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Abstrakt

Skupina s G proteiny sprazenych receptorit (GPCRs) pfedstavuje pocetnou a vyznamnou
rodinu membranovych receptord, které prenaseji extracelularni signal dovniti buniky. Zname
mnoho druhtt GPCRs zapojenych do vétSiny mediatorovych systémil nervové soustavy.
V ramci této prace jsme se blize zaméfili na B adrenergni receptory, adenosinové receptory,

muskarinové acetylcholinové receptory a opioidni receptory.

Hlavnim cilem této prace bylo pomoci SDS-PAGE a Western blot metody detekovat
a analyzovat zmény v expresi vybranych GPCRs, ke kterym dochézi v prub¢hu diferenciace
v neurdlni typ bunck. Experimenty byly provedeny za vyuziti lidské neuroblastomdlni
modelové linie SH-SYS5Y, u které byla diferenciace indukovana pomoci kyseliny retinové.
Druhou pouzitou modelovou linii byly lidské pluripotentni kmenové buiiky (iPSC), které
diferencovaly po vysazeni fibroblastového riistového faktoru 2. Néaslednym cilem préce bylo
porovnat namétfend data napfic¢ obéma liniemi a ziskané vysledky zasadit do kontextu jiz

existujicich publikaci.

Vysledky experimentli ukazaly, Ze pti bunééné diferenciaci SH-SYSY a iPSC linie
dochdzi ke zménam v hladindich GPCRs. Zaznamendno bylo zvySeni i1 sniZeni exprese
jednotlivych receptorii. Zmény v expresi se liSily nejen u riznych podtypti zkoumanych
receptort, ale zavisely také na pouzité bunétné linii, coz naznacuje, ze zmény na urovni

GPCRs mohou byt v pribéhu diferenciace znacné variabilni.

Klic¢ové slova:
Indukované pluripotentni kmenové bunky, SH-SYS5Y buiky, receptory spfazené s G
proteiny, diferenciace, adrenergni receptory, adenosinové receptory, muskarinové

acetylcholinové receptory, opioidni receptory



Abstract

The group of G protein-coupled receptors (GPCRs) represents a large and important family
of membrane receptors that transduce extracellular signals into the cell. There are many
known types of GPCRs involved in most mediator systems of the nervous system. The
present thesis focused on [ adrenergic receptors, adenosine receptors, muscarinic

acetylcholine receptors and opioid receptors.

The main goal of this paper was to use SDS-PAGE and Western blot methods to
detect and analyse changes in the expression of selected GPCRs that occur during
differentiation into neural cell types. Experiments were performed using the human
neuroblastoma model line SH-SYSY, where differentiation was induced by retinoic acid.
The second used model line was human pluripotent stem cells (iPSCs) that differentiated
after fibroblast growth factor 2 withdrawal. The consequent aim of the thesis was to compare
the measured data across the two lines and to put the results into the context of existing

publications.

The results of the experiments showed that changes in the levels of GPCRs occur
during cellular differentiation of SH-SYS5Y and iPSC lines. Both increases and decreases in
the expression of individual receptors were observed. Changes in expression not only varied
among the different receptor subtypes examined, but also depended on the cell line used,

suggesting that changes at the level of GPCRs can be highly variable during differentiation.

Keywords:

induced pluripotent stem cells, SH-SYSY cells, G protein-coupled receptors, differentiation,
adrenergic receptors, adenosine receptors, muscarinic acetylcholine receptors, opioid

receptors
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Seznam zKkratek

Ai-R
A2a-R
AzB-R
Asz-R
AC
AKAP-Lbc
AD
APP
ATP
APOE4
BDNF
BSA
cAMP
CNS
CREB

DMEM
DOR-1
ECL
ESC
FBS
FGF-2
GABA
GDP
GEFs

GPCRs
GRK

GTP

adenosinovy Al receptor

adenosinovy A2A receptor

adenosinovy A2B receptor

adenosinovy A3 receptor

adenylatcyklaza

A-kinazovy kotvici faktor 13

Alzheimerova choroba

amyloidovy prekurzorovy protein

adenosintrifosfat

apolipoprotein E 4

mozkovy neurotroficky faktor (brain-derived neurotrophic factor)
hovézi sérovy albumin

cyklicky adenosinmonofosfat

centralni nervova soustava

vazebny protein cAMP responzivniho elementu (cAMP response
element binding protein)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

d opioidni receptor 1

extracelularni smycka (extracellular loop)

embryonalni kmenové buiiky (embryonic stem cells)

fetalni bovinni sérum

fibroblastovy rtstovy faktor 2 (fibroblast growth factor 2)
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1 Uvod

Skupina s G proteiny spfazenych receptorii je jednou =z nejpocetnéjSich rodin
membranovych receptorit v sav€ich bunkach. GPCRs hraji vyznamnou roli prakticky ve
vSech signélnich drahach, které moduluji rozli¢né fyziologické procesy v organismu. Diky
tomu se na tyto receptory soustiedi mnohé studie. Ty cilené zkoumayji potenciondlni latky a
1é¢iva, které mohou ovlivnit jejich funkci ¢i vyskyt na membranach a prispét tak k 1écbé

chorob, v priabéhu kterych jsou konkrétni signalni drahy aktivované skrze GPCRs zasazeny.

Modelem, ktery se vyuziva napiiklad ke zkoumani neurodegenerativnich procest, je
lidska neuroblastomalni bunécéna linie SH-SYSY. Tuto linii 1ze v soucasnosti diky ustalenym
a oveéfenym postuptim v laboratornich podminkach pomérné dobie kultivovat i diferencovat.
Diferencované SH-SYSY buiikky se navic morfologicky velmi podobaji maturovanym
neuroniim, diky ¢emuz na nich lze pozorovat jevy a zmény, ke kterym by mohlo za danych
podminek dochdzet i vin vivo systémech. Mezi dal$i uzivané modely patii lidské
indukované pluripotentni kmenové bunky, tedy buiky odvozené =z maturovanych

somatickych bunék (naptiklad fibroblasti), u nichz byla opétovné navozena pluripotence.

U obou zminénych modelovych bun&énych linii 1ze specifickymi postupy navodit
diferenciaci, v pribéhu které bunky prochdzeji premeénou v neuralni fenotyp. Na
diferenciovanych buinikdch je moZné sledovat a zméfit zmény v hladinach exprese
jednotlivych GPCRs, ke kterym v pribehu diferenciace dochazi, a na zéklad€ toho zhodnotit,
jak kvalitni model tyto diferencované builky pro studie zaméfené na konkrétni typy
receptoru piedstavuji. Publikovana data se Casto 1iSi; nékterd poukazuji na zvySeni miry
exprese receptoru, jind na snizeni. Tento nesoulad mtze byt zptisoben rozdilnou metodikou
meéfeni, riznymi zpusoby indukce diferenciace nebo délkou jejiho probihani. Souhrnnych
studii, které méti a porovndvaji hladiny vicero typt GPCRs pravé na SH-SYSY a iPSC

modelu, neni mnoho, coz mize byt jednim z hlavnich pfinost této prace.

Lepsi pochopeni a vyhodnoceni téchto procest je diilezité pro spravny vybér vhodné
modelové bunécné linie, kterd miZze byt dale pouzita pro studie detekujici expresi

jednotlivych GPCRs naptiklad pfi vyvoji ptipadnych 1é€iv.
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2 Literarni prehled

2.1 Bunéc¢na linie SH-SY5Y

Bunééna linie SH-SYSY je lidskd bunécna linie, ktera je ¢asto vyuzivana pro studium
neurobiologie a neurofarmakologie. Pfedchiidce SH-SYSY, bunécné linie SK-N-SH, byla
izolovana v roce 1970 ze vzorku kostni dien¢ Ctyfleté pacientky s neuroblastomem (Biedler
et al., 1973). Pti kultivaci SK-N-SH bun¢k byly nalezeny dva fenotypové odlisné typy
bunék, buiiky epitelidlniho typu (tzv. S-typ) a buiiky neuroblastomové (N-typ). Na zéklade
toho byly pomoci klonovani vytvofeny nové bunécné linie SH-SY (neuroblast-like linie) a
SH-EP a SH-EF (epithelial-like linie). Naslednym subklonovanim byla z SH-SY linie, jez
se diky svym vlastnostem ukézala jako perspektivnéjsi pro dalsi vyzkum, ziskana SH-SY5

linie. Ta byla poté znovu subklonovana na vyslednou SH-SYSY linii (Biedler et al., 1978).

U SH-SYS5Y kultur lze indukovat proces diferenciace, v pribéhu kterého buiky
pfestavaji proliferovat a vznikd homogenni bunéénd kultura plné¢ maturovanych bunék
neurdlniho typu. Tato kultura zahrnuje mj. populace dopaminergnich neurond,
noradrenergnich neuronti i cholinergnich neuronti, coZ ndm umoziuje na této bunécéné linii

studovat Sirokou $kdlu neurotransmitert a signdlnich drah (Korecka et al., 2013).

Jednou z nejpouzivanéjsich latek navozujicich diferenciaci je kyselina retinova (RA).
Do kultury mohou byt pfidavany 1 dalsi indukéni faktory, typicky mozkovy neurotroficky
faktor (BDNF) (Jamsa et al., 2004), 12-O-tetradekanoylforbol-13-acetat (TPA) (Pdhlman et
al., 1983) ¢i inzulinu podobny rastovy faktor 2 (IGF-2) (Kim et al., 1997). Diferencované
bunky vykazuji zmény v expresi Siroké Skaly biomarker typickych pro zralé neurdlni
buriky, naptiklad neuron specifické enoldzy (NSE), s mikrotubuly asociovaného proteinu 2
(MAP2), tyrosin hydroxylazy (TH) nebo tau proteinu (Ducray et al., 2020). Diferenciace je
doprovazena vyraznymi morfologickymi zménami (prodluZzovani a vétveni neuritd) a

zvySenim metabolické aktivity bun€k (Schneider et al., 2011a; Fernandes et al., 2022).

Diky tomu, Ze Ize SH-SYS5Y burky kultivovat a diferencovat pomérn¢ snadno, levné
a v dostatecném mnozstvi, je tato linie v ramci védeckych studii dodnes hojné vyuzivana
jakozto in vitro model pro vyzkumy vyzadujici stabilni bunécnou linii lidského ptivodu. Tyto
bunky jsou naptiklad vyuZivany pro studie zaméfené na pribéh a pficiny Parkinsonovy

choroby (Ramalingam and Kim, 2016; Avola et al., 2018). Jiné prace se soustfedi na
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Alzheimerovu chorobu a proteiny, které k jejimu rozvoji mohou pfispivat, jako je tieba
amyloid B prekurzorovy protein a presenilin (Uemura et al., 2003; Riegerova et al., 2021).
Dalsi publikace pak SH-SYSY model vyuzivaji ke studiu neuroprotektivity (napf.
neuroprotektivni efekt flavonoida dle Rehfeldt et al., 2022) nebo k vyvoji nanocastic, které
mohou pomahat v regenerativnich procesech nervové tkané pti 16¢bé misnich poranéni (Gao

et al., 2022).

2.2 Indukované pluripotentni kmenové buiky

Indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSC) jsou typem kmenovych bunék, ktery je
ziskavan z jiz diferencovanych somatickych bunék. U téchto buné¢k miize byt pomoci
specifickych transkripcnich faktori znovu navozena pluripotence, ¢imz iPSC ziskavaji
vlastnosti podobné embryonalnim kmenovym buitkdm (ESC), mimo jiné schopnost dalsi
diferenciace v buniky ektodermu, mezodermu i endodermu. Ve studii z roku 2006 byly mezi
rozliénymi transkripénimi faktory (TF) pfitomnymi v ESC identifikovany ¢tyii hlavni, které
mohou toto pfeprogramovani indukovat a které¢ byly autory prohldSeny za tzv. esencidlni
reprogramacni faktory. Tyto faktory, jmenovité¢ Oct3/4, Sox2, c-Myc a Klf4, hraji
v embryondlnich bunkach klicovou roli béhem embryondlniho vyvoje a pii regulaci
bunécného rustu. Indukei jejich exprese byla poprvé navozena preména mysich fibroblasti
na 1PSC (Takahashi and Yamanaka, 2006) a stejnd metoda byla pozd&ji vyuzita
k reprogramovani lidskych fibroblastli (Takahashi et al., 2007; Park et al., 2008) a jinych
somatickych bunék jako jsou naptiklad adipocyty (Sun et al., 2009), keratinocyty (Maherali
et al., 2008) ¢i B lymfocyty (Hanna et al., 2008).

