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ABSTRAKT

Alzheimerova choroba je podle Svétové zdravotnické organizace nejéastéjsi formou demence,
kterd vzniké v disledku ubytku mozkovych bunék. Zatimco diive postihovala predevsim lidi
star$i 65 let, dnes se stale Castéji objevuje 1 u Ctyficatnikl. Prvni pfiznaky se mohou projevit po
10 az 20 letech po zasazeni mozku Alzheimerovou chorobou. Mezi spoustéce této nemoci
odbornici fadi dédi¢nost, vlivy zivotniho prostfedi, virové a bakterialni infekce. Jednim
z klicovych znaku je hromadéni amyloidu beta, ktery svym hromadénim poskozuje nervové
bunky, coz vede k jejich trvalému odumirani. V této praci jsme se vénovali pfirodnim latkdm
extrahovanych z bézn¢ dostupnych dopliki stravy, které¢ maji podpofit kognitivni funkce.

Cilem této prace bylo stanovit vliv zenSenu, koralovce jezatého a apigeninu na viabilitu
bunéénych linii MCF-7, ND7/23, C57 BL6 a U87-MG. To bylo provedeno MTT testy, kde byla
ur¢ena hodnota LD50 kazdé¢ vybrané ptirodni latky na jednotlivé bunécné linie zvlast. Obecné
nejodolngjsimi buiikami byly bunky U87-MG, které dosdhly hodnoty LDS50 pouze
v pfitomnosti 25 puM apigeninu. Z testovanych bunécnych linii byly ND7/23 nejcitlivéjsi,
protoze u nich doslo k poklesu viability pod 50 % jako u prvnich pii dané koncentraci ptirodnich
latek. Z testl viability byly vybrany vhodné koncentrace pro dal§i méfeni, a tedy dalsi z cili
této diplomové prace, ovéfeni vlivu vybranych latek na expresi proteint spojenych s vyskytem
Alzheimerovy choroby. Jako proteinové markery tohoto onemocnéni byly vybrany TAU, IL-6,
IL-1B, TNF, Aktin-B a INFy.

Sledovani zmén exprese vybranych markerti bylo provedeno pomoci RT-qPCR. Bunécné linie
ND7/23 a U87-MG byly kultivovany s vybranymi latkami a AP po dobu tfi a Sesti dnili. Pouze
v ptipad¢ zenSenu doslo po Sesti dnech kultivace k signifikantné vyznamnému poklesu exprese
proteinu Tau a I1-6 pro bunécnou linii ND7. V pfipadé bunék U87-MG nebyly zjistény
signifikantné vyznamné hodnoty, ale pro kordlovce jezatého v Sesty den kultivace bylo pro
proteinu Tau naméfeno mirné zvySeni Ct hodnoty, tedy snizeni exprese Tau proteinu. Snizeni
exprese téchto proteinu jiz po Sesti dnech kultivace poukazuji na moznost vyuziti ZzenSenu a
koralovce jezatého pro piipadnou prevenci Alzheimerovy choroby a dalsi vyzkum
s dlouhodobou kultivaci.

Klicova slova: Alzheimerova choroba, ND7/23, U87-MG, ZenSen, apigenin, koralovec jezaty,
RT-PCR, Tau protein, amyloid beta (AB)

ABSTRACT

The World Health Organization states that Alzheimer's disease is the most common cause of
dementia, which is triggered by the degeneration of brain cells. It primarily affects individuals
aged 65 and older, but in recent years, it has increasingly been observed in population of people
around the age of 40. The first symptoms can appear 10 to 20 years after diagnosis. Experts
consider genetic predisposition, environmental factors, and viral or bacterial infections among
the triggers of Alzheimer's disease. One of the key hallmarks is the accumulation of beta-
amyloid, which damages nerve cells through its buildup, eventually leading to their permanent
death.



In this study, we focused on natural compounds extracted from commonly available dietary
supplements that are believed to support cognitive functions. The aim of this work was to
determine the effect of ginseng, lion’s mane mushroom (Hericium erinaceus), and apigenin on
the viability of MCF-7, ND7/23, C57 BL6, and U87-MG cell lines. This was conducted using
MTT assays, where the LD50 value of each selected natural substance was determined for each
cell line separately. In general, the most resistant cells were U87-MG, which reached the LD50
value only in the presence of 25 uM apigenin. The least resistant were the ND7/23 cells, which
reached LD50 the earliest among all tested lines.

Based on the viability tests, suitable concentrations were selected for further measurements and
thus another objective of this thesis: to evaluate the impact of the selected compounds on the
expression of proteins associated with Alzheimer's disease. The selected protein markers for
this condition were TAU, IL-6, IL-1pB, TNF, Actin-f, and IFNy.

Changes in expression of the selected markers were monitored using RT-PCR. The chosen
substances were cultured with ND7/23 and U87-MG cell lines for three and six days in the
presence of AB. Only in the case of ginseng there was a statistically significant decrease in Tau
and IL-6 protein expression observed after six days of cultivation in the ND7 cell line. In the
U87-MG cells, no statistically significant results were found; however, for lion’s mane
mushroom on the sixth day of cultivation, a slight increase in the Ct value for the Tau protein
primer was measured, indicating a decrease in Tau protein expression. This opens further
possibilities for future testing.

Keywords: Alzheimer's disease, ND7/23, U87-MG, ginseng, apigenin, lion’s mane mushroom,
RT-PCR, Tau protein, amyloid beta (Af)
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1. UVOD

Alzheimerova choroba patii mezi nejrozsitenéjsi neurodegenerativni onemocnéni na svété a
predstavuje nejcastéjsi pfi¢inu demence. Obvykle postihuje starsi jedince od 65 let, ale je stale
vice pozorovana i u mladsich pacientti piiblizné kolem 40 let. Typicky se projevuje zhorsenim
kognitivnich schopnosti, jako je pamét, mysleni i orientace. V soucasnosti bohuzel neexistuje
ucinnd lécba, mimo jiné i kvili tomu, ze pfesna pficina vzniku choroby stdle neni znama.
Priimérnd doba trvani Alzheimerovy choroby do diagndzy je 10 let, ale mize se projevit i po
20 letech od vzniku prvnich fyziologickych zmén v mozku, kdy pacient netrpi zadnymi
vyznamnymi problémy, pres ovlivnéni fungovani pii kazdodennich ¢innostech az po problémy
s béznymi zivotnimi aktivitami. Alzheimerova choroba neni v soucasné dobé¢ 1écCitelna a je
ireverzibilni [1, 2]. Odbornici zvazuji fadu moznych spoustécii a rizikovych faktorti. Mezi né
patii naptiklad dédi¢nost, vlivy Zivotniho prostfedi, riznd chronicka onemocnéni ¢i virové a
bakterialni infekce. Jednim z klicovych znakl Alzheimerovy choroby je hromadéni amyloidu
beta (AP) — proteinovych shlukt, které¢ poskozuji nervové bunky a vedou k jejich odumirani.
Akumulace neurotoxickych peptidi AP a Tau proteinu spousti kaskady, které vedou
k neurodegeneraci, neurozanétu, porucham synaptickych spojli, nerovnovaze neurotransmiterd,
ztrat¢€ neurontl a dendritickym zménam [3].

