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Abstrakt

Reverzibilni metylace adenosinu (N6-metyladenosin; m®A) na urovni molekuly RNA
byla popséana v souvislosti s regulaci osudu mRNA. Draha N6-metyladenosinu ma vyznam
pro kognitivni funkce a mechanismy spojené s paméti, vCetné regulace adultni neurogeneze

a synaptické plasticity.

Cilem prace bylo ovérit hypotézu, Ze sniZzena funkce RNA-demetylazy FTO miiZe byt
asociovana se zlepSenim kognitivnich funkci potkana. RNA-demetylaza FTO je vyznamnym
regulatorem m°A drahy. Inhibice FTO bylo vnaSi studii dosaZzeno podavanim
farmakologického inhibitoru MO-I-500 transgennim potkantim TgF344-AD, které vedlo
ke zlepSeni v testech prostorové orientace. DalSim cilem experimentalni prace bylo
prozkoumat kognitivni enhancement navozeny Kkalorickou restrikci jako moZny
kompenzacni mechanismus kognitivnich poruch a jeho vliv na proteiny regulujici drahu
N6-metyladenosinu. Kaloricka restrikce navodila zlepSeni kognitivnich schopnosti
a pozorované zmény exprese hlavnich proteina regulujicich m®A drahu (FTO, METTL3) jsou

v souladu s uvedenou hypotézou.

PrestoZze nezndame presny mechanismus ptlisobeni, tyto nalezy podporuji hypotézu,
Ze regulatory méA drahy napft. protein demetyldza FTO mohou byt potencialni molekularni

cil pro farmakologické ovlivnéni kognitivnich funkci.

Kli¢ova slova

Mozek, Alzheimerova choroba, FTO, transgenni model TgF344-AD, kaloricka restrikce,

N6-metyladenosin



Abstract

Reversible adenosine methylation (N6-methylation; m®A) at the RNA level was
described in connection to the regulation of RNA fate. The N6-methyladenosine pathway is
important for cognitive function and mechanisms related to memory, including the

regulation of adult neurogenesis and synaptic plasticity.

The objective of this study was to test the hypothesis that a decreased activity
of the RNA-demethylase FTO is associated with improved cognitive function in rats.
The RNA-demethylase FTO is a key regulator of the m®A pathway. In this study, we
administered MO-I-500, a pharmacological inhibitor of FTO in TgF344-AD transgenic rats,
which resulted in an improvement of spatial cognition. We further investigated the cognitive
enhancement induced by a caloric restriction as a possible compensatory mechanism
of cognitive disorders and its effect on the proteins regulating the N6-methyladenosine
pathway. Long-term caloric restriction ameliorated cognitive functions and led to changes
in the expression of the major proteins controlling the m®A pathway (FTO, METTL3) which

are consistent with the aforementioned hypothesis.

Although we do not know the exact mechanism of action, these findings support
the hypothesis that m®A pathway regulators, such as the FTO demethylase, may be

a promising molecular target for pharmacological amelioration of cognitive function.
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1 Uvod

Klasicky pohled na genetickou informaci v organismu zakédovanou v posloupnosti bazi
DNA reprezentovany ustiednim dogmatem molekularni genetiky byl v priibéhu let rozsiren
o dal$i mechanismy. Modifikace chromozomi, které ovliviiuji expresi gent, ale nejsou
kédovany primarni sekvenci DNA, se nazyvaji epigenetickd regulace. K mechanismim

epigenetické regulace patii napt. metylace DNA ¢i modifikace histond.

Kromé epigentiky ale existuje i dal$i mechanismus, jak ovlivnit expresi proteint
nebo alternativni sestfih mRNA. Tim je epitranskriptomicka regulace, neboli téZ RNA
epigenetika (Schubert, 2019). Exprese proteinl je vtomto piipadé regulovdna pomoci

postranskripcnich modifikaci bazi na trovni molekuly RNA.

Jednou z takovychto vyznamnych epitranskriptomickych regulaci je dynamicky proces
metylace adenosinu za vzniku N6-metyladenosinu (m°A), ktery prostrednictvim RNA
vazajicich proteinli ovliviiuje dalSi osud mRNA. Regulace pomoci N6-metyladenosinu se
uplatiiuje v mnoha procesech organismu od regulace bunécné diferenciace, cirkadianni
rytmicity pres ovlivnéni HPA osy aZ po regulaci energetického metabolismu. Za zminku stoji
i podil na vyvoji mozku, neurogenezi a v pamétovych funkcich. Zajem o protein FTO, jeden
z regulujicich proteini m°A drahy, zesilil po nalezu souvislosti mezi zvySenou expresi tohoto
proteinu a rizikem rozvoje obezity. Pozdéji bylo zjisténo, Ze se tato draha muze uplatiovat
v etiologii poruch, jako jsou diabetes mellitus 2. typu, kardiovaskularni onemocnéni, deprese

¢i Alzheimerova choroba.

PredevSim souvislost mezi mfA drahou a Alzheimerovou chorobou by mohla byt
dilezita, protoze i pres dlouholety vyzkum zaméreny piredevSim na metabolismus
B amyloidu neexistuje dosud onemocnéni modifikujici 1écba. m®A draha a proteiny spiazené
s jeji regulaci by mohly byt vhodnym cilem zajmu pri hledani molekuldrniho cile pro 1écbu

této choroby.

Ve své praci se zabyvam vlivem mfA drahy na kognitivni funkce u potkaniho modelu

Alzheimerovy choroby a v modelu kalorické restrikce.



2 m°A draha v regulaci osudu RNA

Na molekularni Grovni existuje nékolik zplisobi, kterymi miiZe byt regulovana genova
exprese, aniZ by byla zménéna primarni sekvence genetické informace. Jednim z nich je
regulace pomoci funkénich skupin, napt. metylu ¢i acetylu, které mohou byt reverzibilné

pripojeny k molekule.

Mezi zplisoby modulace DNA patii napi. metylace DNA nebo fosforylace a acetylace
histoni, které se projevuji zménou dostupnosti sekvence bazi v chromatinovém vlakné.
Timto mechanismem je fizena napf. inaktivace chromozomu X v Zenském organismu

(Chow et al, 2007).

V ramci molekuly RNA je exprese genu ovlivnéna epitranskriptomickymi znackami,
které jsou analogické k epigenetickym znackdm na DNA. Mezi epitranskriptomické
modifikace RNA patfi nejcastéji metylace adenosinu na rliznych mistech baze
napt. N6 metyladenosin (m®A; Wei et al, 1975), N1-metyladenosin (m'A; Dominissini
etal, 2016), N6,2’-O-dimetyladenosin (m®Am; Linder et al, 2015) nebo metylace
cytosinu 5-metylcytosin  (m°C; Desrosiers et al, 1974) a jeho dalsi preména
na 5-hydroxymetylcytosin (hmSC; Fu et al, 2014). Tyto a dalsi modifikace se vyskytuji
u rtiznych typt RNA (InRNA, mRNA, tRNA, rRNA).

Metylace N6-metyladenosinu (m®A) na molekule mRNA je jedna z nejcastéjSich
anejdéle zndmych modifikaci (Wei et al, 1975). m®A se na molekule mRNA vyskytuje
s nejvétsi pravdépodobnosti v okoli stop koddénl - na rozhrani mezi kdédujici oblasti
a 3 neprekladanou oblasti. Celkové lze nalézt nejvétsi mnozstvi méA v koédujicich oblastech

viz obrazek 1 (Meyer et al, 2012; Dominissini et al,, 2012).
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Obrazek 1. Distribuce méA modifikace v mRNA. Graf vlevo znazoriiuje procentudlni podil
vyskytu méA v transkriptu. 3‘ neptreklddand oblast (3 UTR) je oznacena tmavé Cervenou barvou,
kédujici oblast (CDS) je vyznacena modrou barvou. Sedé& jsou vyznateny mezigenové oblasti
(intergenic), zluté je vyznacena 5 neprekladana oblast (5°UTR) a fialové introny (intronic)
Vpravo je znazornéna mira obohaceni tseku RNA o méA. Cervena ¢ara znac¢i data ziskana
analyzy mysiho mozku, modrou barvou jsou zaneseny vysledky ziskané z bunék HEK293T. Na
ose X jsou znazornény useky 5 UTR, CDS a 3 UTR. Upraveno podle Meyer et al. (2012).

mfA modifikace adenosinu je dynamicky regulovana riznymi typy proteini. Jsou to
metyltransferazy napi. METTL3 a METTL14, které katalyzuji pripojeni metylové skupiny.
DalS$imi jsou demetylazy FTO a ALKBHS5, které metylovou znacku odstranuji. RNA
obohacenou o mfA rozpoznavaji i jiné proteiny a ribonukleoproteiny, které ovliviiuji

lokalizaci, stabilitu, translaci ¢i degradaci mRNA (viz obrazek 2).
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Obrazek 2. Schéma regulace osudu mRNA m6A drahou. N6-metylace adenosinu je na obrazku
znazornéna Cervenym koleckem. Adenosin je k molekule mRNA pripojovan metyltransferazami
(METTL3, METTL14, WTAP, KIAA1429, ZC3H13). Na jeho odstraniovani se podili FTO a ALKBH5.
Metylovany adenosin rozpoznavaji ¢teci proteiny s rozdilnymi funkcemi napft. jaderny YTHDC1
(viz 2a, 2c, 2f), HNRNPC a HNRNPG (viz 2b), HNRNPA2B1 (viz 2d), IGF2BP1 (viz 2e) nebo
cytozolicky YTHDF1, YTHDF3, YTHDC2 (viz 2g) a YTHDF2 (viz 2h, 2i). Upraveno podle Yang
etal. (2018).

2.1 Proteiny asociované s metyltransferazovou aktivitou

Tvorbu N6-metyladenosinu na mRNA realizuje tzv. metyltransferazovy komplex
tvoreny katalytickou podjednotkou - proteinem Methyltransferase Like 3 (METTL3)
aregulacnimi podjednotkami Methyltransferase Like 14 (METTL14; Liu et al, 2014), Wilms
Tumor 1 Associated Protein (WTAP; Ping et al,, 2014) a KIAA1429 (Schwartz et al., 2014).

Bylo prokazano, Ze proteiny METTL3 i METTL14 vykazuji samostatné slabou
metyltransferazovou aktivitu in vitro. Pokud vSak tyto dva proteiny vytvori komplex,
katalyticka aktivita METTL3 je proteinem METTL14 podporena. METTL14 navic pomaha
pripojeni komplexu k mRNA (J. Liu et al,, 2014).

Mezi regulacni podjednotky metyltransferazového komplexu patii jaderny protein
WTAP, ktery postrada metyltransferazovou doménu, proto nevykazuje Zadnou katalytickou

aktivitu na mo6A. Ulohou proteinu WTAP je navést metyltransferazovy komplex

4



do tzv. jadernych skvrn a napomoci vazbé RNA ke komplexu METTL3/METTL14. Tyto
skvrny se nachazi v bunééném jadre a slouZi ke shlukovani faktort nutnych pro alternativni

sestiih intronti. Regulace alternativniho sestfihu pre-mRNA je zaroven dalsi z funkci drahy

moA (viz obrazek 2) (Ping et al, 2014; ]. Liu et al,, 2014).

Dal$i regulacni podjednotkou je protein KIAA1429. Ten se podili spolu s WTAP
na alternativnim sestfihu pre-mRNA, jak bylo dokdzano u Drosophila melanogaster (Ortega
et al, 2003). Podjednotka KIAA1429 je pro spravnou funkci metyltransferazového komplexu
velmi dileZita, protoZe navadi metyltransferazovy komplex do metylovanych mist na mRNA
(Yue et al, 2018) a bez jeji aktivity se podil m°A modifikaci v transkriptomu az 4krat snizuje

(Schwartz et al, 2014).

2.2 Proteiny s demetylazovou aktivitou

Proteiny, které odstranuji metylaci m°A z mRNA se nazyvaji demetylazy. Patii mezi né

RNA-demetylaza FTO (FTO) nebo protein ALKBHS5.

RNA-demetylaza FTO (fat mass and obesity associated protein; protein FTO) ptisobi se
svou demetylazovou aktivitou primarné na m°A modifikaci molekuly mRNA. Tento protein
patii do rodiny 2-oxoglutarat dependentnich dioxygenaz. Ke své funkci (viz obrazek 3)
vyuziva FTO Zeleznatého kationtu jako kofaktoru a za pritomnosti kysliku a 2-oxoglutaratu
odstranuje metylovy zbytek zmolekuly. Vysledkem reakce je adenosin a molekula

sukcinatu, oxidu uhlic¢itého a formaldehydu (Jia et al. 2011).

0, + 20G sukcinat + CO»
H-.C
3 “NH NH
N S
</N | \N </ | )N
) FTO +re N~ P
NTN H N

formaldehyd

Obrazek 3. Demetylazova reakce Kkatalyzovana FTO. Vlevo je molekula metylovaného
adeninu na funkénf skupiné Sestého uhliku (m6A), vpravo je vysledny produkt reakce - adenin.
FTO pracuje spolu s kofaktorem Zzeleznatého kationtu (Fe2*) aza pritomnosti kysliku (02)
a 2-oxoglutaratu (20G). Kromé adeninu vystupuji zreakce sukcinat aoxid uhlic¢ity (CO2)
a formaldehyd.