Kromé pouziti téchto ¢tyf plivodnich faktord mohou byt iPSC bunky generovany
také pomoci kombinace jinych TF (naptiklad Oct3/4, Sox2, Nanog, a Lin-28 (Yu et al.,
2007)). Vyvijely se 1 metody, pomoci kterych jsou reprogramacni faktory do bunck
vpravovany. Kromé plivodné vyuZivanych virdlnich vektorti v podobé retrovirt a lentivird,
které pti inzerci do genomu hostitelskych bun€k nesou zna¢né riziko mutageneze, jsou dale
pouzivany metody zahrnujici DNA plasmidy, transpozony, adenoviry, rekombinantni
proteiny ¢1 mRNA (kaZdy z nosic¢i ma ale své nevyhody, které jeho pouZiti limituji —
narocné provedeni, nizkd Uc¢innost a tudiZ nutnost opakovéni, vysoké riziko vyvolani

imunitni reakce aj.) (shrnuto v Omole and Fakoya, 2018).
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V praxi je linie iPSC vyuzivana jako modelova linie pro studium Siroké skaly procest
a struktur. Na astrocytech diferencovanych z iPSC lze zkoumat hematoencefalickou bariéru
(Shaltouki et al., 2013), prabéh zanétlivych procesti (Santos et al., 2017) nebo role
jednotlivych proteint, jako je APOE4 spojovany s Alzheimerovou chorobou (Lundin et al.,
2018). Tyto buiiky je také mozné diferenciovat v kardiomyocyty (Feyen et al., 2020) a na
nich déle studovat srde¢ni arytmie (Brown et al., 2024) a ischemii (Peters et al., 2022). Linie
iPSC a bunky z ni diferencované mohou byt modelem pro vyzkum cukrovky (Kim et al.,
2020; Panova et al., 2022), amyotrofické laterarni sklerézy (Workman et al., 2023) nebo
Parkinsonovy choroby (Cooper et al., 2012; di Domenico et al., 2019).

Néami pouzivané iPSC bunky byly obdrzeny z laboratofe pani doktorky Mgr. Dasi
Bohaciakové, Ph.D., vedouci vyzkumné skupiny z tstavu histologie a embryologie Lékaiské
fakulty Masarykovy univerzity v Brné. Tyto iPSC byly v laboratofi pani doktorky manudlné
derivovany z fibroblasti zakoupenych v Coriell Institute (dle (Bohaciakova et al., 2019)),
které byly odebrany jedinci s diagnostikovanou AD familiarniho typu a nesly mutaci v genu
PSENI pro presenilin (Coriell Institute). Vyzkumnd skupina pani doktorky tuto bunécnou

linii dale pouziva mj. na kultivaci a vyzkum organoida (Vanova et al., 2023).

2.3 Diferencia¢ni markery

2.3.1 Neuron specifickad enolaza

Enolazy jsou glykolytické enzymy katalyzujici pfeménu 2-fosfoglyceratu na
fosfenolpyruvat. RozliSujeme tfi izoenzymy, které k enoldzdm patii, a které se 1iSi typem
tkani, kde se typicky vyskytuji. Enoldza a (také enolaza 1) je tkanovée nespecifickd, enolaza
B (enoldza 3) se vyskytuje ve svalové tkdni a enoldza y (enoldza 2) je v nejvySsi miie
exprimovana ve tkani nervové. Jednotlivé formy tohoto enzymu tvori homo 1 hetero dimery,
pficemz yy enoldza je primarné pfitomna v neuronech a ay enolidza v gliovych bunikach

(Shimizu et al., 1983; Deloulme et al., 1997).

Diky tkanové specifité¢ NSE lze tento enzym pouzit jako biomarker pti identifikaci
bunék nervového typu, ¢ehoz se da dale vpraxi vyuzit pfi identifikaci karcinomu
neuroendokrinniho typu jako je malobunéény karcinom plic, gastroinetsinalni a pankreatické
neuroendokrinni tumory, neuroblastomy, meduloblastomy apod. (Mjenes et al., 2017).

Zvysené hladiny NSE v krevnim obé&hu ¢i mozkomisnim moku mohou také poukazovat na
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poskozeni neuront doprovazejici traumatickd poranéni mozku, mozkovou mrtvici ¢i rizna

neurodegenerativni onemocnéni (Muley et al., 2003; shrnuto v Isgro et al., 2015).

Diferencované iPSC a SH-SYS5Y bunky vykazuji, vzhledem k nartistu metabolické
aktivity doprovazejici proces diferenciace v neuralni fenotyp, vyrazné zvysené hladiny NSE,
diky ¢emuz lze pomoci méfeni hladiny tohoto enzymu zhodnotit GspéSnost navozené

diferenciace ( Kunzler et al., 2017; Simdes et al., 2021).

2.3.2 Tyrozin hydroxylaza

Hlavni roli enzymu tyrozin hydroxyldzy je katalyza pfemény L-tyrozinu na
L-3,4-dihydoxyfenylalanin (DOPA), coZ je klicovd reakce v procesu biosyntézy
katecholaminnich neurotransmiterti (dopamin, adrenalin, noradrenalin) (Nagatsu et al.,
1964). V centralni nervové soustavé (CNS) je, vzhledem k jeji uloze, TH produkovéana
pfedev§im v oblastech s vysokou koncentraci dopaminergnich neurond (nigrostriatalni a
mesokortikdlni drahy) a noradrenergnich neuronti (locus coeruleus), dale pak také
v hypotalamu (Segal and Kuczenski, 1974; Morigaki and Goto, 2016). Mimo CNS déale TH
produkuji naptiklad buniky sympatickych ganglii, periferni nervovy systém ve stfevech
(Chevalier et al., 2008) a chromafinni buniky diené nadledvin (shrnuto v Berends et al.,

2019).

SniZena exprese genu pro TH je zkoumana mj. v souvislosti s nastupem a rozvojem
Parkinsonovy choroby, kterd je doprovazena degeneraci dopaminergnich neuroni ve vyse
zminénych oblastech CNS (Zhu et al., 2012). K témto vyzkumim je Casto vyuzivana prave
SH-SYSY linie (Alrashidi et al., 2021; Yao et al., 2024). Diferencované SH-SYSY a iPSC
buniky produkuji vétsi mnozstvi TH nez buiiky proliferujici, coz déla z TH podobné jako
z NSE uzitecny marker pfi studiich vyzadujicich diferenciaci téchto bunék (Presgraves et

al., 2003; Robinson et al., 2015).

2.3.3 Synaptofyzin

Synaptofyzin (SYP, v literatute také znacen jako p38) je membranovy glykoprotein ti€astnici
se procesu neurotransmise. SYP je ukotveny v membrané presynaptickych vezikul, kde
interaguje s dalSimi proteiny jako je naptiklad synaptobrevin, se kterymi organizuje a
reguluje vylev neurotransmiteru do synaptické stérbiny (Jahn et al., 1985; Edelmann et al.,

1995).

15



Imunohistochemicky lze ptitomnost SYP odhalit nejen ve tkdnich CNS, ale i
v neuroendokrinnich tkanich (nadledviny, pankreatickd tkan, plicni a enterochromafinni
buniky a jin¢). ZvySena exprese genu pro SYP miize znacit pfitomnost nadorového bujeni,
proto se tento protein také pouziva jako specificky marker pro odhaleni tumort
neuroendokrinniho pivodu, podobné jako NSE (Wiedenmann et al., 1986; Miller et al.,
1990; Uhlig et al, 2022). Synaptofyzin je také zkouman v souvislosti s rozliénymi
neurodegenerativnimi  onemocnénimi. U vzorkti tkéni ziskanych od pacientl
s Alzheimerovou chorobou byly naptiklad oproti kontroldm detekovany snizené hladiny
synaptofyzinu v mozkové klife, coz mize znacit korelaci mezi mirou exprese SYP (a dalSich
pre a post synaptickych proteinli, u kterych byl pokles také zdokumentovan) s procesy
neurodegenerace, ztraty synaptickych spojeni a s upadkem kognitivnich funkci u pacientii

s AD (Masliah et al., 1989; Sze et al., 1997; Reddy et al., 2005)

2.4 GPCRs

Receptory sptazené s G proteiny (G protein-coupled receptors, GPCRs) jsou membranové
receptory prenasejici signdl z extraceluldrniho prostfedi dovnitf buiiky. Tato skupina
receptori ¢itd pres 800 clenli, coz z GPCRs déla nejrozsifendjs$i typ receptori na
membranach lidskych bunék. Jednotlivé receptory jsou na zakladé jejich sekvencni
podobnosti v ramci tzv. GRAFS systému déleny do péti hlavnich rodin (Rhodopsin,
Adhesion, Secretin, Glutamate a Frizzled/Taste), jejichZ zastupci sdileji charakteristické

domény potiebné k interakci s jejich typickymi ligandy (Fredriksson ef al., 2003).

Molekula GPCRs obsahuje sedm transmembrdnovych o helixi (transmembrane
domains, TM 1-7), tfi intracelularni smycky (intracellular loops, ICL 1-3) interagujici
s heterotrimernim G proteinem a tfi extracelularni smycky (extracellular loops, ECL 1-3)
s vazebnymi a regulacnimi misty. C konec je orientovan intracelularné, N konec smétuje
ven z buiiky a jeho primarni struktura obsahuje specifické funkéni domény dileZité pro
navazani ligandu (Schwartz, 1994). N konec se ale muze podilet i na regulaci aktivity ¢i na
oligomeraci receptorti - shrnuto v Gacasan et al., 2017). GPCRs mohou fungovat jako
monomery, mnoh¢ z nich ale mohou tvofit homodimery, heterodimery ¢i vyssi oligomery

(Angers et al., 2001).

Ligandy, se kterymi GPCRs interaguji, jsou z hlediska chemické struktury velmi

ruznorodé. Mize jit o neurotransmitery (napiiklad dopamin, serotonin, adrenalin,
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noradrenalin a acetylcholin), peptidové i nepeptidové hormony, chemokiny, odoranty,
tastanty, ionty, fotony, lipidy a jiné¢ molekuly (Buck and Axel, 1991; shrnuto v Bockaert et
al., 2002) . Diky tomu jsou tyto receptory schopné zastavat mnoho rozlicnych funkci a jsou
tedy nepostradatelnou soucasti prakticky vSech signélnich a regulacnich procesi, které se
v lidském téle odehravaji. Tato univerzalnost z nich déla vyznamny terapeuticky cil pti 1écbé

chorob a mnoho novych ¢i vyvijejicich se 1€kt pisobi cilené na konkrétni GPCRs.

2.4.1 Proces signalizace skrze GPCRs

GPCRs dokazi v reakci na pfijeti extracelularniho signalu aktivovat v butice celou fadu
rozli¢nych signélnich drah. K tomu vyuzivaji heterotrimerni G proteiny, signalni molekuly
s hydroldzovou aktivitou schopné vazat GTP (proto se jim také v anglictiné fikd ,,guanine
nucleotide-binding proteins®). Molekula heterotrimernitho G proteinu se sklada ze tii
podjednotek znacenych a, B a vy a kazdd z podjednotek existuje ve vice variantach (v
soucasnosti rozliSujeme 16 o podjednotek, 5 B podjednotek a 12 y podjednotek), jejichz
kombinace urcuje vlastnosti vysledného proteinu. Hlavni katalytické centrum, kde dochézi
k hydrolyze GTP na GDP, se nachazi na Ga. Dle typickych efektort jednotlivych o
podjednotek rozliSujeme Ctyfi zakladni skupiny: Gs (stimulujici, napf. Ges aktivujici
adenylatcyklazu), Giso (inhibiéni, obvykle inhibuji AC), Ggqi1 (obvykle aktivuji
fosfolipazu C B) a Gi2/13 (podileji se na regulaci Rho, Rac a CDC42 signalnich drah) (Chen-
Goodspeed et al., 2005).