Bylinné 1é¢ivé prostredky maji dlouhou historii pouziti v tradi¢ni medicing€. Své misto maji pfi
zlepseni kognitivnich funkci a zmirnéni pifiznaki Alzheimerovy choroby, jako jsou ztrata
paméti a deprese. PrestozZe jejich vyuziti v moderni medicin€ pon¢kud ustupuje, nékteré rostliny
stale pfitahuji pozornost diky svym nootropnim (mozkové funkce podporujicim) a
neuroprotektivnim vlastnostem [4]. Bioaktivni latky v téchto rostlinach pusobi riznymi
zpiisoby — chrani neurony pfed oxidanim stresem, toxiny ¢i zanétem, podporuji jejich rist a
regeneraci a mohou zlepSovat pamét’, koncentraci 1 celkové duSevni zdravi. Volné prodejné
dopliky stravy, které¢ maji podporovat kognitivni zdravi, jsou na trhu hojn¢ dostupné a casto
obsahuji latky podporujici s funkei mozku, pamét’ a soustfedéni. PrestoZe nenahrazuji 1é€bu a
jejich ucinnost byva rtizna, nekteti lidé je vyuzivaji jako podptrny prostiedek zejména pfii
prevenci kognitivniho poskozeni [5].

Mezi vybrané ptirodni latky patfi naptiklad ZenSen, ktery je tradicné vyuZivany vice nez
5000 let a je jednim z nejlépe prostudovanych bylinnych 1ékt. Bioaktivni latkou v Zensenu
jsou ginsenosidy, které¢ maji neuroprotektivni ucinky a mohou snizovat produkci proteinovych
markerd Alzheimerovy choroby a APB. Bioaktivni latky ZzenSenu dokdZou pronikat
hematoencefalickou bariérou a maji tak potencial pro cilenou lécbu neurologickych
onemocnéni [6—8]. Dalsi potencialné t¢innym piirodnim doplitkem stravy a hojné vyuzivanou
houbou v ¢inské mediciné, je koralovec jezaty. Bioaktivni latky v této houbé¢ jsou naptiklad
erinaciny, zejména erinacin A, ktery stimuluje syntézu nervového ristového faktoru. Koralovec
jezaty je hojné studovan pro své ucinky na deprese, uzkosti a neurodegenerativni onemocnéni.
Posledni studie uvadi, ze aktivni latky kordlovce jezatétho mohou prochazet
hematoencefalickou bariérou, eliminuji bunéfnou smrt zplsobenou neurodegeneraci a
naznacuji, ze konzumaci mycelia koralovce jezat¢tho mohou byt oddaleny ranné ptiznaky
Alzheimerovy choroby [4, 9, 10]. Diky svému hojnému a dostupnému zastoupeni ve strave, je
flavonoid apigenin nad¢jny prostiedek pro dlouhodobou prevenci nebo oddéleni néstupu
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Alzheimerova onemocnéni. Vykazuje antiamyloidigenni UCinky a dokaze pronikat
hematoencefalickou bariérou, kde se tak dostavd do mozku pies krevni ob¢h. Je bohaté
zastoupen v nati petrzele, hefmanku, celeru a ¢erveném viné [11-13].

V soucasné dobé existuji pouze dvé tfidy schvalenych l1€ku k 1é¢bé Alzheimerovy choroby. Tyto
Iéky jsou ale u¢inné pouze k lécbé piiznakii, nikoliv k 1€¢bé onemocnéni. Alzheimerova
choroba se projevuje pomalu az po n¢kolika letech, kdy dojde k fyziologickym zménam v

wrwe

onemocnéni [ 14].



2. TEORETICKA CAST
2.1 Alzheimerova choroba

Podle tidaji Svétové zdravotnické organizace (WHO, z angl. World Health Organization) trpi
demenci pfiblizné 50 milioni lidi na celém svété a kazdy rok ptibyva asi 10 milionii novych
piipadii. Alzheimerova choroba (ACH), pojmenovand po Aloisi Alzheimerovi [14], je
70 % vSech ptipadl a postihuje predevs§im starSi ¢ast populace [6]. Jednad se o progresivni,
nevratnou a zrychlujici se mozkovou poruchu, kterd ma za nasledek ztratu kognitivnich
schopnosti. Dale vede ke zmén¢ chovani a postupné ztrat€ osobni autonomie [15]. Patogeneze
této choroby zlstava dodnes nejasnd [16, 17]. Je vSak dobfe znamo, Ze chybné skladani a
aglomerace proteinovych agregiti v mozku spousti patogenezi. Alzheimerova choroba je
charakterizovana patologickymi znaky, a to intracelularnim ukladanim nadmérné
fosforylovaného proteinu Tau, ktery podporuje tvorbu neurofibrilarnich shlukd,
extracelularnimi agregaty peptidu AP ve formé neurotickych plaki a ztrata synaptickych
spoju [18]. Ukladani amyloidu beta, uloZzeného ve form¢ amyloidniho plaku v hipokampu,
vede ke vzniku nerozpustnych agregatii, coz mize zpuisobovat mitochondridlni poskozeni a
synaptickou dysfunkci neuronti [19]. Biomarkery oxida¢niho stresu nelze u Alzheimerovy
choroby klinicky testovat kviili nutnosti odbéru vzorku ze zdroje, tedy z mozku pacienta. Mezi
kognitivni biomarkery Alzheimerovy choroby se fadi ztrata paméti, problém pii planovani nebo
feSeni ukoll, zdména ¢asu nebo mista, potize s porozuménim vizualnich obrazi, problémy se
slovy, mluvim a psanim [20].