RNA-demetyldza FTO miize byt farmakologicky inhibovana. Jednou zlatek s touto
schopnosti je latka zvand MO-1-500 (viz obrazek 4). Ta ma obdobnou strukturu jako kyselina
L-askorbova (vitamin C) a je i stejné polarné nabita, coZ umoziuje vyuzit specifické sodno-
vitamin C-kotransportéry SVCT1 a SVCT2, které se vyskytuji i v hematoencefalické bariére
(HEB). Tyto prenaSece fyziologicky umoZiuji prochazet molekule kyseliny L-askorbové
skrze membranu vyménou za 2 sodné ionty (Wilson et al, 1991). Nizky polarni naboj
na povrchu MO-I-500 umoziuje projit HEB, soucasné silny negativni naboj umoZiuje vazat

se do aktivniho mista namisto 20G (Zheng et al, 2014).

ANy

Cl S
O N' _\
\ / H
HO OH

Obrazek 4. Strukturni vzorec farmakologického inhibitoru MO-I-500. Pievzato ze Zheng
etal (2014).

Protein ALKBHS5 patfi stejné jako protein FTO do skupiny 2-oxoglutarat dependentnich
dioxygenaz a Kkatalyticky odStépuje metylovou skupiny z mfA. ALKBH5 se v buiice
nachdazi v jadre. Pri jeho nedostatku dochazi k ibytku ribonukleovych kyselin obohacenych
o polyadenylovy retézec, jenz je dilezity pro export jaderné RNA a stabilitu molekuly.
Regulace mfA pomoci ALKBHS5 ovliviiuje jaderny export mRNA. Vtéle mysi je
ALKBHS5 exprimovan v centrdlni nervové soustavé (CNS) i na periferii. Velké mnozZstvi
tohoto proteinu je tvoreno ve varlatech, kde se regulaci mfA podili na spermatogenezi

(Zheng et al, 2013).

2.3 Proteiny rozpoznavajici m®*A modifikaci

N6-metylovany adenosin ovliviiuje dalsi osud mRNA pomoci tzv. ¢tecich molekul
(,readers“), které dokazi m°A na vlakné ribonukleové kyseliny rozpoznat, navazat se
arozhodnout o dal$im sméfovani ribonukleové kyseliny (viz obrazek 2). Mezi tyto cteci
molekuly patii predevSim proteiny zrodiny, ktera obsahuje doménu YTH a skupina

heterogennich jadernych ribonukleoproteint (hnRNP).



Protein YTHDC1 se podili na alternativnim sestfihu mRNA tim, Ze navadi pre-mRNA
sestfihové faktory do cilového mista na mRNA (Xiao et al, 2016). Jeho funkce byla
prokazana také pri inaktivaci chromozomu X, pomoci stabilizace X-inactive specific
transcript (XIST; Patil et al,, 2016). Jako jediny z rodiny proteint obsahujicich YTH doménu
plisobi vjadie. YTHDC2 interaguje s malou podjednotkou ribozomu a navozuje rychly
zplisob exprese nékterych mRNA. Vyrazné se uplatiiuje v regulaci spermatogeneze u mysi,
kde je potreba pro prekonani zygotene faze pri meiotickém déleni zarode¢nych bunék (Hsu

etal, 2017). Popsana byla také jeho helikazova aktivita (Woijtas et al, 2017).

V cytozolu piisobi také protein YTHDF1, ktery interakci s inicia¢nimi faktory podporuje
translaci a usnadnuje navazani ribozomu na templatovou molekulu mRNA (Wang et al,
2015). Opacné plisobi protein YTHDF2, ktery navadi mRNA do cytoplazmatickych P-télisek
(Wang et al, 2014). YTHDF2 reaguje na teplotni stres svou translokaci do jadra, kde blokuje
funkci demetylaz, ¢imz dochazi ke zvySovani m°A modifikace v 5 nepfekladanych oblastech.
Za téchto podminek miize dojit k m’G-nezavislé translaci (Zhou et al, 2015). Ptibuzny
protein YTHDF3 interaguje a obéma zminénymi proteiny. Spole¢né s YTHDF1 usnadinuje
translaci cilovych mRNA, sviij podil ma ale i na jejich degradaci. Zda se, Ze vSechny tfi
proteiny kooperuji, aby byla v buiice zachovana Zadouci hladina translace i degradace

mRNA (Shi et al, 2017).

Heterogenni ribonukleové castice plsobi vjadie, kde reguluji expresi a alternativni
sestfih pre-mRNA. VaZi se do vazebného mista (tzv. RBM) na vlaknu RNA. Toto vazebné
misto miZe byt skryto nebo naopak odhaleno pomoci zménou tercialni struktury RNA, které
je regulovano pomoci méA. HNRNPC se navazuje na vladsenkovou strukturu obohacenou
o mfA blizko ohybu. Pfi demetylaci tohoto mista klesa i afinita HNRNPC (Liu et al, 2015).
Stejnym zplisobem je regulovana i vazba HNRNPG (Liu et al, 2017). Schopnost HNRNPA2B1
navazat se na m°éA obohacené oblasti, je dllezitd pro maturaci mikroRNA (Alarcén et al,

2015).

DalSimi proteiny, které se rozpoznavaji m®A modifikaci na RNA jsou proteiny
IGF2BP1/2/3 ze skupiny insulin-like growth factor 2. Tyto proteiny se vaZi na RNA,

napomahaji stabilizovat molekulu RNA a usnadiiuji jeji translaci (Huang et al,, 2018).



3 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (Alzheimerova demence; AD) je progresivni neurodegenerativni
onemocnéni mozku, které vede k porucham paméti, zhorseni kognice a reci, v pokrocilejSich
fazich choroby ztraci pacient schopnost sebeobsluhy aZz nakonec AD koncéi smrti
postizeného. Podle odhadi trpi v soucasné dobé nékterou z forem demence az 50 miliont
lidi na svété, z cehoZ nejcastéjSi forma je pravé Alzheimerova demence (World Alzheimer

Report 2018).

Symptomy Alzheimerovy nemoci se obvykle zac¢inaji projevovat az ve véku okolo 65 let,
pritom patologické zmény v organismu nastavaji tireba i o 20 let dfive (McDade et al, 2018).
Mezi prvotni symptomy patii apatie, depresivni stavy, pozdéji i zhorSend komunikace,

zmatenost a ztrata orientace a zmeéna osobnosti.

Na urovni organu, v pripadé Alzheimerovy choroby jde predevSim o mozek, vznikaji
abnormality, znichZ nejpatrnéjsi je tvorba [-amyloidovych plakli (AB plaky), které
se ukladaji extracelularné mezi neurony a dal$i mozkové buriky. f-amyloidové plaky vznikaji
pfi akumulaci Spatné sloZeného, a tudiZ nesolubilniho proteinu [-amyloidu. Druhou
vyraznou zménou je pritomnost intraceluldrnich tzv. neurofibrilarnich klubek
(neurofibrilar tangles, NFT), které jsou tvoreny hyperfosforylovanym Tau proteinem
(Grundke-Igbal et al, 1986). Oba tyto patologické utvary narusuji prirozenou funkcnost
neurond - Af plaky pravdépodobné zhorsuji synapticky pirenos mezi neurony, NFT brani
intracelularnimu transportu. DalSimi doprovodnymi znaky AD jsou zanét v mozkové tkani

a ubytek neuronti (Kinney et al., 2018)

Diagnéza Alzheimerovy choroby probihd na zadkladé vySetieni 1ékare, kdy pomoci
kognitivnich testd a naslednych neurologickych vySetieni, doplnénych o osobni a rodinnou
anamnézu, lze urcit, zda pacient trpi demenci. Pro dalsi uptfesnéni typu demence se vyuziva
zobrazovacich technik a krevniho obrazu, které urc¢i hladiny B-amyloidu, hlavniho znaku

Alzheimerovy demence, a vylouci jiné pric¢iny napt. hypovitamindzy ¢i nador.

Alzheimerovu chorobu nelze v soucasné dobé tspésné vylécit, veskera farmakologicka
lécba doplnénd zdravym Zivotnim stylem se pouZivd pouze na zmirnéni symptomi
(tzv. symptomaticka lécba) a pozdrzeni nemoci v jejich lehc¢ich stadiich. Mezi farmaka
urcena klécbé AD patii cholinergni mimetika napf. donepezil, rivastigmin a dalsi latky
napi. memantin (Di Santo et al, 2013). Lécbu lze podporit dopliiky stravy tzv. nootropiky,

které maji vazodilatac¢ni schopnosti a zlepSuji tak prisun Zivin do CNS. K témto latkam patri



napft. ac¢inné latky zjinanu dvoulalo¢natého (Ginkgo biloba) a ZenSenu pravého (Panax
ginseng; Wasnes et al., 2000). Snahou lé¢by je pomoci od depresivnich stavii, poruch spanku
a ostatnich behaviordlnich symptomd, zlepSit ¢i alespon zachovat uroven Kkognitivnich

funkci a zvladani ikont vsedniho dne.

Pro boj s Alzheimerovou chorobou je diilezitd prevence, kterd spocivd v udrZovani
zdravého Zivotniho stylu, pozitivni vysledky se dostavuji napt. pri pravidelné fyzické
aktivité (Rovio et al, 2005; Smith et al, 2013; Karssemeijer et al, 2019). Dalsi metodou je

podporeni kognitivnich funkci pomoci cileného tréninku (Karssemeijer et al, 2019).

U Alzheimerovy choroby rozliSujeme dvé formy - sporadickou a familiarni. Za vznikem
sporadické formy AD stoji vice faktor(, které se ve vétsi ¢i mensi mire zapojuji do rozvoje
nemoci. Vyznamnym rizikovym faktorem je vysoky vék nad 65 let. Lidem ve véku 65-74 let
hrozi 3% pravdépodobnost rozvoje AD, ve véku 85 let a vice je tato pravdépodobnost
azZ 32 % podle odhadl populace USA (Hebert et al, 2013). Dalsimi rizikovymi faktory jsou
vyskyt Alzheimerovy choroby v rodiné nebo diabetes mellitus 2. typu (Ott et al., 1999).

Roli hraje i genotyp v Cele s rizikovou alelou ApoE4 (Mayeux et al, 1993), ale i dalSimi
alelami. Apolipoprotein E je jedna z molekul, kterd se podili na transportu cholesterolu
v téle. Pfitomnost rizikové alely miize napomoci rozvoji AD, ale neni nutnou podminkou.
Homozygotni jedinci se 2 alelami E4 v genu pro apolipoprotein E (APOE) maji riziko rozvoje
AD 8-12x vySsi nez homozygotni E3 jedinci. E4 alela také prinasi riziko rozvoje patologii
vedoucich k AD i v niz§im véku oproti drZzitellim alel E3 a E2 (Jansen et al, 2015).

Vv

zodpovédné za tvorbu -amyloidu. Mezi tyto geny patii geny pro amyloidovy prekurzorovy
protein (APP), presenilin-1 (PSEN1) a presenilin-2 (PSEN2; Raux et al, 2005). Tato forma

Alzheimerovy choroby se nazyva familiarni forma AD a je pro ni typicky rany nastup, kdy se

Yy

Vys$si riziko rozvoje AD kombinované snastupem vnizS§im véku hrozi i lidem
s Downovym syndromem, tedy jedinclim s trizomii 21. chromozomu (Lai a Williams, 1989).
Na tomto chromozomu se nachazi mnoho gent, které se mohou uplatiiovat v patologii AD,
patfi mezi né napt. gen pro APP ¢i gen pro protein S-100 (Tanzi et al, 1988; Griffin
etal, 1989).

Rozvoji demence (nejen AD) obvykle predchazi tzv. mirna kognitivni porucha (Mild
Cognitive Impairment; MCI). Ta se projevuje jako jemné, ale preci jen zretelné zmény

kognitivnich schopnosti jednotlivce. Na rozdil od demence je postiZeny schopen samostatné

9



zvladat povinnosti béZného dne. MCI nemusi nutné predznamendvat rozvoj demence,
nicméné podle analyzy studii se zd4, Ze u zhruba 30 % jedinctli s diagnézou MCI se béhem let

Alzheimerova choroba rozvine (Mitchell a Shiri-Feshki, 2009).

3.1 Molekularni podstata Alzheimerovy choroby

Patologické zmény v organismu, které doprovazeji AD, se vorganismu objevuji

postupné i o nékolik desitek let drive nez choroba propukne (McDade et al,, 2018).

Pfesna a jednoznacna pric¢ina rozvoje sporadické formy AD neni zndma, pro vyzkum
proto bylo vytvoreno vice teorii o vzniku patologii AD. Nejzndméjsi tzv. amyloidova
hypotéza je zaloZena na akumulaci f-amyloidu v CNS, ktery je nejvyraznéjsim molekularnim

markerem obou forem AD - sporadické i familiarni.

B-amyloid vznika v téle prirozené jako cca 4 kDa peptid (Masters et al, 1985). Je tvotfen
z transmembranového APP nékolikerym endoproteomickym S$tépenim (viz obrazek 5).
Posledni endoprotedzou, kterd se na Stépeni podili je y-sekretaza, jejiZz katalytickou
podjednotku tvori proteiny presenilin-1 (PSEN1) a presenilin-2 (PSEN2). y-sekretaza Stépi
na 2 mistech, takZe vysledkem jejiho plisobeni vznikaji rtizné dlouhé tseky AB. V 80-90 %
pripadi se tvori AB40, ktery kon¢i na pozici 40. aminokyseliny, v malém mnozstvi ptripadt
(5-10 %) vznika AB42, ktery je o dvé aminokyseliny delsi. AB42 vykazuje vyssi hydrofobicitu

a tendenci ke tvorbé fibril, coz vede ke shlukovani a ukladani do depozit (Liihrs et al., 2005).