Navazani ligandu na vazebnid mista GPCRs vede ke konforma¢nim zméndm
v molekule receptoru, diky kterym dochdzi na Ga podjednotce, kterd je asociovana
s receptorem, k vyméné GDP za GTP a k jeji aktivaci (GPCRs funguji v tomto ptipad¢ jako
guanine nucleotide exchange factors, tzv. ,,GEFs*) (Oldham et al., 2006; shrnuto v Kim et
al., 2016). Aktivovana Ga podjednotka disociuje od By komplexu a dle svého typu stimuluje
nebo inhibuje své efektorové molekuly, které mohou déale produkovat druhé posly a
pokracovat tak v pfenosu signalu (shrnuto v Wess’, 1997) . U komplexu B a y podjednotky
po aktivaci k disociaci nedochazi a zlstava ukotven v membrané. Aktivovana Gy muize
nasledné fidit propustnost iontovych kanali (Logothetis ef al., 1987) ¢i aktivovat fosfolipazu
CB (Katz et al., 1992) (podrobnéjsi schéma s vypisem efektorovych molekul jednotlivych G
podjednotek viz obrazek 1).
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Poté, co na Ga podjednotce dojde k hydrolyze GTP na GDP a P;, prechazi Ga zpét
do inaktivniho stavu, znovu se spojuje s GBy a cely heterotrimerni G protein se opét vaze na
GPCRs kde ¢eka na zacatek nového aktivacniho cyklu (Wall ef al., 1998). Samotny piijem
signalu skrze receptor miZe byt ke konci signalni kaskady cilené regulovan tak, aby nedoslo
k nadmérné aktivaci receptoru a piilisSné produkci druhych posli. Receptory mohou byt
desenzitizovany fosforylaci nebo internalizovany pomoci klatrin-dependentni endocytézy,

kterou zprostfedkovava B-arrestin (shrnuto v Calebiro and Godbole, 2018).

Aminokyseliny a ionty
Glutamat, GABA,

Noradrenalin, dopamin, vapenate lonty Sfingosin-1-fosfat, lipoproteiny, prostaglandiny, leukotrieny

serotonin, histamin, Peptidy a proteiny

acetylcholin /% Chemakiny, angiotenzin, trombin, bombezin, endotelin, bradykinin
\ liné
e —

Fotony, odoranty, nukleotidy

Biogenni aminy Lipidy

iontoveé kandly yyyolana odezva
Proliferace, diferenciace,
migrace, degradace ECM,
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g -". et o=
r_‘ ; i y ﬁ
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Gu’lﬂf Gu:' GQMT A
Efektorové molekuly 67
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T(cAMP) Fosfolipazy Tica®) PDZ-RhoGEF  faktory %
PKA L (cAMP) PKC AKAP—Lbc
Rho Rho U

Obrazek 1: Schéma signdlni kaskady, jejiz soucasti je membranovy s G proteiny spiazeny receptor. Mezi
ligandy, které s GPCRs typicky interaguji, patfi aminy, aminokyseliny a ionty, lipidy, peptidy a proteiny a jiné
(fotony, odoranty, nukleotidy). Trimerni G protein s podjednotkami a, § a y se po aktivaci skrze komplex
GPCRs/agonista rozpada na aktivni a podjednotku s navazanym GTP a na komplex B a y podjedenotek, vazany
na membranu. G, podjednotka dale dle svého podtypu interaguje s efektorovymi molekulami jako je naptiklad
adenylatcyklaza, proteinkinazy a fosfolipazy. Komplex Gg, aktivuje mj. iontové kanaly, fosfolipazu CB a
fosfatidylinositol-3-kinazu. Dusledkem mize byt snizeni ¢i zvySeni mnozstvi ionti nebo tzv. druhych posla
(cAMP) v buiice, po ¢emz nésleduji dalsi kroky signaliza¢ni kaskady, pfipadné aktivace transkripénich faktori
v jadfe a zmeény v genové expresi. Vyslednou odpoveédi mize byt ovlivnéni proliferace buiiky, diferenciace,
migrace apod. Pfevzato a upraveno dle (Dorsam and Gutkind, 2007).
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2.4.2 B adrenergni receptory

B adrenergni receptory jsou zastupci rhodopsinové rodiny GPCRs. Jejich agonistou
jsou katecholaminy, zejména adrenalin a noradrenalin. Prvni prace popisujici GCinky
adrenalinu na adrenergni receptory (tehdy délené pouze na a a  receptory) byly publikovany
jiz v padesatych letech minulého stoleti (Ahlquist, 1948). O par let pozdéji byly objeveny
dva subtypy B adrenergnich receptord, které dnes znac¢ime jako Bi1 a B2 (Lands et al., 1967),
a nasledn¢ 1 posledni znamy subtyp B adrenergnich receptort, f3-AR. V nami provadéné
studii se ani u jednoho z typt pouzitych bunéénych linii nepodatilo 3 receptory detekovat,

proto se jimi v ramci literarniho pfehledu nebudu blize zabyvat.

Po navazani agonisty B1-AR a B2-AR receptory nejcastéji aktivuji trimerni Gs protein,
jehoZz Gq podjednotka dale stimuluje adenylat cyklazu (AC) a iniciuje tvorbu cyklického
adenosin monofosfatu (cAMP). Receptory se vzajemné lisi ucinnosti, s jakou AC aktivuji,
pricemz mira aktivace prostfednictvim nékterych variant 1 receptoru je nizsi nez v ptipadé
k agonistim. B1-AR a B2-AR mohou také tvotfit homodimery a heterodimery, a to jak mezi
sebou, viz. (Lavoie et al., 2002; Mercier et al., 2002), tak i s jinymi typy receptord, naptiklad
s adenosinovymi A; receptory (Chandrasekera et al., 2013), bradykininovymi receptory
(Haack et al., 2010) ¢i p-opiodnimi receptory (Samoshkin et al., 2015). Vzniklé dimery
mohou oproti monomertim vykazovat vyS§i miru afinity k ligandu, lépe odolavat
internalizaci receptoru nebo celkové modulovat pribéh spousténé signaliza¢ni kaskady

(shrnuto v Zhu et al., 2005),.

Bi-AR a B2-AR zastavaji zasadni role v centrdlni i periferni sympatické regulaci
autonomniho nervového systému. 3; adrenergni receptory se vyskytuji pfevazné v srde¢nich
tkdnich, najdeme je ovSem 1 v mozkové kufe, v plicich a v tkani tukové. Jejich aktivaci
dochdzi ke zrychleni srde¢ni Cinnosti, zvySeni kontraktility srde¢nich vldken a ke zvySené
produkci reninu. [2-AR jsou oproti tomu dominantn¢é zastoupeny v bronchidlni oblasti
plicnich tkani, jsou ale exprimovany 1 v hipokampu a v kiife mozkové (Hellgren et al., 2000;
Bathe-Peters et al., 2021). Oba receptory jsou také v mnoha tkénich exprimovany soucasné,
diky ¢emuz mohou spolupracovat a vzajemné se regulovat naptiklad pfi zminéné modulaci

srde¢ni ¢innosti.

Role téchto receptori je podrobnéji zkoumana zejména v souvislosti

s kardiovaskularnimi chorobami a srde¢nim selhanim (Tanner et al., 2021; Seidel et al.,
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2022). Mnoh¢é studie se také soustiedi na mozné zmény v zastoupeni a aktivité téchto
receptord v disledku nastupu a rozvoje Alzheimerovy choroby, a to zejména kvili AD
zpusobené brzké degradaci oblasti locus coreuleus, kterd je v mozku hlavnim mistem

produkce noradrenalinu (shrnuto v Matchett et al., 2021).

Typické zhorSeni kognitivnich funkci, konkrétné ipadek pamétovych schopnosti,
jez AD doprovazi, je také spojovano s 3 adrenergnimi receptory, jejichz spravna funkce je
kli¢ova pro procesy ukladani, vybavovani a rekonsolidace pamétovych stop (Kemp and
Manahan-Vaughan, 2008). Aplikace agonisty >-AR clenbuterolu vedla u mysi ke zvyseni
miry neokortikalni long-term potenciace a zlepSeni visuospacidlni komponenty paméti a
schopnosti ucit se (Saez-Briones ef al., 2014), stejny agonista také dle studie z roku 2017
provadéné na APP/PS1 mysSich podporuje dendritické vétveni a snizuje miru fosforylace
amyloid prekurzorového proteinu a hromadéni amyloidu B skrze stimulaci a sekretazy,
vysledkem ¢ehoz je opét zlepSeni pamétovych schopnosti (Chai et al., 2017). Dalsi studie
poukazuje na to, Ze dlouhodobé poddvani kompetitivnich antagonistli f-AR muze v CNS
pusobit prozanétlivé a podporovat synaptickou degradaci (Branca et al., 2014; Evans ef al.,

2020)

2.4.3 Adenosinové receptory

Doposud byly objeveny ¢tyii typy adenosinovych receptoril, které znacime zkratkami A1,
Aza, Aop a Az, VSechny tyto typy patii mezi GPCRs, konkrétné do rodiny rhodopsinovych
receptort, a jejich hlavnim agonistou je adenosin. A a Aj receptory po navazani agonisty
interaguji s trimernimi G proteiny rodiny Gi, prostfednictvim kterych inhibuji aktivitu AC a
tvorbu cAMP. Receptory Aza a Asp aktivuji Gsoir proteiny, které naopak aktivitu AC
stimuluji, coz vede ke zvySeni intracelularni koncentrace cAMP a aktivaci PKA.
Adenosinové receptory mohou také mimo jiné modulovat aktivitu iontovych kanala (K™ a
Ca?" kanaltl) nebo PLC (Fredholm et al., 2000). Studie ukazuji, Zze adenosinové receptory
mohou také dimerizovat. Detekovany byly naptiklad A; homodimery (Ciruela ef al., 1995),
A1R/P2Y; heteromery ((Namba et al., 2010) ¢i A2a homodimery (Canals et al., 2004).

A1 receptory jsou v CNS hojné exprimovany na membranach glii i neuronti, kde
moduluji procesy neurotransmise (zejména acetylcholinergni, glutamatergni a GABA
drahy). Axa receptory jsou také rozSifenym typem adenosinovych receptorii a najdeme je
pfedevSim ve striatu a olfaktorickém regionu, zatimco Ao receptory se na neurdlnich

buiikach a gliich vyskytuji v omezené¢jsi mife stejné jako As receptory (ty se nachdzi
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pfedevSim v oblastech kortexu, hippokampu a mozecku). Mimo nervovou soustavu jsou
adenosinové receptory exprimovany také napiiklad v srdci, gastrointestinalnim traktu ¢i

v plicich a na membranach imunitnich bun€k (shrnuto v Sheth et al., 2014).

Role adenosinovych receptorii je hojn¢ zkoumana v souvislosti se zanétlivymi
procesy a s rozvojem autoimunitnich onemocnéni jako je napiiklad revmatoidni artritida ¢i
Crohnova choroba (Ochaion et al., 2009; Varani et al., 2009). Zatimco nékteré studie
poukazuji na mozné vyuziti agonistli adenosinovych receptort pii potlacovani zanétu, ktery
chronické choroby Casto doprovazi (Szabo et al., 1998; van der Putten et al., 2009), vyzkum
z roku 2019 naptiklad uvadi, ze ptilisna aktivace urcitych typti adenosinovych receptort (zde
jde konkrétné o Aza receptor) miize naopak podporovat rozvoj Parkinsonovy choroby
(Carmo et al., 2019). Jiné studie poukazuji na moznou neuroprotektivni roli aktivovanych
A1, Aza a Az receptoriu mysi a krys s navozenou cévni mozkovou piihodou (Chen et al.,

2006; Fisher et al., 2022).