Amyloidovy prekurzorovy protein (APP) hraje zasadni roli jako receptor zapojeny do regulace
tvorby synapsi, v transportu zeleza a neuroplasticité [21]. APP je v pfitomnosti - a y-sekretaz
proteolyticky St€pen na rozpustny amyloid beta sestavajici se ze 40 aminokyselin a nerozpustny
amyloid beta sestavajici se ze 42 aminokyselin [22]. V disledku toho dochazi k tvorbé
charakteristickych extracelularnich amyloidnich plakfi, coz vede k poSkozeni synapsi [23].
Hromadéni téchto plakd je pravé jednim z definujicich ryst Alzheimerovy choroby a
piedpoklada se, ze naruSuje bunécnou funkci a spousti neurodegeneraci. Vyzkumy prokazuyji,
7e hromadéni amyloidnich plakl nastadva jiz desitky let pfed prvnimi projevy Alzheimerovy
choroby. To naznacuje, ze akumulace amyloidu beta je jednim z prvnich procesii tohoto
onemocnéni, ktery spousti kaskddu neurodegenerativnich zmén. Dal§im piedpokladem je, ze
AB hraje roli ve Spatném skladani a agregaci proteinu Tau, ktery také patii mezi klicové faktory
Alzheimerovy choroby. Hladiny amyloidu beta v mozku 1ze mé&fit pomoci riznych biomarkert,
coz zng Cini dilezity cil pro diagnostiku [19, 24]. V pfipadé Alzheimerovy choroby
agregované¢ plaky AB obsahuji kovoveé ionty. Méd’ je v mozku piitomna v relativné vysokych
hladindch a AB muze chelatovat kovové ionty, ¢imz se AB-méd’ stavd pifimym zdrojem
reaktivnich forem kysliku (ROS) [25]. Obrazek 1 znazornuje strukturu ¢asteéné sloZené¢ho
amyloidu beta.
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Obrazek 1: Casteéné slozena struktura A ve vodném prostiedi [26].

Né&kolik molekularnich drah se podili na aktivaci imunitnich reakci v mozku, coZ vede
k uvolovani prozanétlivych cytokini, jako je TNF-a a interleukini (IL). Tyto cytokiny
pfispivaji k ukladdni amyloidu beta, coZ nasledn¢ vede k synaptické dysfunkci [27].
Interleukiny, pfedev§im interleukin-1-beta (IL-1B), hraji vyznamnou roli v imunitni odpovédi
organismu. IL-1B je produkovan primarné aktivovanymi imunitnimi bunkami, jako jsou
makrofagy a mikroglie, v dusledku reakce na infekci nebo jiné zanétlivé signaly. K neurozanétu
pfispivaji interleukiny aktivaci dalSich imunitnich buné¢k, naptiklad mikroglii, které podporuji
uvoliovani dalSich zanétlivych molekul. Studie prokézaly, ze IL-1B negativné ovliviiuje
synaptickou plasticitu a kognitivni funkce, v€etné uceni a paméti. Tyto mechanismy ¢ini IL-13
zasadnim medidtorem zanétlivé odpovédi pii Alzheimerové chorob€. DalSim klicovym
interleukinem s podobnymi vlastnostmi je IL6, ktery je vysoce exprimovan u pacientl
s Alzheimerovou chorobou. Pfispiva k akumulaci amyloidu beta a kognitivnimu poklesu [28].

TNF, tumor nekrotizujici faktory, jsou skupina prozanétlivych cytokint, které hraji vyznamnou
roli vimunitni odpovédi téla. Existuji ve formach TNF-a a TNF-B, ale TNF-a je zvlasté
vyznamny v souvislosti s Alzheimerovou chorobou. TNF-a je produkovan imunitnimi buiitkami
a pusobi jako signdlni molekula, ktera reguluje zanét uvoliiovanim jinych cytokint, ovlivituje
preziti bunck, diferenciaci a apoptdzu. ZvysSené hladiny TNF-a jsou spojeny s kognitivnim
poklesem a neurodegeneraci [29, 30]. Dale ovliviiuje hematoencefalickou bariéru tak, Ze ji ¢ini
propustnéjsi, coz umoziiuje prostup vétSimu mnoZzstvi Skodlivych latek. V neposledni fadé
naruSuje TNF-a procesy, které jsou nezbytné pro uceni a pamét’. Veskeré tyto vlastnosti délaji
z TNF-a klicovy cytokin, ktery pii spravné hladiné pfispiva k imunitni regulaci, pfi zvySené
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hladin¢ ale vede k neurozanétlivym procesim u Alzheimerovy choroby a fidi progresi tohoto
onemocnéni [31].

Dalsim vyznamnym cytokinem pfi Alzheimeroveé onemocnéni je IFNy, neboli interferon-gama.
Je primarné produkovany imunitnimi T bunikami. Hraje klicovou roli v modulaci imunitni
odpovédi, zejména pii aktivaci makrofagti [32]. IFNy je zasadni pro boj s virovymi,
bakterialnimi infekcemi a nékterymi nddorovymi interakcemi. U neurozanétlivych stavi, jako
je Alzheimerova choroba, se IFNy podili na aktivaci mikroglii a indukci produkce zanétlivych
mediatort. Jednd se o kriticky imunitni modulator, ktery hraje vyznamnou roli pfi poskozeni
neuront [33, 34].

Nedavné studie naznacuji potencialni propojeni aktinu-f, coz je protein zapojeny do struktury
a pohybovych vlastnosti bun¢k, s Alzheimerovou chorobou prostfednictvim jeho role
v cytoskeletu. Jednd se o jednu z izoforem aktinu a hraje zdsadni roli v udrzovani cytoskeletu,
ktery dava buiikdm tvar a umoznuje jejich pohyb [35]. U Alzheimerovy choroby je hlavnim
charakteristickym rysem cytoskeletalni dysfunkce. Aktinova vlakna, jejichz soucasti je aktin-B,
jsou zésadni pro zdravi a stabilitu neuronti. Naruseni aktinového cytoskeletu muze ptispéct
ke kognitivnim deficitiim a interakci s Tau proteinem pfispiva k tvorbé klubek a poskozeni
neuront. Aktin-f je také rozhodujici pro spravnou funkci synapsi. V piipadé Alzheimerovy
choroby je synaptickd dysfunkce Castym jevem, ktery vede ke ztrat¢ paméti a poSkozeni
kognitivnich funkci [36]. Studie prokéazaly, Ze amyloidni plaky mohou ovlivnit dynamiku
aktinu, destabilizovat aktinova vldkna v neuronech a naruSovat cytoskeletalni integritu.
Zménéna regulace aktinu v neuronech byla spojena s patologickymi zmé&nami pozorovanymi u
pacientll s Alzheimerovou chorobou. Akumulace Amyloidu beta vede k naruSeni bunééného
transportu a neurondlni degeneraci [37].

Obrazek 2 znazornuje porovnani fyziologické struktury mozku a neuronti ve zdravém mozku a
v ptipad€ Alzheimerovy choroby.
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Obrazek 2: Fyziologicka struktura mozku a neuronti a) ve zdravém mozku a b) v mozku zasazeném

Alzheimerovou chorobou [14].

