBS-0,1% Tween 20
1% BSA/1x PBS: 50 mg BSA + 5 ml 1x PBS

Fixaéni roztok: methanol-aceton (1:1)

Pouzité chemikalie — optimalizace koncentrace SCOP, vybéru vhodné detekéni
metody, nalezeni mechanismu smrti indukované SCOP a testovani kandidatnich
sloucenin: Autophagy Assay kit (Sigma-Aldrich), Cytotoxicity Detection Kit
(Laktatdehydrogenaza (LDH)) (Roche), dihydroethidium (DHE) (Sigma-
Aldrich), DMSO (Sigma-Aldrich), Donepezil (DON) (Sigma-Aldrich), DTT
(Sigma-Aldrich), Galantamin (GAL) (Sigma-Aldrich), JC-10 Mitochondrial
Membrane Potential Assay Kit (Merck), LY294002 (Sigma-Aldrich), MitoSox
Red, Mitochondrial Superoxide indicator (Invitrogen), Necrostatin-1 (NEC-1)
(Sigma-Aldrich), PMSF (Sigma-Aldrich), Propidium jodid (PI) (Sigma-
Aldrich), Rivastigmin (RIV) (Sigma-Aldrich), Skopolamin hydrobromid
(Sigma-Aldrich), substrat kaspaz Ac-DEVD-AFC (Sigma-Aldrich), Triton X-
100 (Sigma-Aldrich), VM583 (syntetizovana latka Mgr. Vaclavem Mikem,
Ph.D.), WST-1 Assay for Cell Proliferation and Viability (Roche), YO_PRO™
1 jodid (Invitrogen)

Pouzité roztoky — optimalizace koncentrace SCOP, vybéru vhodné detekéni
metody, nalezeni mechanismu smrti indukované SCOP a testovani kandidatnich
sloucenin:

1M SCOP: SCOP byl rozpustén v destilované H.O s vyslednou 1M koncentraci
Kaspazovy pufr: ptipraveny dle Carrasco et al., 2003.

Hankidv vyvazeny solny roztok (HBSS): ve 250 ml destilované vody rozpustit:
2 g NaCl, 100 mg KClI, 35 mg CaCls, 25 mg MgSQO4-7H-0, 25 mg MgCl»-6H20,
15 mg NaxHPO4-2H20, 15 mg KH2PO4, 250 mg D-glukosa, 87,5 mg NaHCOs;
pH upraveno na 7,2—7,6

2% Triton X-100/1x PBS: 200ul Triton X-100 + 10 ml 1x PBS

Zasobni roztoky testovanych latek: veskeré testované latky byly na zakladé své

molekulové hmotnosti navazeny a rozpustény v DMSO na 10mM koncentraci

Biologicky material
Bunécna linie SH-SYS5Y (Evropska sbirka autentickych bunécnych kultur —
ECACC)
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e Bunécna linie U-87MG (Americka sbirka typovych kultur — ATCC)

3.1.3 Pouzité protilatky
Pro imunodetekci proteinti a pro imunofluorescencni detekci proteinti byly pouzity

primarni protilatky, které jsou uvedeny v Tab. 1 Nasledujici Tab. 2 obsahuje pouzité

sekundarni protilatky.

Tab. 1. Pouzité primarni protilatky, jejich cil, zdroje, vyrobce a fedéni.

Molekulova 5
Cil hmotnost Zdroj Klon Vyrobce Redéni
cile (kDa)
WB: 100x
NF-M 160 Mysi/monoklonalni E-9 Santa Cruz
IF:100x
WB: 100x
MAChR 52 Mysi/monoklondlni ~ G-9  Santa Cruz
M1 IF: 50x
WB: 5000x
SYP 38-48 Mysi/monoklonalni D-4  Santa Cruz
IF: 50x
GFAP 50 Krali¢i/monoklonalni D1F4Q . CeII_ WAB: 500
Signaling
s o Sigma- WB: 250x
BChE 68(78) Krali¢i/polyklonalni Aldrich IF: 50x
WB: 200x
AChE 68(71) Mysi/monoklonalni A-11  Santa Cruz
IF: 50x
pixs I Sigma- )
TuJl 55 Krali¢i/polyklonalni Aldrich IF: 200x
p-aktin 42-43 Mysi/monoklonalni C4 Santa Cruz  WB: 5000x

Nestin 190(200) Mysi/monoklonalni 10c2  Santa Cruz IF: 100x

Tab. 2. Pouzité sekundarni protilatky, jejich popis, vyrobce a fedéni.

Nazev Zdroj Vyrobce Redéni

Alexa Fluor 488 Goat-anti-rabbit  Kozi/monoklonalni Invitrogen 1556)(
Alexa Fluor 488 Rabbit-anti-mouse Krali¢i/polyklonalni ~ ThermoFisher 1(;&))(
RAM/Px Rat anti-mouse Ig Kraligi Sigma-Aldrich 1\6\/0%)(
SWAR/Px Swine anti-rabbit Ig Prasedi Cell Signaling 1\6\/0%)(
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3.2 Pouzité pristroje a zarizeni

Pouzité ptistroje a zafizeni — Kultivace, diferenciace optimalizace koncentrace,
SCOP, vybéru vhodné detekéni metody, nalezeni mechanismu bunééné smrti
indukované SCOP a testovani aktivity kandidatnich slou¢enin: analyticka vaha
(LabSystem), automatické pipety o riznych objemech (Finpipette, Eppendorf),
Biirkerova pocitaci komurka (Fisher scientific), CO, inkubator MCO-18AIC
(SANYO), laminarni flowbox s vertikalnim proudénim vzduchu (MSC
ADvantage), lazen Heat master (Heat), mikroskop CKX41 (Olympus),
mikroskop AE 42 ERGO (Intraco Micro), kamera Moticam S3 (Motic
Scientific), odsavacka (VWR), pipetor (Swiftpipet Pro), vortex Minishaker MS2
(IKA), centrifuga Hettich Zentrifugen universal 320 R (Schoeller),
spektrofotometr infinite M200 Pro (Tecan)

Pouzité ptistroje a zatizeni — lyzace, elektroforéza, western blot a imunodetekce
proteini: analyticka vaha KERN ABT 120-5DM (KERN), aparatura pro SDS-
PAGE Mini-Protean Tetra Systém (Bio-Rad), aparatura pro western blot Mini
Trans-Blot Module (Bio-Rad), automatické pipety o ruznych objemech
(Eppendorf), CCD kamera s ptisluSenstvim Luminescent image analyzer LAS—
4000 (Fujifilm), centrifuga CompactStar CS4 (VW), chlazena centrifuga
Heraeus Megafuge 16R (ThermoFisher Scientific), kyvac¢ka mini-Rocker
Shaker, MR-1 (Biosan), laboratorni vahy KERN PCB 200-2 (KERN), lednice
Liebherr FKvsl 5413 (Liebherr), magneticka michacka Arex-6 (VELP
Scientifica), michacka zkumavek s bezdotykovym spinacem (VLEP Scientifica),
minicentrifuga D1008 (DLAB Scientific), pH metr pH 50 (XS Instrument,
Italie) a sklenéna pH elektroda (Sentek), predvazky KERN-PCB (KERN),
termoblok (ThermoFisher Scientific), ultrazvukovy homogenizator (Bandelin),
UV-VIS spektrofotometr UV-1800 (Schimadzu), vortex V-1 plus (Biosan),
zdroj napéti PowerPac Basic (Bio-Rad)

Pouzité pfistroje a zatizeni — imunofluorescencni detekce proteini: Konfokalni
mikroskop Leica, TCS SP2 (Leica), lasery Ar-Kr, He a Ne (Leica), inverzni
fluorescen¢ni mikroskop Leica DMIRE2 (Leica)

Spotiebni zbozi: Kultivaéni misky @ 100 a 50 mm (TPP), 96jamkové
mikrotitracni desky (TPP, Eppendorf), konické centrifugacni zkumavky — 15ml
(Eppendorf), mikrozkumavky — 0,6, 1,5 a 2ml (Eppendorf), Sterilni zkumavky o
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objemu 15 a 50 ml (TPP), 15um 8jamkové mikrotitra¢ni komirka (Ibidi cells in
focus), jehly, nitrocelulosova membrana pro western blot (Bio-Rad)

e B¢&Zné laboratorni vybaveni: kadinky, odmérné valce, 1zi¢ky, vazenky, Spicky,
stojan na zkumavky a mikrozkumavky, skalpel, pinzeta, podlozka pokryta

parafilmem, parafilm

3.3 Pouzité programy — Software
e GraphPad Prism 9.3.1. (2021) (GraphPad Software, La Jolla California

USA)
e ImagelJ (FiJi software)
e Inkscape 1. 2. 2. (Inkscape)
e Motic Images Plus 3.0 (Motic)
e Past 4.03 (Oycind Hammer)

3.4 Kultivace a diferenciace bunék
Butiky linie U-87MG i SH-SYS5Y byly kultivovany v kultivaénim médiu DMEM/F12 (1:1)

s 10% FBS a 1% PS na kultiva¢nich miskach @ 100 mm v inkubatoru pfi teploté 37 °C,
obsahu 5 % CO2 a 95% vzdusné vlhkosti. Pii dosazeni konfluence 70-80 % byly buiiky
pasazovany. Z kultiva¢nich misek odsato veskeré médium, bunky oplachnuty 1 ml 1x
PBS, které bylo nasledné také odsato. Poté byl na bunky aplikovan 1 ml enzymu
trypsinu a ponechan na kratkou inkubaci (bufiky linie SH-SY5Y cca 5 min, buiiky linie
U-87MG asi 2-3 min) pti laboratorni teploté. Po skonéeni inkubace s trypsinem byly
k suspenzi napipetovany 4 ml média DMEM/F12 (1:1) s 10% FBS a 1% PS. Vznikla
suspenze byla rozesuspendovana a rozdélena dle potieby do pripravenych kultiva¢nich
misek s Cerstvym médiem. Bunééna linie U-87MG byla obvykle rozdélena v poméru
1:6, aby bylo zabranéno vzniku sféroidi, které vznikaji pii vyssich konfluencich bunék
této linie. Suspenze bunék linie SH-SYS5Y byla obvykle rozdélovana na nové kultivacni
misky v poméru 1:2. Bunky linie SH-SY5Y byly kultivovany po pasaz 20 od zalozeni
kultury, bunky linie U-87MG je mozno vyuzivat bez omezeni ¢isla pasaze.

Buiky byly déale nasazovany na 96jamkové mikrotitracni desticky nebo 15um
8jamkové destiCky. Bunky byly uvolnény z kultiva¢ni nadoby pomoci trypsinu, Viz
vyse. Bunééné suspenze byly poté pieneseny do zkumavek, toceny 5 min pii rychlosti
1 000 g za laboratorni teploty, supernatant byl odsan a k peletu pfidano 10 ml cerstvého

média. Suspenze byla homogenizovana, poté pocitana pomoci Biirkerovy pocitaci
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komurky a nasledné¢ byl vypocten objem suspenze potiebny pro nasadu. Vznikla
bunééna suspenze byla rovnomérné pipetovana do jamek destiek VvV objemech
100 pl/jamku. Dle potieb experimentu byly buiky linie U-87MG nasazovany na
96jamkové mikrotitraéni desticky Vv konfluencich 3000 nebo 6000 bunék/jamku
(buniky linie SH-SY5Y 20000 bun¢k/jamku) a na 15pum 8jamkové desticky
30 000 bungk/jamku (SH-SY5Y 50000 bunék/jamku). Po nasadé byly buiky
kultivovany za standardnich podminek.

Den po nasadé byly buriky diferenciovany. K bunikam byl pfipipetovan objem
100 ul DMEM/F12 (1:1) s 1% FBS a 1% PS s diferencia¢nim ¢inidlem. Pro linie U-
87MG NaB ve vysledné koncentraci 4 nebo 2 mM, pro linii SH-SY5Y 10uM ATRA.
Buiky, které bylo zapotiebi ponechat v nediferenciovaném stavu, byly osetteny 100 pl
DMEM/F12 (1:1) s 10% FBS a 1% PS. V piipadé diferenciace bunék na kultiva¢nich
miskach bylo z misek odsato médium a pfidano 10 ml 2mM NaB v DMEM/F12 (1:1)
s1% FBS a 1% PS, 10% FBS a 1% PS (1:1) pro bunky linie U-87MG nebo 10uM
ATRA pro SH-SY5Y. Kontrolni nediferenciované buiiky byly oSetfeny DMEM/F12
(1:1) s 10% FBS a 1% PS. Buiiky byly nasledné inkubovany za standardnich podminek
po dobu 48 h.

3.5 Validace diferenciace na cholinergni fenotyp

3.5.1 Kultivace bunék pro western blot a jejich sklizeni

Buiikky obou linii byly kultivovany a diferenciovany dle ptedchoziho popisu. Pro
analyzu western blot byly pouzity dvé misky obou bunéénych linii (SH-SY5Y a U-
87TMG).

Pro v8echny experimentalni skupiny byl nasledujici postup sklizeni jednotny. Po
dokonceni inkubace byly adherované buiky sklizeny pomoci $krabky a spolu
s médiem/diferencia¢nim roztokem byly pieneseny do zkumavky umisténé na ledu.
Kultivacni miska byla poté oplachnuta 1 ml vychlazeného 1x PBS a tento objem byl
rovnéz pienesen do piislusné zkumavky. Suspenze byly nasledné toceny pii 4 °C
10 min a rychlosti 1000 rpm. Po centrifugaci byl odsat supernatant a pelet
rozesuspendovan v 1 ml vychlazeného 1x PBS. Suspenze byla pfenesena do
oznacenych mikrozkumavek, které byly poté opét centrifugovany za ptedchozich
podminek. Po centrifugaci byl supernatant opatrné odsat pomoci jehly a zbylé pelety
bunék byly v mikrozkumavkach zamrazeny v tekutém dusiku a ulozeny do -80 °C.