2.4.4 Muskarinové acetylcholinové receptory

Muskarinové acetylcholinové receptory (zkracené mAChR) jsou receptory sprazené s G
proteiny, jejichz hlavnim agonistou je neurotransmiter acetylcholin. RozliSujeme pét typt
muskarinovych acetylcholinovych receptorti zna¢enych pismeny M aZ Ms. Subtypy M1 M3
a Ms aktivuji Gg11 proteiny, skrze které stimuluji PLCB a tvorbu IP3, subtypy M2 a M4
aktivuji Gj proteiny inhibujici AC a produkci cAMP. V CNS jsou ztéchto typt
nejrozsitenéjsi M1, Mz a My receptory, Mz a Ms receptory jsou ale exprimovany také, pouze
v niz8i mife. Mimo CNS miiZeme muskarinové receptory dle konkrétniho typu nalézt mimo
jiné také v periferni nervové soustavé (zejm. jako soucést parasympatického nervového
systému), gastrointestinalnim traktu ¢i v srdecnich tkdnich (shrnuto v Servent and Fruchart-
Gaillard, 2009; Falk et al., 2020). V ramci mé diplomové prace jsem se zabyvala pouze
detekci mAChR M2 a mAChR My, proto se i v ndsledujicich odstavcich zaméfim primarné

na tyto subtypy receptoru.

Muskarinovy receptor M je vnervové soustavé exprimovan na post i1
presynaptickych membréanach, kde se podili na regulaci vylevu acetylcholinu v ramci
negativni zpétné vazby jako autoreceptor (Levey ef al., 1991; Wang and Yuan, 2009).
V srde¢nich tkdnich mAChR M: zprostfedkovavaji negativni ionotropni a chronotropni
efekt a reguluji tak srde¢ni Cinnost, proto jsou zkoumany mj. v kontextu srde¢nich chorob,

jako je arytmie a tachykardie (Moss et al., 2018). Spolu s mAChR M3 receptory také ovladaji
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kontrakci a relaxaci hladkého svalstva dychacich cest, mohou tedy byt vyznamnymi
terapeutickymi cili pti 1é€b¢ astmatu a jinych poruch, které tyto tkané zasahuji (Hirshman et

al., 1999; Buels and Fryer, 2012).

MAChAR My receptory reguluji kromé cholinergni signalizace i dopaminergni drahy.
Jejich funkce je dulezitd pro udrzeni rovnovahy mezi témito medidtorovymi systémy a jeji
naruseni muze vést ke vzniku kognitivnich disfunkci a psychoz (Tzavara et al., 2004). Stejné
jako mAChR M; receptory mtize byt i M4 subtyp lokalizovan postsynapticky i presynapticky
(Rouse et al., 1998). Role obou receptort je také zkoumana v souvislosti s pamétovymi
funkcemi a s procesy uceni a jejich ubytek by mohl pfispivat k rozvoji AD (Levey, 1996;
Mulugeta et al., 2003).

2.4.5 Opioidni receptory

Dal$imi receptory, které patii mezi GPCRs rhodopsinového typu, jsou opioidni receptory.
Tyto receptory jsou hojné rozsifeny v centralni a periferni nervové soustavé, kde se ucastni
mimo jiné regulace bolesti, ndlady a zanétlivych a stresovych procesti. Zastoupeny jsou ale
1 ve tkénich traviciho traktu ¢i v imunitnich organech (Wang et al., 2023). Jejich hlavnimi
agonisty jsou opioidni peptidy endorfiny, enkefaliny, endomorfiny a dynorfiny. Kromé
téchto latek mohou ale tyto receptory aktivovat i ndvykové latky jako je morfin a heroin.
Diky jejich roli v drahach regulujicich bolest na tyto receptory stale cili mnoha analgetika,
ktera jsou sice uc¢inna, ale také Casto navykova a potencialné nebezpecna kvili moznému
synteticky vyrobené upravené opioidy, jejichZ uZivani s sebou nenese takova rizika (Selley

et al.,2001; El Daibani et al., 2023)

RozliSujeme ctyfi hlavni typy opioidnich receptord, kterymi jsou p receptory, 6
receptory, K receptory a nocicepcni opiodni peptidové receptory (Chen et al., 1993;
Mollereau et al., 1994). Jednotlivé typy receptorti se lis$i jednak svou afinitou ke konkrétnimu
ligandu (naptiklad k receptory interaguji pfevazné s dynorfiny) a jednak pfesnéjSimi misty
exprese v ramci nervové soustavy (Ananthan et al., 2004). VSechny Ctyii typy interaguji po
aktivaci agonistou s G;j proteiny, coZ vede k inhibici AC a naslednému sniZeni mnoZstvi

cAMP v bunce (Johnson et al., 1994; Smart et al., 1997).

Kappa opioidni receptor (KOR-1) je hojné¢ zkouman ve spojitosti s nocicepci a
analgezii (Ko et al., 2000), pficemz absence genu pro KOR-1 vede ke sniZzené toleranci vici
visceralni bolesti (Simonin et al., 1998). Uméla aplikace agonisti KOR-1 také vede k
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projeviim chovani spojen¢ho s depresi, antagonisté naopak zprostfedkovavaji antidepresivni
efekt (Mague et al., 2003; Smart et al., 2021). KOR-1 receptory a dynorfiny se dale podileji
na regulaci dopaminovych a glutamatergnich drah, ¢imz jsou také zapojeny do mechanismu
vzniku zavislosti (Spanagel et al., 1992; Chefer et al., 2005). Také hraji roli pii vyvolani
stresové odpoveédi (McLaughlin et al., 2005; Rosa et al., 2018). Vyvoj periferné selektivnich
agonistt KOR-1 receptorii ptedstavuje jeden ze slibnych cili soucasnych vyzkumi
opioidnich receptorti. Novi periferné selektivni k agonisté by zprostiedkovavali analgeticky
ucinek bez vyvolani vedlejSich Gc¢inkl jako je nauzea, sedace, deprese nebo uzkost, které

v pripad¢ jinych agonistli zasahuji CNS (Binder et al., 2001; Jonas et al., 2021).
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3 Cile diplomové prace

1)
2)
3)

4)

Diferencovat buiikky SH-SYS5Y linie do fenotypu neuralnich bunék.

Diferencovat bunky iPSC linie do fenotypu neuralnich bunék.

Na obou modelovych liniich detekovat a analyzovat zmény v expresi vybranych
GPCRs u diferencovanych bun¢k oproti kontrolam.

Vzijemné porovnat zmény v zastoupeni GPCRs napii¢ SH-SYSY a iPSC linii a

ziskané poznatky srovnat s dosud publikovanymi studiemi.
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4 Metody a material

4.1 Kultivace a diferenciace SH-SYS5Y bunék

SH-SYS5Y buiky byly kultivovany v plastovych kultivac¢nich lahvich (Thermo Fisher
Scientific, plocha 75 cm?) v inkubatoru pii teploté 37 °C a 5% atmosférickym obsahem COs.
Jako kultiva¢ni médium bylo pouzivano Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), high
glucose (Sigma-Aldrich, typ D6429) obsahujici 5% FBS (Fetal bovine serum, Gibco), do
kterého byly pridavany antibiotika a antimykotika v poméru 10 pl na 1 ml (Sigma-Aldrich).

Médium bylo ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu ménéno po dvou az tfech
dnech. Buniky byly po dosazeni optimalni konfluence pasdzovany (obvykle dvakrat tydng).
Pro uvolnéni bunék od podkladu bylo pouzito 3 ml trypsinu (Sigma Aldrich), ktery byl fedén
PBS v poméru 1:5. Po pridani trypsinu byly buiiky ponechany zhruba 5 minut v inkubatoru,
poté byla po kontrole pod mikroskopem suspenze uvolnénych bunek ptepipetovana do 15
ml centrifugacni zkumavky. Pfidani 5 ml média zneutralizovalo trypsin a vzorek byl stocen
na centrifuze (Hettich Universal 320R) pfi teploté¢ 27°C, 1 250 RPM po dobu tii minut.
Nasledné bylo médium s trypsinem odebrano, peleta resuspendovana s novym médiem a
obsah zkumavky byl rozdélen do novych lahvi s 10 ml média a 100 pl antibiotika a umistén

do inkubatoru.
4.1.1 Diferenciace SH-SY5Y

U c¢asti bunck byla prostrednictvim kyseliny retinové (Sigma Aldrich) indukovana
diferenciace v neuralni fenotyp. RA byla uchovavana v mrazdku pfii teploté -78°C. Po
ptfidani RA byly bunky péstovany v DMEM médiu (Sigma-Aldrich, typ D6429) s 0,5 % FBS
(Gibco). K diferenciaci bylo pfistoupeno pii dosazeni pifiblizné¢ 50% konfluence, RA byla
spolu s vyménou média ptfidana tiikrat, poprvé jeden den po pasazovani a podruhé a potieti
po dalSich dvou dnech. Davka RA ¢inila 10 pl na 10 ml média, prace s RA byla provadéna
za tmy. Buniky byly sedmy den od pasézovani, spolu s kontrolami, které rostly v médiu s 5%

obsahem FBS a bez ptidavku RA, mechanicky sklizeny.
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4.2 Kultivace a diferenciace iPSC bunék

Pouzivané iPSC buiiky ke své kultivaci vyzadovaly, na rozdil od SH-SY5Y bun¢k, specialné
upravené¢ misky a lahve. Potazeni dna kultiva¢nich nadob zajistovalo zvySenou adhezi
bun¢k k povrchu a umoznovalo jejich proliferaci. Pozadované Petriho misky (ThermoFisher
Scientific, priimér 35 mm) a lahve (ThermoFisher Scientific, plocha 25 cm? a 75 cm?) byly
nejprve hodinu inkubovany s ornitinem (Sigma Aldrich) a sterilni dH>O. Pot¢, co byl ornitin
s vodou odsat a povrch tiikrat oplachnut sterilni dH>O, byl pfidan laminin (Gibco) a PBS
(pfesné mnozstvi vSech chemikalii potfebné pro jednotlivé plochy je uvedeno nize v tab. 1).
Po dalsich 30 minutach byl laminin a PBS odsat a misky ¢i lahve mohly byt v tomto stavu
thned pouzity nebo zamrazeny az po dobu jednoho mésice. Veskera prace s kultivaénimi

nadobami 1 iPSC buiikami probihala uvnitt laminarniho boxu.

Tab.1: Redeni ornitinu a lamininu pro pripravu misek a lahvi.

9,6 cm? 25 cm? 75 cm?
Redéni ornitinu: 150 pl ornitin 390 pl ornitin 1 170 pl ornitin
600 pl dH-O 1 560 pl dH20 4 680 pl dH2O
Redéni lamininu: 25 pl laminin 65 pl laminin 195 pl laminin
475 ul PBS 1 235 ul PBS 3705 ul PBS

Ke kultivaci iPSC buné¢k bylo pouZzito médium DMEM (Sigma Aldrich) bez ptidavku
FBS, do kter¢ho byly pfidavany suplementy N2 (ThermoFisher Scientific), B27
(ThermoFisher Scientific), L-Glut (ThermoFisher Scientific) a NEAA (ThermoFisher
Scientific). Pfesné mnozstvi suplementd na 100 ml média je uvedeno v tab. 2. Médium bylo
meénéno kazdy treti den a bunky byly kultivovany v inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5%
atmosférickym obsahem CO,. Po dosaZeni optimalni konfluence pro pasdzovani byly bunky
oplachnuty PBS, bylo pfidano 0,5 ml akutdzy (Sigma Aldrich) na 2 ml média a nésledné se
buniky ponechaly 3 minuty v inkubatoru. Poté byla bunétna suspenze piemisténa do
centrifugaéni zkumavky s 5 ml média a stocena na centrifuze pii teploté 27 °C, 1 250 RPM

po dobu tfi minut. Médium s akutdzou bylo odséto, peleta byla resuspendovéna s novym
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médiem a bunky byly rozdéleny do novych potazenych misek nebo lahvi. K buitkam bylo
ptidano 2 pl FGF> (ThermoFisher Scientific) na 1 ml média (celkové mnozstvi dle plochy
kultivacni nddoby) a 10 ul antibiotika (Sigma-Aldrich) na 1 ml média a bunky byly vraceny

do inkubatoru.