Oxida¢ni stres hraje klicovou roli vrozvoji Alzheimerovy choroby 1 jinych
neurodegenerativnich onemocnénich. Citlivost neuronii k oxidaci je vysoka diky vysokému
obsahu polynenasycenych mastnych kyselin v bunéénych membranéch, slabé oxida¢ni obrané
a vysoké spottebé kysliku nervovymi bunikami [3, 38].

2.1.1 Uloha hematoencefalické bariéry v Alzheimerové chorobé

Hematoencefalickd bariéra (BBB, zangl. blood-brain barrier) je rozhrani mezi krevnim
ob¢hem a centralni nervovou soustavou (CNS), které zajistuje striktni kontrolu vymény latek
mezi krvi a mozkovou tkani. Diky této schopnosti hraje klicovou roli v udrZzovani homeostazy
mozku, jeho ochrané pted toxickymi latkami a patogeny a v regulaci transportu Zivin a ionti.
Hematoencefalicka bariéra se sklada z n¢kolika dulezitych struktur, pfedevsim z endotelovych
bunék, které tvoii tésné spoje zabranujici priniku latek. DalSimi soucastmi jsou bazalni
membrana zajist'ujici stabilitu bariéry, pericyty regulujici jeji propustnost, astrocyty podporujici
jeji vyvoj a funkci a mikroglie, které ptispivaji k imunitni ochrané¢ CNS [39]. To je zasadni pro
ochranu ptfed Skodlivymi latkami, zménami ve sloZeni krve a rozkladem koncentracnich
gradientt [40, 41].

Hematoencefalickd bariéra vykazuje rizné mechanismy transportu, mezi které patii pasivni
diftize lipofilnich molekul, aktivni transport specifickych latek jako je glukéza, receptoroveé
zprostiedkovany ptenos naptiklad inzulinu nebo leptinu a endocytoza vétSich molekul [42].
Tyto mechanismy umoziiuji pfesnou kontrolu ptfenosu latek do mozku a z né&j. Tato bariéra
omezuje prunik vétSiny 1é¢iv do mozkové tkané, coz komplikuje ucinnou terapii. Tésné spoje
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mezi endotelovymi bunkami a selektivni transportni mechanismy brani pienosu terapeutik,
ktera by mohla pfimo ovlivnit patologické procesy v mozku [43].

Vyznamny potencial maji také prirodni latky, jako je kurkumin nebo resveratrol, které disponuji
vyuziti genové terapie, ktera umoziuje dorucit terapeutické geny piimo do CNS pomoci
vektorti prekonavajicich BBB. V poslednich letech bylo dosazeno vyznamného pokroku,
napfiklad pfi pouziti transportérti, jako jsou receptory pro inzulin, k vazani 1éCiv a jejich pfenosu
do mozku. Rovnéz se testuji terapeutické piistupy zamétrené na regeneraci hematoencefalické
bariéry u neurodegenerativnich onemocnéni, kde byva bariéra Casto narusena [40].

2.2 G-kvadruplexy

V souvislosti s vyskytem Alzheimerovy choroby jsou zvlasté zajimavé sekundérni struktury
DNA, a to G-kvadruplexy (G4) [44]. G-kvadruplexové struktury jsou slozeny z nékolika
guaninovych kvarterii, nejjednodussi vznika ze dvou, kde kazdy je tvofen ¢tyfmi guaniny [45].
Jednotlivé kvartety jsou stabilizovany monokovaletnim kationtem ve stiedu tetrad [46]. G-
kvadruplexy se podileji na regulaci procesi DNA a RNA, jako je replikace, transkripce,
translace, lokalizace RNA a degradace. Nedavné studie prokdzaly, ze se G-kvadruplexy
v n¢kterych ptipadech tvoii jako disledek stresu v eukaryotickych bunkach [47]. Za
nestresovych podminek byly G-kvadruplexy z velké ¢asti rozlozeny, ale po navySeni vlivu
stresovych podminek doslo k jejich slozeni. Tyto poznatky pfinasSeji moznost, Ze by se G-
kvadruplexy mohly formovat za zvySenych a chronickych stresovych podminek vlivem starnuti
a pritomnosti Alzheimerovy choroby v lidském mozku. To by vedlo k abnormalné vysokym
hladindm G-kvadruplexti u starSich dospélych osob [48].

Ze vSech identifikovanych G-kvadruplexovych struktur se zvlastni pozornost v ptipadé
Alzheimerovy choroby vénuje péti a Sesti tetrddovym G-kvadruplexiim, které jsou za
fyziologickych podminek stabilni. Tato stabilita naznacuje jejich potencialni roli v regulaci
gend spojenych s neurodegeneraci. V lidském mozku byly G-kvadruplexy identifikovany v
genech, jako jsou ALOXS, ATF1, CCNB2 a AEBPI1, které maji pfimou nebo nepiimou
souvislost s Alzheimerovou chorobou [49]. ALOXS je gen kodujici enzym zapojeny do
metabolickych drah zanétlivych procesi, které hraji kli¢ovou roli v neuroinflamaci — jednom z
hlavnich faktorti progresivniho poSkozeni mozku u pacienti s Alzheimerovou chorobou.
AEBP1 byl spojen s adipogenezi a neurodegeneraci, zatimco CCNB2 ovliviiuje regulaci
bunécného cyklu, jehoz naruseni miize vést k patologickym procestim v nervové tkani [50, 51].

Diky své stabilité a umisténi v regulacnich oblastech téchto geni mohou péti a Sesti skladané
G-kvadruplexy vyznamné ovliviiovat expresi klicovych faktort Alzheimerovy choroby. Mohou
fungovat jako transkripcni brzdy, které tlumi expresi urcitych gend, nebo naopak jako
aktivatory, pokud interaguji s regula¢nimi proteiny. Tato jejich vlastnost z nich ¢ini potencialni
terapeuticky cil, protoze modulace jejich stability by mohla ovlivnit progresi neuro-
degenerativnich onemocnéni [49].

Studie potvrzujici stabilitu téchto struktur naznacuji, ze budouci vyzkum by se mél zaméfit na
vyvoj molekularnich néstrojli, které by mohly selektivné stabilizovat nebo destabilizovat
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G-kvadruplexy v klicovych genech. To by mohlo oteviit nové moznosti v 1€cbé Alzheimerovy
choroby, at’ uz prosttednictvim malych molekul, které by cilily na specifické G4 struktury, nebo
prostiednictvim genové terapie zamétené na ovlivnéni jejich tvorby [50, 52].