Tento experiment byl proveden ve dvou biologickych opakovanich.
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3.5.2 Lyzace bunék pro western blot analyzu
Bunky v mikrozkumavkach byly z -80 °C umistény na led. Poté k nim byl ptidan

vychlazeny lyzaéni pufr a obsah mikrozkumavky byl fadné rozesuspendovan. Objem
lyza¢niho pufru byl odhadnut na zaklad¢ velikosti peletu, pro buriky linie SH-SY5Y cca
30-45 pul, pro bunky linie U-87MG cca 45-50 pl. Bunky byly 30 min inkubovany
s lyza¢nim pufrem na ledu a béhem této doby 3x promichany.

Nasledn¢ byly buiky sonikovany a 30 min centrifugovany pii 4 °C a rychlosti
14 000 g. Supernatanty byly pieneseny do ¢istych mikrozkumavek na ledu, pticemz
byly zaznamenany jejich piesné objemy.

Dale byla stanovena celkova koncentrace proteinti pomoci Bradfordova cinidla
Vv duplikatech pro kazdy vzorek.

K vzorkim byl pfidan denaturaéni vzorkovy pufr (5xSDS) o objemu, ktery
odpovidal Y4 objemu vzorku. Po promichani byly vzorky umistény po dobu 5 min do
termobloku predehiatého na 96 °C. Na zavér byly vzorky kratce stoceny a uschovany
do -20 °C. Timto byly ptipraveny na elektroforetickou analyzu.

3.5.3 Polyakrylamidova elektroforéza a western blot
K separaci proteini byla pouzita diskontinualni elektroforéza za denaturujicich

podminek v 1Imm polyakrylamidovych gelech (SDS-PAGE). Gel byl slozen z 12,5%

délici casti a 5% zaostiovaci casti. Gely byly piipravovany dle Tab. 3, viz nize.

Tab. 3. Objemy jednotlivych slozek pro piipravu 1mm geli pro SDS-PAGE.

Slozka Délici gel 12,5% (2 gely) Zaostirovaci gel 5% (2 gely)

AA + Bis AA 3,90 ml 0,84 mi

Destilovana H20 1,94 ml 3,51 ml
TRIS pH 8,8 3,50 ml

TRIS pH 6,8 0,63 mi

SDS (10%) 94,00 pl 50,00 pl

TEMED 6,25 pl 5,00 pl

APS (10%) 37,50 pl 30,00 pl

Po smiseni vSech slozek 12,5% dé&liciho gelu, byl pfipraveny roztok urychlené
napipetovan mezi piipravena skla a povrch ptevrstven malym objemem butanolu. Po
45min polymeraci byl butanol z povrchu déliciho gelu odsan. Byl piipraven 5%

zaostfovaci gel, nanesen na gel dé¢lici a mezi skla byl zasunut 15jamkovy hiebinek.
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Takto pripraveny gel byl opét ponechan 45 min polymerizovat.

Pripravené gely byly vlozeny v komurce do elektroforetické vany a zality
elektroforetickym, Tris-gylcinovym, pufrem. Vzorky byly po dobu 2 min zahiaty
v termobloku nastaveném na teplotu 96 °C. Do prvni jamky byly napipetovany 3 pl
markeru molekulovych hmotnosti a nasledné vzorky, jejichz objemy odpovidaly obsahu
proteind 35 pg. Pocate¢ni napéti bylo nastaveno na 90 V a po piechodu proteini ze
zaostfovaciho gelu do déliciho bylo zvySeno na 120 V. Elektroforéza byla ukoncena
poté, co ¢elo délicich se proteinti dosahlo spodniho okraje gelu.

Gel se separovanymi proteiny byl umistén na nitrocelulosovou membranu mezi
filtracni papiry a pénové podlozky a uzavien v blotovaci kazeté, ktera byla umisténa do
vany s blotovacim pufrem a chladicim blokem. Zdroj byl po celou dobu (3 h) nastaven
na 270 mA. Po 1,5 h hodin¢ byl obménén ledovy blok, aby bylo zachovano chlazeni.

Po ukonceni western blotu byla membrana s pfenesenymi proteiny umisténa na
5min do roztoku Ponceau S, ¢imz se prenesené proteiny zviditelnily, promyta
Vv destilované vodé a ponechana volnému proschnuti na filtraénim papiie pii laboratorni

teploté.

3.5.4 Imunodetekce proteini
Z membrany byly podle markeru molekulovych hmotnosti skalpelem vytezany oblasti,

ve kterych se nachazely pozadované proteiny. Vyfezané Casti membrany byly 5 min
odbarvovany v 1x TBS a poté inkubovany 1 h na kyvacce v blokovacim pufru (5% BSA
v 1x TBS-Tween 20 nebo 5% susené mléko v 1x TBS-Tween 20). Blokaci zabranime
vzniku nespecifickych vazeb protilatky.

Po blokaci byly membrany omyty 5 min v 1x TBS, rychle osuSeny a pievrstveny
nafedénymi primarnimi protilatkami viz Tab. 1. Membrany byly uzavieny ve vlhké
komurce, aby bylo zabranéno vyschnuti a ulozeny na inkubaci pies noc pii 4 °C.

Po inkubaci primarnich protilaitek byly membrany promyvany podle
nasledujiciho schématu: 5 min 1x TBS, 5 min 1x TBS-Tween 20, 5 min 1x TBS a
10 min 1x TBS. Promyvaci roztoky byly v kazdém kroku vyménény. Béhem procesu
promyvani byly nafedény sekundarni protilatky konjugované s kienovou peroxidazou
v odpovidajicich bloka¢nich roztocich. Sekundarni protilatky byly voleny na zakladé
pivodu primarnich protilatek a fedény dle Tab. 2. Po dokonceni promyvani byly
membrany kratce osuSeny na filtraCnim papiru, uspofddany na plastovou podlozku,

prevrstveny prislusnymi nafedénymi sekundarnimi protilatkami a ulozeny na 1 h pfi
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laboratorni teploté do vlhké komurky.

Nasledné byly membrany promyty podle nasledujiciho schématu: 10 min
1x TBS, 5 min 1x TBS-Tween 20, 5 min 1x TBS a 10 min 1x TBS (promyvaci roztoky
byly mezi jednotlivymi kroky opét vyménovany). Po promyti byly membrany kratce
osuseny na filtraénim papife, prevrstveny vyvijecim roztokem peroxid:luminol (1:1) a
5 minut inkubovany. Peroxid vodiku vtomto ptipadé¢ funguje jako substrat pro
kfenovou peroxidazu konjugovanou na protilatkach, ktera nasledné katalyzuje oxidaci
luminolu a sni spojenou emisi svétla. Vznikla chemiluminiscence byla detekovana
pomoci CCD kamery.

V prib¢hu téchto experimenti byly nejprve provedeny optimalizace vybéru
vhodného blokaéniho pufru pro jednotlivé protilatky a také vhodné fedéni protilatek.

Zoptimalizovany postup byl poté proveden ve dvou biologickych opakovanich.

3.5.5 Imunofluorescenéni detekce proteini
Pro detekci stanovovanych markerd a pofizovani jejich snimkl pomoci konfokalniho

mikroskopu byly buriky obou linii kultivovany a diferenciovany na 15um 8jamkové

desti¢ce dle piedchoziho popisu. Po dokonceni diferenciace piisla na fadu fixace.

3.5.5.1 Fixace formaldehydem
Prvotni experimenty byly provadény dle nasledujiciho schématu. Z jamek bylo odsato

médium a buiky byly 3x oplachnuty 1x PBS. Nasledné¢ byly bunky 15-20 min
inkubovany se 200 ul 4% paraformaldehydem pii pokojové teploté. Roztok
paraformaldehydu byl poté odsan a byl proveden oplach ledovym 1x PBS 3x Vv fadg,
kazdy po dobu 4 min. Dale byla provadéna 15min inkubace pii laboratorni teploté
s 200 pl permeabilizaéniho roztoku 0,2% Tritonu X-100. Nasledovalo promyti 3x
1x PBS kazdé po dobu 4 min. Nasledovala blokace 30 min pfi laboratorni teploté
pomoci 200 pl 5% BSA/1 x PBS. Bloka¢ni roztok byl odsan, bylo naneseno 150 pl
nafedéné protilatky (protilatky byly fedény v bloka¢nim pufru) a ponechano inkubaci
pfes noc pii 4 °C. Dalsim krokem bylo opét promyvani 3x 4 min 1x PBS nasledované
aplikaci sekundarni protilatky (viz Tab. 2) nafedéné v bloka¢nim roztoku, ktera byla
ponechana na 1h inkubaci ve tmé pii laboratorni teploté. Od okamziku pouziti
sekundarni protilatky nebyl vzorek vystavovan svétlu. Vzorek byl 5x 5 min promyt
1X PBS a po poslednim promyti byl veskery roztok 1x PBS odsan a vzorek byl
ponechan lehkému zaschnuti. Na zavér byly jamky prekryty tenkou vrstvou (4-5 kapek)

vodného montovaciho média (FluorSave). Nasledné byla provedena detekce proteint
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pomoci fluorescenéniho mikroskopu, ktera ovSem odhalila nedostatecnosti tohoto
postupu fixace a barveni. Zejména burky linie U-87MG byly timto zptisobem fixace a
permeabilizace zna¢né poskozeny, ¢imz byla narusena jejich pivodni morfologie a
dochazelo k nadmérnym ztratam bunék pii jejich promyvani. Tyto neptiznivé vysledky
byly pozorovany i pti opakovanich tohoto postupu. Z téchto divodi bylo ptikroceno

K jinému pracovnimu postupu, viz dale.

3.5.5.2 Fixace methanol-aceton (1:1)
Dale pouzivany postup se skladal z nasledujicich kroki, postup byl pfevzat z prace

Steigerova et al.,, 2010. Zjamek bylo odsato médium, buiky byly oplachnuty
vytemperovanym 1x PBS a po jeho odsati byly bunky inkubovany 10 min se 150 pl
vychlazeného roztoku methanol-aceton (1:1). Methanol-aceton byl poté odsan a bunky
byly ponechany lehkému proschnuti. Takto zafixované buniky bylo nasledné mozno
uchovavat v -20 °C nebo ihned pokracovat v dalSich krocich. Jamky byly zavodnény
roztokem 1x PBS-0,1% Tween-20 po dobu 3 min. Dale byly bunky blokovany 30 min
pii laboratorni teploté 150 ul 1% BSA/1 x PBS-0,1% Tween-20 (Cerstvé piipraveny
roztok). Nasledovalo 1x promyti 1x PBS-0,1% Tween-20 po dobu 3 min. Po promyti a
odsati promyvaciho roztoku byly aplikovany primarni protilatky nafedéné v bloka¢nim
roztoku a inkubovany pies noc v 4 °C. Nasledujiciho dne byly jamky 5x po dobu 3 min
promyty 1x PBS-0,1% Tween-20. Po poslednim promyti byl promyvaci roztok odsan a
aplikovana sekundarni protilatka konjugovana s fluoroforem Alexa Fluor 488 nafedéna
v bloka¢nim roztoku (viz Tab. 2). Bunky byly se sekundarni protilatkou inkubovany ve
tm¢, nejdiive 30 min pii laboratorni teploté a poté 1 h pii 4 °C. Od momentu pouziti
sekundarni protilatky, bylo se vzorkem manipulovano ve tmé. Po inkubaci sekundarni
protilatky néasledovalo opét 5x 3min promyti 1x PBS-0,1% Tween-20, nasledované 2x
3min promytim 1 X PBS a na zavér promyti 2x 3min destilovanou H2O. Po poslednim
promyti byla destilovana H20 odsana a vzorek ponechan kratkému proschnuti. Na zaveér
bylo do kazdé jamky nakapano 4 az 5 kapek vodného montovaciho média FluorSave.
Tento postup tGpravy vzorku pro pofizovani fluorescenénich snimkd se ukazal jako
vyhovujici a byl dale pouzivan. Bylo ovsem potieba optimalizovat fedéni protilatek,
vyhovujici fedéni jsou zaznamenana v Tab. 1. Po nalezeni vhodnych koncentraci byly
experimenty provedeny ve dvou biologickych opakovanich.

Samotné potizovani fluorescenénich snimkid probihalo pomoci konfokalniho
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mikroskopu s kamerou a piislusnym softwarem. U potizenych mikrofotografii byla poté

provedena jednotna korekce jasu a kontrastu v programu ImageJ.

3.6 Optimalizace modelu — oSeti‘eni bunék skopolaminem
Po dokonceni diferenciace byly buiky osetfeny SCOP 0 koncentracich 5 az 10mM a

kontrolni skupinou (0,1% DMSO). Byly ptipraveny roztoky SCOP o koncentracich
5 az 10mM fedénim zasobniho 1M roztoku SCOP v DMEM/F12 (1:1) s 1% FBS a 1%
PS a roztok pro kontrolni skupinu — 0,1% DMSO v DMEM/F12 (1:1) s 1% FBS a 1%
PS. Z desek s bunikami bylo pomoci jehly odsato diferenciaéni médium a poté urychlené
aplikovano 100 pl roztoku SCOP/kontroly. Osetfené buniky byly poté inkubovany za
standardnich podminek 24 nebo 48 h.

Po uplynuti inkubaéni doby s roztoky SCOP byly desky s buitkami podrobeny

testovani viability pomoci riznych cinidel.

3.6.1 Propidium jodid
Stanoveni bunééné smrti bylo provedeno pomoci Pl, které funguje jako interkalacni

¢inidlo. Diky svému kladnému naboji neni schopné prochazet pfes membrany zdravych
bunék. Jsou-li buniky dostate¢né poskozené, PI prochazi pfes membranu a interaguje
sbazemi DNA, pricemz se posouva jeho excitani a emisni maximum. Zasobni
1mg-ml? roztok PI byl nafedén 500x v 1x PBS a po 100 pl napipetovan do média
k bunkam a do jamek blanku. Deska byla poté 15 min inkubovana ve tmé pii
laboratorni teploté a poté centrifugovana 1 min pii 1 400 rpm. Nasledné byla méfena na

spektrofotometru pii ex./em. 535/617 nm.