Tab.2: Davkovani suplementii na 100 ml kultivacniho iPSC média

mnozstvi na 100 ml média

N2 0,5 ml

B27 1 ml
L-Glut 1 ml
NEAA 1 ml

4.2.1 Diferenciace iPSC bunek

Kultury iPSC bunc¢k ur¢ené k diferenciaci byly péstovany ve stejném typu nadob se stejnym
kultiva¢nim médiem a mnoZstvim antibiotika, jako nediferencované iPSC. Na rozdil od
kontrolnich iPSC bunék nebyl k témto bunkam ale pfi vyméné meédia a pii pasdZovani
pridavan ristovy faktor FGF2. Médium téchto bunek bylo také ménéno kazdy treti den a 21.

den od pocatku diferenciace byly diferencované buiiky spolu s kontrolami sklizeny.

4.3 Sklizeni a homogenizace bunék

Postup sklizeni a homogenizace vypéstovanych bunék byl shodny pro SH-SYS5Y 1 iPSC
buiiky. Sklizeni bunééného materidlu probihalo na ledu. Po odsati starého média byly buniky
oplachnuty PBS, nésledné byly pomoci Skrabky manudln€ uvolnény do cistého PBS.
Suspenze bun¢k byla stocena na centrifuze (Hettich Universal 320R) pii 27 °C a 1 250 RPM
po dobu tii minut. Peleta byla resuspendovana ve 100 ul PBS, vzorky bunék byly pfeneseny
do mikrozkumavek a obsah zkumavek byl doplnén PBS na 200 pl. K buitkkdm byl pfidan
inhibitor protedz (Complete Inhibitor Coctail, Sigma Aldrich) v mnozstvi 4 pl na 200 pl.
Nasledovala homogenizace pomoci sonikatoru (Bandelin Sonoplus), pii které¢ byly vzorky

pro zachovani co nejvyssi kvality bunééného materialu stale umistény na ledu. Sonikace
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probihala po dobu 2 x 10 s s nastavenym 40% vykonem. Po sonikaci byly vzorky znovu
sto¢eny na centrifuze pfi teplot¢ 4 °C a 1 000 RPM po dobu 10 min a 45 s. Ze stocenych
vzorkli byl odebran postnukledrni supernatant, ktery byl nasledné¢ v Cistych
mikrozkumavkach skladovan v mrazaku pii teploté -20°C nebo rovnou zpracovavan BCA

metodou.

4.4 M¢éteni obsahu proteind ve vzorku

Ke zméteni koncentrace proteinti ve vzorcich byla vyuzita metoda BCA. SloZeni ¢inidla pro
pracovni roztok potfebny pro tuto metodu je uvedeno v tabulce ¢. 3. Na 96 jamkovou
desticku byly nejdfive naneseny standardy pro vytvoifeni kalibra¢ni kiivky, viz tab. 4.
Vzorky sklizenych bunéénych kultur byly 100x fedény vodou a nasledné byly v triplikatech
nandseny na desticku po 100 pl. Ke vzorkiim bylo pfidano 100 pl pracovniho roztoku a
desticka byla tficet minut inkubovéna na suchém bloku pfi teploté 60 °C. Absorbance byla
métena spektrofotometrem (Synergy HT, Biotek) pfi vinové délce 562 nm, k interpretaci

ziskanych vysledkt byl pouZit program GenS5 .

Tab. 3: Priprava cinidel pro pracovni roztok

Cinidlo A 8 g NaxCO3, 1,6 g vinan sodny, doplnéno do 100 ml dH>O
Cinidlo B 4g BCA do 100 ml dH,0
Cinidlo C 0,4 g CuSO4 do 10 ml dH,O
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Tab. 4: Redeéni standardii pro kalibracni kifivku

Pozice na desticce 1A 1B 1C 1D 1E 1F 1G 1H 2A 2B 2C 2D 2E

Cislostandardu BL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pg BSA 0 0,2 05 10 1,5 25 4 6 10 15 20 30 50

BSA (0,1 pg/ul) pl - 2 5 10 15 25 40 60 100 - - - -

BSA (1 pg/ul) pl - - - - - - - - - 15 20 30 50

H20 pl 100 98 95 90 & 75 60 40 - 85 80 70 50
4.5 SDS-PAGE

Slozeni roztokii pouzitych pro elektroforézu je uvedeno v tab. 5. Vzorky byly nafedény na
vyslednou koncentraci 10 pug proteinti na vzorek a ke vzorkiim byl pfidan Laemmliho pufr

v poméru 1:3.

Pro elektroforézu byl ptipraven 10% separacni gel a 4% zaosttovaci gel, slozeni geld
viz tab. 6. Tloustka pfipravovanych gelt byla 1,5 mm. Po naliti roztoku pro separacni gel
mezi skla byl pfes gel navrstven roztok butanolu. Butanol byl po polymeraci separa¢niho
gelu (zhruba 45 minut) odlit, gel byl oplachnut dH>O, piebyte¢na voda byla odsata pomoci
filtraniho papiru. Nasledné byl mezi skla nalit roztok pro zaostfovaci gel a vloZzen hiebinek
pro tvorbu jamek. Zaostfovaci gel po cca 20 minutach plné zpolymeroval, hiebinek byl
odstranén a skla s gely byla upevnéna do aparatury pro elektroforézu, do které byl nalit
elektroforeticky puft. Poté byly do jamek pomoci automatické pipety nanaSeny vzorky, které
byly pfed nanaSenim promichdny na vortexu, a standard. Aparatura byla ptipojena ke zdroji,
na kterém bylo zvoleno konstantni napéti 200 V. Elektroforéza probihala zhruba 50-60 minut

(dokud celo nedobehlo ke konci gelu). Po ukonceni separace proteint byly gely vyjmuty
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z aparatury, zaostfovaci gel byl odfiznut a nasledoval pfenos proteinti na membranu pomoci

metody Western blot.

Tab. 5: SlozZeni roztoku pro elektroforézu

Pufr 1
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

18,17 g Tris-HCL
doplnéno dH>O do 100 ml

Pufr 2
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

6,05 g Tris-HCL
doplnéno dH>O do 100 ml

30% akrylamid
(0,8% N,N-methylenbisakrylamid)

30 g akrylamidu
0,8 g N,N-methylenbisakrylamidu
doplnéno dH>O do 100 ml

Elektroforeticky pufr

10x koncentrovany

30,3 g Tris-HCL

141,1 g glycin

10 g SDS (dodecylsiran sodny)
doplnéno dH>0 do 1 000 ml

Laemmliho pufr (SLB)

4x koncentrovany

2,4 ml 1M Tris-HCI (pH 6,8)

1 ml glycerol

0,8 g SDS (dodecylsiran sodny)
0,8 g DTT (dithiotheritol)

1 mg bromfenolové modii

doplnéno dH>0 do 10 ml
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Tab. 6: Slozeni gelit pro elektroforézu

10% separac¢ni gel 4% zaostrovaci gel
(mnoZstvi potiebné pro dva gely) (mnoZstvi potiebné pro dva gely)
destilovana voda 8 ml destilovana voda 6 ml
pufr 1 (pH 8,8) 5 ml pufr 2 (pH 6,8) 2,5 ml
30% akrylamid 6,7 ml 30% akrylamid 1,3 ml
10% SDS 200 pl 10% SDS 100 pl
10% APS 90 ul 10% APS 90 u
TEMED 8 ul TEMED 8 ul

4.6 Western blot a barveni Ponceau

Gely byly po elektroforéze spolu s nitrocelul6zovou membranou pfemistény do aparatury
pro blotovani, kterd byla naplnéna blotovacim pufrem. Slozeni roztokl pouzitych pro
Western blot je uvedeno vtab. 7. Aparatura byla pfipojena ke zdroji s nastavenym
konstantnim napétim 100 V, pfenos trval 60 minut. Po dokonceni pfenosu proteinli na
membranu byla aparatura rozebrana, membrany byly oplachnuty v dH>O a vlozeny do
roztoku Ponceau, se kterym se nechaly zhruba 5-10 minut inkubovat na kyvacce. Pfebytecné
Ponceau barvivo bylo oplachnuto stfickou s dH>O, membrany byly osuSeny a naskenovéany

pro pozdé&jsi kvantifikaci celkového mnozstvi proteinii na membranéch.

Tab. 7: SloZeni roztokii pro Western blot

Blotovaci pufr 15 g Tris
72 g glycin
1 000 ml methanol
doplnéno dH>0 do 5 000 ml

TBS pufr 84,15 g NaCl
10x koncentrovany, pH 8 11,63 g Tris
doplnéno dH>0 do 960 ml
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Oplachovaci pufr 100 ml TBS pufr
900 ml dH>O
3 ml Tween 20

Blokovaci pufr 2,5 g susen¢ho ml¢ka
5 ml TBS pufr
45 ml dH,O
50 pl Tween 20

Redici pufr 0,5 g suSen¢ho mléka
5 ml TBS pufr
45 ml dH,O
50 pl Tween 20

Stripovaci roztok 7,51 g glycin

pH 2,2 0,5 g SDS
5 ml Tween 20
doplnit dH20 do 500 ml
upravit pH na 2,2

Poté byly membrany 40 minut inkubovany v blokovacim pufru, néasledné byly
pfemistény do fediciho pufru s primarnimi protilatkami (druh a fedéni primarnich protilatek
uvedeno vtab. 8). V primarnich protilatkdch byly membrany inkubovany pifes noc
v mistnosti s teplotou 4°C. Druhy den byl fedici pufr odlit, membrany byly oplachnuty dH>O
a 3 x 10 minut promyvany oplachovacim pufrem. Nasledovala hodinov4 inkubace se
sekundarnimi protilatkami (druh sekundéarnich protilatek a jejich fedéni v tab. 8), kterd
probihala za pokojové teploty. Sekundarni protilatky byly odlity a membrany byly znovu
3 x 10 minut promyvany v oplachovacim pufru. Po dokonceni oplachovani byly membrany
lehce osuseny pomoci filtraéniho papiru a na proteiny pfenesené na membranu byl nanesen
roztok chemiluminiscenc¢niho substratu (na jednu membranu bylo pouzito mnozstvi 300 pl).
Pouzit byl bud’ roztok SuperSignal West Dura, nebo SuperSignal West Femto (vyrobcem

obou je ThermoFisher Scientific) dle pozorované intenzity luminiscence v reakci na
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konkrétni pouzitou protilatku. Mebrany byly po minutové inkubaci pifeneseny do
vyvolavacich kazet, nasledné byly v temnici exponovany na film (Agfa), ktery byl vyvolan
pomoci piistroje Optimax. Vyvolané filmy byly nésledné skenovany a signaly byly dale
vyhodnocovéany v programu Image]J a ImagelLab. Data byla statisticky zpracovana

v programu GraphPad Prism 10.

Membrany byly po vyvolani promyty oplachovacim pufrem a protilatky byly
ostripovany stripovacim roztokem. Stripovani probihalo po dobu 3 x 10 minut, poté byly
membrany 2 x 10 minut promyty s PBS. Po ostripovani byly membrany uchovény v lednici
v oplachovacim pufru nebo ihned znovu inkubovany s blokovacim pufrem a nasledné

s novymi protilatkami.

Tab. 8: Primarni a sekundarni protilatky pouzité pro Western blot

Primarni  Vyrobce Oznaceni Pivod Redéni Sekundarni Redéni
protilatka Vyrobce protilatka
A1-R Santa Cruz sc-28995 kralik 2 000x anti-R 40 000x
A2a-R Santa Cruz sc-13937 kralik 1 000x anti-R 40 000x
Azs-R Santa Cruz sc-28996 kralik 2 000x anti-R 40 000x
Asz-R Santa Cruz sc-13938 kralik 2 000x anti-R 40 000x
DOR-1 Santa Cruz sc9111 kralik 2 000x anti-R 40 000x
KOR-1 Santa Cruz sc-9112 kralik 1 000x anti-R 40 000x
mAChR M;  Santa Cruz sc-7470 koza 2 000x anti-G 40 000x
mAChR M,  Santa Cruz sc-9107 kralik 2 000x anti-R 40 000x
mAChR My  Santa Cruz sc-9109 kralik 2 000x anti-R 40 000x
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MAP-2 Santa Cruz sc-20172 kralik 1 000x anti-R 40 000x
mGluR2 Abcam ab-150387 kralik 15 000x anti-R 40 000x
MOR-1 OriGene AP53000PU-N  kralik 2 000x anti-R 40 000x
NSE Invitrogen PA1-46203 kralik 40 000x anti-R 40 000x
SYP Santa Cruz SC-9116 kralik 2 000x anti-R 40 000x
TH Abcam ab-194760 kralik 1 000x anti-R 40 000x
B1-AR Alomone AAR-023 kralik 1 000x anti-R 40 000x
B2-AR Alomone AAR-016 kralik 1 000x anti-R 40 000x
B3-AR Santa Cruz sc-50436 kralik 2 000x anti-R 40 000x
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5 Vysledky

5.1 Bunééna linie SH-SYS5Y

5.1.1 Potvrzeni diferenciace SH-SY5Y linie

Bunky byly vpribéhu diferenciace pravidelné monitorovany pomoci mikroskopu.
Z potizenych snimki 1ze vypozorovat vyrazné morfologické zmeény, ke kterym po ptidavani
RA posupné dochazelo. SH-SYSY kultivované s RA tvotily delsi a vétvengjsi vybeézky,
pomoci kterych se propojovaly do husté sité (obr. 2).