Pro vyuziti G-kvadruplext byly v této praci vyuzivany oligonukleotidy, které reprezentu;ji
prislusné struktury. Napiiklad oligonukleotid hTel reprezentuje podminky piitomné v lidskych
telomerach. To jsou koncové ¢asti chromozomt, které se pii1 bunécném déleni zkracuji kvili
neschopnosti enzymu telomerdzy syntetizovat konce linearnich nukleovych kyselin a maji
vysoké hodnoty pravdépodobnosti tvorby G-kvadruplext [53]. Dalsi strukturou, ktera je zndma
pro vyskyt G-kvadruplexii je protoonkogen cMYC, ktery je u lidi kdédovan genem MYC a je
¢lenem rodiny transkrip¢nich faktord Myc. Oligonukleotid mycPU21 reprezentuje strukturu
tohoto genu, ktery je zndmy tim, Ze jeho sekvence vytvaii kvartérni struktury [54].

2.3  Bunécné linie

Bunééna linie ptfedstavuje kulturu bunék, které maji v ptipad€ nadorovych linii prakticky
neomezenou Zivotnost a schopnost neomezeného bunééného deleni. Tento typ kultury vznika z
bunécnych kmenii procesem transformace nebo mohou byt izolovany piimo z zivé tkang,
napiiklad nadorové bunky, u kterych dochazi k selhdni mechanismi regulujicich bunéény

cyklus. Ptrikladem mohou byt HeLa bunky, izolované v 50. letech 20. stoleti z karcinomu
délozniho hrdla Henrietty Lacksové [55].

2.3.1 Neurony

Neurony jsou specializované buniky v nervovém systému, odpovédné za pienos informaci
prostiednictvim chemickych signald. Skladaji se ze tii hlavnich ¢asti. Z téla bunky (soma),
dendritt, které pfijimaji signaly, a axontl, které vysilaji signaly do jinych neuront nebo svalt.
Hraji kli¢ovou roli pfi zpracovani a sdélovani informaci v celém téle [56]. Jednim z problémi
kultivace neuronovych bunék je to, Ze zralé neurony neproliferuji.

Kviili neschopnosti déleni nervovych bungk se pfti jejich studiu vyuZivaji bunécné linie podobné
neurontim nebo nadorové nervové bunky. Tyto modely hraji kli€ovou roli v pokroku pfi studiu
neurodegenerativnich onemocnéni [57]. Studiem téchto bunéénych modeli mlze dojit
k lepSimu porozuméni zdkladnim mechanismiim onemocnéni, jako je Alzheimerova,
Parkinsonova nebo Huntingtonova choroba [56]. Neuronové modely poskytuji platformu pro
testovani ti€innosti potencidlni 1é¢by a pochopeni toho, jak neurony reaguji na rizné chemické
latky a slou€eniny. Tyto modely 1ze také manipulovat, aby napodobovaly riizné zmény podobné
onemocnéni, coZ umoznuje studium patologickych zmén spojenych s neurodegenerativnimi
chorobami [58].
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Obréazek 3: Grafické znazornéni stavby neuronu [59].

Alzheimerova choroba je charakterizovana progresivni ztratou neuronti a synapsi v mozku.
Spojeni mezi neurony a timto onemocnénim je charakterizovano predevsim degeneraci neuronti
v oblastech mozku odpovédnych za pamét’ a kognitivni funkce [60].

2.4  Prirodni latky s neuroaktivnimi ucinky

ey e

a u¢inna. V posledni dobé& se ale od jejich vyuziti upousti. Mnohé rostliny a jejich slozky se
doporucuji v tradi¢nich 1ékatskych postupech ke zlepSeni kognitivnich funkci a ke zmirnéni
pfiznakli Alzheimerovy choroby, jako jsou ztrata paméti ¢i deprese. Obvykle se doporucuje
jedna bylina nebo smés vice bylin v zavislosti na slozitosti stavu pacienta. Divodem
kombinovani bylin je, Ze bioaktivni latky pfitomné v jedné byliné mohou modulovat aktivitu
jinych slozek ze stejné nebo jiné byliny. Rostliny, které jsou povazovany za nootropika (latky
podporujici kognitivni funkce), maji fadu vlastnosti, které mohou zlepsit pamét’, koncentraci,
uceni a kreativitu [4, 5, 61].

Tyto vlastnosti jsou zalozeny na jejich aktivnich chemickych latkach, které pulisobi
prostiednictvim rtiznych fyziologickych mechanismii ke zlepSeni duSevniho zdravi, paméti,
soustfedéni a celkového zdravi mozku. Mnoho rostlinnych nootropik obsahuje silné
antioxidanty, které chrani mozkové bunky pted oxidacnim stresem zpisobenym volnymi
radikaly. Tento typ ochrany je zdsadni, protoze pravé oxidacni poskozeni je spojeno s poklesem
kognitivnich funkci a rozvinutim neurodegenerativnich poruch, jako je pravé Alzheimerova
choroba. Rostliny, které vykazuji neuroprotektivni vlastnosti, pomahaji chranit neurony pted
poskozenim zpisobenym toxiny nebo zanétem. Pomadhaji tak zachovavat strukturu a funkci
mozku v pribéhu Casu. Nékteré rostliny stimuluji produkci proteind, lipidit a nukleovych
kyselin, které jsou nezbytné pro rust a opravu neurond. To je nezbytné dilezité k udrzeni
zdravého mozku a opravu poskozeni, které je zpisobeno starnutim nebo zranénim [4, 62, 63].

Dtivodem volby nize uvedenych rostlin je jejich dlouhé historické vyuziti v tradi¢ni medicing
v souvislosti s poruchami paméti a zlepSeni celkovych kognitivnich vlastnosti.
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2.4.1 ZenSen

Nazvem zenSen oznaCujeme koteny nékolika druhi rostliny rodu Panax, které jsou zndmé pro
své 16¢ivé vlastnosti. ZenSen je vysoce cenéna rostlina v tradiéni medicing, jejiz vyuziti se
datuje jiz pred 5000 lety. Dva nejcastéj$i druhy jsou korejsky zenSen (Panax ginseng) a
americky Zensen (Panax quinquefolius). Zensen byl rozsahle studovan pro své Géinky na riizné
zdravotni stavy a je povazovan za jeden z nejvice prozkoumanych bylinnych doplika [7].
Béhem poslednich let védecké studie, preklinické a klinické testy podpofily pfiznivé ucinky
zenSenu na centralni nervovy systém [8].