3.6.2 YO-PRO™1 jodid
Dalsi méfeni probihalo pomoci YO-PRO 1 barviva, které diky své velikosti prostupuje

pouze pfes membranu bunék vrané fazi apoptoézy (tedy bunky, které jesté nejsou
barveny pomoci PI), ve kterych interaguje s DNA. Zasobni ImM roztok YO-PRO 1 byl
naredén 1000x v 1x PBS. Bunky v 96jamkovych deskach byly stoceny pomoci
centrifugy 5 min pfi 1400 rpm, poté znich bylo Setrné jehlou odsato médium a
napipetovano 100 pl nafedéného roztoku YO-PRO 1. Desky byly poté 15 min
inkubovany ve tmé pii laboratorni teploté a nasledné¢ méfeny pomoci spektrofotometru

pii ex./em. 488/530 nm.
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3.6.3 Test pro bunéénou proliferaci a viabilitu WST-1
Tetrazolova sul WST-1  (4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-

benzensulfonat) je pomoci mitochondrialni dehydrogenazy zivych bunék $tépena na
formazan. V zavislosti na poctu zivych buné¢k je tvoreno formazanové barvivo, jehoz
absorbanci je poté mozno méfit. Do média bylo pfidano 10 pl ¢inidla WST-1, deska
byla poté inkubovana Vv inkubatoru pii teploté 37 °C, obsahu 5 % CO» a 95% vzdusné
vlhkosti po dobu 1 h. Méfeni absorbance pomoci spektrofotometru probihalo po 30 min

a 1 h inkubace pti 440 nm s referenéni vinovou délkou pozadi 600 nm.

3.6.4 Méreni oxidativniho stresu pomoci dihydroethidia (DHE)
Pro stanoveni OS Vv zivych bunikach 1ze vyuzit fluorescen¢ni sondu DHE. Sonda DHE je

selektivni pro superoxidovy radikal, ktery DHE oxiduje za tvorby hydroxyethidia a ten
Ize fluorescencné kvantifikovat méfenim emisni vinové délky 580 nm pii excitaci
vlnovou délkou 500 nm. Zasobni 10mM roztok DHE byl natedén 1000x v 1x PBS. Dale
byl postup jednotny viz YO_PRO™ 1 jodid. Desky byly nasledné inkubovany 30 min
ve tmé¢ pii laboratorni teplot¢ a poté méfeny ve spektrofotometru pii ex./em.
500/580 nm.

3.6.5 Stanoveni bunééné smrti pomoci laktatdehydrogenazy (LDH)
Pii vSech typech bunétné smrti je bunécna membrana bunék naruSena a z cytosolu

bunék je do okoli uvolnéna LDH. Enzym LDH muze katalyzovat preménu laktatu na
pyruvat a pii naslednych sprazenych reakcich dochazi k redukci tetrazoliové soli na
formazan. Mnozstvi vytvofeného formazanu je tak pfimo Umérné poctu bunék
s porusenou membranou. Desky byly stoceny viz YO_PRO™ 1 jodid (2 min a 30 s). Po
stoCeni bylo z desek ptepipetovano 50 pl supernatantu do cisté 96jamkové desky,
piidano 50 ul roztoku LDH release (pfedpfipraveny na zakladé pokynii vyrobce) a
deska byla poté ponechana 30min inkubaci ve tmé pfi laboratorni teploté. Po uplynuti
inkubace bylo do jamek ptidano 25 pl roztoku STOP solution a poté byla ihned métena

absorbance pifi 490 nm a referen¢ni vinové délce 680 nm.

3.7 Nalezeni mechanismu bunééné smrti indukované skopolaminem
Pro nalezeni mechanismu bunétné smrti byly bunky obou linii oSetieny tremi

koncentracemi SCOP (7, 8 a 9 mM U-87MG; 2,5; 5 a 10 mM SH-SY5Y) dle
ptedchoziho popisu, piipadné byla pouzita jen jedna koncentrace SCOP (8mM pro U-
87MG; 5mM pro SH-SY5Y) a kni ptidana latka LY294002 ve tfech koncentracich

(0,01; 0,1 a 1 uM). Déle byla stanovovana bun&na smrt pomoci PI, YO PRO™ 1 jodid
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a LDH a tvorba superoxidovych radikaltt pomoci DHE dle ptedchoziho popisu. Byly

ptidany dalsi typy méfeni, viz nize.

3.7.1 Méreni autofagie
Pro detekci autofagie byl zvolen fluorescen¢éni autofagozomalni marker s excitacni

vlnovou délkou 333 nm a emisni vinovou délkou 518 nm. Desky byly toceny pii
pokojové teploté po dobu 5 min a 1 400 rpm. Médium bylo poté Setrné odsato jehlou a
do jamek bylo pfidano 50 ul autofagozomalniho detek¢éniho reagentu ziedéného 500x
v barvicim pufru. Deska byla inkubovana 30 min v inkubatoru, poté opét stocena,
supernatant byl Setrn¢ odsan jehlou, do jamek bylo napipetovano 100 ul promyvaciho
pufru a nasledné¢ bylo provedeno méfeni pomoci spektrofotometru pii ex./em.

333/518 nm.

3.7.2 Méreni aktivity kaspazy 3/7
Fluorescen¢ni sonda pro stanoveni aktivity kaspaz 3/7 je konjugovana s tetrapeptidem,

Ktery je témito kaspazami rozpoznavan a §tépen. Po $tépeni tetrapaptidu je uvolnéna
fluorescenéni sonda schopna emise svétla 0 vIinové délce 505 nm pii excitaci vinovymi
délkami 400 nm. Byl ptipraven kaspazovy pufr (dle Carrasco et al., 2003) s obsahem
30mM DTT, 3mM PMSF a 75uM substratu kaspaz 3/7 (Ac-DEVD-AFC). Vznikly
roztok byl v objemu 50 ul pfidan do obsahu jamek a deska byla poté 2 h inkubovana

v inkubatoru. Po inkubaci byl méfen fluorescenc¢ni signal pti ex./em. 400/505 nm.

3.7.3 Pozorovani autofagozomu
Na 15um 8jamkové desti¢ce byly kultivovany bunky linie U-87MG a SH-SY5Y, které

byly diferenciovany a dale osetieny pomoci SCOP (8mM pro U-87MG, 5mM pro SH-
SYSY) dle pfedchozich popisi. Po 24 a 48 h byl aplikovan marker pro detekci
autofagie, viz vyse. Dale bylo provadéno morfologické pozorovani a zachycovani

mikrosnimkt pomoci fluorescenéniho mikroskopu s kamerou.

3.8 Testovani protektivni aktivity kandidatnich sloucenin a stanoveni
cytotoxicity

Nasledné bylo pfistoupeno k testovani kandidatnich sloucenin zftad inhibitord

cholinesteraz, inhibitorti autofagie a dalSich vybranych skupin. Desky byly nasezeny,

diferenciovany a osetieny SCOP s latkami dle pfedchozich postupid. Latky RIV, GAL a

DON byly pouzity v koncentracich 0,1; 1 a 10uM; NEC-1 0,2; 2 a 20uM a LY?294002 a
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VM583 0,01; 0,1 a 1uM. Desky byly poté meteny po 24 nebo 48 h inkubace pomoci P,
YO-PRO1, DHE, LDH a také pomoci MitoSoxu a JC-10.

3.8.1 Stanoveni cytotoxicity
Pro stanoveni pfipadné cytotoxicity testovanych kandidatnich sloucenin byly bunky

obou linii standardnim zplGsobem oSetieny testovanymi skupinami ovSem bez
ptitomnosti toxinu SCOP. Po 24h a 48h inkubaci s latkami bylo poté z poloviny jamek
DMSO kontroly odsato 50 ul média a misto néj piidano 50 ul 2% Tritonu X-100,
finalni koncentrace Tritonu X-100 tedy ¢inila 1 %. Po 2 min byla deska standardné
zmé&fena pomoci PI. Ziskana data byla pfepoctena na procenta bunééné smrti, kde

DMSO kontrola oSetfena 1% Tritonem X-100 ¢inila 100 %.

3.8.2 Mitochondrialni superoxidovy indikator MitoSox
Cinidlo MitoSox pronika do Zivych bunék, kde je pii piitomnosti superoxidového

radikalu v mitochondriich oxidovano za vzniku fluorescen¢niho barviva. Zasobni 5mM
roztok MitoSox byl ziedén 1000x v HBSS pufru. Bunky byly pfipraveny dle
piedchoziho popisu (viz YO_PRO™ 1 jodid), zdsobni SmM roztok MitoSox byl ziedén
1000x v HBSS pufru a po 50 ul ptidan do jamek. Desky byly poté inkubovany celkové
1 h v inkubatoru. Méfeni probihalo po 15 a 30 min inkubace ve spektrofotometru pti

ex/em vlnové délce 500/580 nm.

3.8.3 Méreni mitochondridlniho membranového potencialu pomoci JC-10
Buriky s neposkozenymi mitochondriemi, a tedy fyziologickym mitochondrialnim

membranovym potencialem, polymerizuji JC-10 na fluorescencni barvivo s excitaci
v Cervené oblasti spektra. Naopak buiky s poskozenym mitochondrialnim potencialem
schopnost polymerizace JC-10 ztraceji a JC-10 zistava v podobé monomeru zelené
fluorescen¢niho barviva. Jsou-li zméfeny fluorescenéni signaly pro oba typy barviva, je
nasledné¢ mozné jejich pomér piepocist na procentudlni mitochondrialni membranovy
potencial. Oproti jinym testim byly buinky pro méfeni mitochondrialniho
membranového potencidlu oSetfeny pouze 50 namisto 100 pl testovanych skupin.
K obsahu jamek desky bylo pfipipetovano 25 pl 50x zfedéného barviva JC-10
v testovacim pufru A. Deska byla poté inkubovana 30 min v inkubatoru a po dokonceni
inkubace bylo do jamek ptidano 25 ul testovaciho pufru B. Fluorescen¢ni signal byl

poté méfen na spektrofotometru pii ex./em. 490/525 nm a ex/em 540/590 nm.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Validace diferenciace na cholinergni fenotyp
Pro diferenciaci na cholinergni fenotyp byly bunky U-87MG inkubovany 48 h v 2mM

roztoku NaB dle Liu, Xia et al., 2019. Po prob¢hlé diferenciaci byl jejich ziskany
fenotyp porovnavan s kontrolni skupinou, ktera byla kultivovana stejny zptasobem, ale
finalnich 48 h inkubace probihalo ve standardnim kultivatnim médiu bez
diferencia¢niho ¢inidla. Nasledné byla provadéna validace diferenciace na cholinergni
fenotyp, k ¢emz slouzilo pozorovani zmén morfologie, western blot s naslednou
imunodetekci vybranych proteind a imunofluorescen¢ni analyza vybranych proteind.
Cely proces byl pro srovnani provadén také na bunééné linii SH-SY5Y, ktera je dobie
charakterizovanym a dlouhodobé zavedenym modelem. Diferenciovany fenotyp linie
SH-SY5Y reprezentuji buniky osetiené po dobu 48 h 10uM ATRA.

Narast exprese TuJl, SYP a NF-M je markerem neuronalni diferenciace.
Vsechny tyto tfi markery jsou soucasti cytoskeletu bunék a jejich zvySena exprese je
ukazatelem neuronalni diferenciace. Redistribuce SYP do neuritd poukazuje na jeho
funkci pii tvorbé synaptickych vackt, které jsou nedilnou soucasti neuronalni
komunikace v ranych stadiich vyvoje neuront (Sarkanen et al., 2007; Shipley, Mangold
et al., 2016; Teppola et al., 2016). Protein NF-M je nepostradatelny pii tvorbé novych
axonalnich vybézki a podili se na celkové stabilit¢ neuronovych vlaken (Lee et al.,
2018). Nestin je znam jako marker nediferenciovanych bunék a buné¢na diferenciace je
obvykle provazena snizenim exprese tohoto markeru (Lopes et al., 2010). Dale mAChR

M1, AChE a BChE jsou markery cholinergnich neuront.

4.1.1 Pozorovani zmén morfologie
Pro zachyceni zmén morfologie byly pofizovany mikroskopické snimky kontrolni i

diferenciované skupiny pomoci svételného mikroskopu s kamerou. Obr. 2. shrnuje

pozorované zmény na obou pouzitych bunéénych liniich.
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Obr. 2. Zmén morfologie nediferencovanych a diferenciovanych bunék U-87MG a SH-SY5Y.
A: U-87MG kontrolni skupina; B: U-87MG kontrolni skupina, Sipka ukazuje sféroid; C: U-
87MG po 48h inkubaci s 2mM NaB; D: U-87MG po 48h inkubaci s 2mM NaB, $ipka ukazuje
na neurit; E: SH-SY5Y kontrolni skupina; F: SH-SY5Y po 48h inkubaci s 10uM ATRA, sipka
ukazuje na neurit. Snimky A, B, C, E a F byly pofizovany pti zvétseni 40X. Snimek D byl
potizen pii zvétseni 100X.