U familiarni formy AD je znamo, Ze mutace vgenu APP ve vysledku
vedou k nadprodukci AB42. Pri¢inou mohou byt zmény aminokyselin v mistech Stépeni
B-sekretdzou (napf. ,Svédska mutace”) nebo y-sekretazou (Haass et al., 1995; Bentahir et al.,
2006). Dalsi pricinou mohou byt mutace v genech pro protein presenilin 1 a presenilin 2,
které rovnéz vedou k akumulaci AB42, tentokrat ale pfimou zménou aktivity y-sekretazy.
Presenilin 1 ma funkcijako katalytickd podjednotka komplexu y-sekretdzy (Thinakaran

et al, 1996; Citron et al., 1997).
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Obrazek 5. Sekrece -amyloidu. Amyloidovy prekurzorovy protein (APP) je nejprve rozstépen
[-sekretazou. Nasledné y-sekretdza odsStépi f-amyloid v transmembranové oblasti.

Dalsi patologii, ktera doprovazi AD, je hyperfosforylace Tau proteinu. Tau proteiny
mizeme nalézt predevSim v axonech neuronu (Binder et al, 1985), kde se ve své
nefosforylované formé vazi na vldkno mikrotubulu, stabilizuji ho a napomadhaji jeho
polymerizaci (Biernat et al, 1993). Pri hyperfosforylaci proteinu dochazi ke sniZeni afinity
vazby k mikrotubulu, Tau protein se shlukuje a vytvari parova helikalni filamenta, které se
ukladaji v intracelularnim prostoru, kde je lze pozorovat v Gtvarech zvanych neurofibrilarni

klubka (Grundke-Igbal et al, 1986).

Kromé amyloidové hypotézy existuji i dalsi teorie, které se snazi vysvétlit patogenezi
sporadické formy AD. Mezi tyto hypotézy patii napi. vysvétleni pomoci akumulace kovi
v CNS (Mantyh et al, 1993), hypotéza zaloZena na zanétlivych procesech (Wyss-Coray

a Rogers, 2012) ¢i hypotéza zaloZena na oxidativnim stresu (Swerdlow, 2012).

3.2 Animalni modely AD
3.2.1 Vybrané animalni transgenni modely AD

Pro vyzkum familidrni formy AD byla vytvorena fada transgennich modeld zaloZenych
na patologii AD - tedy zvySeném mnozstvi A, vedouci k tvorbé A plakl a hyperfosforylaci
Tau proteinu s naslednou tvorbou NFT. NejCastéji se jedna o mutace v genech cilového
proteinu nebo jinych proteind, které se na metabolismu (3-amyloidu a Tau proteinu podili.

I skrze snahu nasimulovat co nejpodobnéjsi patologii lidské formé AD, jsou patologie
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indukované vorganismu experimentalniho zvifete fyzikdlné i biochemicky odliSné
od lidskych. Navic rozvoj Alzheimerovy choroby u lidi miZe byt podminén a ovlivnén dalsi
radou drobnych metabolickych zmén, protoZe se nejedna o typické jednoznacné geneticky
podminéné onemocnéni. Proto v pripadech snahy o navozeni Alzheimerovy choroby u zvirat
mluvime pouze o indukci patologii podobnych Alzheimerové chorobé (Alzheimer's disease-

like pathology).
Mysi model 3xTg-AD

Do genomu C57BL/6] mysSi byly vpraveny 3 lidské mutace, které jsou asociovany
srozvojem Alzheimerovy choroby. Jednou je KM670/671NL Svédskd mutace genu
pro amyloidovy prekurzorovy protein, druhda je P301L mutace v genu Tau proteinu (MAPT)
a posledni tvori M146V mutace v genu presenilin 1 (PSEN1). U téchto modelt se projevuji
obé typické AD patologie - na véku =zavislé uklddani AB plakd i tvorba NFT
z hyperfosforylovaného Tau proteinu - predevSim v oblastech hipokampu, amygdaly

a kortexu (Oddo et al, 2003).
AD-prediabeticky mysi model

Tento model vznikl zkiiZenim pre-diabetické mysi linie (db/db mys$i) s linif nesouci
mutace Alzheimerovy choroby (APP/PS1 mysi). Pti navozeni diabetu 2. typu (T2D) u tohoto
modelu vysokokalorickou dietou, 1ze pozorovat dalsi efekty AD patologii napft. zvySeni
hladiny AB40 i AB42 nebo sniZeni synaptické denzity. Jedna se o vhodny experimentalni
model pro studium vztahu Alzheimerovy choroby s T2D a dal$imi poruchami spojenymi

s dysbalanci metabolismu (Ramos-Rodriguez et al., 2017).
Potkani model TgF344-AD

Model TgF344-AD je odvozen z potkaniho kmene Fischer 344 vpravenim dvou lidskych
mutaci, které jsou nezavisle na sobé povazZovany za pricinu familidrni formy AD - prvni
podminuje expresi mutantniho lidského amyloidového prekurzorového proteinu

se Svédskou mutaci (APPsw) a druha tvorbu presenilinu 1 (PS14E9).

Jedinci TgF344-AD vykazuji 2,4x vyssi produkci APPsw nez APP a 6,2x vice lidského
PSIAE9 nez endogenniho PS1. Tyto mutace zptisobuji zmény v potkanim organismu, které
jsou povazovany za typické rysy Alzheimerovy demence - predevSim na véku zavislé
nadmérné ukladani B-amyloidovych plaki v ECM, tvorba NFT, chronicky zanét a ubytek
neurond. Ve véku 15 mésict vykazuji horsi vysledky pii testovani v bludiSti Barnesové

zaméreném na prostorovou orientaci (Cohen et al, 2013).
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3.2.2 Vybrané animalni modely s chemicky indukovanou AD

Sporadickou formu AD Ize modelovat pomoci chemickych latek, které navozuji nékteré
z patofyziologickych znakii AD. NiZe uvedené latky se vyuZzivaji v experimentalnim navozeni
AD nejcastéji u hlodavct (Mus musculus, Rattus norvegicus), ale i u dalsich organismi napf-.

primatt (Yeo et al,, 2015) nebo lidi (Bajo et al,, 2015).

Jednim z prikladi je inflze AP42, Fe?* a buthionin-sulfoximinu (FAB) do mozkové
komory po dobu 4 tydnd. Po této dobé je mozné pozorovat uklddani [-amyloidu,

hyperfosforylaci Tau proteinu a ztratu neuronti (Lecanu et al, 2006).

Skopolamin je antagonista muskarinnich cholinergnich receptorti, a tak pti jeho podani
dochazi k naruseni cholinergniho systému. To se projevuje zhorSenim kognitivnich funkci
apaméti (Khakpai et al, 2012). Pri jeho podavani se také objevuji poruchy oxidativniho
stresu jako je peroxidace lipid{i, nizsi hladiny glutationu a inaktivace superoxid dismutazy.
Vyhodou wvyuZziti skopolaminu pii modelovani AD patofyziologie je moZnost

intraperitonealniho (ip) podani (Fan et al, 2005).

Dalsi latkou, ktera se pouZiva pro navozeni sporadické formy AD, je kolchicin, ktery
pfi intracerebroventrikularnim (icv) podavani prostupuje aZ 3x vice do oblasti hippokampu,
kde neptiznivé plisobi na granularni buniky (Evrard et al, 1998). Témér nevratné se vaze na
tubulin a zabranuje tak tvorbé mikrotubul, ¢imZ poskozuje buiiky a vede kjejich zaniku.
Dale navozuje peroxidaci lipid, sniZuje hladiny redukovaného glutationu
a acetylcholinesterazy v potkanim mozku. Vysledkem jeho piisobeni je tibytek cholinergnich

neurond a naruSeny cholinergni systém obdobné jako v patologii AD (Kumar et al., 2007).

Mys$im, potkaniim i dal$im subjektiim lze aplikovat streptozotocin piimo do mozkovych
komor, ¢imZ se rozvinou patologické znaky podobné AD. Streptozotocin plisobi inzulinovou
rezistenci v mozku doprovazenou zhorSenou paméti, narusenim cholinergniho systému,
zvySenim markerd oxidativniho stresu a vys$si mirou neurodegenerace (Shingo et al, 2013;

Correia et al, 2013).
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3.3 Souvislost mezi hladinou m°A a AD

Prvni zndmky propojeni mezi hladinou m®A a Alzheimerovou demenci byly nalezeny
pri genomovych srovnavacich studiich. Rizikova alela rs9939609 genu FTO, ktera vede
ke zvySovani hladiny FTO (Church et al, 2010) a tudiZ soucCasné i ke snizovani meA, se
vyskytovala ve zvySené mife i u nositeld Alzheimerovy choroby (Reitz et al, 2012). Kromé
spojitosti s vyS$si pravdépodobnosti rozvoje AD byl nalezen vztah rizikovych alel FTO
s nadvahou (Frayling et al, 2007), diabetem melittem 2. typu (Li et al, 2012) a cévnimi
chorobami (He et al, 2014).

Rizikova alela FTO rs9939609 ovliviiuje riziko rozvoje AD piedevsim skrze interakci
s APOE4 alelou. V pripadé, Ze jedinec nese obé rizikové alely, se pravdépodobnost rozvoje
AD ztrojnasobi (Keller et al,, 2011). U starsich nositeli rizikové alely trpicich nadvahou, byla
pozorovana asociace rizikové alely s horSimi vysledky v testech verbalni plynulosti, ktera
se pouZziva pii hodnoceni funkce frontalnich lalokt (Benedict et al, 2011). Podobné bylo
nalezeno vyrazné sniZeni objemu frontalniho laloku o 8 % a tylniho laloku o0 12 % u nositelt

rizikové alely (Ho et al, 2010).

Presny mechanismus, kterym FTO prispiva k rozvoji Alzheimerovy chorobu neni znam.
Dle nejnovéjsich poznatkd, by vSak zvySena aktivita demetylazy FTO mohla stat na pocatku
retézce (viz obrazek 6), ktery skrze protein TSC1 ovliviiuje mTOR. Tato draha ve vysledku

vede k nadmérné fosforylaci Tau proteinu (Li et al,, 2018).

Rizikové faktory |

|

[FTO]
=
RESCI|

b
mTOR

|

p-Tau

e
2
2
AD
Obrazek 6. Jedna zhypotéz o vztahu mezi FTO a Alzheimerovou demenci. Schéma

naznacuje drahu vedouci od proteinu FTO pres TSC1 a mTOR k hyperfosforylaci Tau proteinu
(p-Tau), potencialnimu spoustéci AD patologie. Upraveno podle Li et al. (2018).
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4 Kaloricka restrikce

Kaloricka restrikce je spolu s fyzickou aktivitou a intelektudlni aktivitou povaZovana
za environmentalni podnét plsobici zlepSeni kognitivnich funkci. Kalorickou restrikci se
mini dieta, pri které je energeticky prijem sniZen tak, aby nedochazelo k podvyZzivé, nebo

rezim, pri jehoZ dodrzovani neni potrava dostupna neomezené (Goodrick et al,, 1983).

Pozitivni prispévky kalorické restrikce na organismus se projevuji zpomaleném procesu
starnuti, ¢imZ dochazi k prodlouZeni stfedni i maximalni délky Zivota (Goodrick et al,, 1983),
sniZzenim neZadouci tukové tkané v oblasti trupu, niZ$i koncentrace leptinu v plazmé
(Colman et al, 1999) a zvySenou citlivosti k inzulinu (Kemnitz et al, 1994). Tyto nalezy

zlepsuji celkové zdravi a snizuji riziko rozvoje T2D a kardiovaskularnich onemocnéni.

Na molekularni trovni v mozku byl pti kalorické restrikci pozorovan narist novych
synapsi, zvySeni poctu neuront a zvysSeni hladin neurotrofickych faktort mezi které patii
napt. BDNF (Lee et al, 2000), dalSim efektem byla redukce markerii oxidativniho stresu

(Guo et al, 2000).

Dle dostupné literatury, ktera se vénuje predevSim zménam exprese RNA-demetylazy
FTO v hypotalamu po kratkodobé kalorické restrikci, dochazi ke zménam exprese, jednotlivé

studie se vSak neshoduiji.

U mysi, které podstoupily kratkodobou kalorickou restrikci a nebyly krmeny po dobu
16 hodin, byla pozorovana vyssi hladina proteinu FTO (Olszewski et al, 2009). Ale oproti
tomu dle McTaggart et al, 2011, se u mysi, které nemély pristup k potravé 18 h, neprokazala
zména hladiny FTO. U potkanti kmene Wistar byla pozorovana zvysSenad exprese proteinu

FTO v hypotalamu po kratkodobé kalorické restrikci (Vujovic et al,, 2013).
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5 Behavioralni ulohy zamérené na testovani deklarativni
paméti u zvirat

Studium dlouhodobé paméti u zvirat je omezeno, protoZe na rozdil od lidi nemohou
verbalné vyjadrit své vzpominky. Jednou z moZnosti, jak testovat deklarativni pamét
u hlodavct, jsou ulohy vyuZzivajici prostorové orientace napi. Morrisovo vodni bludisté nebo
uloha aktivniho se vyhybani mistu (AAPA). Oba tyto testy jsou zaloZeny na negativni

motivaci.