Zengen byl studovan pro své potencialni piinosy v piipadé 1éeby ¢&i prevence Alzheimerovy
choroby diky svym neuroprotektivnim vlastnostem. Vyzkumy ukazuji, Ze ZenSen mlze mit
pfiznivy vliv na kognitivni deficity u pacienti s Alzheimerovou chorobou. Daéle bylo
prokazéano, Ze ZenSen snizuje neurotoxicitu spojenou s amyloidy beta a Tau proteiny, které jsou
klicovymi ptispévateli k patologii Alzheimerovy choroby [7].

Zensen a jeho vztah k hematoencefalické bariéie se opirda o vyzkumy zaméfené na jeho
bioaktivni slozky, zejména ginsenosidy. Studie naznacuji, ze nékteré slozky zenSenu mohou
ptekonat hematoencefalickou bariéru a mit neuroprotektivni ucinky. Bylo zjisténo, Ze
ZenSenove nanocastice podobné exozomiim efektivné pronikaji hematoencefalickou bariérou a
hromadi se v mozkové tkani, zejména v oblastech postizenych neurologickymi poruchami, jako
je Alzheimerova choroba nebo gliomy [64]. To naznacuje potencidlni vyuziti zenSenu v 1€¢bé
téchto onemocnéni, naptiklad jako nosice pro cilenou terapii. Celkové vyzkum potvrzuje, Ze
zensen muze ovlivnit mozkové procesy, coz otevira moznosti pro jeho vyuziti v neurovédach a
medicing [65].

Produkty obsahujici ZenSen jsou populdrné oznacované v alternativni medicingé jako
adaptogeny. Jsou znamé pro udajné navySeni odolnosti vici fyzickému, chemickému a
biologickému stresu a buduji obecnou vitalitu. Hlavnimi G¢innymi latkami v ZenSenu jsou
ginsenosidy, coZ jsou triterpenové saponiny [66]. Diky svym jedine¢nym piiznivym G¢inkiim
se zenSen stal cennou soucasti tradi¢ni ¢inské mediciny [67].

24.1.1 Ginsenosidy

Jednou z hlavnich U¢innych latek ZenSenu je ginsenosid Rgl, ktery pfitahuje pozornost
piedevsim v prevenci neurologickych poruch, zejména demence a deprese. Bylo prokazano, ze
ginsenosid Rgl ovliviiuje Alzheimerovu chorobu v riznych fazich jejiho vyskytu, zejména
v Casnych a stfedné pozdnich fazich. Béhem ¢asné faze mize mirnit ptiznaky Alzheimerovy
choroby zvySenim exprese synaptického proteinu, podporou riistu axond, inhibici tvorby AP a
nadmérnou fosforylaci Tau proteintl. Tyto kroky napomahaji zmirnit tvorbu amyloidnich plaka
a neurofibrilarnich klubek, které jsou patologickymi znaky Alzheimerovy choroby [68].

Ginsenosid Rgl prokazuje potencialni terapeutické piinosy v riznych fazich této choroby, coz
z n&j ¢ini kandidata pro dal$i klinické zkoumani a vyvoj 1€ki. Dalsi vyznamnou aktivni latkou
je ginsenosid Rbl, ktery vykazuje antioxidacni, protizdnétlivé, neuroprotektivni vlastnosti a
déle vykazuje potencial u kardiovaskularnich a neurologickych onemocnénich. V neposledni
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fad¢ je dalsi aktivni latkou zenSenu i1 ginsenosid Rg3. Obrazek 4 znazornuje chemickou
strukturu ginsenosidu Rgl.

Obrazek 4: Chemicka struktura ginsenosidu Rgl [69].
2.4.2 Koralovec jezaty

Koralovec jezaty, Lion's mane nebo Hericium erinaceus, je jedld houba vyskytujici se
piedevsim ve vychodni Asii. Je Siroce vyuzivana jako potravina a jako rostlinny 1€k v tradi¢ni
¢inské medicing. V poslednich letech se kordlovec jezaty pouziva ve studiich v souvislosti s
uzkostmi a depresi [9]. Rizné slouceniny izolované ztéto houby indukuji expresi
neurotrofickych faktorti, jako jsou nervové rustové faktory [70]. Studie naznacuji, ze aktivni
latky této houby mohou projit hematoencefalickou bariérou a ptispivaji tak k neuroprotektivni
funkci v centrdlnim nervovém systému. To aktivnim latkdm umoZznuje uplatnit své
neuroprotektivni ucinky pifimo v mozku, coz je vlastnost s vysokym potencidlem pro
terapeutické aplikace. Aktivni slouceniny v koralovci jezatém stimuluji syntézu nervového
rastového faktoru, ktery je rozhodujici pro preziti a udrZeni neurontll a jeho nedostatek vede
praveé k onemocnénim jako je Alzheimerova choroba [10, 71]

Klinické studie ukazuji, ze konzumace mycelia kordlovce jezatého by mohla zabranit Casnym
symptomim Alzheimerovy choroby, coz pfispiva k jeho potencidlu jako bezpecného a
ucinného doplitku stravy [72, 73]

Hlavni aktivni skupinou latek v koralovci jezatém jsou erinaciny. Erinacin A, hlavni zastupce
erinacinove skupiny, mé prokdzany zesilujici ti€inek na syntézu nervovych ristovych faktort
in vitro. Toto zvySené mnozstvi nervovych rastovych faktorti vyrazné zvySuje viabilitu neuronti
v riznych oblastech mozku zvifecich modeld. Mnohé preklinické studie naznacily, Ze erinacin
A je ucinny pii eliminaci bunécné smrti vyvolané neurodegenerativnim onemocnénim [74, 75].
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Obrazek 5: Chemicka struktura erinacinu A [76].
2.4.3 Apigenin

Apigenin, také 4',5,7-trihydroxyflavon, je flavonoid patfici do skupiny pfirozené se
vyskytujicich polyfenolt [11]. Je hojné obsazen v petrZeli, hefmanku, celeru, dale je soucasti
cerven¢ho vina a piva [13]. Tato bioaktivni latka vykazovala aktivity, které naznacuji
vyznamnou roli v prevenci proti Siroké Skale chronickych chorob [12]. Ptsobi jako lapac
volnych radikald a vykazuje antimutagenni a protizanétlivé ¢inky, miZe ovliviiovat signaliza¢ni
drahy spojené s prezitim neurontl a snizenim oxida¢niho stresu, coz by mohlo zpomalit progresi
neurodegenerace. Jeho potencidlni terapeutické vyuziti u Alzheimerovy choroby se tedy opira
o schopnost snizovat zanét a chranit nervové bunky pred poSkozenim [77, 78].