Obr. 2A ukazuje kontrolni nediferenciované bunky linie U-87MG. Na snimku je
mozné pozorovat trojihelnikova téla s oblymi okraji a vzajemnou propojenost bunék.
Buniky typicky rostou ve vzajemné propojenych sitich. Diky zrychlené proliferaci a
tendenci bun€k vytvaret shluky, se pii kultivaci objevuji také sféroidy, které jsou
zachyceny na Obr. 2B (viz Sipka). Pritomnost sféroidu je charakteristickym rysem linie
U-87MG a objevuji se zejména pii vysoké konfluenci bun¢k. Ackoliv jsou sféroidy
tvofeny ve stfedu nekrotickymi a apoptotickymi bunikami, vnéj$i povrch je tvofen

viabilnimi buiikami, a proto jsou sféroidy adherovany k povrchu Kkultivacni nadoby

(Bell et al., 2001). Pouze ojedinéle byly pii kultivaci pozorovany voln¢ se pohybujici
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sféroidy, které byly obvykle menSich rozméri nez sféroidy ptichycené k povrchu
kultivacni nadoby. Ackoliv se sféroidy vyuzivaji ke studium rozli¢nych patologii (Hess
et al., 2010), pro ucely této prace byly nezadouci. V prubéhu prace s touto bunéénou
linii vyslo najevo, Ze vzniku takovychto bunéénych tutvart lze zabranit fadnym
rozesuspendovanim Vv prubéhu pasazovani, nasad a také Kkultivaci bunék v nizSich
denzitach. Obr. 2C a 2D ukazuje bunky linie U-87MG diferenciované pomoci 48h
inkubaci s 2mM NaB. Na téchto mikroskopickych snimcich mizeme vidét radikalni
zménu morfologie oproti kontrolni skupiné. Burniky se vlivem 2mM NaB znaéné
prodluzuji a vytvaii dlouhé neurity (napiiklad Sipka na Obr. 2D). Je mozné dobie
rozlisit kulovita téla bun€k, ze kterych vystupuji dlouhé vybézky neuritii nasledné se
propojujici s okolnimi bunikami. Pozorovany fenotyp bunék po diferenciaci 2mM NaB
je v korelaci s pozorovanim Liu, Xia et al., 2019.

Obr. 2E a 2F zobrazuji rozdily mezi nediferenciovanymi bunkami linie SH-
SY5Y (Obr. 2E) a bunkami této linie po 48h inkubaci s 10uM ATRA (Obr. 2F). Na
mikroskopickém snimku E lze vidét kulata téla nediferenciovanych bunék SH-SY5Y
spouze velmi kratkymi neurity. Jak poté ukazuje Obr. 2F, ATRA-diferenciace
prodluzuje téla bungk, ktera ziskavaji pyramidovy vzhled a neurity se zvétsuji.
Pozorované zmény morfologie jsou v souladu s pozorovanimi Pahlman et al., 1984.

Pfi porovnanich linie U-87MG (Obr. 2A az 2D) s linii SH-SY5Y (Obr. 2E a 2F),
je jasné patrné, ze burniky linie U-87MG jsou o poznani vétSich rozmérti nez linie SH-
SY5Y. Pozorované zmény v morfologii, zejména masivni nartst neuriti a zastaveni

proliferace, po diferenciaci u obou linii ukazuje na jejich uspésnou diferenciaci.

4.1.2 Western blot analyza
Dale byla pro validaci diferenciace na cholinergni fenotyp u bunééné linie U-87MG

pouzita metoda western blot s naslednou imunodetekci vybranych proteint. Proteiny
byly vybrany ztad markerti cholinergnich neuront (MAChR M;i, AChE, BChE),
neuronalnich markert (NF-M, SYP) a markeru gliovych bun¢k (GFAP). Po prvotnich
pokusech, na kterych byl zoptimalizovan proces blokace a fedéni primarnich protilatek
(data nejsou uvedena) byly uspésné experimenty provedeny Vv biologickém duplikatu,
které mely stejny vysledek. Vysledky jsou zndzornény na Obr. 3, nejsou zde
zaznamenany proteiny mMAChR Mi: a NF-M, nebot’ ani jeden ztéchto proteind se
nepodafilo zaznamenat. V ptipadé¢ MAChR M1 se mizeme domnivat, Ze se jedna O

nevhodnost primarni protilatky pro tuto metodu, ackoliv jeji vyrobce western blot udava
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jako moznou aplikaéni metodu. Proteiny pro mAChR M;: se nepodatilo pii
imunodetekci zachytit pii blokaci pomoci 5% BSA v 1x TBS-Tween 20 ani pti blokaci
v 5% suSeném mléku v 1x TBS-Tween 20 a ani pies snizeni fedéni primarni protilatky
(v souladu s doporu¢enim vyrobce). Protein NF-M se rovnéz nepodafilo zachytit i pies
zménu blokace a snizeni fedéni. V tomto piipadé nebyl experiment Gspésny ziejmeé
z dtivodu pouzité lyzace, ktera pro cytoskeletalni protein NF-M neni vhodna, ackoliv
vyrobce primarni protilatky jako referenci udava western blot, pti jehoz lyzaci byl
pouzit RIPA pufr. Pro extrakci cytoskeletalnich proteinti je mozné namisto RIPA pufru
pouzit Tris-Triton pufr. Jiny typ lyzace pro zjisténi NF-M nebyl pouzit z ¢asovych
divodu a také proto, ze se jej podatilo stanovit pomoci imunofluorescenéni analyzy.

U-87MG SH-SYS5Y

<
O‘& m&k O"& \Q&h
ACHE | s, - | < 63 kDa

<€ 65kDa

BCHE | v _..- € 68 kDa

<€ 65 kDa

GFAP | e ol S e (€ 50 kDa
SYP —|(— 38-48 kDa

B-aktin | S————— | 1243 kDa

Obr. 3. Zaznam imunodetekce vybranych proteint ziskanych z lyzatt kontrolnich skupin bun¢k
U-87MG a SH-SY5Y a bunék osetfenych 2mM NaB (U-87MG) a 10uM ATRA (SH-SY5Y).
Prouzky piedstavuji hladiny jednotlivych proteint. Prouzky B-aktinu slouzi jako kontrola
stejnomérného naneseni vzorka.

S

Na zakladé¢ Obr. 3. muzeme fici, ze V nediferenciovanych buikach U-87MG
jsou exprimovany vsechny stanovované proteiny kromé SYP. | tento protein byl u
nediferenciovanych bunék U-87MG stanoven, nicméné pii svételné expozici, pii niz byl
prouzek SYP u ostatnich vzorkl jiZz pfesvicen, a proto neni na obrazku zachycen.
Exprese prvniho proteinu shora, AChE, se zda byt po diferenciaci lehce snizena,
nicméné se u diferenciovanych bunék linie U-87MG navic objevuje prouzek navic.
Jedna se pravdépodobné o neuplné glykosylovany AChE (Onder et al., 2022). S timto
fenoménem se setkavame i u BChE, kde jsou dvé frakce proteinu pfitomny jak u
diferenciovanych, tak i nediferenciovanych bun¢k U-87MG. U BChE se spodni prouzek

proteinu zda byt diferenciaci nezménén, nicméné horni prouzek se jevi diferenciaci
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oslaben. Dolni prouzek pfitom odpovida nedostateéné glykosylovanému monomeru
BChE (Onder et al., 2022). Pro buné&cnou linii U-87MG dle provedené literarni reserSe
nebyly doposud enzymy AChE a BChE stanovovany. Zmény V expresi GFAP
diferenciaci u bunécéné linie U-87MG nebyly zaznamenany. Toto zjisténi je v korelaci
s praci Liu et al., 2019 a rovnéz vyvraci tvrzeni Schulz, Rodgers et al., 2022, jejichz
prace udava, ze buiky linie U-87MG nejsou schopny exprese GFAP. Markantni nartst
exprese SYP u bunék U-87MG po diferenciaci 2mM NaB je v korelaci s vysledky Liu
etal., 2019.

Dle Obr. 3. jsou bunky SH-SY5Y schopny exprese AChE i BChE jak
Vv nediferenciovaném stavu, tak po ATRA-diferenciaci. Imunodetekce AChE u bun¢k
SH-SY5Y v diferenciovaném i nediferenciovaném stavu se shoduje s vysledky pro
bunénou linii U-87MG. Zmény v expresi po ATRA-diferenciaci patrné nejsou, U
diferenciovanych bun¢k se vsak objevuje frakce nedostatecné glykosylovaného AChE,
coz jsou vysledky, které byly nalezeny u diferenciovanych bun¢k SH-SY5Y jiz diive
(Onder et al., 2022). V piipadé BChE byla po diferenciaci pomoci ATRA zaznamenana
snizena exprese obou frakci proteinu, a to zejména Vv piipad¢é zcela glykosylované
BChE. Diferenciace ATRA vedla k nartstu exprese GFAP u bun¢k SH-SY5Y, coz je
vysledek shodujici se s literaturou, naptiklad prace Encinas et al., 2000, ve které autofi
udavaji narist GFAP po kratkodobé inkubaci s ATRA (2 dny) a poté pokles tohoto
proteinu po del$i dobé inkubace (5 dni) s ATRA. U proteinu SYP nedoslo Vv ptipadé
linie SH-SY5Y vlivem ATRA-diferenciace ke zméné exprese. Diferenciované i
nediferenciované bunky SH-SY5Y SYP exprimuji, coz je v souladu s Redova et al.,

2010, kde ke zménam v expresi SYP doslo az po sedmidenni ATRA-diferenciaci.

4.1.3 Imunofluorescencni analyza
Kromé analyzy western blot s naslednou imunodetekci vybranych proteint byla pro

validaci diferenciace pouzita také metoda imunofluorescence. Tato metoda nam
umoziuje pozorovat zmény v morfologii bun¢k, zménu exprese sledovanych proteina
jakozto zvySeni nebo snizeni intenzity fluorescence a také ptipadné zmény Vv distribuci
Vv ramci bunék S moznosti pofizovani snimkil. Fluorescencni mikroskopické snimky
byly pofizovany pomoci konfokalniho mikroskopu. Vysledné snimky jsou zachyceny

na Obr. 4. az 7.
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Nediferenciované U-87MG

2mM NaB U-87MG

Obr. 4. Fluorescen¢ni mikroskopické snimky nediferenciovanych bunék U-87MG a bunék U-
87MG po 48h inkubaci s 2mM NaB. Snimky zachycuji protein TuJ1. Snimky na levé strané
byly potizeny objektivem se zvétsenim 10x, celkové zvétSeni snimkt 100x. Snimky vpravo
byly pofizeny objektivem s imerznim olejem se zvétsenim 63X, celkové zvétseni snimkt 630X.

Na Obr. 4. je zobrazena imunofluorescence proteinu TuJ1. Mizeme pozorovat
zvySenou expresi tohoto proteinu po diferenciaci bunék U-87MG a také zménu
morfologie bunék, ktera je doprovazena distribuci TuJl do neuritd, kdezto u
nediferenciovanych bun¢k je TuJl situovan zejména v okoli jader bunek. Zvyseny
fluorescenc¢ni signal tohoto markeru byl zaznamenan zejména z divodd prodlouZeni
bunék, které bylo diferenciaci indukovano. Pti literarni reSersi nebyly nalezeny studie
porovnavajici expresi ¢i distribuci TuJl u nediferenciovanych U-87MG a

diferenciovanych pomoci 2mM NaB.
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-87TMG

Nediferenciované

2mM NaB U-87MG

Obr. 5. Fluorescen¢ni mikroskopické snimky nediferenciovanych bunék U-87MG a bunék U-
87MG po 48h inkubaci s 2mM NaB. Snimky zachycuji proteiny nestin, SYP, NF-M, mAChR
M1, AChE a BChE. Veskeré snimky tohoto obrazku byly pofizeny objektivem s imerznim
olejem se zvétsenim 63x, celkové zvétseni snimkt 630X.

Obr. 5 zobrazuje zmény ve fluorescenénim signalu zbylych stanovovanych
markertit mezi nediferencovanymi a 2mM NaB-diferenciovanymi bunkami U-87MG.
V piipad¢é nestinu ke zméné signalu nedoslo. Vyraznéjsi fluorescence v horni Casti

snimku 2mM NaB U-87MG byla pravdépodobné zpuisobena piekryvem bunck. Pii
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porovnani SYP je patrné, ze po diferenciaci bun¢k U-87MG 2mM NaB doslo ke
zvyseni exprese, a predevsim k jeho redistribuci v ramci bunék. U nediferenciovanych
bunék U-87MG je mozno SYP pozorovat zejména v okoli jadra, v ptipadé
diferenciovanych bunék U-87MG vidime SYP rozmistén po celém povrchu buriky
s vyssi Koncentraci v neuritech. Imunofluorescen¢ni analyza pro SYP porovnani
diferenciovanych a nediferenciovanych bun¢k linie U-87MG nebyla v dostupné
literatufe nalezena. Narist exprese SYP po 2mM NaB diferenciaci se vsak shoduje
s western blot analyzou Vv praci Liu, Xia et al., 2019. Dalsi ¢ast Obr. 5. ukazuje na
zmény v expresi proteinu NF-M po diferenciaci pomoci NaB u bunék U-87MG.
Cytoskeletalni protein NF-M se po diferenciaci 2mM NaB zvysené exprimuje v ramci
celého prostoru buriky. Nartst exprese po diferenciaci je v korelaci s Liu, Xia et al.,
2019. Dalsim proteinem na Obr. 5. je mMAChR My, vidime narist exprese tohoto
markeru cholinergnich neuroni po NaB-diferenciaci. Podobn¢ jako v ptipadé SYP,
imunofluorescen¢ni analyza pro rozdily v expresi po diferenciaci bunék U-87MG u
MAChR M: nebyla doposud provedena. Ziskané vysledky jsou vSak v korelaci s Liu,
Xia et al., 2019, kde byla zvysena exprese po 2mM NaB diferenciaci bun¢k U-87MG
potvrzena pomoci western blotu. Dale mizeme na Obr. 5 pozorovat, ze ke zméné
exprese AChE po NaB-diferenciaci nedoslo. Viditelny je vSak pokles u BChE po NaB-
diferenciaci. Porovnani zmén téchto proteintu diferenciaci bunék U-87MG nebyla

doposud jinymi autory provedena.
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Nediferenciované SH-SY5Y

10uM ATRA SH-SY5Y

Obr. 6. Fluorescen¢ni mikroskopické snimky nediferenciovanych bunék SH-SY5Y a bunék SH-
SY5Y po 48h inkubaci s 10uM ATRA. Snimky zachycuji protein TuJ1. Snimky na levé strané
byly potizeny objektivem se zvétsenim 10x, celkové zvétSeni snimka 100x. Snimky vpravo
byly porizeny objektivem s imerznim olejem se zvétsenim 63x, celkové zvétSeni snimkt 630X.