5.1 Uloha aktivniho vyhybani se mistu

Aktivni vyhybani se mistu (AAPA; Active Allothetic Place Avoidance) je stejné jako
Morrisovo vodni bludisté (MWM) postaveno na nutnosti vyuZzit aloteticky zptisob navigace,
ale vtomto pripadé je ukolem potkana vyhnout se konkrétnimu mistu v prostoru.
V mistnosti s vyraznymi orienta¢nimi body je umisténa kruhova koloto¢ova aréna s kovovou
deskou a sténou z prithledného plastu. Aréna v priibéhu pokusu rotuje a nehybného potkana
tak unas$i kolem dokola. Pomoci pocitaCového programu je vurcitém vyseku arény,
nastavena zéna, které se potkan musi vyhnout. Aby byl potkan motivovan vyhybat se této
z6né, je po vstupu do ni potrestan mirnym elektrickym Sokem. Potkan je pfipojen vodivym
spojenim skrze jehlu umisténou v kizi ke zdroji proudu a soucasné sniman kamerou. Pokud
se potkan dostane do oblasti, které se ma vyhybat, je mu automaticky aplikovan elektroSok

(Cimadevilla et al,, 2000).

Na rozdil od Morissova vodniho bludisté je tloha v rota¢ni aréné komplexnéjsi, protoze
potkan miZe navigovat v aréné pomoci lokalnich pachovych znacek (egocentricky pristup).
Ty ale nemusi byt vZdy relevantni pro ulohu vyzadujici aloteticky pristup, proto je v uloze
pro zvite vyhodné, aby rozliSilo tyto dvé informace a fidilo se relevantnéjsi z nich (Kelemen

a Fenton, 2010).
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EXPERIMENTALNI CAST



6 Cile experimentalni prace

Cilem prace bylo ovérit hypotézu, Ze sniZend aktivita RNA demetylazy FTO je
asociovana se zlepsenim kognitivnich funkci u potkana. Aktivitu RNA demetylazy FTO jsme
ovlivnili podanim inhibitoru MO-I-500 u transgenniho potkaniho modelu Alzheimerovy
choroby TgF344-AD. Dale jsme sledovali vliv dlouhodobé kalorické restrikce na kognitivni
funkce a expresi proteint regulujicich m°A drahu u potkant kmene F344. Stanovili jsme si

tri dilci cile:

1) Sledovat zmény kognitivnich funkci pomoci behavioralnich testii u transgennich

potkanti TgF344-AD po farmakologické inhibici RNA demetylazy FTO.

2) Stanovit vliv kalorické restrikce u potkanti kmene F344 na chovani v behavioralnich

ulohach.

3) Kvantifikovat expresi proteini m°A drahy v mozku potkanti F344 vystavenych kalorické

restrikci.
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7 Material

7.1 Zvirata

Do experimentii byli zatfazeni potkani obou pohlavi transgenniho modelu TgF344-AD
(TG) a wildtype jedinci z kmene F344 (WT). Zvirata byla umisténa do chovnych boxi
a chovana ve skupinach 2-5 jedinct. V chovném zazemi byl nastaven svételny rezim 12 h/12
h (¢as rozsvéceni v 7:00), teplota vzduchu 22 + 2 °C a potkanliim byl do doby experimentu

umoZnén pristup k potravé a vodé dle libosti.

7.2 Pristroje a nastroje

Nazev Vyrobce

Centrifuga Hettich, Némecko

Pipety Eppendorf, Némecko
Pipetman Eppendorf, Némecko
Homogenizator IKA, Némecko
Spektrofotometr BioTek, USA

Analytické vahy Sartorius, Némecko

Analytické vahy Micro Precision Calibration, USA
pH metr Mettler Toledo, USA

Aparatura pro elektroforézu Bio-rad, USA

Zdroj pro elektroforézu Bio-rad, USA

Termoblok Techne, UK

Vyvolavaci stroj Optimax, Némecko

Filmy Agfa HealthCare, Belgie

OF aréna; 100x100 cm Ugo Basile, Italie

EZM aréna; ¥ 120 cm Ugo Basile, Italie

AAPA aréna; @ 82 cm Biosignal group, USA
Morissovo vodni bludisté; @ 150 cm Ugo Basile, Italie

Morissovo vodni bludisté; @ 185 cm Ceska televize, Ceska republika
Nadrz pro test nuceného plavani; @ 50 cm Zakazkova vyroba
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7.3 Chemikalie

Nazev Vyrobce

Bromfenolova modyf SERVA, Némecko
Dithiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich, USA
Dodecylsiran sodny (SDS) SERVA, Némecko

EDTA Sigma-Aldrich, USA
Etanol SERVA, Némecko
Glycerol Sigma-Aldrich, USA
Glycin SERVA, Némecko

Chlorid horecnaty (MgClz) SERVA, Némecko

Chlorid sodny (NaCl) Carl Roth, Némecko
Kyselina octova Lachema, Ceska republika
Metanol SERVA, Némecko
Metylcelul6za Sigma-Aldrich, USA
Mléko (suSené odstiedéné) Artifex Instant, Ceska republika
NNNN' Tetrametyletylnediamin (TEMED) SERVA, Némecko
Persiran amonny (APS) Sigma-Aldrich, USA
Ponceau S Merck, USA

Sachardéza SERVA, Némecko

Tris (Trizma base) Sigma-Aldrich, USA
Tween 20 SERVA, Némecko

7.4 Roztoky a pufry

Homogenizac¢ni pufr TMES

20 mM Tris; 3 mM MgClz; 1 mM EDTA; 250 mM sacharéza; H20, pH = 7,4

APS (ammonium persulfate)

10% (w/v) APS; H20

Pufr 1 (pH 8,8)
1,5M Tris; H20

Pufr 2 (pH 6,8)
0,5M Tris; H20
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Elektroforeticky pufr (running buffer) 10x koncentrovany
0,25M Tris; 2M Glycin; 35mM SDS; H20

NanasSeci pufr (SLB, pH 6,8)

0,24M Tris (pH 6,8); 10% (v/v) Glycerol; 28mM SDS; 2mM DTT; 145mM
bromfenolova modt; mili-Q H20; pH = 6,8

TBS pufr (pH 7,4) 10x koncentrovany
1,5M NaCl; 0,1M Tris; H20; pH = 7,4

Blokujici pufr (blocking buffer)
10% (v/v) TBS; 0,1% (v/v) Tween 20; 5% (w/v) mléko; H.0

Redici pufr (diluting buffer)
10% (v/v) TBS; 0,1% (v/v) Tween 20; 1% (w/v) mléko; H20

Promyvaci pufr (washing buffer)
10% (v/v) TBS; 0,3% (v/v) Tween 20; H20

Blotovaci pufr (blotting buffer)
25 mM Tris; 190 mM Glycin; 20% (v/v) metanol; H20

Ponceau barvivo

0,1% (w/v) Ponceau S; 5% (v/v) kyselina octova; H20

7.5 Inhibitory

Inhibitor RNA-demetylazy FTO (MO-I-500; Mark Olsen, Arizona, USA)

Inhibitory protedz (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail; Sigma-Aldrich)

7.6 Protilatky
7.6.1 Primarni

Anti-FTO antibody [5-2H10]; lot#: GR 288074-20; Abcam
Anti-METTL3 antibody [EPR18810]; lot#: GR 233964-2; Abcam
YTHDF1 Rabbit polyclonal antibody; lot#: 00044548; Proteintech
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7.6.2 Sekundarni

Amersham ECL Mouse IgG, HRP-linked whole Ab (from sheep); NA931-1ML; GE Healthcare

Amersham ECL Rabbit IgG, HRP-linked whole Ab (from donkey);
NA934-1ML; GE Healthcare

7.7 Software
ANY-maze tracking software 5.14 (Stoelting Co., lllinois, USA, www.stoeltingco.com)
Interactive tracking system (BioSignal group, USA, www.biosignalgroup.com)
Tracker 2.36 (BioSignal group, USA, www.biosignalgroup.com)
Track Analysis 2.2 (BioSignal group, USA, www.biosignalgroup.com)
Track Explorer 1.1 (BioSignal group, USA, www.biosignalgroup.com)
The Observer XT 14.0 (Noldus Information Technology, Netherlands, www.noldus.com)
EthoVision XT 14.0 (Noldus Information Technology, Netherlands, www.noldus.com)
BORIS 7.5 (O. Friard a M. Gamba, www.boris.unito.it)
Gen5 (BioTek, USA, www.biotek.com)
Image] 1.52a (W. Rasband, US National Institutes of Health, imagej.nih.gov)

GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software Inc, California, USA, www.graphpad.com)
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8 Metodika

8.1 Ovéreni zrakovych funkci

Pred testovanim prostorové navigace v uloze aktivniho vyhyhybani se mistu musel byt
proveden test zrakovych funkci. Ten byl pripraven jako série 8 plaveb na viditelny ostrtivek
v Morrisové vodnim bludisti (MWM). Platforma byla umisténa tak, aby cca 1,5 cm vycnivala
nad hladinu vody, ktera byla pro lepsi detekci pozice potkanii zabarvena ¢ernou temperovou
barvou. Platforma byla kontrastni svétlé barvy, takZe ji potkani s neposkozenym zrakem
snadno vidéli. V mistnosti byl naméren osvit 280 +40 Ix. Poloha ostriivku se mezi
jednotlivymi plavbami ménila, a navic dochazelo i ke stifidani startovnich pozic potkana, aby

potkan neplaval k platformé vzdy jen z jednoho sméru (viz obrazek 7 a tabulka 1).

Tabulka 1 Umisténi platformy a startovni pozice potkana

Plavba 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8.
Umisténi platformy N w SE NE SW NW E S
Startovni pozice potkana SE E N w N SE SW NE

Obrazek 7. Schéma Morrisova vodniho bludisté v testu navigace na viditelny ostrivek.
Platforma je oznacena krouzkem a umisténa na pozici NW.

Potkani byli rozdéleni do skupin o 5-6 jedincich, ktefi byli umistovani do arény
postupné v pravidelném sledu. Délka doby mezi jednotlivymi plavbami pro konkrétniho
potkana (tzv. intertrail interval) €inila 10 min * 2 min. Maximalni doba jedné plavby potkana
Cinila dvé minuty. Pokud potkan nenalezl platformu do dvou minut, byl na ostrivek

experimentatorem naveden. Po dosaZeni ostrivku byl potkan ponechdn na ostravku
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po dobu 10 s. Potkan byl poté prenesen do suchého boxu vystlaného savym papirem, kde

setrval do doby dalsi plavby.

Schopnost vidéni potkana byla urCena na zakladé casi, za kterou potkan dosahl
viditelné platformy. Pokud potkan ve 4 a vice plavbach nenalezl platformu do dvou minut

a ani nebylo pozorovano postupné zlepsovani, byl vyrazen z dalsich pokust pro Spatny zrak.

8.2 Inhibice RNA-demetylazy FTO

Transgennim i wildtype potkanlim byl po dobu 5 dnti podavan farmakologicky inhibitor
MO-I-500. Latka byla pripravena jako jemna suspenze MO-I-500 vroztoku 0,1%
metylcelul6zy o koncentraci 5 mg/ml. Zviratim byla podavana intraperitonealni cestou.
Davka byla stanovena na 10 mg/kg. Kontrolni skupiné bylo soubéZzné podavano vehikulum
(0,1% metylcelul6za) ve stejném objemu (2 ml/kg). Po poslednim dnu aplikace latky,
predtim neZ bylo pristoupeno k testovani v behavioralnich dlohach, nasledoval jeden den

klidu, kdy se se zviraty nemanipulovalo.

8.3 Behavioralni ulohy

Potkani byli testovani ve svételné fazi LD cyklu. Veskerym behavioralnim testim

piredchazela habituace potkanti v mistnosti testovani o délce minimalné 30 minut.

8.3.1 Test otevieného pole

Testované zvite bylo samostatné umisténo doprostred arény na 10 min. Jeho trajektorie
byla zaznamendvana kamerou. Pred vstupem dalSiho zvifete byla aréna ociSténa
70% etanolem. Teplota v mistnosti €inila 21 + 1 °C a osvit byl naméfen 50 Ix. Pro sledovani
dalSich parametrii byla definovana oblast vnitini zény arény v programu. Obsah vnitini

zOny arény se rovna poloviné obsahu plochy celkové arény.

8.3.2 Vyvysené kruhové bludisté

Potkan byl umistén doprostred otevirené Casti aparatury a nasledné ponechan v bludisti
po dobu 10 min. Pokud potkan spadl z otevieného ramene, byl tam co nejdrive navracen.
Po celou dobu byl nahravan pohyb zvirete, ktery byl nasledné vyhodnocen pomoci
programu ANY-maze. Pied vstupem dalsitho zvifete byla aréna ocCiSténa 70% etanolem.
V otevirenych ramenech bludisté bylo naméieno osvétleni 60 Ix a v uzavirenych ramenech

bludisté 30 Ix. Teplota v mistnosti byla 21 + 1 °C.
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8.3.3 Aktivni vyhybani se mistu

Testovani v iloze AAPA se sklddalo z prvniho dne habituace (aréna se netoci, elektrické
Soky vypnuté), zdruhého dne habituace (aréna se netocli, elektrické Soky zapnuté)
anasledné Sesti testovacich dnli (aréna se toci, elektrické Soky zapnuté; viz obrazek 8).
Rychlost ota¢eni arény byla 1 ota¢ka/min. Uhel oblasti, ve které byl potkanim aplikovan
elektrosok, ¢inil 60°. Hodnoty elektroSokii se pohybovaly v rozmezi 0,2-0,5 mA podle vahy
areakce potkana. Délka elektrosoku cinila 500 ms, pauza mezi dvéma Soky trvala 1500 ms,
pri vstupu do zény nedostal potkan elektroSok okamzité, ale aZ po 500 ms. V aréné byl
naméten osvit 60 1x. Po celou dobu bylo zvife nahravano na kameru a pomoci programu
Tracker pofrizovan zaznam o jeho pohybu. Ten byl poté vyhodnocen programem Track

Analysis.