A SH-SY5Y pred diferenciaci B 3 dny od zadatku diferenciace

Obriazek 2: Mikroskopické snimky SH-SYSY kultur zachycujici morfologické zmény béhem diferenciace.
A - bunécna kultura po pasazovani a pted prvni davkou RA. Buniky jsou nepolarizované, tvoii kratké vybézky
a rychle proliferuji. B - bunécna kultura tfeti den po pfidani prvni davky RA. Bunky zacinaji tvofit delsi
vybézky, ptestavaji proliferovat. C - bunécnd kultura sedmy den od pfidani prvni davky RA. Buiky se
fenotypové podobaji maturovanym neurondm, tvoii dlouhé vétvené vybeézky, kterymi se vzajemné propojuji.
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Za vyuziti SDS-PAGE a Western blot metody byla u SH-SYS5Y kultur dile méfena
exprese biomarkerti synaptofyzinu a tyrozin hydroxyldzy. Porovnavany byly bunky
pestovany bez ptidavku RA a buriky, ke kterym byla RA postupné ptidana tfikrat v priibéhu
sedmi dni. Hladiny obou markerd byly u bunék kultivovanych s RA oproti kontroldm
signifikantné zvySeny. Hladina exprimovaného SYP (molekulovd hmotnost cca 53 kDa)

byla u diferencovanych bunék oproti kontrolam vyssi o 256 % (p<0,01), exprese TH

molekulova hmotnost cca 60 kDa) byla oproti kontroldm vyssi o 87 % (p<0,01), viz graf 1.
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Graf 1: Reprezentativni imunobloty a grafy srovnavajici expresi biomarkerti synaptofyzinu (A) a tyrozin
hydroxylazy (B) u kontrolnich SH-SY5Y bunék a u diferencovanych SH-SYS5Y kultivovanych s RA. Hodnoty
na ose y odpovidaji relativni mife exprese v % oproti kontrole. Vysledky reprezentuji primér = SEM ze tii
pokust (** p <0,01).
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5.1.2 B adrenergni receptory

Mozné zmény v membranovém zastoupeni B adrenergnich receptorii probihajici pfi
diferenciaci SH buné¢k byly zkoumany na subtypu Bi-AR, ktery se u obou typl zkoumanych
SH-SY5Y buné¢k podatilo detekovat. Molekulova hmotnost receptoru odpovidala ptiblizné
75 kDa. Dle ziskanych vysledki doslo u SH-SYSY po diferenciaci k signifikantnimu nartstu
exprese B1-AR, pficemz u bun¢k kultivovanych s RA byl pozorovéan 31% narast (p < 0,0001)

oproti kontrolam (graf 2).

Aplikovany byly i protilatky proti B3-AR a 2-AR subtypu, jejich exprese u SH-
SYSY vzorkt ale detekovana nebyla.
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Graf 2: Reprezentativni imunobloty a grafy srovnavajici expresi pl1-AR u kontrolnich SH-SY5Y buné¢k a u
diferencovanych SH-SYS5Y bun¢k kultivovanych s RA. Hodnoty na ose y odpovidaji relativni mife exprese
v % oproti kontrole. Vysledky reprezentuji primér = SEM ze tii pokust (**** p <0,0001).
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5.1.3 Adenosinove receptory

U kultivovanych SH-SYS5Y bunék se podatilo GspéSné zmétit expresi dvou adenosinovych
receptori, Axa receptoru a Asreceptoru. V piipadé Aza receptoru bylo vyhodnoceni signalu
komplikovdno silnym Sumem a vyraznym pozadim, které protilatka produkovala.
Molekulovd hmotnost detekovaného receptoru ¢inila piiblizné 60 kDa, po porovnani
nediferencovanych a diferencovanych bunék nebyly u SH-SYS5Y pozorovéany signifikantni
zmény v expresi A2a-R. Molekulovd hmotnost A3-R odpovidala 42 kDa a ani v piipade
tohoto receptoru nebyly odhaleny signifikantni rozdily v jeho kvantitativnim zastoupeni u

kontrolnich a diferencovanych SH-SY5Y bun¢k (graf 3).

Dale byly na membrany aplikovany protilatky proti Azg a A; receptorim. V piipadé
Az receptoru se s dostupnou protilatkou nepodatilo signal detekovat a v ptipadé Ai-R byl

méteny signal prilis slaby a nepravidelny pro spolehlivé vyhodnoceni.
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Graf 3: Reprezentativni imunobloty a grafy srovnavajici expresi adenosinovych receptorii Aa-R (A) a Asz-
R (B) u kontrolnich SH-SY5Y bunék a u diferencovanych SH-SYSY kultivovanych s RA. Hodnoty na ose y
odpovidaji relativni mife exprese v % oproti kontrole. Vysledky reprezentuji primér £ SEM ze Ctyf pokusii.
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5.1.4 Muskarinové acetylcholinové receptory

V ramci mé prace byla u SH-SYSY kultur kvantifikovdna mira exprese dvou subtypil
muskarinovych acetylcholinovych receptord, konkrétné mAChR M; a mAChR Ma.
Naméfend data ukazuji, ze po diferenciaci doslo k signifikantnimu poklesu v expresi obou
sledovanych typt receptort. V piipadé mAChR M receptoru, jehoz signal byl detekovan
v oblasti odpovidajici molekulové hmotnosti 50 kDa, byl zaznamenéan u diferencovanych
SH-SY5Y bunék 19% pokles oproti kontroldm (p < 0,05). Hladina mAChR My receptoru
(mol. hmotnost cca 60 kDa) byla dle ziskanych vysledkil po diferenciaci snizena o 22 %

(p <0,01) (graf 4).

Ptitomnost posledniho zkoumaného subtypu muskarinovych acetylcholinovych

receptortl, receptoru mAChR My, se u sklizenych vzorkl detekovat nepodafilo.
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Graf 4: Reprezentativni imunobloty a grafy srovnavajici expresi muskarinovych acetylcholinovych receptorti
mAChR M; (A) a mAChR My (B) u kontrolnich SH-SY5Y bunc¢k a u diferencovanych SH-SYS5Y
kultivovanych s RA. Hodnoty na ose y odpovidaji relativni mife exprese v % oproti kontrole. Vysledky
reprezentuji praimér + SEM ze tii (B) a ¢ty (A) pokust (* p <0,05; ** p <0,01).
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5.1.5 Opioidni receptory

Poslednim typem receptort, jejichz hladina byla zkoumana, byly receptory opioidni.
Uspé&sné jsme zméfili expresi KOR-1 receptoru, jehoZz molekulova hmotnost ¢inila dle
oblasti zaznamenaného signélu pfiblizné€ 45 kDa. U diferencovanych SH-SYSY buné¢k byl
oproti kontroldm zaznamenan lehky nariist v hladinach KOR-1, zmény ovSem nebyly
vyhodnoceny jako statisticky signifikantni. Kvantifikaci signalu v pribéhu vSech pokust

komplikovalo, podobné¢ jako v ptipad€ Aza receptoru, silné pozadi (graf 5).

DOR-1 typ opioidniho receptoru nebyl u mych vzorkt detekovan. Signal zptisobeny
expresi MOR-1 receptoru se naméfit podafilo, mnozstvi ziskanych dat vSak nestacilo na

pfesné a spolehlivé vyhodnoceni a proto jsem se rozhodla ho v této praci vynechat.
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Graf 5: Reprezentativni imunobloty a grafy srovnavajici expresi opioidniho receptoru KOR-1 u kontrolnich
SH-SYS5Y bunék a u diferencovanych SH-SY5Y buné¢k kultivovanych s RA. Hodnoty na ose y odpovidaji
relativni mife exprese v % oproti kontrole. Vysledky reprezentuji praimér + SEM ze ti pokusti.
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5.2 1PSC linie

5.2.1 Potvrzeni diferenciace iPSC linie

Priibéh navozené diferenciace byl priibéZzné sledovan pomoci mikroskopu. Pfechod iPSC
bun¢k k maturovanému neuralnimu fenotypu doprovazely morfologické zmény, ke kterym
v prubehu 21 dni dochazelo. Buniky postupné ptestaly proliferovat, prodluzovaly délku
svych vybézki a tvofily vyrazné shluky (obr. 4).

Uspésnost diferenciace byla dale ovéfena detekci exprese biomarkert diferenciace
NSE a SYP, k ¢emuz byla opét pouzita SDS-PAGE a Western blot. Ziskana data vykazuji
vyrazny narlst hladin NSE (molekulovd hmotnost zhruba 53 kDa) i SYP (molekulova
hmotnost zhruba 47 kDa) u diferencovanych buné¢k oproti kontroldm (viz. obr. 3). Exprese
obou biomarkera byla u kontrol prakticky nedekovatelna a vyvolané imunobloty prokazuji

zménu v expresi NSE a SYP samy o sobé&, proto nebyly dale kvantitativné vyhodnocovany.

Obrazek 3: Reprezentativni imunobloty znazoriiujici expresi synaptofyzinu (A) a neuron specifické enolazy
(B) u IPSC bunécné linie. Porovnavany jsou kontroly (K) a bunky, které prosly 21denni diferenciaci (D).
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Obrazek 4: Mikroskopické snimky iPSC kultur zachycujici morfologické zmény béhem diferenciace.
A - bunééna kultura pted zahdjenim diferenciace. Bunky jsou nepolarizované, tvoii kratké vybézky, proliferuji a
jsou takika rovnomeérné rozptyleny na podkladu. B - bunécna kultura devaty den po zahajeni diferenciace. Bunky
zacinaji tvorit delsi vybezky, prestavaji proliferovat a zacinaji se shlukovat. C - bunécna kultura 14. den od zacatku
diferenciace. Bunky prodluzuji své vybézky a tvoii vyrazné shluky na podkladu. D- bunécna kultura 21. den od
zacatku diferenciace. Shluky bunék se dale zvétsuji, bunky zastavuji proliferaci. Kultura se morfologicky podoba
vyspélym nervovym buikam.
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5.2.2 B adrenergni receptory

Rozdily v hladindch [ adrenergnich receptori byly zkoumdny na kontrolnich
nediferencovanych iPSC bunkéch a iPSC buiikach, u kterych byla indukovana diferenciace.
V ptipadé€ iPSC kultur se podatilo, stejn¢ jako u SH-SYSY linie, detekovat a kvantifikovat
ptitomnost Bi1-AR. Molekulovd hmotnost tohoto receptoru odpovidala zhruba 75 kDa.
Nameétend data sice naznacuji mirné snizeni hladiny Bi-AR, zména ale nebyla povazovana
za signifikantni. Déle byla u diferencovanych a nediferencovanych iPSC bunék porovnavana
exprese PB2-AR, kterou se u SH-SYSY linie nepodatilo spolehlivé zmé&fit. Hladina B2-AR,
jehoz molekulova hmotnost ¢inila ptiblizné 80 kDa, byla u iPSC bunék proslych diferenciaci

vyrazné vys$si nez u kontrol, a to 0 26 % (p < 0,001) (graf 6).