Fluorescen¢ni mikrofotografie Obr. 6. ukazuji na zmény v expresi TuJl po
diferenciaci bunék SH-SY5Y 10uM ATRA. Kromé¢ zvySené exprese tohoto proteinu lze

pomoci tohoto proteinu pozorovat zmény v morfologii a nartst neuriti. Pozorované

vvvvvv
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Nediferenciované SH-SY5Y

10uM ATRA SH-SYS5Y

Obr. 7. Fluorescen¢ni mikroskopické snimky nediferenciovanych bunék SH-SY5Y a bunék SH-
SY5Y po 48h inkubaci s 10uM ATRA. Snimky zachycuji proteiny nestin, SYP, NF-M, mAChR
M1, AChE a BChE. Veskeré snimky tohoto obrazku byly pofizeny objektivem s imerznim
olejem se zvétsenim 63x, celkové zvétseni snimkt 630X.

Na fluorescencnich mikrosnimeich Obr. 7. je jasny pokles fluorescence nestinu u
diferenciovanych SH-SYS5Y oproti nediferenciované kontrole, coz byl na zakladé¢
literarni reSerSe ocekavany vysledek. Dvoudenni diferenciace SH-SY5Y ATRA, totiz

vede k poklesu exprese nestinu (Ferguson, Subramanian et al., 2016). Pozorovatelny je
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rovnéz rozdil mezi nediferenciovanymi a diferenciovanymi buitkami SH-SY5Y v ramci
proteinu SYP. Kromé¢ zvysené exprese tohoto proteinu je dobfe patrna také redistribuce
SYP. U kontrolnich nediferenciovanych bunék jsou patrné shluky SYP v okoli jadra. Po
ATRA diferenciaci ma SYP stale tendenci vytvaret shluky, ale jiz v ramci celé plochy
bun¢k. Tento nalez je v korelaci s Cheung, Lau et al., 2009, kde byl nalezen stejny
vysledek. Vyznamné zvySeni exprese je mozné pozorovat po ATRA-diferenciaci SH-
SY5Y také v ramci proteinu NF-M. Ackoliv v praci Cheung, Lau et al., 2009 nebyly
pomoci imunofluorescencni analyzy a western blot analyzy viditelné zmény v expresi
NF-M po ATRA diferenciaci, jini autofi Silvis et al., 2016 pfi western blot analyze
nartst po diferenciaci potvrdili. Na Obr. 7. je také znazornén zachyceny fluorescen¢ni
signdl mAChR M u diferenciovanych bunék SH-SY5Y. Snimek nediferenciovanych
SH-SYSY neni uveden, nebot fluorescencni signal zde byl témétf nulovy. Z téchto
vysledku je tedy ziejmé, ze ATRA-diferenciace u SH-SY5Y iniciuje zvysenou expresi
MAChR M. V dostupné literatufe se nepodafilo najit porovnani exprese mAChR Mi
mezi nediferenciovanymi a ATRA-diferenciovanymi SH-SY5Y, nicméné dle
dostupnych zdrojt jsou obé formy SH-SY5Y schopny mAChR My exprimovat (Naznin,
Waise et al., 2022, Ziichner et al., 2004). V piipadé AChE, nedoslo k rozdilu v expresi
ani v distribuci. U enzymu BChE, doslo po ATRA-diferenciaci Kk nartstu exprese.
Ackoliv se v dostupné literatuie nepodatilo nalézt porovnani exprese téchto enzymi
mezi nediferenciovanymi a ATRA-diferenciovanymi SH-SY5Y, vime, Ze obé formy,
diferenciované i nediferenciované, exprimuji tyto enzymy (Biedler et al., 1978; Onder et
al., 2022; Sun, Chen et al., 2017).

V ramci validace diferenciace na cholinergni fenotyp, byla pozorovana zména
morfologie bunék mezi kontrolnimi nediferenciovanymi bunikami U-87MG a bunikami
téze linie po 48h inkubaci s 2mM NaB, viz Obr. 2. Byl pozorovan masivni nartst
neuritll a vyrazné zpomaleni bunécné proliferace. Vysledky odpovidaly ocekavanim na
zakladé Liu, Xia et al., 2019. Dale byla provedena western blot analyza, Obr. 3.,
s naslednou imunodetekci vybranych proteint. Z ne zcela jasnych divodd se pfi ni
nepodafilo detekovat proteiny NF-M a mAChR M;:. Oba tyto proteiny se nasledné
podafilo stanovit pomoci imunofluorescen¢ni analyzy, proto nebyly opakované
stanovovany pomoci western blotu s odlisSnym postupem. Zmény v expresi po
diferenciaci U-87MG pfii analyze western blot byla zaznamenana u SYP. Nasledné
imunofluorescenéni analyzy umoznily detekovat u linie U-87MG veskeré stanovované

proteiny. Zvyseni exprese po diferenciaci bunék U-87MG bylo zaznamenano u TuJl,
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SYP, NF-M a mAChR Mi. Beze zmény zustaly nestin a AChE a snizeni bylo zji§téno u
BChE. Soucasné s porovnavanim nediferenciovanych a diferenciovanych bunék U-
87MG byla provadény totozné experimenty S bunéénou linii SH-SYSY, ktera byla
diferenciovana pomoci 10uM ATRA. Nediferenciované i diferenciované bunky linie
SH-SYS5Y jsou dobie zavedenym a charakterizovanym modelem neuronalnich bun¢k a
souzil jako pozitivni kontrola. Pfi pozorovani morfologie byl po ATRA-diferenciaci
zaznamenan narust neuritt, elongace bunék a vyrazné zpomaleni proliferace. V ramci
western blot analyzy byla zména v expresi zaznamenana pro BChE, konkrétné pokles
po diferenciaci a narust po diferenciaci pro GFAP. Imunofluorescenéni analyza bunék
SH-SYS5Y prinesla nasledujici vysledky. Proteiny TuJl, SYP, NF-M, mAChR M; a
BChE byly po ATRA-diferenciaci zvySeny, a naopak ke snizeni doSlo u nestinu a
AChE.

Porovname-li vysledky validace diferenciace obou pouzitych linii, mizeme
tvrdit, ze ob& pouzité linie se po pouziti danych diferenciacnich ¢inidel diferencuji na
neuronalni buiky. Pro diferenciaci na cholinergni fenotyp bun¢k U-87MG po
diferenciaci NaB svéd¢i zejména narist exprese mAChR Mi. I kdyz jsou bunky SH-
SY5Y schopny exprese téchto receptort, buné¢na linie U-87MG v diferenciovaném i
nediferenciovaném stavu ma na zakladé¢ snimkl zkonfokalniho mikroskopu pfi
imunofluorescen¢ni analyze znatelné vyssi expresi. Obdobna situace byla pozorovana
také pro AChE. Naopak vétsi expresi BChE ma dle vysledki imunofluorescenéni

analyzy této prace bunécna linie SH-SY5Y.

4.2 Optimalizace modelu skopolaminem indukované toxicity na
modelu cholinergnich neuroni

4.2.1 Optimalizace nasady

Hlavnim cilem této prace byla optimalizace modelu cholinergnich neuronti za pouziti
bunééné linie U-87MG diferenciované pomoci NaB a poskozenim indukovanym SCOP
pro testovani potencialnich neuroprotektivnich latek. Pro tyto uéely bylo zapotiebi
nejprve optimalizovat nasadu buné€k pro testovani na 96jamkovych mikrotitraénich
deskach. Na zakladé zkuSenosti se zavedenym bunéénym modelem SH-SY5Y a
porovnani velikosti s buitkami U-87MG (viz Obr. 2.) byly navrzeny dvé konfluence
(3000 a 6 000bun¢k/jamku) bunek U-87MG, které byly nasledné pouzity pro analyzy
stanovovani bunécné smrti (Pl, YO-PRO 1 a LDH), bunééné viability (WST-1) a OS
(DHE). Po nasadé¢ bun€k a 48h diferenciaci pomoci 4mM NaB (pfi prvotnich
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experimentech byla vyuzivana koncentrace 4mM NaB, ktera byla poté zménéna na
2mM NaB viz dale) byly bunky osetfeny roztoky 5-10mM SCOP a ponechany na 24h
inkubaci s timto toxinem. Poté byla buné¢na smrt, viabilita a OS méfena a vysledky
zpracovany do podoby grafii, viz Obr. 8.
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Obr. 8. Porovnani nasad bun¢k U-87MG diferenciovanych 4mM NaB po 24h inkubaci se SCOP
v koncentracich 5-10 mM méfené pomoci riznych metod. Grafy pro PI, YO-PRO 1, DHE a
LDH jsou vyjadieny jako nasobky DMSO kontroly, ktera byla stanovena na hodnotu 1. Grafy
pro WST-1 jako procenta viabilnich bunék vztazenych k DMSO kontrole, ktera ¢ini 100 %.
Veskeré grafy jsou vyjadfeny jako priméry =+ standardni chyba priméru (SEM) z minimalné
dvou na sob¢ nezavislych experimentt provedenymi v triplikatech.
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Na Obr. 8. mtizeme porovnat vliv konfluence nasady bunék U-87MG na analyzy
bunécné smrti, viability a OS. Na Obr. 8A a 8B jsou k dispozici grafy porovnavajici
nasobky kontroly bunécné smrti stanovované pomoci PI. Z téchto grafi mizeme
usoudit, ze pro stanovovani bunécné smrti pomoci PI je vhodnéjsi nasada o konfluenci
6 000 buné¢k/jamku, nebot’ s rostouci koncentraci toxinu, roste i detekovana bunécna
smrt. Na Obr. 8C a 8D muizeme porovnat obdobnou situaci, tentokrat pro stanoveni
bunécné smrti pomoci YO-PRO 1. | vtomto piipadé se pro tento typ méieni zda byt
optimalné&jsi pouziti nasady 6 000 bun¢k/jamku, pii niz je nartst buné¢né smrti spolu
s narUstajici koncentraci SCOP rovnomérnéjsi. Dale byla stanovovana viabilita bunék
pomoci WST-1. Pro tuto analyzu byla volena niz$i Kkonfluence nasady,
3 000 bun¢k/jamku, nebot’ pti pouZiti na bunééné linii SH-SY5Y je uzivana rovnéz nizsi
konfluence nasady (7 000 bunék/jamku) proti konfluenci pii méteni PI, LDH nebo YO-
PRO 1 (20000 bungk/jamku). Dle Obr. 8E-F mizeme usoudit, ze konfluence
3 000 buné¢k/jamku je pro toto méfeni dostatec¢na. Na zaklad¢ klesajici viability bunék
s pribyvajici koncentraci SCOP je mozné se dale domnivat, ze Se jako optimalné&jsi pro
analyzu WST-1 po 24h inkubaci se SCOP jevi méfeni po 1 h od aplikace WST-1. Obr.
8G je vénovan analyze OS pomoci DHE. Zde byla zvolena konfluence nasady
6 000 buné¢k/jamku, ktera se také dle uvedeného grafu jevi jako vhodna. Na sloupcovém
grafu mulzeme pozorovat postupny nardst nasobkd kontroly spolu s nardstajici
koncentraci SCOP. Podobny trend poté zobrazuje Obr. 8H, na kterém je mozno
pozorovat narust buné¢né smrti v zavislosti na ristu koncentrace SCOP pomoci analyzy
LDH.

Na zakladé¢ vysledk zobrazenych na Obr. 8. byla pro analyzy stanovované
pomoci PI, YO-PRO 1, DHE a LDH volena konfluence nasady 6 000 bunék/jamku a
pro WST-1 3 000 bunék/jamku.

Vyssi konfluence nez 6 000 bunék/jamku nebyla aplikovana, nebot’ pii vyssich
konfluencich bun€k se v jamkach hojné vytvarely sféroidy, které znemoziuji ziskani
konzistentnich vysledki. Vliv vytvafeni shlukti bunék je patrny i na grafech analyzy PI
na Obr. 8A-B.

4.2.2 Optimalizace koncentrace diferencia¢niho ¢inidla
Pii mikroskopickém pozorovani bunék pied a po diferenciaci bunék U-87MG pomoci

4mM NaB byly zaznamenavany poskozené bunky a také bunky, které byly zcela

smr$téné a uvolnéné od povrchu kultiva¢ni nadoby, tedy mrtvé. Byla tedy vyslovena
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hypotéza, zde koncentrace diferenciacniho cinidla neni nadmérné cytotoxicka. Na
zakladé Liu, Xia et al., 2019 byla koncentrace NaB snizena na 2 mM a nasledné

porovnana S piedchozi koncentraci 4mM NaB stanovenim buné¢né smrti pomoci LDH.
LDH
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Obr. 9. Stanoveni bunééné smrti bunék U-87MG pomoci LDH po 48h inkubaci s 2mM a 4mM
NaB. Vysledky jsou vyjadieny jako nasobky nediferenciované kontroly, ktera byla stanovena na
hodnotu 1. Graf znazoriiuje primérné hodnoty + standardni chyba priméru (SEM) ze dvou na
sob¢ nezavislych experimentd provedenych v hexaplikatu.

Koncentrace 4mM NaB je dle zvySeni hodnot na Obr. 9. nadmérné cytotoxicka,
nebot’ dosahuje témét 2,5nasobku signalu kontroly bunétné smrti oproti 2mM NaB,
ktery vedl k 50% naristu signalu oproti kontrole. Pii pozorovani morfologie navic byla
zachovana zména morfologie po diferenciaci 2mM NaB (viz Obr. 2.), poskozeni bylo
eliminovano a mnoZstvi uhynulych bunék razantné snizeno. Dale byla proto pouzivana
koncentrace 2mM NaB pro diferenciaci bunék U-87MG. Pti validaci diferenciace na
cholinergni fenotyp (ptfedchozi kapitola) byla koncentrace 2mM NaB pro diferenciaci
pouzivana od samotného pocatku, nebot’ prvotni experimenty optimalizaci bunécného
modelu cholinergnich neuronti odvozenych od bunécéné line U-87MG byly provadény

jesté pred zahajeni validace diferenciace.