Jedno sezeni varéné trvalo 20 minut, zvife bylo testovano 1x za den
v pseudorandomizovaném poradi. Aréna byla mezi jednotlivymi sezenimi peclivé vycisténa

70 % etanolem.

N NS

Den 1 Den 2 Den 3-8

Obrazek 8. Schéma pokusu aktivniho vyhybani se mistu (AAPA). Prvni den se aréna netodi,
druhy den se aréna toci (Sipka), ale elektroSoky jsou vypnuté. Tieti az osmy den se aréna toci
a potkani dostavaji v zakazané oblasti elektroSoky (cervena vysec).

8.3.4 Test nuceného plavani

Potkan byl umistén do testovaci nadrZe naplnéné vodou na 15 minut, po ukonceni
testu byl potkan umistén do prepravky vystlané savym papirem. Hladina vody v nadrzi
dosahovala takové vysky, aby potkan nedosahl na dno (30 cm), a teplota vody cinila
22 + 1 °C. Chovani potkana bylo nahravano na kameru po celou dobu testovani a nasledné

vyhodnoceno manualné pomoci programu BORIS (Friard a Gamba, 2016).
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8.4 Statisticka analyza behavioralnich uloh

Srovnani jednotlivych skupin bylo provedeno v programu GraphPad Prism 5. Pro urceni
signifikance v testech OF, EZM a FST byl pouzit oboustranny t-test nebo dvoucestna ANOVA,
pro porovnani skupin v uloze AAPA byla vyuZita dvoucestna ANOVA. Analyza dat
byla doplnéna o Bonferonniho post-hoc test. Grafy byly vytvoreny vtémZe programu.
Hodnoty na grafu oznacuji aritmetické priméry u jednotlivych pozorovani a chybové
useCky oznacuji stredni chybu priméru (SEM). Vysledky doplnuji heatmapy pohybu
potkanti po kruhové aréné v testu OF a posledni den tlohy AAPA. Tyto mapy byly vytvoreny

v programu Ethovision.

8.5 Model kalorické restrikce

Potkanim byla postupné sniZovana denni davka potravy, tak aby béhem 3 tydni
dosahli 85-90 % své plivodni hmotnosti. Nasledné byla hmotnost udrZovana na této
hodnoté po dobu 4 tydni. Posledni tyden, tedy 7. tyden od zahajeni pokusu, probihalo
soucasné testovani v behavioralnich ulohach. Krmeni probihalo kaZzdy veCer ve stejnou
dobu (18 h) a potkanlim byla individudlné odvaZena ptesna porce potravy (3 * 1 g), kterou

jsou béZné krmeni.

8.6 Odbeér tkani

Po dokonceni baterie behaviordlnich uloh byla zvirata uspadna smeési Narketanu
(100 mg/ml; Vétoquinol) a Xylazinu (XYLAZIN Ecuphar, 20 mg/ml, Bioveta) v pomérech

uvedenych v tabulce 2 a nasledné usmrcena strzenim vazu.

Tabulka 2 Poméry Narketanu a Xylazinu

Narketan Xylazin
Samice 1,9 ml/kg 0,6 ml/kg
Samec 1,4 ml/kg 0,5 ml/kg

Pro dalSi pokusy byly odebrany vzorky feces, mozkomisniho moku, séra a vybrané
mozkové struktury (kortex, hipokampus, hypotalamus). Tkané byly zmrazZeny v tekutém

dusiku a uchovany do zpracovani v hlubokomrazicim boxu pii -80 °C.
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8.7 Homogenizace

Tkan byla zvaZena a vloZena do ledového TMES pufru s 25x fedénym inhibitorem

proteaz v poméru uvedenych v tabulce 3.

Tabulka 3 Pomér jednotlivych reagencii pred homogenizaci

Tkan TMES

19 10 ml

Inhibitor proteaz (25x redény)

400 pl

Tkan byla mechanicky rozmélnéna na mensi kousky, poté byla homogenizovana
v homogenizatoru pii 1200 rpm, nasledné byl homogenat std¢en po dobu 10 min a teploté
4 °C v centrifuze pri nastaveni 2100 rpm, se zrychlenim 9 a zpomalenim 0. Nakonec byl
odebran supernatant, rozalikvotovan pro dalsi ucely, zamraZen vtekutém dusiku

a uchovavan pro dalsi ucely v -80°C.

8.8 Stanoveni koncentrace proteinii metodou BCA

Stanoveni koncentrace proteini bylo provedeno metodou Kkyseliny bicinchoninové

(bicinchoninic acid; BCA).

Kalibra¢ni kfivka byla vytvofena pomoci znamych koncentraci roztoku hovéziho
sérového albuminu (BSA). Tyto standardy byly naneseny po 100 ul do jednotlivych jamek
96jamkové desticky spolu se vzorky, u kterych bylo tfeba urcit koncentraci. Ty byly
nanaSeny do jamek jako triplikaty. Reak¢éni smés byla pripravena ze 3 reagencii (viz tabulka

4) a nanasena ke vzorkim i standardiim po 100 pl.

Tabulka 4 SloZeni a poméry reagencii reakcni smési

Reagencie A

Reagencie B

Reagencie C

Slozeni | 6,8 g Na,CO, 4 gBCA 0,4 g CuSO,45 H,0
1,6 g Na,C4H;O¢ doplInéno do 100 ml H,O doplInéno do 10 ml H,O
doplnéno do 100 ml H,O

Pomér 2% 48 % 50 %

Pripravena desticka s nanesenymi vzorky byla pielepena izolepou a inkubovana 30 min
pri 60 °C, poté byly vzorky vyhodnocovany spektrofotometrem pri 562 nm. Vysledné
koncentrace (c) byly ziskdny jako primeér triplikdtu vjednotkdch pg/pl odectenim

z kalibra¢ni kiivky programem Gen 5.
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8.9 Priprava vzorku

Zhomogenizovana tkan byla nafedéna do koncentrace 2 pg/ul a celkového mnoZstvi

400 pl podle vzorce:
zhomogenizovana tkan (ul) = 800/c + (300 — 800/c) + 100 pl SLB pufru

Znacka ¢ ve vzorci zna¢i plvodni namérenou Kkoncentraci homogenatu
ze spektrofotometru. Vzorky byly po nafedéni promichany na vortexu a inkubovany 2 min

pii 95 °C.

8.10 Rozdéleni proteinli pomoci SDS-PAGE

Rozdéleni proteind podle molekulové hmotnosti bylo provedeno pomoci elektroforézy

v polyakrylamidovém gelu (metoda SDS-PAGE).

Nejprve byl pripraven gel, sestavajici ze spodniho 10% separac¢niho gelu a horniho
zaostrovaciho gelu. SloZeni gell je rozepsano v tabulce 5, mnoZstvi je uvedeno pro 2 gely.
Reagencie byly pridavany v poradi uvedeném niZe. Do pripravené aparatury (Biorad),
po ocisténi sklicek etanolem, byl nalit nejprve separacni gel a prevrstven vodou nasycenym
butanolem (cca 300 pl). Gel byl ponechan polymerizovat 50 + 10 min. Poté byl butanol
vyplachnut destilovanou vodou a gel byl vysusen filtracnim papirem, tak aby nedoslo
ke znehodnoceni gelu. Nasledné byl nad separacni gel pridan zaostrovaci gel a do néj vloZen

etanolem ocistény hrebinek.

Tabulka 5 SloZeni separacniho a zaostrovaciho gelu

Separacni gel 10% Zaostrovaci gel
Destilovana voda 8 mi 6 ml
Pufr 1 (pH = 8,8) 5ml | e
Pufr2(pH=6,8) | - 2,5ml
30% akrylamid 6,7 ml 1,3 ml
10% SDS 200 pl 100 pl
10% APS 90 pl 90 pl
TEMED 8 ul 8 ul
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Po zpolymerizovani separa¢niho gelu (cca 35 min) byl vyjmut hiebinek a jamky
proplachnuty destilovanou vodou. Gel ve skle byl premistén do elektroforetické aparatury
a zalit cca 1 1 elektroforetického pufru. Do jamek byly naneseny vzorky a aparatura byla

zapojena do zdroje s nastavenymi hodnotami: napéti 200 V, proud 400 mA, ¢as 50 min.

8.11 Imunoblotting

Gely byly vyjmuty z aparatury a proteiny preneseny na PVDF membranu metodou
imunoblotting (western blotting). Membrany byly poloZeny na gel mezi papirové a pénové
podlozky, uzavieny do plastové formy a umistény do blotovaci aparatury s blotovacim
pufrem, ktera byla na 1 hodinu zapojena do zdroje s nastavenym napétim 100 V a hodnotou

elektrického proudu 400 mA.

Nasledné byly membrany premistény do plastovych nadob, 3x promyty destilovanou
vodou a nasledné barvené ponceau barvivem po dobu 5 min. Po obarveni byly membrany
promyty 3krat destilovanou vodou, vysuSeny cistym filtracnim papirem a naskenovany

skenerem do pocitace.

Potom byly membrany inkubovany 25 min na tiepacce v blokujicim pufru za pokojové
teploty a nasledné ponechany na trepacce viedicim pufru s primarnimi protilatkami

(viz tabulka 6) pies noc pti 4 °C ve chladové mistnosti.

Nasledujici den byly primarni protilatky slity, membrany byly 3x promyty destilovanou
vodou a 3x po dobu 10 min oplachovany v promyvacim pufru. Nasledné byly pridany
sekundarni protilatky do rediciho pufru a membrany inkubovany 1 hodinu pfi pokojové
teploté. Poté byly membrany 3x promyty destilovanou vodou a 3x 10 min promyvacim
pufrem. Po uplynuti této doby byly membrany inkubovany roztokem chemiluminiscentti
(SuperSignal West Femto, Thermo Scientific USA) - 1 ml na membranu po dobu 5 minut.

Po vysuSeni filtracnim papirem byly membrany umistény do vyvolavaci kazety.
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Tabulka 6 Prehled vyuzitych protilatek

Detekoyany Prirpérni p??rggpr:i Seku_n(’jérni Seﬁﬁggg:,ni Doba
protein protilatka protilatky protilatka protilatky expozice
Anti-FTO antibody
FTO lot#: GR 288074-20 | 1:10000 | Anti-mouse | 1:20 000 3 min
Abcam
Anti-METTL3
antibody
METTL3 lot#: GR 233964-2 1:10000 | Anti-rabbit 1:40 000 10s
Abcam
YTHDF1 Rabbit
Polyclonal antibody
YTHDF1 loth: 00044548 1:10000 | Anti-rabbit 1:40 000 45 s
Proteintech

8.12 Vyvolavani filmu

V temné mistnosti byl priloZzen film na membranu, a po uplynuti pozadované doby

expozice (viz tabulka 6), byl film vyvolan ve vyvolavacim stroji.

8.13 Opakované pouziti membrany

Po vyvolani filmu byly membrany vyjmuty z kazety, 3x promyty destilovanou vodou
anasledné 3x po dobu 10 min promyvany promyvacim pufrem. Nasledné byly membrany
ponechany 25 min na tfepacce v blokujicim pufru. Poté byly membrany ponechany pies noc
na tirepacce v redicim pufru s primarnimi protildtkami pti 4 °C a druhy den se pokracovalo v
protokolu promyvanim (3x destilovanou vodou, 3x 10 min oplachovacim pufrem),
1h inkubaci se sekundarnimi protilatkami, promyvanim (3x destilovanou vodou, 3x 10 min

oplachovacim pufrem), aplikaci chemiluminiscentti a naslednym vyvolanim filmu.

8.14 Softwarové vyhodnoceni

Naskenované vystupy (membrany sponceau barvivem a vyvolané filmy) byly

vyhodnocovany v programu Image].
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8.15 Stanoveni proteinové exprese

Hodnoty ziskané zfilmu byly vztaZzeny vici celkové nanaSce proteinii (ponceau
barvivo). Nasledné byly tyto hodnoty vztaZeny k hladiné standardu (tkan celého kortexu
90-denni WT samice). Hodnoty standardt na jednotlivych membranach byly porovnany
a pomoci jejich poméru byly extrapolovany i hodnoty zbylych vzorkd, tak aby bylo mozné

mezi sebou porovnavat veskeré vzorky.