B3-AR protilatky nebyly po zkuSenosti s SH-SYSY linii na iPSC vzorky z diivoda

Setfeni se ziskanym materidlem aplikovany.
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Graf 6: Reprezentativni imunobloty a grafy srovnavajici expresi B adrenergnich receptori f1-AR (A) a f2-AR
(B) u kontrolnich iPSC bun¢k a u diferencovanych iPSC bun¢k. Hodnoty na ose y odpovidaji relativni mife
exprese v % oproti kontrole. Vysledky reprezentuji primér + SEM ze Ctyf pokust ( *** p < 0,001).
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5.2.3 Adenosinove receptory

Zastoupeni adenosinovych receptort v diferencovanych a nediferencovanych i PSC
buiikdch bylo opét demonstrovano na receptorech Aza-R a A3-R. Signal odpovidajici
adenosinovému Aza receptoru se podafilo detekovat v oblasti odpovidajici molekulové
hmotnosti 60 kDa. Naméiené vysledky znaci snizeni hladiny A2a-R 0 16 % (p < 0,05) u
diferencovanych iPSC buné¢k oproti kontrolam. Pouzitd protildtka ovSem generovala silné
pozadi, které ztéZovalo interpretaci bandd, podobné jako u SH-SYSY vzorkl (viz
reprezentativni imunoblot nize). V pfipadé Asz-R (detekovana molekulova hmotnost cca 42
kDa) bylo naopak naméfeno signifikantni zvySeni hladiny tohoto receptoru o 13 % oproti

kontrolam (p < 0,01) (graf 7).

Protilatky proti Az a A1 receptoriim na ziskanych iPSC vzorcich zkouseny nebyly.
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Graf 7: Reprezentativni imunobloty a grafy srovnavajici expresi adenosinovych receptorit A»a-R (A) a
A3-R (B) u kontrolnich iPSC bun¢k a u diferencovanych iPSC bun¢k. Hodnoty na ose y odpovidaji
relativni mife exprese v % oproti kontrole. Vysledky reprezentuji primér + SEM ze tii (A) a ctyt (B)
pokusi (* p <0,05; ** p <0,01).
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5.2.4 Muskarinové acetylcholinové receptory

Pti praci s iPSC buiikkami se podatilo tspésné kvantifikovat hladiny pouze jednoho typu
muskarinovych acetylcholinovych receptorti, a to receptoru mAChR M. Naméteny signal
odpovidal molekulové hmotnosti 50 kDa. Vysledky analyzy signdlu neodhalily statisticky
vyznamné zmény v zastoupeni tohoto receptoru u diferencovanych iPSC oproti kontrolam,
a to i pres zdanlivy lehky pokles v expresi mAChR M> u diferencovanych bunék, ktery se

ale neda povazovat za signifikantni (graf 8).

Receptory mAChR M| a mAChR M4 nebyly na vzorcich iPSC kultur zkoumany.
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Graf 8: Reprezentativni imunobloty a grafy srovnavajici expresi muskarinového acetylcholinového receptoru
mAChR M u kontrolnich iPSC bunék a u diferencovanych iPSC bunék. Hodnoty na ose y odpovidaji relativni
mife exprese v % oproti kontrole. Vysledky reprezentuji primér + SEM ze ¢tyt pokust.
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5.2.5 Opioidni receptory

Z tad opioidnich receptorti byl k analyze znovu vybran KOR-1. Préce s protilatkou proti
tomuto typu receptoru byla opét komplikovana siln¢jSim Sumem pozadi podobné jako u SH-
SYSY linie, zkoumany receptor se ale podafilo identifikovat v oblasti odpovidajici 45 kDa.
Ziskana data vSak neprokazuji zddné signifikantni zmény, ke kterym by po diferenciaci u

iPSC bunék dochézelo (graf 9).

Na vzorcich byly také zkouSeny protilatky proti DOR-1, které negenerovaly
detekovatelny signal, a protilatky proti MOR-1, u kterého bohuzel nebylo nasbirano

potfebné mnozstvi spolehlivych dat pro vyhodnoceni jeho exprese.
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Graf 9: Reprezentativni imunobloty a grafy srovnavajici KOR-1 u kontrolnich iPSC bunék a u diferencovanych
iPSC bunék. Hodnoty na ose y odpovidaji relativni mife exprese v % oproti kontrole. Vysledky reprezentuji
prameér + SEM ze tii pokust.
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6 Diskuse

Nase studie byla provedena za vyuziti lidské neuroblastomalni SH-SY5Y linie a lidskych
iPSC bun¢k. Obé modelové linie se podatilo kultivovat a sklidit v dostate¢ném mnozstvi pro
nasledné analyzy tak, aby bylo mozné nésledné experimenty opakovat nejméné ttikrat az
Ctyfikrat a u obou typl bunck se také uspéSné podatilo navodit diferenciaci v neuralni
bunécny typ. Mezi jeden ze znaki, kterymi se diferencované bunky mohou odliSovat od
nediferencovanych kontrol, patfi mira zastoupeni jednotlivych GPCRs na membranach
zkoumanych bunék. V souvislosti s pfeménou ve zraly neurdlni fenotyp bunky vykazuji
zvySenou metabolickou aktivitu a prochazeji vyraznymi morfologickymi zménami, s ¢imz
souvisi 1 pfipadné modulace v signalnich drahach, do kterych jsou GPCRs zapojeny
(Schneider et al., 2011b; Pandey et al., 2022). V ramci této prace se podafilo prostfednictvim
SDS-PAGE a Western blotu zméfit a porovnat hladiny nékolika vybranych receptord, a to
jak u kontrolnich SH-SY5Y a iPSC vzorkd, tak u diferencovanych SH-SY5Y a iPSC bun¢k.

V piipadé¢ SH-SYSY bunék byla diferenciace indukovéana aplikaci RA. Tato metoda
byla vybrana proto, Ze se jednd o metodu v praxi hojné vyuzivanou a jeji pribé¢h je dobie
popsan (Encinas et al., 2002). U diferencovanych SH-SYS5Y bunék byly pozorovany vyrazné
fenotypové zmény typické pro buiiky inkubované s RA - buriky tvoftily delsi a vice vétvené
neurity a prestaly proliferovat. Prob¢hla diferenciace byla také dokézana pomoci méteni
exprese diferenciacnich biomarkeri, jmenovité TH a SYP, jejichZ pfitomnost ve sklizenych
vzorcich byla kvantifikovana za vyuziti techniky Western blot. Detekovand molekulova
hmotnost TH ¢inila 60 kDa, coz odpovidalo hmotnostem uvadénym v dostupnych
publikacich. Molekulova hmotnost SYP byla na zaklad¢ ziskanych dat odhadnuta na 53 kDa,
je tedy mirné vyssi, nez typické molekulové hmotnosti odpovidajici monomeru SYP, po
srovnani s obvykle uvddénou hmotnosti (35-55 kDa) je vSak stale pfijatelna a dle jiné studie
muze detekovany SYP hmotnostné odpovidat dimeru ¢i komplexu SYP a membranového
proteinu asociovaného s vezikuly (Johnston and Siidhof, 1990; Calakos and Scheller, 1994).
Ziskand data poukazuji na 256% zvySeni exprese SYP a 87% narast v expresi TH u
diferencovanych SH-SYS5Y bunék, coz je v souladu s vysledky jinych studii, kde u bunck
kultivovanych s RA k nértstu téchto markert také dochazi (Cheung et al., 2009; Lopes et
al., 2010; Khwanraj et al., 2015).

Diferenciace kultivovanych iPSC bunék byla prokazana podobnym zplsobem.

Sledovanymi biomarkery diferenciace byl znovu SYP (detekovand mol. hm. 53 kDa) a NSE
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(detekovand mol. hm. 47 kDa). Ze ziskanych imunoblotii vyplyvalo, Ze hladina obou
proteinli byla u diferencovanych vzorki vyrazné vyssi nez u kontrol, u kterych byly tyto
markery prakticky nedetekované. NSE a SYP nebyly dale kvantitativné vyhodnocovany,
ponévadz reprezentativni imunobloty dostate¢né prokazuji diferenciaci navozené zvyseni

jejich exprese (Koehler et al., 2011).

Prvni skupinou GPCRs, na které jsme se zaméiili, byly adrenergni receptory.
Publikované studie se zamétuji spiSe na skupinu a adrenergnich receptora (Bawa-Khalfe et
al., 2007), zatimco vmé praci byly zkoumény B-AR. V ptipadé Bi-AR odpovidala
detekovana velikost receptoru, ktera Cinila zhruba 75 kDa, obvyklé molekulové velikosti
uvadéné v publikacich. Pozorovana molekulova hmotnost f2-AR odpovidala ptiblizné¢ 80
kDa pticemz uvadeéné velikosti tohoto receptoru se bézné pohybuji v rozmezi 46 kDa az 85
kDa (vys$si hmotnosti spiSe naznacuji detekci dimeru) (Strohsacker et al., 1985). B3-AR
receptory detekovany nebyly, nejspiSe vzhledem k jejich rozsifeni zejména v buiikach

tukové tkan€ a mocového systému (shrnuto v Schena and Caplan, 2019).

Naméiené hladiny Bi1-AR v SH-SY5Y vzorcich vykazovaly signifikantni 31% narast
exprese u diferencovanych bun€k oproti kontrolam. Zajimavé je, ze u iPSC linie byl naopak
pozorovan lehky pokles v hladinach Bi-AR u diferencovanych vzorki, ktery ovSem nebyl
povazovan za signifikantni. IPSC buiiky déale vykazovaly signifikantni narGst v expresi f-
AR, jehoz vyskyt byl u diferencovanych bunék zvyseny o 26 %. Vyzkum zroku 2016
provedeny na lidskych iPSC buiikach diferencovanych v kardiomyocyty (hiPSC) poskytuje
zajimavé srovnani snaSim pozorovanim. Cili na fi1-AR, jehoZz hladina byla u
diferencovanych hiPSC signifikantné zvySena zejména mezi 30. a 60. dnem diferenciace
(nardst od 1. dne do 30. byl minimalni a nebyl povazovan za signifikantni), coz naznacuje,
ze knariistu exprese tohoto receptoru mize dochazet az v pribéhu delSiho ¢asového
horizontu. Zkouma i hladiny B2-AR, u kterého dochéazi k vyraznému zvySeni exprese jiZ na
zacatku diferenciace mezi 1. a 30. dnem. Tyto vysledky pomérné dobfe koreluji s naSimi
daty, jelikoZ nase buniky byly sklizeny 21. den od pocatku diferenciace, tudiz by nemohlo
dojit k signifikantnimu nartastu Bi-AR a zvySend exprese P2-AR naopak mohla byt
detekovana. Celkovy vliv B-AR zprostfedkované signalizace dle této publikace vyrazné

roste az v pozdégjsich stadiich diferenciace (kolem 90. dne a pozdéji) (Jung et al., 2016).

Ze skupiny adenosinovych receptort se podafilo kvantifikovat expresi dvou subtypt,

a to A2a a As receptoru. I pfes to, ze byl detekovany Aza-R signdl oproti zbytku pouzitych
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protilatek u obou pouzitych bunéénych linii pon€kud rozmazany (viz reprezentativni
imunobloty na grafu 3 a grafu 7), dle vzorové studie uvedené v katalogovém listu konkrétni
protilatky byl vSak stidle v norm¢ a mohl byt vyhodnocen. Odhadovand velikost A>a-R
receptoru, ktera ¢inila ptiblizn€ 60 kDa, byla mirné vyssi nez obvykle uvadéna detekovana
velikost (45-50 kDa), rozdily v§ak mohou byt zpisobeny ptitomnosti ptipadnych modifikaci
receptoru. V piipadé Asz-R korespondovala pozorovand molekulova hmotnost (zhruba 42

kDa) s hmotnosti ze vzorového blotu uvedeného v katalogovém listu protilatky (43 kDa).

Zmé&fené hladiny Aza a A3z receptorti se u diferencovanych a kontrolnich SH-SYSY
bunck signifikantné neliSily. Data ze studie zroku 2011 provedené na lidskych
mezenchymalnich kmenovych buitkach diferencovanych v osteoblasty ale popisuji
signifikantni narist exprese Aza-R (pfiblizné o 75 % po sedmi dnech diferenciace) u
diferencovanych bun¢k oproti kontrolam, coz ukazuje, ze za vyuziti jiného modelu mtize
v ramci diferenciace v riizné bunécéné typy ke zmeéné v expresi tohoto receptoru dochézet.
Tato studie také poukazuje na skute¢nost, Ze adenosinové receptory mohou predstavovat cile
napiiklad pro farmakologickou 1écbu osteopordzy ¢i revmatické artritidy. Stejna studie se
zabyvala také méfenim hladin Az-R, vtomto pifipadé¢ vsak nebyl pozorovany nartst
povazovan za signifikantni, a méfenim exprese Azs-R a Ai-R, u kterych byl pozorovany

nartst po diferenciaci jesté vyraznéjsi neZ u Axa-R (Gharibi et al., 2011).