4.2.3 Optimalizace koncentrace pouZitého toxinu
Dle vysledki optimalizaci konfluence nasady a koncentrace diferencia¢niho ¢inidla

bylo pristoupeno K sérii experimentu, které si kladly za cil nalézt vhodnou koncentraci
SCOP pro nasledné testovani neuroprotektivni aktivity vybranych latek a zéaroven
vybrat vhodnou detekéni metodu pro nasledujici experimenty. Bunky diferenciované
pomoci 2mM NaB byly 24 a 48 h inkubovany se SCOP o koncentracich 5-10 mM a

nasledné byla stanovovana bunééna smrt (pomoci PI a LDH) buné¢na viabilita (pomoci
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WST-1) a OS (pomoci DHE). Vysledky shrnuje Obr. 10. a 11. Na zaklad¢ téchto
vysledkt byla poté vybrana trojice koncentraci SCOP (9, 8 a 7 mM pro bunky linie U-
87MG, 10, 5 a 2,5 mM pro bunky linie SH-SY5Y), se kterymi byla stanovovana
bunééna smrt pomoci PI (a LDH pro SH-SY5Y) za soucasné aplikace inhibitoru AChE
a BChE GALAN.
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Obr. 10. Stanoveni buné¢né smrti a OS po 24 a 48h inkubaci se SCOP v koncentracich 5-
10 mM. Vysledky jsou uvedeny jako nasobky DMSO kontroly, ktera byla stanovena na hodnotu
1. Grafy jsou uvedeny jako praméry =+ standardni chyba praméru (SEM) z miniméalné dvou na
sobé nezavislych experimentt provedenych v triplikatech.
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Obr. 11. Stanoveni viability bunék U-87MG pomoci WST-1 po 24 a 48h inkubaci se SCOP o
koncentracich 5-10 mM. Hodnoty jsou vztazeny k DMSO kontrole (100 %) a uvedeny jako
praméry +standardni chyba priméru (SEM) z minimalné dvou na sob& nezavislych
experimentd provedenych v triplikatech.

Z Obr. 10. a 11. bylo usouzeno, ze metoda stanoveni bunééné smrti pomoci PI
neni pro bunéénou linii U-87MG diferenciovanou pomoci 2mM NaB tou nejvhodnéjsi.
Stanoveni bunééné smrti pomoci LDH po 48h inkubaci se SCOP se na zakladé Obr. 10.
zda byt vhodnéjsi. Stejnych vysledkt jako pfi stanoveni bunééné smrti bylo dosazeno
pfi stanoveni viability bunék pomoci WST-1 po 48h inkubaci se SCOP a po 30 min
méfeni po aplikaci WST-1. Jelikoz je metoda stanoveni bunééné smrti pomoci PI
snadna, ¢asové a finanéné nenarocna, bylo K ni pfistoupeno také pro prvotni méreni
potencialni aktivity latek, konkrétné¢ pro GALAN. Tato latka byla testovana
Vv koncentracich 1, 10 a 100 pM spolu se SCOP, ktery byl pouzit v koncentracich 7, 8 a
9 mM. Kromé bunécné line U-87MG byl experiment proveden také na linii SH-SY5Y,
kde byly vybrany koncentrace 2,5; 5 a 10mM SCOP. Protoze pro linii SH-SY5Y nebyly
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provedeny experimenty s LDH, WST-1 a DHE, byly tyto tfi koncentrace SCOP spolu
s GALAN testovany také pomoci PI a LDH.

U-87MG PI
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Obr. 12. Stanoveni buné¢né smrti bunék linie U-87MG a SH-SY5Y pomoci Pl a LDH po 24 a
48h inkubaci se SCOP o koncentracich 7, 8 a 9 mM pro U-87MG a 2,5; 5 a 10 mM pro SH-
SY5Y. Vysledky jsou uvedeny jako nasobky DMSO kontroly, ktera byla stanovena na hodnotu
1. Grafy jsou uvedeny jako priméry =+ standardni chyba priméru (SEM) z minimalné dvou na
sob& nezavislych experimentti provedenymi v triplikatech.
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Na zakladé vysledku, které zobrazuji grafy na Obr. 11. a 12. byla pro nasledné
experimenty vybrana koncentrace 8mM SCOP pro bunécnou linii U-87MG a SmM
SCOP pro linii SH-SY5Y. Pii pouziti této koncentrace byly naméfeny dostatecné
hodnoty bunécné smrti oproti DMSO kontrole, GALAN pii nich snizoval signal
bunééné smrti @ hodnoty nebyly od sebe piili§ vzdalené. Dale byla na zakladé téchto
vysledku pro dals§i experimenty snizena koncentrace GALAN, nebot dle vyse
uvedenych grafii se vyssi pouzité koncentrace GALAN zdaji byt cytotoxické a
snizovani buné¢né smrti bylo zaznamenano zejména pii nejniz$i koncentraci 1uM
GALAN. Naptiklad na grafu stanoveni bunécné smrti pomoci PI pro U-87MG po 48h
inkubaci s 8mM SCOP. Celkové se pouzité koncentrace GALAN ukazaly jako vice
cytotoxické pro buiikky SH-SYSY, u kterych v mnoha ptipadech zvySovaly signal
buné&éné smrti az nad hodnoty SCOP. Tento efekt byl u U-87MG pozorovan pouze
Vv ptipadé pouziti 7mM SCOP.

4.3 Nalezeni mechanismu bunééné smrti indukované skopolaminem
Na podkladé ziskanych vysledkt, viz vyse, bylo pii pouziti 8mM SCOP dosazeno

priblizn¢ 76% viability bunék U-87MG. Soucasn¢ vsak bylo pozorovano znaéné
poskozeni bun¢k U-87MG po aplikaci SCOP.
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Obr. 13. Porovnani morfologie kontrolnich bunék a bunék osettenych 24 h SCOP linie U-87MG
a SH-SY5Y. Snimek A: kontrolni skupina U-87MG, snimky B a C: U-87MG po 24h inkubaci
s 8mM SCOP, snimek E: kontrolni skupina SH-SYS5Y, snimky D a F: SH-SY5Y po 24h
inkubaci s 5mM SCOP. Snimky A,B, E a F byly pofizeny objektivem 4 s celkovym zvétSenim
40x. Snimky C a D byly pofizeny objektivem 20 s celkovym zvétSenim 200x.

Jak je mozno vidét na Obr. 13A-B, 24h inkubace bun¢k U-87MG s 8mM SCOP
vedla k razantni zméné morfologie bunék v podobé ztraty neuritt a smrsténi bunék. Pfi
detailngjsim pozorovani byl zaznamenan vznik utvara pfipominajicich drobné kruhové
otvory v bunce, viz Obr. 13C. V ptipadé¢ bun¢k SH-SY5Y, Obr. 13D, se tyto Utvary
rovnéz vytvaiely, ale s niz$i Cetnosti. Také porovnani mezi kontrolnimi bunkami SH-
SY5Y a bunkami oSetienych po dobu 24 h 5mM SCOP je znatelné nizsi poSkozeni,

viz Obr. 13E-F.
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a SH-SY5Y. Snimek A: kontrolni skupina U-87MG, snimky B a C: U-87MG po 48h inkubaci
s8mM SCOP, snimek E: kontrolni skupina SH-SYS5Y, snimky D a F: SH-SY5Y po 48h
inkubaci s 5mM SCOP. Snimky A,B, E a F byly pofizeny objektivem 4 s celkovym zvétSenim
40x. Snimky C a D byly potizeny objektivem 20 s celkovym zvétSenim 200x.

Po 48h inkubaci bun¢k U-87MG s 8mM SCOP miizeme pozorovat obdobné
poskozeni, jako po 24h inkubaci, nicméné se poSkozeni zda byt vétsi. Na Obr. 14B
vidime buiiky oSetfeni 48 h 8mM SCOP, ktery zpiisobil ztratu neuritli, smrSténi bun¢k a
znatelné shlouceni bunék k sobé. Na Obr. 14C je poté opét mozno blize pozorovat
poskozeni zpusobeni SCOP charakteristické vznikem kruhovych otvoru v bunikach
av porovnani s Obr. 13C je patrné, ze se otvory u poSkozenych bunék nachazeji ve
vétsi mife. U bunék SH-SYSY muze pozorovat rovnéz narist vzniku otvort a veétsi
poskozeni po 48h inkubaci s 5mM SCOP nez jaké bylo pozorovano po 24 h.

Na zakladé vyse popsanych zmén morfologie bychom piedpokladali vyssi
ubytky viabilnich bun¢k, které se ovSem pii dosavadnich experimentech neprokazaly.
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V dostupné literatufe se nepodafilo nalézt studii, ktera by SCOP pouzila k oSetieni
buné¢k U-87MG, a proto nebylo mozné porovnat vysledky této prace s jinymi autory.
Proto byla navrzena dalsi série experimentt, kterd méla odhalit mechanismus bunééné
smrti indukované SCOP. Pro porovnani byly experimenty provadény na bunécné linii
U-87MG diferenciované 2mM NaB a linii SH-SY5Y diferenciované 10uM ATRA. Pri
experimentech byla pouzivana trojice koncentraci SCOP. Pro linii U-87MG 7, 8 a
9mM, pro linii SH-SY5Y 2,5; 5 a 10mM. Samoziejmosti byla u vSech experimenti
ptitomnost 0,1% DMSO kontroly. Stanoveni bunééné smrti probihalo po 24 a 48 h
inkubace s toxinem pomoci PI, YO-PRO 1 a LDH. Dale bylo provadéno méfeni tvorby

superoxidovych radikalit pomoci DHE a také méfeni autofagie a aktivity kaspazy 3 a 7.
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Obr. 15. Srovnani stanoveni bunééné smrti pomoci LDH a aktivity kaspazy 3 a 7 u bunétné
linie U-87MG a SH-SY5Y. Bunky obou linii byly inkubovany 24 a 48 h se tfemi koncentracemi
SCOP. Vysledky jsou uvedeny jako nasobky DMSO kontroly, ktera byla stanovena na hodnotu
1. Grafy jsou uvedeny jako prumeéry + standardni chyba priméru (SEM) ze dvou na sobé

nezavislych experimenti provedenych v triplikatech.
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Na Obr. 15. vidime vysledky stanoveni bunécné smrti pomoci LDH a dale
stanoveni aktivity kaspazy 3 a 7 na obou bunéénych liniich. Z grafi pro stanoveni
bunééné smrti pomoci LDH (Obr. 15A-B) vyplyva, Ze nartst smrti bunék linie U-87MG
po oSetfeni SCOP byl jen mirny a mezi 24 a 48 h inkubaci s toxinem V nejvysSich
koncentracich se pfili§ nelisi. U bun¢k linie SH-SY5Y (Obr. 15C-D) bylo zejména po
48h inkubaci se SCOP dosazeno zvySeni. Pfi pohledu na grafy znadzornujici aktivitu
kaspaz 3 a 7 je jasn¢ viditelné, Ze k jejich aktivaci v ptipad¢ linie U-87MG nedochazi
(Obr. 15E-F), kdezto u linie SH-SY5Y (Obr. 15G-H) ano. Kaspazy jsou aktivovany
Vv piipadé apoptotické bunééné smrti a jsou jejim jasnym ukazatelem. Jiz v pifedchozich
studiich byla aktivita kaspaz na bunkach SH-SY5Y po aplikaci SCOP potvrzena.
Zaroven zjisténé snizeni viability bunék bylo ovSem vétsi. Autofi totiz pouzivali buniky
SH-SY5Y nediferenciované, a tudiz vice citlivé k toxinim (Suthprasertporn,
Mingchinda et al., 2020).
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Obr. 16. Srovnani stanoveni buné¢né smrti pomoci YO-PRO 1 a detekce autofagie u bunécné
linie U-87MG a SH-SYS5Y. Bunky obou linii byly inkubovany 24 a 48 h se tfemi koncentracemi
SCOP. Vysledky jsou uvedeny jako nasobky DMSO kontroly, ktera byla stanovena na hodnotu
1. Grafy jsou uvedeny jako pruméry =+ standardni chyba praméru (SEM) ze dvou na sobé
nezavislych experiment provedenych v triplikatech.
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Dale byla stanovovana apoptotica buné¢na smrt pomoci YO-PRO 1. Tato sonda
barvi bunky v rané fazi apoptdzy, prostupuje i pies membranu lehce poskozenych
bun¢k, coz sondé¢ umoziuje interakci S DNA bunky a naslednou emitaci zelené
fluorescence. Z grafti na Obr. 16. mizeme Vvidét, Ze k mirnému nartstu doslo u buné¢né
linie U-87MG (Obr. 16A-B) pouze po 24h inkubaci se SCOP. U bungk linie SH-SY5Y
(Obr. 16C-D) doslo k narustu zejména u 10mM SCOP po 24 i 48 h inkubace. Dalsi
méfeni na Obr. 16. ukazuje detekci autofagie, které bylo provedeno pomoci
autofagozomalniho markeru. U tohoto typu méfeni mizeme pozorovat narust signalu u
linie U-87MG (Obr. 16E-F) jako po 24 i 48h inkubaci se SCOP. Ke zvyseni doslo také
u bun¢k SH-SY5Y (Obr. 16G-H).

Detekce autofagie - U-87MG | Detekce autofagie - SH-SYSY
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- — -
£ s || £ 80
= 60 — ¥ 60
E E
Z a0 = 20
20 — 20
0 T T T T 0 T T T T
= = = = = =
= = 3 = = EX
—_— LY294002 —_ LY294002
CTR +8mM SCOP CTR +5 mM SCOP
48 h 48 h

Obr. 17. Srovnani stanoveni detekce autofagie u buné¢né linie U-87MG a SH-SY5Y. Buiky
obou linii byly inkubovany 48 h se SCOP a LY294002. Vysledky jsou uvedeny jako nasobky
DMSO kontroly, kterd byla stanovena na hodnotu 1. Grafy jsou znazornény jako praméry
+ standardni chyba priméru (SEM) ze dvou na sobé nezavislych experimenti provedenych
v triplikatech.