8.16 Statisticka analyza proteinové exprese

Vysledky a grafy byly zpracovany ve statistickém programu GraphPad Prism 5.
Vysledky jednotlivych skupin byly porovnavany dvoucestnou ANOVOU a doplnény
o Bonferonniho post-hoc test. V grafech jsou uvedeny hodnoty aritmetického primeéru

skupiny a chybové tsecky oznacujici SEM.
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9 Vysledky

9.1 Vliv aplikace MO-I-500 na chovani a pamét’ v potkanim
transgennim modelu Alzheimerovy choroby TgF344 AD

Vybranym potkantim TgF344-AD a F344 ve véku 10 * 2 mésice a obou pohlavi byl
aplikovan farmakologicky inhibitor RNA-demetylazy FTO latka MO-I-500. Kontrolni skupiné
bylo podavano vehikulum. Potkani nasledné prosli testovanim v uloze otevieného pole (OF;
Open Field), vyvySeného kruhového bludisté (EZM; Elevated Zero Maze), aktivniho vyhybani
se mistu (AAPA; Active Allothetic Place Avoidance) a nuceného plavani (FST; Forced Swim

Test; viz obrazky 9-14).
9.1.1 Vliv MO-I-500 v testu otevieného pole u potkanich samcu TgF344-AD

Na obrazku 9 jsou uvedeny vysledky ztestovdni samcl vtestu otevieného pole.
Ve sledovanych parametrech pirekonané vzdalenosti (obr. 9A), priimérné rychlosti pohybu
(obr. 9B) a dobé stravené ve vnitini zoné (obr. 9C) nebyly nalezeny signifikantni zmény

mezi skupinami.
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Obrazek 9. Vliv MO-I-500 v testu oteviceného pole u samct TgF344-AD. A-C: Sledované
parametry byly celkova usla vzdalenost (A), priimérna rychlost lokomoce (B) a doba pohybu
ve vnitini poloviné povrchu pokusné arény (C). Signifikantni zmény nebyly nalezeny.
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9.1.2 Vliv MO-I-500 v testu vyvySeného kruhového bludisté u potkanich
samcu TgF344-AD

Obrazek 10 obsahuje vysledky ztestovani samcii v uloze vyvySeného kruhového
bludisté. Sledovali jsme parametry pocet vstupi do otevienych c¢asti (obr. 10A), dobu
stravenou v otevienych cCastech bludiSté (obr. 10B) a celkovou prekonanou vzdalenost
(obr. 10C). Pouze v jediném z téchto parametri, poctu vstupt do otevirené ¢asti bludiste, byl

nalezen signifikantni hlavni efekt latky MO-1-500 [F(1,17) = 5,689; p<0,05].
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Obrazek 10. Vliv MO-I-500 v testu vyvySeného kruhového bludisté u samciti TgF344-AD.
A az C: Hlavni sledované parametry chovani vtestu vyvySeného kiizového bludisté, vCetné
poctu vstupll do otevirené Casti bludisté (A), doby stravené v oteviené Casti (B) a celkové uslé
vzdalenosti (C). Hlavni efekt inhibitoru MO-I-500 byl nalezen u poctu vstupi do otevienych
ramen, avsak vysledek nebyl potvrzen signifikantnim post-hoc testem. D: schéma vyvysSeného
kruhového bludisté (prevzato ze www.stoelgingco.com/zero-maze.html).
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9.1.3 Vliv MO-I-500 v testu nuceného plavani u potkanich samct TgF344-AD

Obrazek 11 obsahuje dobu nehybnosti potkanich samct z celkovych 15 minut testovani

v uloze nuceného plavani. Statisticka analyza neprokazala Zadny signifikantni rozdil.
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Obrazek 11. Vliv MO-I-500 v testu nuceného plavani u samci TgF344-AD. Hlavni efekt
inhibitoru MO-I-500 nebyl nalezen.

9.1.4 Vliv MO-I-500 v testu otevieného pole u potkanich samic TgF344-AD

Obrazek 12 ukazuje vysledky samic TgF344-AD a F344 po aplikaci inhibitoru FTO
v uloze otevieného pole. Sleduje celkovou vzdalenost, kterou samice v aréné prekonaly
(obr. 12A), primérné rychlosti samic v testu OF (obr. 12B) a graf priimérnou dobu, kterou

potkani samice stravily ve vnitini zo6né arény (obr. 12C).

Statisticka analyza byla provedena dvoucestnou ANOVOU a ukazala signifikantni efekt
genotypu [F(1,21) = 9.994; p<0,01] apodavani inhibitoru [F(1,21) = 8,432; p<0,01]
na rozdily v prekonané vzdalenosti mezi skupinami. Pfi srovnani priimérné rychlosti byl
pozorovan velmi signifikantni efekt genotypu [F(1,21) = 9,861; p<0,01] a signifikantni efekt
podavani inhibitoru [F(1,21) =6,930; p<0,05]. Analyza doby stravené ve vnitini z6né
ukazala signifikantni efekt interakce [F(1,19) = 6, 365; p<0,05] a velmi signifikantni efekt
podavani inhibitoru [F(1,19) = 9,413; p<0,01] u TG samic.
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Obrazek 12. Vliv MO-1-500 v testu otevieného pole u samic TgF344-AD. A az C: Rozdily
v hlavnich parametrech pohybu v pokusné aréné, vcetné uslé vzdalenosti, primérné rychlosti
lokomoce a doby stravené ve vnitini ¢asti arény. Hladiny signifikance v post-hoc testech jsou
znaceny * (p<0,05) a ** (p<0,01). D: Heatmapa pohybu jednotlivych skupin samic TgF344-AD
v uloze otevieného pole. Oblast, kde se samice nejvice zdrZovaly je znazornéna cervenou barvou,
modra mista jsou oblasti, kde se potkani samice nachazely nejméné Casto.
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9.1.5 Vliv MO-I-500 v testu AAPA u potkanich samic TgF344-AD

Obrazek 13 popisuje vysledky transgennich samic z dlohy aktivniho se vyhybani mistu.
Grafy porovnavajici parametry jako pocet vstupli do oblasti, kde hrozi potrestani
elektrosokem (obr. 13A), pocet Sokli (obr. 13B) a nejdelsi doba, po kterou se samice
vyhybaly elektroSoktim (obr. 13D) ukazuji extrémné signifikantni rozdil mezi skupinami:
pocet vstupt [F(1,51) = 28,11; p<0,001], pocet Sokl [F(1,51) = 26,09; p<0,001], nejdelsi
doba vyhybani se Sokové zéné [F(1,51) = 19,62; p<0,001]. Pii porovnani vysledki casu
do prvniho vstupu nebyl nalezen signifikantni efekt inhibitoru. Kromé vlivu inhibitoru byl
nalezen i efekt dni, ktery se projevil pii srovnavani poctu elektroSokt [F(5,51) = 3,951;
p<0,01], ¢asu do prvniho vstupu [F(5,86) = 3,321; p<0,05] a nejdel$i doby vyhybani se
Sokové zéné [F(5,51) = 2,674; p<0,05].
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Obrazek 13. Vliv MO-I-500 v testu AAPA u TG samic TgF344-AD. Skupina, které byl
aplikovan inhibitor (TG+I) je znazornéna plnou carou, skupina s vehikulem (TG+V)
prerusovanou Carou. A: PoCet vstupl do trestané oblasti. Hranice 20 vstupl odpovidajici poctu
otacek arény béhem experimentalniho sezeni je vyznaCena prerusovanou ¢arou. Pouze skupina
s inhibitorem dosahla nizsitho priimérného poctu vstuptli a aktivné se vyhybala trestané oblasti.
Hipokampalné podminény deficit TG+V skupiny byl tedy kompenzovan podanim inhibitoru.
Post-hoc test prokazal signifikantni rozdil ve ¢tvrtém dnu uceni. B: V poctu obdrzenych Sokt byl
signifikantni hlavni efekt dni a vlivu inhibitoru. C, D: Priimérny ¢as prvniho vstupu do zakazané
oblasti a nejdelsi doba vyhybani. E: Heatmapa pohybu jednotlivych skupin TG samic TgF344-AD
posledni den tlohy AAPA. Zlutou vyseéi s bleskem je naznacena oblast, kde dostavali potkani
elektrosok, bild Sipka znaci smér rotace arény. Hladiny signifikance jsou oznaceny * (p<0,05)
a **** (p<0,0001).
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9.1.6 Vliv MO-I-500 v testu AAPA u potkanich samic F344

Vysledky WT skupiny samic, kterym byl podavan inhibitor a vehikulum jsou zobrazeny
v grafech na obrazku 14. Byl nalezen signifikantni efekt podavani inhibitoru v parametru
poctu vstupl do zoény s elektrosoky (obr. 14A) [F(1,66) = 11,20; p<0,01], poctu Soki
(obr. 14B) [F(1,34) = 13,87; p<0,001], a nejdelsi dobé, po kterou se WT skupina dokazala
vyhybat elektroSoklim (obr. 14D) [F(1,66) = 9,910; p<0,01]. Hlavni efekt dni byl pozorovan
pouze pri srovnavani poctu obdrzenych elektrosoki [F(5,34) = 3,689; p<0,01].
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Obrazek 14. Vliv MO-I-500 v testu AAPA u samic F344. A-D: Vysledky AAPA ulohy WT samic
v jednotlivych dnech testovani. Skupina, které byl aplikovan inhibitor je zndzornéna plnou ¢arou,
skupina s vehikulem je zobrazena ptreruSovanou Carou. V grafu 14A je vyobrazena hranice
20 vstupt svétle Sedou c¢arou. Zajimavé je, Ze i u WT skupiny zestarlych potkant byl pozorovan
deficit v hipokampalné podminéné schopnosti aktivniho vyhybani. U vSech sledovanych
parametrd s vyjimkou ¢asu do prvniho vstupu byl pozorovan signifikantni hlavni efekt inhibitoru.
E: Heatmapa pohybu jednotlivych skupin WT samic TgF344-AD posledni den tlohy AAPA. Zlutou
vyseCi s bleskem je naznacena oblast, kde dostavali potkani elektrosok, bila Sipka znaci smér
rotace arény. Hladiny signifikance jsou znaceny * (p<0,05), ** (p<0,01) a *** (p<0,001).
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9.2 Vliv kalorické restrikce na chovani a pamét’ v potkanim
modelu F344

Vysledky behavioralni experiment(i po navozeni kalorické restrikce znazornuji vysledky
na obrazcich 15-17. Do experimentu byli zatfazeni potkani kmene F344 ve véku 3 mésice.
Ve skupiné s omezenou dostupnosti potravy (RF) i ve skupiné krmené ad libitum (Ad lib)
byly zastoupeni samci i samice. Potkanim byla béhem tfi tydnli postupné sniZovana
dostupnost potravy, tak aby dosahli 85-90 % plivodni hmotnosti. Na této nové urovni
télesné hmotnosti byli udrzovani dalsi 4 tydny (obr 15). Poté byli potkani testovani v tloze
OF a AAPA. Pozorované rozdily v hmotnosti zvirat jsou extrémné signifikantni, uplatiiuji se
hlavni efekt tydnt [F(7,144) = 12,24; p<0,0001], dietniho rezimu [F(1,144) = 810,5;
p<0,0001] a interakce [F(7,144) = 19,53; p<0,0001].
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Obrazek 15 Vyvoj hmotnosti potkant F344 pii kalorické restrikci. Hmotnost zvirat je
vztazena k dobé zacatku restrik¢niho protokolu (den 0; 100 %). Cilova hodnota hmotnosti pro
skupinu s kalorickou restrikci (RF; 85-90 %) je v grafu vyznacena Sedym pasmem. Hmotnost
kontrolni skupiny (Ad lib) slibovolnym pristupem k potravé je vyznaCena Cernymi kolecky
a prerusovanou ¢arou. Hmotnost RF potkant je v grafu oznacena Cernymi ¢tverecky a plnou
¢arou. Hodnoty obou skupin jsou uvedeny jako primeérna hodnota s chybovymi useCkami
oznacujici stredni chybu priiméru (SEM). V ptipadé RF skupiny byla SEM natolik mala, Ze neni
v grafu patrna. Hladiny signifikance jsou znaceny ** (p<0,01) a **** (p<0,0001).

9.2.1 Vliv kalorické restrikce v testu otevieného pole u potkanti F344

V grafech na obrazku 16 lze vidét namérené parametry zulohy otevieného pole
pri testovani potkanti F344, celkovou ubéhnutou drahu v aréné (obr. 16A), kde je rozdil
mezi skupinami Ad lib a RF extrémné signifikantni (p<0,0001). Graf 16B ukazuje
signifikantni rozdil vrychlosti pohybu potkanG varéné (p<0,0001). Data posledniho
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grafu 16C ukazuji signifikantni rozdil mezi Ad lib a RF skupinou v dobé stravené ve vnitini

z6né arény (p<0,01). Skupiny byly porovnavany oboustrannym neparovym t-testem.