V piirodé se vyskytuje v &isté i glykosylované formé. Cisty apigenin je relativné nestabilni
kvili vysokému poctu hydroxylovych skupin, coz urychluje proces jeho degradace. Ve své
glykosylované¢ formé¢ ma lepsi rozpustnost ve vode. Tento fakt je potfeba brat v tivahu pfi
extrak¢nich metodach vyuZzivanych pro vyrobu 1é¢iv z rostlinnych zdroji bohatych na apigenin.
Ve své Cisté forme je apigenin Zluta krystalicka latka, ktera je téméf nerozpustnd ve vodé, ale
dobfte rozpustna v ethanolu, DMSO a DMF [79].
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Obrazek 6: Chemicka struktura apigeninu [80].

Apigenin je po absorpci do traviciho traktu schopen dostat se do mozku obéhovym systémem,
kde miize projit hematoencefalickou bariérou [80-82]. Ne&kolik piirodnich bioaktivnich
slou€enin, v¢etné apigeninu, slouZzicich pro zlepSeni paméti a uceni, bylo oznaceno za slibné
kandidaty pro dalsi 1écbu pacientli s Alzheimerovou chorobou [83]. Apigenin je také aktivni
potencidlem pfi prevenci této choroby. Dietni dostupnost apigeninu by mohla piedstavovat
uspésnou dlouhodobou 1écbu k oddéaleni nastupu symptomtii nebo pied samotnym vznikem
onemocnéni [84].

2.4.4 Fluorescenéni Thioflavin T test

Thiflavin T (ThT) je benzothiazolova siil ziskana methylaci dehydrothiotoluidinu methanolem
v pfitomnosti kyseliny chlorovodikové. Barvivo je Siroce vyuZivano k vizualizaci a kvantifikaci
ptitomnosti chybné sloZzenych proteinovych agrefatd, neboli amyloidd, a to jak in vitro, tak in
vivo, naptiklad plaky AP v mozcich pacientii s Alzheimerovou chorobou. Kdyz se ThT vaZe na
struktury bohaté na B-listy (typ prostorového uspofadani proteinu) jako jsou ty v amyloidnich
agregatech, barvivo vykazuje zvySenou fluorescenci [85, 86].

Pted navdzanim na amyloidni fibrilu emituje Thioflavin T slabé kolem 427 nm. Pfi excitaci pii
450 nm produkuje Thioflavin T silny fluorescencni signal pii pfiblizné 482 nm po navazani na
amyloidy [87].

Obrazek 7: Molekula Thioflavinu T [88].
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Thioflavin T se déle casto vyuziva jako fluorescecni svételnd sonda pro identifikaci
vytvofenych G-kvadruplexii. Po vazb¢ na kvartérni struktury se stava siln¢ fluorescentnim a
vyuziva se tak jako rychly test k ovéteni jejich pritomnosti. Schéma testu znézorituje Obrazek

8.
Q.
e,
or
G4 ds

Obrazek 8: Princip ThT testu za pouziti Thioflavinu T. Fluorescence ThT je zesilena pfi interakci s G-
kvadruplexem. V ptipadé nizkého fluorescencniho signalu se v sekvenci pravdépodobné G-kvadruplex
nenachazi [85].

Thioflavine T (ThT)

>

25 PCR

Polymerazova fetézova reakce je Siroce pouzivand technika molekularni biologie, ktera
umoznuje amplifikaci specifickych sekvenci DNA. Tento proces umoziiuje tvofit velké
mnozstvi kopii urcitého segmentu DNA z malé¢ho pocate¢niho vzorku, coz se uplatni naptiklad
pfi studiu a analyze DNA.

Féze jednoho amplifikacniho cyklu jsou tedy denaturace, ktera probiha 10-30 sekund pii teploté
94-98 °C. Pii této teploté dochdzi k rozruseni vodikovych vazeb a tim dojde k rozdé€leni
dvouretézcového vlakna. Naslednym krokem je hybridizace primert, kterd probiha 30-
60 sekund pfti 50-68 °C. V tomto kroku nasedaji specifické primery na jednovlaknovy fetézec.
Teplota hybridizace primerti je odvozena od jejich teplot tani, pficemZ by teplota samotné
hybridizace méla byt o 2-5 °C nizsi. Poslednim krokem je syntéza nového fetézce, kterd probiha
béZzné pii 72 °C zhruba 15 sekund na 1 kbp. Zde dochazi pomoci DNA polymerazy k syntéze
DNA ve sméru 5'>3' od mista nasednuti primert.

Kvantitativni nebo real-time PCR (qPCR) se bézn¢ vyuziva ke kvatifikaci hladin mRNA, coz
umoziuje posoudit, jak jsou geny exprimovany za ruznych podminek nebo oSetieni, coz
poukazuje na hladiny vyslednych proteinti. Déle se vyuziva pfi studiu regulace genové exprese
a ucinkd riznych podnétii na hladiny RNA [89].

V tradi¢ni PCR se detekce a kvantifikace amplifikované sekvence provadi na konci reakce a
zahrnuje analyzu, jako je gelova elektroforéza a analyza obrazu. V kvantitativni PCR v realném
case (real-time PCR) se produkt méfi v kazdém cyklu [90, 91]

PCR ma S§iroké spektrum vyuziti, pfedev§Sim v oblasti genovych technologii, klonovani,
sekvenovani, analyze DNA, dale v medicin¢ slouzi k detekci patogent u infekénich chorob
nebo genetickych mutaci. PCR nachazi vyuziti 1 ve forenznich védach, enviromentdlnim
testovani a dalsi [92].
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2.5.1 RT-PCR

Reverzni transkripéni polymerazova fetézova reakce je variaci standartni PCR techniky, ktera
je specificky navrzena pro amplifikaci RNA sekvenci. Siroce se vyuZiva v molekularni biologii
ke studiu genové exprese a analyze hladin RNA v riiznych biologickych vzorcich.

Proces RT-PCR zacina piepisem RNA na cDNA pomoci enzymu reverzni transkriptazy. Po
syntéze cDNA se provede standardni PCR amplifikace, ktera probiha pti 25-40 cyklech. To
zahrnuje denaturaci, nasedani primert a prodluzovani fetézce, podobné jako u tradi¢ni PCR.

y e e e

ukonceni vSech cykll nasleduje finalni elongace, pti které dochazi k dosyntetizovani fetézce.

Vystupem z méfeni touto metodou jsou amplifikacni kiivky, které popisuji zavislost
Udava hodnotu, ve které hodnota fluorescence piekro¢i prahovou hodnotu detekce. Cim vyssi
je hodnota Ct, tim pozdéji fluorescencni signal ptekroci prah detekce a tim je nizsi koncentrace
templatu v reakéni smési. Diky témto hodnotdm je tak moZno porovnat pokles ¢i nartst
exprimace sledovanych genti [93].