Z piedchozich méfeni bylo pojato podezieni na indukci autofagie, a proto bylo
provedeno méteni pomoci autofagozomalniho markeru za pouziti inhibitoru autofagie
LY?294002. Pti jeho pouziti byly ziskany vysledky, které jsou uvedeny na Obr. 17. U
obou bunéénych linii LY294002 snizoval signal autofagie. V piipadé bunécné linie U-
87MG v koncentracich 0,1 a 1 uM, u linie SH-SY5Y ve vSech pouzitych koncentracich.
Nejznatelngjsi pokles signalu autofagie byl pfitom u obou linii zaznamenan pfi pouziti
nejvyssi koncentrace LY294002 1 uM, kde inhibitor snizil signal pod 80 %. Z téchto
vysledku je patrné, Ze LY 294002 snizuje u bunék U-87MG i SH-SY5Y autofagii.
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Obr. 18. Srovnani stanoveni tvorby superoxidového radikalu pomoci DHE u bunééné linie U-
87MG a SH-SY5Y. Bunky obou linii byly inkubovany 24 a 48 h se tfemi koncentracemi SCOP.
Vysledky jsou uvedeny jako nasobky DMSO kontroly, ktera byla stanovena na hodnotu 1.
Grafy jsou uvedeny v prumérech =+ standardni chyba priméru (SEM) ze dvou na sobé
nezavislych experimentd provedenych v triplikatech.

Dale bylo provedeno stanoveni tvorby superoxidového radikalu jakozto
ukazatele OS. Za timto ucelem bylo jako ¢inidlo pouzito DHE a vysledky jsou
zobrazeny na Obr. 18. U vsech ¢ty grafii na tomto obrazku mizeme pozorovat zvySeni
signalu u bun¢k osetienych SCOP, a tedy zvySenou tvorbu superoxidovych radikalu.
Vzestup OS v zavislosti na koncentraci SCOP u bun¢k U-87MG je patrny zejména po
48h inkubaci stoxinem, kde nejvyssi koncentrace SCOP, 9mM, vedla K ptiblizné
1,8nasobnému zvyseni signalu DMSO kontroly. Delsi doba inkubace s toxinem zde
vedla ke zvySeni tvorby superoxidovych radikali. Vzestupny nartst superoxidovych
radikalt v zavislosti na koncentraci SCOP byl u bunék SH-SY5Y pozorovany po 24 i
48h inkubaci stoxinem. Jedna se o predpokladany vysledek, nebot’ narist OS byl
zaznamenan u bunék SH-SYS5Y osetfenych SCOP jiz dfive (Suthprasertporn,
Mingchinda et al., 2020). V tomto ptipadé nejvyssiho narustu dosahovala koncentrace
10mM SCOP po 48h inkubaci, konkrétné pies 2,5 nasobku DMSO kontroly. V ptipadé
koncentraci 2,5 a SmM SCOP u bun¢k SH-SYS5Y nedoslo k naristu signalu po delsi
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inkubaci a signaly po 24 i 48h inkubaci se SCOP se prakticky nelisi.

Autofagozomalni marker byl pouzit také pro pozorovani fluorescence pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu s kamerou. Zachycovana byla ¢ernobila fluorescence, pii
které ¢im je barva svétlejsi, tim je signal vyssi. Na Obr. 19. jsou zobrazeny rozdily
Vv intenzité fluorescence u bun¢k U-87MG a SH-SY5Y po 24 a 48h inkubaci se SCOP a
kontrolnimi buinkami.

24h 48 h

U-87MG

8mM SCOP

SH-SYSY

P
S
&
3

Obr. 19. Mikrofotografie ¢ernobilé fluorescence zachycujici autofagozomy u kontrolnich bunék
U-87MG, SH-SY5Y a po 24 a 48h inkubaci se SCOP. SnimKy byly pofizeny pti zvétseni 630X.
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Na Obr. 19. jsou znazornény fluorescenéni mikrosnimky, které zachycuji rozdil
mezi kontrolnimi buiikami a buiikami inkubovanymi 24 a 48 h se SCOP. Bilé vacky,
které jsou na snimcich zachycené, jsou autofagozomy, nebot’ fluorescence byla v tomto
ptipad¢ zajisténa pomoci autofagozomalniho markeru. U bunééné linie U-87MG
muzeme po 24h inkubaci se SCOP vidét jasny nardst bilych bodd, tedy autofagozomdi.
V piipad¢ linie SH-SYS5Y je patrny narust fluorescence spiSe nez zvySeny pocet
autofagozomu. Pii porovnavani snimki kontrolnich bungk linie U-87MG s témi po 48h
inkubaci se SCOP miizeme pozorovat narust fluorescence a zvySeni poctu vackd,
autofagozoml. Obdobny nicméné méné vyrazny rozdil je poté mozné pozorovat také u
bunééné linie SH-SY5Y, ktera byla oSetiena SmM SCOP.

Autofagie, jako mechanismus bunééné smrti indukované SCOP doposud nebyl
v dostupné literatufe popsan. Studie zabyvajici se SCOP a jeho vlivem na buiky
popisuji bunéfnou smrt jako apoptdzu, coz dokazuji zvySenou aktivitou kaspaz a
pritomnosti proteini této programované bunééné smrti, jako je napiiklad Bax
(Puangmalai, Thangnipon et al., 2017). Stémi to zavéry se ztotoznuji vysledky této
prace v piipadé bunééné linie SH-SY5Y. U linie U-87MG byly nicméné zjistény
vysledky, které tento zpisob bunééné smrti vyvraci. Hlavnim dikazem pro to je
nepiitomnost aktivity kaspaz 3 a 7, viz Obr. 15. a zaroven detekce autofagie, viz Obr.
16. a 17. Na zaklad¢ téchto vysledki se mizeme domnivat, ze poSkozeni zplisobené
SCOP na bunééné linii U-87MG patrn¢ vede ke zvySené autofagii. Dale zvysena tvorba
superoxidovych radikalt, viz Obr. 18. a s ni spojeny OS napovida, ze mechanismem
indukce autofagie, by mohl byt pravé OS. Po potvrzeni této hypotézy by bylo potieba

dal$ich testu.

4.4 Testovani neuroprotektivni aktivity a cytotoxicity

4.4.1 Stanoveni cytotoxicity

Pro ovéfeni pifipadné cytotoxicity byly latky pouZzité pro testovani neuroprotektivni
aktivity testovany také samostatné bez pouziti toxinu. Stanoveni bunééné smrti pomoci
PI poté pfineslo vysledky zobrazené v Tab. 4. V tabulce jsou uvedeny hodnoty bunééné
smrti pii inkubaci s latkami v jejich nejvyssich pouzité koncentraci. Ziskané hodnoty
byly vztazeny k hodnotam 1% Tritonu, ktery zptisoboval smrt v§ech bunék pfitomnych
v dané jamce a odpovida tedy 100% bunééné smrti. Na bunécné linii U-87MG byla po
24h inkubaci stanovena bunééna smrt DMSO kontroly 3,32 %, po 48h inkubaci
piiblizné 5,92 %. Nejvyssi hodnoty byly naméfeny u latky LY294002 v koncentraci
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1 uM. Po 48h inkubaci stouto latkou v 1puM koncentraci dosahovala bunécna smrt
hodnoty 8,22 % (viz Tab. 4.). V piipad¢ bunécné linie SH-SY5Y dosahovala DMSO
kontrola po 24 h 5,4 % bunééné smrti a po 48 h pies 9,03 %. Nejvyssi signal pritom
opét vykazovala latka LY294002 v 1uM koncentraci, ktera po 48h inkubaci dosahovala
hodnot 13,16 %.

Na zakladé téchto vysledkt nevykazuje zadna z testovanych latek v pouzitych

koncentracich cytotoxicitu.

Tab. 4. Cytotoxicka aktivita testovanych latek v jejich nejvyssich pouzitych koncentracich po
24 a 48h inkubaci na buikach U-87MG a SH-SY5Y stanovena pomoci Pl. Hodnoty jsou
vyjadfeny jako procenta bunécné smrti stazena k 1% Tritonu (100 %). Hodnoty jsou uvedeny
jako pramér + standardni chyba priméru (SEM) z minimalné dvou na sobé nezavislych
experimentd provedenych v triplikatech.

Cytotoxicita (% + SEM)

U-87MG SH-SY5Y
24 h 48 h 24 h 48 h
CTR (DMSO) 332+031  592+0,67 5,40 + 0,42 9,03 + 0,39
10pM RIV 289+0,60  3,53+0,52 6,14 + 0,49 9,70 + 0,52
10uM GALAN 3224084  571+135 5,74 + 0,28 8,88 + 0,55
10pM DON 204+059  4,65+122 5,70 + 0,67 9,93 + 0,54
20pM NEC-1 337+050 596+ 1,44 4,64 + 0,54 8,76 + 0,46
1pM VM583 1,98+054  567+099 4,64+ 0,32 8,68 + 0,98
1IpM LY294002  3,98+051 822+ 1,81 5,99+ 0,78 13,16 £ 0,53

4.4.2 Testovani neuroprotektivni aktivity
V posledni ¢asti této prace bylo pfistoupeno K testovani neuroprotektivni aktivity

vybranych latek. K testovani byly vybrany latky zfad inhibitorti cholinesteraz RIV,
GALAN a DON, dale inhibitor nekroptozy NEC-1, inhibitor autofagie LY294002 a
inhibitor BChE VM583. Latky byly aplikovany spolu se SCOP obvykle ve tifech
koncentracich a po 24 nebo 48h inkubaci byla poté stanovovana bunééna smrt pomoci
Pl, LDH (pfipadn¢ YO-PRO 1), tvorba superoxidovych radikald pomoci DHE a
MitoSox (mitochondrialni OS) a mitochondrialni membranovy potencial pomoci JC-10

sondy. Testovani probihalo na obou bunéénych liniich.
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Obr. 20. Stanoveni bunétné smrti pomoci PI a LDH u bunék U-87MG 48 h osetfenych 8mM
SCOP a latkami. Vysledky jsou piepocteny na procenta 8mM SCOP, ktery byl stanoven na
hodnotu 100 %. Grafy jsou uvedeny jako pruméry =+ standardni chyba praméru (SEM)
z minimalné dvou na sobé nezavislych experimentt provedenymi v triplikatech.

Na Obr. 20. je zachyceno stanoveni buné¢né smrti pomoci PI a LDH u bun¢k U-
87MG osettenych 8mM SCOP a vybranymi latkami. Na hornim grafu miizeme
pozorovat castecny protektivni Gcinek zejména latek GALAN, DON (ve vSech
koncentracich) a NEC-1 (1 a 10 uM), které snizovaly hodnoty buné&¢né smrti pod
100 %, tedy 8mM SCOP. Na zakladé¢ vysledki NEC-1 byla dale pouzivana
dvojnéasobnd koncentrace NEC-1. Na druhém grafu tohoto obrazku je poté mozZné vidét,
ze mefeni bunééné smrti pomoci LDH nepfineslo stejné vysledky, které byly zachyceny
pomoci PIL. K velice mirnému snizeni doslo pouze u latky GALAN (1 a 10 uM), VM583
(0,01 -1 uM) a LY?294002 (0,01 uM).
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Obr. 21. Stanoveni tvorby superoxidovych radikal pomoci DHE u bun¢k U-87MG 24 a 48 h
osettenych 8mM SCOP a latkami. Vysledky jsou pfepocteny na procenta 8mM SCOP, ktery byl
stanoven na hodnotu 100 %. Grafy jsou uvedeny v pramérech =+ standardni chyba praméru
(SEM) z minimalné dvou na sobé nezavislych experimentt, které byly provedeny V triplikatech.

Stanoveni tvorby superoxidovych radikalii pomoci DHE probihalo po 24 a 48h
inkubaci bunék s toxinem a latkami. Vysledky jsou zobrazeny na Obr. 21. Zde muZeme
pozorovat, ze po 24h inkubaci dochézelo k velké variabilité zaznamenanych vysledki,
kterd miize byt zplsobena sféroidy. Castené snizena tvorba superoxidovych radikalt
byla v tomto piipadé zachycena u latky RIV (0,1 a 10 uM) a VM583 (0,01 uM).

Po 48h inkubaci byly ziskany konzistentn&jsi vysledky. Je rovnéz mozné, ze
tvorba superoxidovych radikali byla po delsim ¢asovém useku inkubace vyrovnané;jsi.
V tomto piipadé snizovaly tvorbu superoxidovych radikala latky DON (10 pM) NEC-1
(ve vsech koncentracich), VM583 (0,1 uM) a LY294002 (0,1 uM).
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Obr. 22. Stanoveni tvorby reaktivnich kyslikovych forem pomoci MitoSox a mitochondrialniho
membranového potencialu pomoci sondy JC-10 u bungk U-87MG 48 h osetienych 8mM SCOP
a latkami. Vysledky pro sondu MitoSox jsou ptepocteny na procenta 8mM SCOP, ktery byl
stanoven na hodnotu 100 %. Vysledky pro sondu JC-10 jsou vypocteny jako procenta oproti
DMSO kontrole, ktera byla stanovena na hodnotu 100 %. Grafy jsou uvedeny jako praméry
+ standardni chyba priméru (SEM) z minimalné dvou na sobé nezavislych experimentl
provedenych Vv triplikatech.