A OF -vzdalenost

40_

—

30_ ek
E p <0,0001
S 20-
i
b=

10

0

T
Ad lib

B OF - rychlost
8-
g 64 dededek
o p <0,0001
B 4
o
£
[}
2 21
0 T
Ad lib
C OF - vnitfni zéna
150~
100+
0 |
w
3
dek
. p =0,0087
c L
Ad lib
D

Obrazek 16. Vliv kalorické restrikce v testu oteviceného pole u potkani F344. A-C: Ve vSech
hodnocenych parametrech vykazovala RF skupina niz$i exploracni aktivitu. Sledovanymi
parametry byly usla vzdalenost (A), priimérna rychlost lokomoce (B) a ¢as straveny ve vnitini
zOné arény reprezentované vnitini polovinou obsahu plochy (C). D: Heatmapa pohybu
jednotlivych skupin potkand F344 v tiloze otevi‘eného pole. Cervenou barvou jsou zvyraznény
mista nejcastéjsiho vyskytu potkanli v aréné, modrou barvou jsou oznaceny mista, kde se
potkani pohybovali nejméné. Statisticka analyza byla provedena dvouvybérovym oboustrannym
Studentovym t-testem, hladiny signifikance jsou oznaceny ** (p<0,01) a **** (p<0.0001).
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9.2.2 Vliv kalorické restrikce v testu AAPA u potkant F344

Vliv kalorické restrikce na kognitivni funkce potkanti F344 byl testovan 6 dnii pomoci
ulohy AAPA. Obrazek 17 obsahuje 4 grafy sudaji o poctu vstupli do Sokové
oblasti (obr. 17A), kdy byl pozorovany rozdil mezi skupinami extrémné signifikantni
[F(1,86) = 17,19; p<0,0001]. Vgrafu 17B je porovnavan pocet Sokd [F(1,85) = 18,5;
p<0,0001], graf 17C srovnava cas, ktery ubéhl, nez potkan poprvé vstoupil do zakazané zony
[F(1,86) = 4,903; p<0,05], v grafu 17D je zobrazen rozdil skupin v parametru nejdelsi doby,
po kterou se zvirata dokazala vyhybat zakazané z6né [F(1,86) = 17,46; p<0,0001]. Kromé
kalorické restrikce se uplatiioval i efekt dni, ktery ukazuje na velmi signifikantni rozdil
pfi srovnavani poctu vstupl do zdny s elektroSoky [F(5,86) = 4,073; p<0,01] a u nejdelsi
doby, po kterou se potkani dokazali vyhybat Sokové oblasti [F(5,86) = 2,731;p<0,05]
a signifikantni zmény v parametru doby do prvniho vstupu [F(5,86) = 3,321; p<0,05].
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Obrazek 17. Vliv MO-I-500 v testu AAPA u potkant F344 v modelu kalorické restrikce. Ve
vSech sledovanych behavioralnich parametrech vuloze AAPA byl nalezen signifikantni hlavn{
efekt diety, skupina s kalorickou restrikci (RF) vykazovala vzdy zlepSeni vykonnosti v testu
oproti kontrolni skupiné (Ad-lib). A: Pocet vstupl do trestané oblasti. Hranice 20 vstupt
odpovidajici poctu otacek arény béhem experimentalniho sezeni je vyznacCena prerusovanou
carou. Obé skupiny prokazaly schopnost aktivniho se vyhybani Sokové oblasti. B-D: DalSimi
sledovanymi parametry byly pocet Soki, ¢as do prvniho vstupu do trestané oblasti a nejdelsi
doba uhybani. E: Heatmapa pohybu jednotlivych skupin samic F344 posledni den tulohy AAPA.
Zluta vyse¢ s bleskem oznacuje oblast elektro$okd, bila $ipka znazorfiuje smér rotace arény.
Hladiny signifikace hlavniho efektu diety a post-hoc testi jsou oznaceny * (p<0,05), ** (p<0,01) a
*xx (p<0,0001).
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9.3 Vliv kalorické restrikce na zmény exprese proteinti m°A drahy
u potkanti F344

Relativni exprese proteinli sprazenych s méA drahou byly ziskdny metodou SDS-PAGE

anaslednym vyhodnocenim. Sledujeme vZdy expresi vybraného proteinu v kortexu

a hipokampu.

9.3.1 Vliv kalorické restrikce na zmény exprese FTO u potkanti F344

Na obrazku 18 jsou vidét zmény exprese FTO u potkant F344. Graf 18A ukazuje
relativni expresi proteinu FTO v kortexu, kde byl prokazan signifikantni efekt dietniho
rezimu [F(1,15) = 16,73; p<0,01] i efekt rozdilu pohlavi [F(1,15) = 6,126; p<0,05].
V hipokampu (obr. 18B) nebyly nalezeny signifikantni rozdily v expresi FTO.
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Obrazek 18. Vliv kalorické restrikce na zmény exprese FTO u potkand F344. U RF zvirat
obou pohlavi byla zjiSténa sniZena exprese RNA demetylazy FTO v mozkové ke (oznaceno *;
p<0,05). Zménu exprese v FTO jsme nepozorovali.
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9.3.2 Vliv kalorické restrikce na zmény exprese METTL3 u potkant F344

Na obrazku 19 je zobrazena exprese METTL3 v kortexu (obr. 19A), kterda ukazuje
na signifikantni efekt diety [F(1,14) = 5,065; p<0,05]. AvSak v hipokampu (obr. 19B) nebyl

nalezen Zadny signifikantni rozdil.
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Obrazek 19. Vliv kalorické restrikce na zmény exprese METTL3 u potkani F344. U RF
samct, avsak nikoli RF samic byla zjiSténa signifikantné zvySena exprese metyltransferazového
proteinu METTL3 v mozkové kiife. V hipokampu jsme nepozorovali vyznamné rozdily v expresi
METTLS3. Signifikantni rozdil v post-hoc testu je znacen * (p<0,05).

9.3.3 Vliv kalorické restrikce na zmény exprese YTHDF1 u potkanti F344

V grafu na obrazku 20 lze pozorovat signifikantni efekt pohlavi [F(1,14) = 6,931;

p<0,05] na expresi YTHDF1 v hipokampu, efekt diety nebyl pozorovan.
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Obrazek 20. Vliv kalorické restrikce na zmény exprese YTHDF1 u potkania F344. V expresi
YTHDF1 v hipokampu byl zjistén hlavni efekt pohlavi, avSak nebylo pozorovano ovlivnéni

kalorickou restrikci.
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Obrazek 21. Detekce proteinu METTL3 pomoci imunoblotu. A: snimek jedné z membran
obarvené Ponceau S. B: ProuZzky imunoblotu odpovidajici molekulové hmotnosti METTL3
v kortexu a hipokampu, které byly naneseny celkem na 4 gely, po zavérecném vyvolani na film.
C: Randomizované poradi vzorkli nanesenych na jednotlivé gely je zaznamenano v tabulce.
STD = standard, K = kortex, HK = hipokampus, F = samice, M = samec, RF = kalorické restrikce,
AL = neomezeny pfijem potravy.
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10 Diskuze

10.1 Vliv inhibitoru MO-I-500 na chovani v behavioralnich testech
u potkant TgF344-AD

Transgenni potkani model TgF344-AD, vykazuje nékolik patologickych znaki
Alzheimerovy choroby. Jednou znich je ubytek kognitivnich schopnosti s nartiistajicim
vékem, jak popsali Cohen et al. (2013) pti behavioralnim testovani v bludiSti Barnesové.
Nase testovani probihalo v uloze AAPA, ktera je taktéZ zamérena na testovani deklarativni
paméti za vyuziti prostorové navigace. Prlimérny vék nasi testované skupiny byl 12 mésicq,
tedy o 3 mésice nizsi nez vék potkant, kteri vykazovali prokazatelné zhorSené vysledky
v bludisti Barnesové (Cohen et al, 2013). Farmakologicky cil, protein RNA-demetylaza FTO,
byl zvolen na zakladé souvislosti rizikovych SNP variant genu pro FTO na kognitivni funkce
u ¢lovéka (Benedict et al., 2011), riziko rozvoje Alzheimerovy choroby (Keller et al., 2011;
Liet al, 2018) a vyznamné ulohy mfA drahy vregulaci kognitivnich funkci a nervové
plasticity (Li et al., 2017; Yoon et al., 2017; Shi et al., 2018; Chen et al.,, 2019). Pro ovlivnéni
FTO byl zvolen inhibitor MO-I-500, ktery prochazi hematoencefalickou bariérou (Zheng
etal, 2014).

TG samice, kterym byl aplikovan inhibitor MO-1-500 dosahovaly v tloze AAPA lepsich
vysledkl nez kontrolni skupina s vehikulem. Signifikantni rozdil je mozné sledovat hned
na nékolika parametrech popisujicich chovani v tloze. Pocet Sokii je posledni den ulohy vice
nez o polovinu nizsi u TG skupiny s MO-1-500 neZ u TG skupiny s vehikulem. Podobné
i pti uhybani Sokové zéné dosahovaly posledni den AAPA TG samice s MO-I-500 dvakrat
delsi maximalni doby vyhybani. Pocet vstupi do zény s elektroSoky posledni den testovani
je u TG samic s MO-I-500 témér o polovinu nizsi (13 vstupili) nez u TG samic s vehikulem, ale
na rozdil od nich nepresahly TG samice s inhibitorem MO-I-500 pocet 20 vstupi do zdny.
20 vstupt do zdny je pocet vstupi, které by ziskalo zviie, které se v tloze chova pasivné
a necha se unaset rotujici arénou. To poukazuje na aktivni vyhybani se této zéné u TG samic
s MO-I-500, které je zavislé na hipokampu (Stuchlik et al, 2013). Oproti tomu TG samice
s vehikulem ziskaly posledni den v priiméru 23,5 vstupii a dalSim Soklim se zvladly vyhnout
az poté, co obdrzely prvni Sok. Vtomto pripadé vykazovaly TG samice s vehikulem uceni
proceduralni dovednosti Uniku ze Sokové oblasti, které je nezavislé na hipokampu. Tyto
vysledky ukazuji, Ze aplikace MO-I-500 dokazala zvratit kognitivni deficit, ktery je zavisly

na hipokampu.

47



WT samice, kterym bylo podavdno MO-I-500 vykazuji signifikantni zlepSeni
kognitivnich funkci vuloze AAPA pii porovnadni se skupinou WT samic, kterym bylo
podavano jen vehikulum. Tento rozdil mezi skupinami neni tak vyrazny jako u TG samic.
Ponékud prekvapivym zjiSténim vSak byla skutec¢nost, Ze nejen u TG zvirat, ale i u zestarlych
WT samic byl pozorovan deficit v hipokampové zavislém vyhybani se Sokové oblasti, nebot
pocet vstupll do trestané oblasti se nepohyboval pod hranici 20 vstupli. Naptiklad u poctu
vstupli do zdny s elektrosoky se WT skupina s inhibitorem drzela pod hranici 20 vstupt
a posledni den dosahla 18 vstupi, skupina WT samic s vehikulem ma posledni den AAPA
primérny pocet vstupi 27. Pritomnost behavioralniho deficitu u WT samic spolu se
signifikantnim priznivym vlivem podani inhibitoru MO-I-500 svéd¢i o tom, Ze pozitivni
ucinky inhibitoru na kognitivni funkce nejsou omezeny na jedince s patologickymi znaky

Alzheimerovy choroby, ale mohou kompenzovat i jiné procesy asociované se starnutim.

Podle heatmapy pohybu TG i WT potkanich samic z posledniho dne AAPA lze
konstatovat, Ze TG i WT skupina s inhibitorem 1épe urcila pozici tiseku s elektroSoky v aréné
a drZela se od tohoto mista dale neZ skupiny s vehikulem. To plati zejména o oblasti
ve sméru proti pohybu hodinovych rucicek. JelikoZ se aréna otacela po sméru hodinovych
rucicek, delsi setrvavani v této oblasti bylo spojeno s rizikem pasivniho zavezeni do Sokové
oblasti. V grafickém znazornéni vSak nejsou vidét veskeré udaje a pro dalsi zavéry o strategii

potkani v tloze AAPA by bylo vhodné kvantifikovat data jinym zptisobem.

Rozdil mezi skupinami samic TgF344 a F344 po aplikaci inhibitoru MO-I-500 je patrny
ivuloze otevieného pole, kde lze pozorovat signifikantni rozdil v rychlosti a ubéhnuté
draze, tedy v proménnych, které popisuji spontanni lokomoci. WT i TG samice, kterym byl
podavan inhibitor, dosahovaly dvakrat nizsi rychlosti (p<0,05) a ubéhly dvakrat kratsi trasu
(p<0,01) nez skupina, které bylo podavano vehikulum. Zaroveini se v obou téchto
parametrech ukazal rozdil genotypu, kdy TG samice dosahuji dvakrat vyssich hodnot nez
WT samice (p<0,01). TG samice svehikulem také vykazuji vyrazné delsi dobu pobytu
ve vnitini zoné nez WT skupina. BEhem 10min sezeni ¢ini tento rozdil zhruba 30 s. Dokonce
i WT skupina s vehikulem, jejiZ primérna pirekonana draha byla pomérné vysoka, stravila
ve vnitini zoné vyrazné krat$i dobu. Z uvedenych pozorovani se zd4a, Ze TG samice se vice
vénuji exploraci, a to i v mistech jako je vnitini prostor arény, kterd neposkytuji takovou
prirozenou ochranu. Tato skutec¢nost poukazuje na to, Ze TG samice nevykazuji takovou
miru thigmotaxe oproti WT skupiné. Nase vysledky, které ukazuji vétsi pohybovou aktivitu

TG skupiny, jsou ve shodé s dostupnou literaturou popisujici chovani TGF344-AD potkant
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a WT kontrol (Cohen et al,, 2013) a také s experimenty, které prokazuji del$i dobu explorace

nového prostiredi u potkanii s poSkozenim hipokampu (Save et al., 1992).

Vysledky z behavioralniho testovani samcti TgF344-AD, kterym byl podavan inhibitor
a vehikulum neprinesly mnoho signifikantnich rozdilt v testu otevieného pole, vyvySeného
kruhového bludisté a testu nuceného plavani. Jediny parametr, kde se projevil signifikantni
efekt latky MO-1-500 (p<0,05) byl vyssi pocet vstupli TG samct s inhibitorem do oteviené
¢asti bludisté EZM.

Test nuceného plavani neprobéhl podle standardniho protokolu (Yankelevitch-Yahav
etal, 2015), kdy je potkan prvni den umistén na 15 min do nadrZe a teprve druhy den
(po 24 h) je pfi 5min testovani v nadrzi nahravan a data jsou vyhodnocovdna pouze
z druhého dne pokusu. V nasem pripadé nebylo mozné z casovych diivodu provést 2 sezeni,

proto byli zvirata nahravana pti 15 min sezeni, které bylo nasledné celé analyzovano.

Z dlivodu velmi omezené dostupnosti zvifat s nepoSkozenym zrakem, byli samci
a samice TgF344-AD po aplikaci inhibitoru MO-I-500 testovani na riaznych pracovistich
avriznych casech. Pies snahu o zachovani co nejpodobnéjsich podminek testovani, véetné
zachovani stejného testovaciho protokolu, pouziti totoZnych ¢i identickych testovacich
aparatur, stejné miry osvétleni a v rdmci moZnosti stejné teploty mistnosti, nebylo mozné
zajistit zcela identické podminky testu. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli vysledky samcti

a samic neslucovat a pifimo neporovnavat statistickymi testy.