V ptipadé¢ 1PSC bunék byly u obou sledovanych adenosinovych receptori
pozorovany signifikantni rozdily v jejich expresi. Hladina Asa receptoru byla u
diferencovanych iPSC sniZena o 16 % oproti kontrolam. Stejny typ receptoru byl zkouman
v ramci studie Chiu et al. zroku 2015, kterd probihala také na lidskych iPSC buiikéach
(vSechny vzorky byly diferencovany v DARP32-positivni GABAnergni neurony) a
porovnavala iPSC buiiky ziskané od pacienta s Huntingtonovou chorobou (HD) s mutaci
v genu pro huntingtin s kontrolnimi iPSC bez mutace. Jednim z vysledk této studie byl
pokles hladiny A>a-R mRNA 1 samotného Axa-R receptoru u HD-iPSC diferencovanych
bunék oproti diferencovanym kontroldm (vzorky bunék bez HD mutace) (Chiu et al., 2015).
Je tedy mozné, ze bychom pozorovali podobny pokles i pii porovnavani naSich iPSC bunck
s mutaci v genu PSENI1 s iPSC bunikami ziskanymi od zdravého jedince bez predispozic pro
AD. Aktivace A2a-R je dale spojovana s ochranou bunék pted oxidativnim stresem a
apoptozou (Huang et al., 2001; Bshesh et al., 2002), tudiz by sledovany ubytek téchto
receptorit mohl souviset s rozvojem neurodegenerace, kterd HD a jiné choroby napadajici

nervovou soustavu doprovazi.
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Hladina dalsiho méfeného adenosinového receptoru Asz-R pak byla u
diferencovanych iPSC o 13 % vyssi nez u nediferencovanych bun¢k. Zdé se ale, Ze jeho
vyskyt muze vpribéhu diferenciace také klesat, napiiklad pfi porovnavani
nediferencovanych a diferencovanych lidskych dendritickych bun¢k (Novitskiy et al., 2008),
coz znovu poukazuje na dilezitost vhodné zvolené¢ modelové linie v zavislosti na tom, co

konkrétni studie zkouma.

Tietim méfenym typem receptorit byly muskarinové receptory, GPCRs typicky
aktivované acetylcholinem. Receptor MAChR M> o molekulové hmotnosti 50 kDa byl
uspésné detekovan u SH-SYSY linie, kde byl u diferencovanych bun€k zaznamenan 19%
pokles v jeho hladin€ oproti kontroldm. Podobny pokles byl pozorovén i v piipadé
mAChR My receptoru (detekovand hmotnost odpovidala zhruba 60 kDa), u kterého doslo
dle naméfenych dat ke 22% snizeni v mnozstvi tohoto receptoru u diferencovanych SH
bunék. Jedna ze starSich studii zvefejnéna v roce 1993, ktera byla provedena na SK-N-SH
buiikach a méfila vSechny znamé typy muskarinovych receptorti, vSak prezentuje zvyseni
exprese mMAChR Mz, zatimco exprese mAChR My byla u diferencovanych bunék sniZzena

stejné jako v nasi studii (Baumgartner et al., 1993).

MAChR M: receptor byl zméfen také ve vzorcich iPSC bunék. U této linie
vykazovaly diferencované buniky pouze lehky pokles v expresi receptoru oproti kontrolam,
ktery nebyl povazovan za signifikantni. Muskarinové M2 a M4 receptory se mohou také
ptimo zapojovat do procesu diferenciace iPSC bunék v neurdlni kmenové buniky. Aplikace
agonistil téchto receptorit v ramci studie provadéné na mysich iPSC, které exprimovaly
mAChR Mz 1 mAChR My, vedla k potlaceni procesu diferenciace skrze inhibici AC, sniZeni
tvorby cAMP a utlumeni cAMP/PKA drahy, kterd aktivuje transkripéni faktor CREB
(Ishizuka et al., 2018).

Vysledky jinych publikovanych experimenti provedenych na bunikdch mysiho
embryonalniho karcinomu P19 poukazuji na vyrazny narQst vexpresi mRNA
pro mAChR M v pribéhu diferenciace, ktery dosahl maxima okolo Sesté¢ho dne od pocatku
diferenciace. Hladina mRNA ovSem posledni (osmy) den diferenciace klesla zpét ptiblizné
na hladinu pted diferenciaci (Resende et al., 2008). Je mozné, ze jsme podobny narlst
u iPSC bunék nezaznamenali z diivodu vyrazné delsi diferenciace, v pribchu které nebyly
sklizeny vzorky pro dil¢i méteni, nebo proto, ze se procesy diferenciace u téchto modelovych

linii ptili§ 1isi.
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M¢éteni exprese opioidnich receptorti, konrkétn¢ KOR-1, bylo u vSech vzorka
komplikovano pomérné silnym pozadim, které pouzité protilatka generovala, a které muselo
byt dakladné odfiltrovano. Identifikovany KOR-1 se nachazel v oblasti velikostné
odpovidajici 45 kDa, coz souhlasi s obvykle uvadénou molekulovou hmotnosti v jinych
publikacich. Jak u SH-SYS5Y bungk, tak u iPSC buné¢k vSak nebyly naméfeny takové zmény

v expresi KOR-1, které by bylo mozné povazovat za statisticky signifikantni.

Hladiny KOR-1 se i pies to, ze se ndm po 21 dnech diferenciace nedatil detekovat
zadny vyrazny narGst nebo pokles, mohou v pribc¢hu bunétné diferenciace ménit.
Publikovana studie z roku 2022, ktera méti expresi KOR-1 na mozkovych organoidech
generovanych z iPSC, ukazuje, Ze jsou pfipadné zmény indukovany pfidavanim agonistl
opioidnich receptori v prubcéhu diferenciace. V ramci této studie doSlo po péti dnech
k signifikantnimu zvySeni mnozstvi KOR-1 mRNA po aplikaci morfinu a buprenorfinu
oproti kontrolam. Lze tedy ptedpokladat, ze pravé aplikace agonisty je nezbytna pro aktivaci
konkrétnich drah fizenych KOR-1, vysledkem cehoz je 1 zvySeni tvorby samotného

receptoru (Fernandes et al., 2022).

V prubéhu této prace bylo provedeno mnoho experimentii s protilatkami, které
negenerovaly pii aplikaci na membrany detekovatelny signal nebo byla mira ziskaného
signalu 1 po zopakovani pokusu pfili§ nekonzistentni pro spolehlivé statistické vyhodnoceni.
Konkrétn¢ jde o protilatky proti adenosinovym receptorim Ai-R a Azg-R, opioidnim
receptorim DOR-1 a MOR-1, muskarinovému receptoru mAChR Mj, glutamatovému
receptoru mGIluR2 a B adrenergnimu receptoru f3-AR. To, Ze se nam tyto receptory
nepodafilo na vybranych liniich detekovat, nemusi znamenat, Ze je tyto buniky neexprimuji.
Jednou z moznych pti¢in mohla byt chyba v postupu blotovani ¢i Spatné fedéni primérnich
protilatek, experimenty byly ale vzdy provadény nékolikrat s riznymi fedénimi a s novymi
membranami tak, aby se postup optimalizoval. DalSim divodem, pro¢ se vySe zminéné
receptory nepodarilo kvantifikovat, mize byt nevhodna nebo prosla protilatka nebo fakt, ze
se signal generovany protilatkou mohl castecné piekryvat se signalem diive pouzité
protilatky, ktery se po ostripovani membrany nepodaftilo zcela odstranit. Vzhledem k ¢asové
narocnosti kultivace a diferenciace pouzitych linii a vyctu receptorii, které jsme chtéli
detekovat, bylo mnoZstvi sklizeného materidlu omezené a proto nebylo mozné zkouset

vSechny dostupné protilatky az do ziskani uspokojivych vysledk.
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Studie pro tento typ experimentl vyuzivaji také dal$i modelové linie (mimo iPSC a
SH-SYS5Y bunky napt. HEK-293 nebo HeLa linie) a zvefejnéné vysledky jsou casto
protichiidné v zavislosti na tom, v jaky bunécny typ bunky diferencuji a jaké metody jsou
pouzity. Pfikladem mitize byt studie z roku 2019, ktera demonstruje vliv zvolené metody na
SH-SYSY buiikach. Ty byly diferencovany za vyuziti riznych metod a vysledkem byly
kultury, které se odliSovaly citlivosti k toxickému amyloidu B (Krishtal et al., 2019).
Ptipadné snizeni ¢i zvySeni hladiny receptorti navic nemusi piimo korelovat s mnozstvim
funkc¢nich receptort, které buiika aktualné vyuziva, jelikoz mize zaroven dochéazet napiiklad
k desenzitizaci a internalizaci receptoru. Celkovd mira odpoveédi na extracelularni signal
muze byt dale ovlivnéna i na urovni heterotrimernich G proteinti a jejich efektort, popiipade

v dal$ich fazich signdlni kaskady.
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7 Zavér

Hlavnim cilem této prace bylo charakterizovat zmény v hladindch exprimovanych
GPCRs, ke kterym by mohlo dochézet v prubéhu bunééné diferenciace v neuralni fenotyp.
Pro tyto Ggely byla vybrana modelova linie SH-SY5Y a lidské iPSC buiiky. Uspésnost
indukované diferenciace byla dokdzana detekci a kvantifikaci biomarkert typickych pro

zralé neuralni bunky.

Ze ziskanych dat a z dalSich dostupnych publikaci je ziejmé, ze se mnozstvi
jednotlivych receptorti pii diferenciaci ¢asto méni, a to v obou smérech. V prabéhu nasich
experimentll byla pozorovana signifikantné vysSi exprese Pi-AR u diferencovanych
SH-SYSY bunék, exprese P2-AR byla rovnéz signifikantné zvysena u diferencovanych
iPSC. V ptipad¢ adenosinovych receptorti se u SH-SYSY linie neprokazal signifikantni
rozdil v expresi Axa-R a A3-R, pfi detekci totoznych receptor na iPSC vzorcich byl vSak
pozorovan pokles v hladinach A2a-R a nértst A3-R. Muskarinové receptory mAChR M; a
mAChR My vykazovaly u diferencovanych SH-SYSY bunék ubytek, pfi¢emz pokles
v hladiné mAChR M4 pozitivné¢ koreluje sjiz dfive zvefejnénymi daty o zménach
v pomérech jednotlivych subtypli muskarinovych receptort v pribéhu diferenciace
V ptipad¢  KOR-1 nebyly ani u jedné zvybranych modelovych linii pozorovany

signifikantni zmény v jeho expresi.

Z vyse uvedeného je jasné, ze charakter pozorované zmény souvisi nejen
s konkrétnim podtypem daného receptoru, ale i s bunénou linii, na které je proces
demonstrovan. Dalsi ziskané znalosti v této oblasti by proto mohly byt uzite¢né pti vyberu

spravné modelové linie pro experimenty cilici na konkrétni GPCRs.

DalSimi typy receptortl, jejichZ expresi by bylo pfinosné zejména u SH-SYSY linie
porovnavat, jsou receptory dopaminové. SH-SYSY bunky totiz pfirozené vykazuji
dopaminergni charakter a obdrzena data by mohla byt vyuzita pro studie, které se zabyvaji
nastupem a lécbou Parkinsonovy choroby. Pfipadnym pokracovanim této prace by také
mohla byt studie zaméfend na zmény v expresi heterotrimernich G proteint ¢i efektorovych
molekul G proteinti, jako jsou jednotlivé subtypy AC, v ramci které by se mohly signalni
dréhy a jejich komponenty mezi diferencovanymi a nediferencovanymi buiikami porovnat

dirkladngji.
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