Na zaklad¢ piedchozich experimentd, u kterych byla prokazana role OS pii
poskozeni indukovaném SCOP (viz Stanoveni mechanismu bunééné smrti indukované
SCOP) a zaroven vysledku testovani aktivity vybranych latek (vliv na tvorbu
superoxidovych radikali, viz Obr. 21.) bylo pfistoupeno k dalSimu typu méfeni. Jedna
se 0 stanoveni mitochondrialniho poskozeni skrze narist tvorby superoxidovych
radikali v této bunééné organele pomoci sondy MitoSox. Na Obr. 22. jsou zobrazeny
vysledky tohoto typu méfeni. Na zakladé nich muzeme fici, Ze poSkozeni mitochondrii

je snizovano po aplikaci RIV (1 uM), GALAN (0,1 a 1 uM), DON (1 pM), NEC-1
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(vsechny koncentrace), VM583 (0,01 a 0,1 uM) a LY294002 (vsechny koncentrace).
Také mlzeme fici, Ze pfi tomto typu méfeni Ize pozorovat ucinek nejvetsiho poctu latek
a 7€ poskozeni mitochondrii tedy hraje tstiedni roli v t¢inku SCOP na bunky U-87MG.
Jako nejucinnéjsi se pritom zda byt latka NEC-1, které byla proto pouzita i u dalsiho
typu méfeni. Jedna se o stanoveni mitochondridlniho membranového potencialu pomoci
sondy JC-10 (viz spodni graf na Obr. 22.). Toto méfeni ukazuje, ze 48h inkubace bun¢k
U-87MG s 8mM SCOP vede k hyperpolarizaci mitochondrialnich membran, nebot’
prumér z naméfenych hodnoty zde dosahoval témét 140 %. Pouzita latka NEC-1, zde ve
svych koncentracich 2 a 20 uM snizovala mitochondridlnich membranovy potencial.
V piipadé¢ 2uM NEC-1 doslo ke snizeni polarizace az na tGroven kontroly, v pfipadé
20uM NEC-1 az kdepolarizaci membran pod uroven kontroly. Mitochondrialni
membranovy potencial je nezbytny pro spravnou funkci mitochondrii, a tedy
elektronového transportniho fetézce. Depolarizace i hyperpolarizace jsou vykyvy, které
maji oba patologicky raz a muzou piedchazet bunétné smrti. Pii hyperpolarizaci
mitochondridlnich membrdn neuront jsou buniky stile Zivotaschopné, ale nasledné
mize dochazet k aktivaci apoptdzy, programované bunétné smrti (lijima 2006).
Hyperpolarizace mitochondridlnich membran a soucasna Zivotaschopnost bun¢k nas
v uvahach vraci k piedchozi ¢asti vysledkd, ktera byla vénovana stanoveni mechanismu
bunééné smrti indukované SCOP. Bunky na zakladé vysledk této prace umiraji
neapoptoticky, soucasné jsou zna¢né poskozené a jejich poskozeni je patrné indukovano
OS. Tyto vysledky jsou tedy v korelaci s nalezem hyperpolarizace mitochondrialnich
membran. Soucasn¢ detekovana autofagie by tedy mohla byt indukovana
mitochondrialnim poskozenim, které je zpusobeno hyperpolarizaci mitochondrialnich
membran, ktera vede k OS a spusténi autofagie tak mize byt mechanismus, kterym se
bunika pokousi piezit. Autofagie je bunikou pfisné fizeny mechanismus, kterym se snazi
vyporadat s bunécnym stresem a odstranit poskozené Casti bunky (naptiklad poskozené
mitochondrie, tzv. mitofagie). Autofagie mize byt vyvolana hladovénim, OS, také je to
zpusob, kterym se buiky zbavuji starych organel (Maiuri et al., 2007). Kromé
ochranného charakteru, ktery brani bunécné smrti, mize autofagie zpUsobit také
samotnou aktivaci apoptozy nebo nekroptézy. Smrt bunék muze byt také indukovana,
je-li autofagicka draha dysregulovana a jeji poSkozeny mechanismus poté vede
k hromadéni autofagickych télisek uvniti bunék a bunka dale neni schopna se
autofagozomi bezpecnou cestou zbavovat (Jeong; Jung et al., 2020). Latka NEC-1 je

identifikovana jako inhibitor nekroptozy, ale soucasné je NEC-1 schopen potlacovat
7



autofagii a apoptozu (Wang et al., 2012). Jednim z ucinki NEC-1 je snizeni tvorby ROS
(Dayani; Kim; Li et al., 2010). VIiv NEC-1 je v korelaci s vysledky jinych autort, kteti
uvadi, ze NEC-1 v urcitém koncentraCnim rozmezi zvysuje viabilitu bun¢k a zabranuje
indukci autofagie regulaci mitochondrialniho membranového potencialu (Cao; Wu et
al., 2015).

Testovani neuroprotektivni aktivity bylo provadéno soubézné také na bunécéné

linii SH-SY5Y. Vysledky jsou uvedeny na obr. 23. az 25.
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Obr. 23. Stanoveni bunécné smrti pomoci PI, LDH a YO-PRO 1 u bun¢k SH-SY5Y 48 h
osetfenych 5mM SCOP a latkami. Vysledky jsou pfepocteny na procenta 5SmM SCOP, ktery byl
stanoven na hodnotu 100 %. Grafy jsou uvedeny jako praméry =+ standardni chyba praméru
(SEM) z minimalné dvou na sob¢ nezavislych experimentti provedenymi Vv triplikatech.
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Stanoveni bunécné smrti na bunééné linii SH-SYSY probéhlo pomoci Pl, LDH
ataké YO-PRO 1. Vysledky shrnuje Obr. 23. Na prvnim grafu, ktery byl ziskan
méfenim bunééné smrti pomoci PI vidime, Ze viabilitu bunék zvysovala latka RIV (ve
véech koncentracich), GALAN (0,1 uM) a NEC-1 (viechny koncentrace). Caste¢né se
tyto vysledky shoduji stdaji na bunétné linii U-87MG. Testovani pomoci LDH
pfineslo na linii SH-SY5Y lepsi vysledky nez u linie U-87MG. V ptipadé linie U-87MG
nebyly zaznamenany poklesy signalti bunééné smrti, sonda LDH patrné vyzaduje vice
bunék pro zachyceni zmén signali. U bunécné linie SH-SY5Y signal bunééné smrti
snizovala latka RIV (vSechny koncentrace), DON (0,1 a 1 uM), NEC-1 (vSechny
koncentrace) a VM583 (0,1-10 pM). Nejvyraznéjsi pokles signalu byl detekovan pti
aplikaci 20uM NEC-1, pii kterém doslo k 20% sniZeni. AZ na latku VM583 se vysledky
od linie U-87MG 1lisi. Pti detekci bunééné smrti pomoci YO-PRO 1 bylo snizeni smrti
zaznamenanoO pouze u LY294002 (0,01 uM).
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Obr. 24. Stanoveni tvorby superoxidovych radikald pomoci DHE u bunék SH-SY5Y 48 h
osetfenych 5mM SCOP a latkami. Vysledky jsou pfepocteny na procenta 5SmM SCOP, ktery byl
stanoven na hodnotu 100 %. Grafy jsou uvedeny jako priméry + Sstandardni chyba primeéru
(SEM) z nejméné dvou na sobé nezavislych experimentt, které byly provedeny v triplikatech.
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Stanoveni tvorby superoxidovych radikalti u bunécéné linie SH-SY5Y (Obr. 24.)
pfineslo odlisné vysledky oproti bunééné linii U-87MG. Zde naopak 24h inkubace
bun¢k stoxinem a latkami pfinesla aktivitu latek v podobé sniZeni superoxidovych
radikalt, latka RIV (0,1 0 20 % a 10 uM ptiblizné o 15 %), GALAN (10 uM téméf o 20
%) a DON, NEC-1, VM583 a LY294002 (vsechny ve vsech koncentracich).
Nejucinngjsi snizeni signalu u DON dosahla koncentrace 1uM, pfi které bylo snizeni
pfes 20 %. Latka NEC-1 ve vSech pouzitych koncentracich snizila signdl o 20 %.
Inhibitor BChE VMS583 nejvice snizoval signal pfi koncentraci 1uM, a to pies 20 %.
Inhibitor apoptdézy LY294002 snizoval signal tvorby superoxidovych radikald zcela
nejucinngji, ve vSech pouzitych koncentracich pies 20 %, v koncentraci 1 uM az ptes
40 %. Po 48h inkubaci byly latky na snizeni tvorby superoxidovych radikali méné
ucinné. SniZzeni bylo zaznamenéno u latek RIV (0,1 — mirné snizeni a 10 uM piiblizné 0
10 %), NEC-1 (20 uM o 20 %), VM583 (ve vSech koncentracich — mirné snizeni) a
LY294002 (vsechny koncentrace z nich nejvice koncentrace 1 uM, téméf o 20 %). Po
48h inkubaci tedy nejucinngji snizoval signal 20uM NEC-1. Oproti bunééné linii U-
87MG se zda, ze zejména po 24h inkubaci jsou latky na bunééné linii SH-SY5Y

ucinngjsi ve snizovani superoxidovych radikali.
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Obr. 25. Stanoveni tvorby reaktivnich kyslikovych forem pomoci MitoSox a mitochondialniho
membranového potencidlu pomoci sondy JC-10 u bunék SH-SY5Y 48 h osetfenych 5mM
SCOP a latkami. Vysledky jsou pfepocteny na procenta 5mM SCOP, ktery byl stanoven na
hodnotu 100 %. Grafy jsou uvedeny jako priméry = standardni chyba praméru (SEM)
z minimalné¢ dvou na sob& nezavislych experimentt, které byly provedeny v technickych
triplikatech.

Stanoveni mitochondrialniho poskozeni (tvorby ROS v mitochondriich) u linie
SH-SY5Y (viz Obr. 25.) pfineslo opét odlisné vysledky nez u linie U-87MG. V ptipadé
linie SH-SY5Y vykazovaly latky po 48h inkubaci nizsi G¢innost, nez jakou prokazaly
na linii U-87MG. Lze se mtizeme domnivat, ze by latky 1épe snizovaly ROS, pokud by
meéfeni probihalo po 24h inkubaci (viz Obr. 26. tvorba superoxidovych radikaltt pomoci
DHE). Ke snizeni ROS zde doslo u RIV (1 uM), GALAN (0,1 uM) a VM583
(0,01 uM).

Pfi stanoveni mitochondridlniho membranového potencialu u bunék SH-SY5Y

(viz Obr. 25.) byla stejné jako u linie U-87MG zaznamenana hyperpolarizace, ackoliv
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niz$i nez u U-87MG. Podobné jako u linie U-87MG, NEC-1 snizoval membranovy
potencial. Nejvyssi koncentrace, 20uM NEC-1, az na hodnoty depolarizace. Oproti linii
U-87MG vsak 2uM NEC-1 nedokéazal snizit potencial na hodnotu kontroly.

Apoptotickd bunécna smrt indukovana OS byl u linie SH-SY5Y po oSetfeni
SCOP ptedpokladany vysledek. Vysledky vSak nelze ptimo porovnat s jinymi pracemi,
byly pfi nich pouzity nediferenciované bunky této linie (Suthprasertporn, Mingchinda et
al., 2020). Srovnani vysledkd této prace na linii SH-SY5Y s literaturou ve vztahu
K testovani pouzitych latek téméF neni mozno provést. Toxin SCOP je totiz obvykle
vyuzivan k indukci poskozeni na in vivo modelech (nejcastéji mysich a krysich) a poté
jsou aplikovany latky jako je RIV, GALAN, DON a dalsi.
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S5 Zavér

Tato prace se ve své teoretické Casti vénuje poskozeni cholinergnich neuront a pfi
jakych onemocnénich takové poSkozeni najdeme. Dale rozebira téma moznosti studia
cholinergnich neuronu, tedy jejich in vitro modely. Nasleduji kapitoly zabyvajici se
bunécnymi liniemi, které byly pouzity v experimentalni ¢asti této prace, SH-SY5Y a U-
87MG. Posledni kapitola se nasledné tyka pouzitého toxinu, SCOP.

Nejobsahlejsi je kapitola obsahujici vysledky a diskusi. V ramci této prace byla
uspésné provedena validace diferenciace na cholinergni fenotyp, ktera byla provedena
pozorovanim zmén morfologie, Western blot analyzou vybranych proteini a
imunofluorescencéni analyzou vybranych proteind. Podafilo se potvrdit zastaveni
profliferace a zmény v morfologii po diferenciaci 2mM NaB. Dale se kombinaci
Western blot analyzy a imunofluorescencni analyzy podafilo stanovit vybrané proteiny
z fad markert diferencicace, zralych neuront a cholinergnich neurond, jejich ptipadné
zmény v expresi nebo redistribuci. Diferenciaci bunék U-87MG pomoci 48h inkubace
s 2mM NaB dosSlo k narGstu neuronalnich markera TuJ1, SYP, NF-M a dale markeru
cholinergnich neuroni mAChR Mi. Beze zmény zistal marker diferenciace nestin a
marker cholinergnich neuront AChE (u cholinergniho markeru BChE bylo
zaznamenano mirné snizeni). U kontrolni linie SH-SYSY bylo zaznamenano ATRA-
diferenciaci nartst Tujl, SYP, NF-M, mAChR M: a BChE, nestin spolu s AChE byly
vlivem diferenciace snizeny. Dalsi ¢ast prace se zaméfila na optimalizaci modelu
cholinergnich neuroni odvozenych od linie U-87MG. Podatilo optimalizovat nasady
bunék na experimenty, diferenciace a vybéru vhodné koncentrace SCOP. V pribéhu
experimentalni ¢innosti navic vznikl novy cil prace, kterym bylo stanoveni mechanismu
bunééné smrti indukované SCOP. Byla provedena série méfeni a pozorovani, ktera
ptinesla hypotézu, ze SCOP indukuje u linie U-87MG autofagii iniciovanou OS.
Plynule dale prace pfinesla vysledky testovani neuroprotektivni aktivity vybranych
latek. Z téchto vysledkd se jako nejaktivnéjsi latkou ukazal NEC-1. Mé&feni navic
ptineslo korelaci OS, mitochondrialni hyperpolarizace a zvySené autofagie na bunééné
linii U-87MG pomoci SCOP.

Vysledkem této prace je tedy potvrzeni diferenciace bunék linie U-87MG na
cholinergni fenotyp pomoci NaB, optimalizace modelu téchto buné¢k a otestovani
vybranych latek pro jejich neuroprotektivni aktivitu. Navic na zakladé této prace byl

navrzen mechanismus bundéné smrti indukované SCOP na linii U-87TMG
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diferenciované na cholinergni fenotyp pomoci NaB, k jehoz potvrzeni by bylo potieba

dalsich experimentli. Celkové tedy prace uspésné splnila veskeré vytycené cile.
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