10.2 Vliv kalorické restrikce na projevy potkanti F344 v behavioralnich
testech

Rada studii prokazala ptiznivé Géinky kalorické restrikce na zdravi lidského organizmu.
Kaloricka restrikce je dobrou prevenci neurodegenerativnich onemocnéni a zlepsuje
kognitivni schopnosti (Mattson, 2019), Ize ji tedy povazovat za prostiedek zlepSeni
kognitivnich schopnosti (tzv. kognitivni enhancement). Vysledky z testovani potkanii F344
vuloze AAPA po dlouhodobé 7tydenni Kkalorické restrikci tyto poznatky potvrdily.
Z vysledk miiZzeme soudit, Ze obé skupiny prokazaly na hipokampu zavislé uceni, protoze
se dokazaly aktivné vyhybat mistu. Posledni den uceni v testu AAPA byl primérny pocet
vstupt do Sokové oblasti 8,8 u Ad lib skupiny a 4,5 u RF skupiny. Tento vysledek je plné
v souladu s oekavanim, nebot se jednalo o mladé dospélé jedince, kde nelze predpokladat
hipokampalni deficit. Pfesto byl pozorovan vyznamny rozdil mezi skupinami. Signifikantni

efekt diety byl pozorovan v parametru poctu Soki, kdy posledni den testovani dostala
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RF skupina o 75 % méné Sokl neZ Ad lib skupina. Pocet vstuptli do oblasti s elektrosoky byl
v pribéhu testovani u RF skupiny polovi¢ni aZ tretinovy neZ u Ad lib skupiny. Doby
do prvniho vstupu do zény byla prvni a druhy den testovani témér na stejné hodnoté,
ale béhem dalsich dni se rozdil prohluboval a posledni den testovani byla u RF potkanti tato
doba 2,5x del$i nez u Ad-lib potkant. Nejdelsi doba, po kterou se potkani dokazali vyhybat
Sokové z6né, byla zhruba o 3 min delSi u RF potkanti neZ u Ad lib potkani. Nejvyraznéjsi byl

tento rozdil 5. den testovani, kdy rozdil €inil 8,5 min.

Heatmapa pohybu potkanli varéné 6. den AAPA ukazuje, Ze RF potkani se dokazali
pribliZit zoéné s elektroSoky na mensi vzdalenost. To je prekvapivé opacna tendence oproti
vysledkiim z piredchoziho experimentu, kde se priznivy vliv inhibitoru projevil sniZenou
dobou pobytu v blizkosti Sokové oblasti. Zaroven se skutec¢nosti, Ze ziskali o0 75% méné Soki
nez Ad lib skupina, to mize znamenat, Ze RF skupina méla preciznéjsi predstavu o pozici

Sokového sektoru v porovnani s Ad lib skupinou.

V tloze otevieného pole vykazovali RF potkani signifikantné nizsi (o 46% méné)
ubéhnutou vzdalenost (p<0,0001) i rychlost (p<0,0001) a vyssi thigmotaxi - 0 72% méné
Casu stravili v centralni zéné (p<0,01) nez potkani s neomezenou dostupnosti. Vysledky
naseho pozorovani z testu otevireného pole se neshoduji s vysledky, které ziskali Carter et al.
(2009) u potkant F344xBN, podstupujicich kalorickou restrikci. MiiZze to byt zptsobeno
nizsim vékem naSich potkani, ktery v dobé testovani Cinil 4,5 mésice (3 mésice véku
na zacatku experimentu a 7 tydnt kalorické restrikce, testovani probihalo v 7. tydnu),
zatimco Carter et al. testovali nejmladsi skupinu ve véku 8 mésicti, a odliSnym zpisobem
navozovali kalorické restrikce. My jsme snizovali davku klasické potravy po dobu 3 tydnt
a nasledné udrzovali kalorickou restrikci po dobu dalsich 4 tydni. V jejich ptripadé zapocalo
snizovani kalorického prijmu o 10 % kalorického prijmu ve véku 14 tydnii potkana a trvalo

4 tydny, poté byli potkani drzeni na 60 % kalorického prijmu kontrolni skupiny.

10.3 Vliv kalorické restrikce na zmény exprese proteint sprazenych
s m®A drahou u F344 potkanu

Zajimalo nas, zda ovlivnéni kognitivnich funkci kalorickou restrikci, které bylo
prokazano pomoci behavioralnich tloh, miiZe byt asociovano se zménami v regulaci m°A
drahy. Zamérili jsme se na studium exprese proteinti m°A drahy v Kortexu a hipokampu.
V hipokampu je mozné pozorovat adultni neurogenezi, ktera miize byt podporena pravé
kalorickou restrikci (Hornsby et al, 2016). m°A regulace se navic také uplatiiuje v procesu

neurogeneze (Yoon et al, 2017; Wang et al,, 2018).
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Exprese proteinu FTO v kortexu byla signifikantné niZs$i u samct i samic podstupujici
kalorickou restrikci (p<0,01). V hipokampu nebyly nalezeny Zadné signifikantni zmény

exprese proteinu FTO.

Nase vysledky se liSi od studie, ktera nepopisuje zadny efekt kratkodobé diety
na expresi proteinu FTO v hypotalamu, mozecku ani rostralni ¢asti mozku, ktera obsahovala
kortex i hipokampus (McTaggart et al, 2011). Oba tyto vyzkumy byly navic provedeny
na mysich samcich C57BL/6], ktefi podstoupili pouze kratkodobou 18h kalorickou restrikeci.

Hladina proteinu METTL3 se v kortexu signifikantné zvySuje u RF samcl (p<0,05)
a v hipokampu nedochazi k signifikantnim zménam jeho exprese. Spolu se sniZenou expresi
FTO je pravdépodobné, Ze tato zména u samct vyvolava zvyseni hladiny metylace adenosinu

v mRNA. Tato hypotéza bude predmétem naSeho dalSiho vyzkumu.

V hipokampu jsme navic sledovali expresi protein YTHDF1, ktery je vyznamnym ¢tecim
proteinem méA s prokdzanym pozitivnim tc¢inkem na procesy neuroplasticity v hipokampu
(Shi et al., 2018). Pripadné zvyseni exprese tohoto proteinu by mohlo souviset se zlepSenim
kognitivnich funkci v testu AAPA. YTHDF1 vsak vykazoval pouze odliSnou hladinu exprese

v zavislosti na pohlavi, efekt diety nebyl prokazan.

Tyto vysledky naznacuji, Ze kalorickd restrikce miliZze byt spojena se zvySenim
aktivity m®A drahy v mozkové kiire. Nezjistili jsme vSak Zadnou souvislost mezi expresi
proteini mfA drahy a Kkalorickou restrikci v hipokampu. K prokazani piimé souvislosti
mezi kalorickou restrikci, zvySenou aktivitou mfA drahy a zlepSenim kognitivnich
schopnosti vSak bude nezbytné provést radu dalSich experimentli, vCetné stanoveni
hladiny méA v mRNA transkriptech a ontologické analyzy metylovanych transkriptl

epitranskriptomickymi metodami.
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11 Zaveér

Cilem této prace bylo ovérit vztah mezi mfA drahou a kognitivnimi schopnostmi
potkant TgF344-AD, animalnim modelem Alzheimerovy choroby. Tento model byl vybran
na zakladé souvislosti mezi dysregulaci m°A drahy a rizikem rozvoje kognitivnich poruch.
Hladina metylace byla ovlivnéna nepfimo farmakologickou inhibici RNA-demetylazy FTO

pomoci latky MO-1-500.

U transgennich potkant TgF344-AD bylo pozorovano zlepSeni kognitivnich schopnosti
v behavioralnich testech zaloZenych na prostorové orientaci (AAPA) po pétidennim
podavani inhibitoru MO-I-500. Inhibice proteinu FTO méla vliv i na rozdily v chovani v testu

otevireného pole a vyvySeném kruhovém bludisti.

Dalsi neptrimé ovlivnéni méA drahy bylo navozeno dlouhodobou kalorickou restrikci,
které byli vystaveni potkani F344 po dobu 6 tydnl. Omezeni piijmu potravy vedlo
ke zlepSeni kognitivnich funkci, jenZ se projevilo lepSimi vysledky v uloze aktivniho se
vyhybani mistu. Nasledna analyza exprese proteinli ukazala signifikantni zmény v hladiné
proteini m°éA drahy FTO a METTL3 v kortexu. V hipokampu, dalsi analyzované strukture,

nebyly pozorovany signifikantni zmény proteinti m°éA drahy.

NasSe vysledky potvrzuji vliv méA drahy na kognitivni funkce, ale pro plné porozumeéni
mechanismiim, kterymi méA draha ovliviiuje kognitivni schopnosti, je nutny dalsi vyzkum.
Ziskané vysledky ukazuji na m°A drahu a proteiny, které ji reguluji, jako na potencionalni

cile vyzkumu pfi studiu poruch kognitivnich funkci.
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Seznam pouzitych zkratek

20G
3‘UTR
5°UTR
AAPA
AD

Ad lib
ALKBHS
APOE
ApoE4
APP
APPsw
APS
AP
AB40
AP42
BCA
BDNF
BSA
CDS
CNS
CO,
CuSO45H,0
DNA
DTT
E2

E3

E4
ECM
EDTA
EZM
F344
FAB
Fe*
FST
FTO
H,0

2-oxoglutarat

3‘ neprekladana oblast

5 neprekladana oblast

uloha aktivniho vyhybani se mistu
alzheimerova demence

ad libitum; dle libosti

AlkB Homolog 5 protein

apolipoprotein E

alela epsilon 4 v genu pro Apolipoprotein E
amyloidovy prekurzorovy protein
amyloidovy prekurzorovy protein se Svédskou mutaci
ammonium persulfate, peroxodisiran amonny
beta-amyloid

beta-amyloid dlouhy 40 aminokyselin
beta-amyloid dlouhy 42 aminokyselin
bicinchoninova kyselina

brain-derived neurotrophic factor

hovézi sérovy albumin

kédujici sekvence

centralni nervova soustava

oxid uhli¢ity

pentahydrat siranu méd’natého
deoxyribonukleova kyselina

dithiothreitol

alela epsilon 2

alela epsilon 3

alela epsilon 4

extracelularni hmota

kyselina ethylendiamintetraoctova

elevated zero maze, vyvysend kruhova aréna
potkani kmen Fischer 344
buthionin-sulfoximin

zeleznaty kation

forced swim test, test nuceného plavani

Fat Mass and Obesity Associated Protein

voda
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HNRNPG
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IGF2BP1
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KM670/671NL
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InRNA
M146V
m'A
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MAPT
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METTL14
METTL3
MgCI2
mRNA
mTOR
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Na,C4H404
Na,CO;
NaCl
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0O,
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pre-mRNA

hematoencefalicka bariéra

5-hydroxymetylcytosin

heterogennni jaderny ribonukleoprotein
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G
hypothalamo-hypofyzarni osa
intracerebroventrikalni podani

Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1
intraperitonealni podani

kilodalton

Vir Like M°A Methyltransferase Associated protein

Svédskad mutace; dvojitd mutace se zaménou lysinu

a methioninu za asparagin leicin na pozici 670 a 671 v APP

light/dark; svételny cyklus
dlouhd nekodujici RNA
zameéna methioninu za valin na pozici 146 v presenilin 1
N1-metyladenosin

5-metylcytosin

N6-metyladenosin

N6,2’-0O-dimetyladenosin

7-metylguanosin

microtubule-Associated Protein Tau

mirna kognitivni porucha

Methyltransferase Like 14 Protein

Methyltransferase Like 3 Protein

chlorid hofenaty

mediatorova RNA

mammalian target of rapamycin, sav¢i cil rapamycinu
morrisovo vodni bludisté

vinan sodny

uhli¢itan sodny

chlorid sodny

neurofibrilarni klubka

kyslik

open field, test otevieného pole

zamena prolinu za leucin na pozici 301 v tau proteinu
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

primarni transkript mRNA
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PS1
PSIAE9
PSEN1
PSEN2
PVDF
RBM

RF

RNA
rpm
rRNA
r$9939609
SDS
SEM
SNP
SVCT1
SVCT2
T2D

TBS
TEMED
TG
TgF344-AD
TMES
tRNA
TSC1
Tween 20
WT
WTAP
XIST
YTHDCI1
YTHDC2
YTHDF1
YTHDF2
YTHDEF3
ZC3H13

presenilin 1

presenilinl s chybg&jicim exonem 9

presenilin 1

presenilin 2

polyvinylidenfluorid

motiv vazajici RNA

kaloricka restrikce

ribonukleova kyselina

otacka za minutu

ribozomalni RNA

jednonukleotidovy polymorfismus v misté 9939609
sodium dodecyl sulfat

sttedni chyba priméru

jednonukleotidovy polymorfismus
Sodium-dependent Vitamin C Transporter 1
Sodium-dependent Vitamin C Transporter 2
diabetes mellitus 2. typu

trisovy pufr
N,N,N*,N‘-tetrametyl-1,2-diaminometan
transgenni

transgenni model potkand odvozeny z kmene F344
homogenizacni pufr

transferovd RNA

tuberous sclerosis 1

polyoxyethylen sorbitan monolaurat

wildtype; nemutovana forma

Wilms Tumor 1 Associated Protein

inaktivaéni transkript specificky pro chromozom X
YTH Domain Containing 1

YTH Domain Containing 2

YTH N6-Methyladenosine RNA Binding Protein 1
YTH N6-Methyladenosine RNA Binding Protein 2
YTH N6-Methyladenosine RNA Binding Protein 3
Zinc Finger CCCH-Type Containing 13 protein
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