2.5.1.1 VysokorozliSovaci analyza kiivek tani (HRM)

Analyza kfivek tani je technika, kterd se Casto pouziva v molekularni biologii, zejména pfi
studiu produkti po RT-qPCR. Tento proces miize poskytnout informace o struktufe a slozeni
DNA fragmenti, coz je diileZité pro potvrzeni specifity PCR produktu a pro identifikaci riznych
molekularnich anomalii, jako jsou nespecifické produkty nebo dimery primera [94].

Podrobnéji, metoda HRM (z angl. High Resolution Melting) sleduje zmény ve fluorescen¢nim
signalu bé¢hem zahfivani vzorkl. Jak se zvySuje teplota, dochazi k denaturaci DNA, coZz
znamena, Ze se oddéluji vlakna dvousSroubovice. Tento proces je velmi zavisly na sekvenénim
slozeni DNA, konkrétné€ na zastoupeni guaninu a cytosinu, které¢ maji vyssi stabilitu diky tfem
vodikovym vazbam. Naopak, adenin a thymin se od sebe oddé€luji pfi niZSich teplotach, coz
ovlivituje celkovy profil tini DNA [95].

Teplota tani (Tm) je klicovym parametrem, ktery odrazi, pii jaké teploté¢ dojde k denaturaci
50 % molekuly DNA. Tento parametr je citlivy na velikost a slozeni DNA, coz je velmi uzitecné
pfi analyze PCR produktii. Metoda HRM vyuzivd DNA saturujici barviva, kterd interaguji s
dvoufetézcovou DNA, coZ umoziluje monitorovani zmén ve fluorescencnim signalu. Tento
pokles fluorescence je indikatorem denaturace DNA.

Tato metoda ma Siroké vyuziti, nejen v diagnostice, ale 1 v detekci mutaci, identifikaci
polymorfismi nebo pro analyzu chyb v PCR, coZ miZze byt velmi uzitecné pro pfesnou a
efektivni interpretaci molekularnich dat [96].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1  Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

2-mercaptoethanol (SIGMA-ALDRICH)

Apigenin 97% (ALFA AESAR)
Dihydrogenfosforec¢nan draselny (SIGMA-ALDRICH)
DMEM/F12 1:1 (GIBCO)

DMSO (SIGMA-ALDRICH)

DNAza (BIOLABS)

DNAza pufr (BIOLABS)

Doxorubicin HCL (SIGMA-ALDRICH)

EDTA (SIGMA-ALDRICH)

Ethanol 99,8% pro UV spektroskopii (LACHNER)
Fetal bovine serum (BIOSERA)
Hydrogenfosfore¢nan sodny (SIGMA-ALDRICH)
Chlorid draselny (SIGMA-ALDRICH)

Chlorid sodny (SIGMA-ALDRICH)

1Scrip Reverzné transkripéni Supermix (ELIZYME)
Koralovec jezaty (HEALTHY WORLD)

Kyselina octova (SIGMA-ALDRICH)

L-glutamin (SIGMA-ALDRICH)

PCR voda (TOP-BIO)

Penicillin 10,000 units/ml (PENSTREP)

qPCR 2x SYTO-SYBR Master Mix (TOP-BIO)
Reverzni transkriptaza (TOP-BIO)

RNAlater Stabilization Solution (INVITROGEN)
Thioflavin T (SIGMA ALDRICH)

Tris (SIGMA-ALDRICH)

Tris-HCI (DUCHEFA BIOCHEMIE)
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Trypsin-EDTA 0,5% 10x (GIBCO)

Zensen fermentovany extrakt kapsle, 400 mg/kapsli (VITALVIBE)
3.1.2 Biologicky material

Amyloid beta (1-40) peptid (CAYMAN CHEMICAL)

Buné¢na linie ND7/23 (Anatomicky ustav MUNI)

Buné¢na linie C57 BL6 (Anatomicky tstav MUNI)

Bunééna linie U-87 MG (AV CR Biofyzikalni Gstav)

Bunécéna linie MCF-7 (dr. Vojtések MOU)

Tabulka 1: Pouzité bunééné linie.

Nazev linie | Organismus Linie
ND7/23 Mys§/krysa Mysi neuroblastom a krysi dorzélni kofenové ganglie neuronii
U-87 MG Clovék Glioblastom
C57 BL6 Mys Schwannovy buiky
MCEF7 Clovek Karcinom prsu

3.1.2.1 MCF-7

Jedna se o bunécnou linii rakoviny prsu jejiZ nazev je odvozen od Michigan Cancer Foundation-
7. Tato bunécnd linie byla poprvé izolovana v roce 1970 z prsni tkané¢ nemocné Zeny, ktera
prodélala masterektomii. Byl tak odhalen maligni adenokarcinom v pleurdlnim vypotku, ze
kterého vznikla linie MCF-7. Tyto buniky jsou vyuZzivané pro studium karcinomu in vitro,
protoze zachovava napiiklad schopnost zpracovévat estrogen ve formé estradiolu
prostiednictvim estrogenovych receptorit v bunééné cytoplazmé [97]. Obrazek 9 zachycuje
buitky MCF-7 v médiu pod mikroskopem v pfiblizeni 40x.
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Obrazek 9: Mikroskopicky snimek bunék MCF-7 se zvétsenim 40x.

3.1.2.2 ND7/23

ND7 buiky jsou hybridni bunéénd linie, kterd byla odvozena z potkanich glanglii v
embryonalnim stadiu a mySich neuroblastomovych bunék. Diky svym unikatnim vlastnostem
kombinujicim charakteristiky senzorickych neuronti a nddorovych bunék se staly klicovym
modelovym systémem v neurobiologickém vyzkumu. Bunky ND7 jsou Siroce vyuZzivany ke
studiu neurogeneze, diferenciace, apoptézy a molekularnich procest souvisejicich s funkci
neuront [98].

Dal§im vyznamnym piinosem bunék ND7 je jejich vyuziti pfi studiu epigenetickych
mechanismi. Tyto bunky umoziuji zkoumat, jak epigenetické zmény, jako je acetylace a
methylace histonil, ovliviiuji proliferaci a diferenciaci neuronti. Buiiky ND7 tak poskytuji
jedine¢ny pohled na epigenetickou regulaci neurogeneze [99]. Buiiky se rovnéz pouzivaji k
modelovani neuronalnich procest, jako je transport proteinli a tvorba synaptickych spojeni.
Jejich hybridni povaha umoziiuje studium molekuldrnich mechanismd, které jsou zasadni pro
funkci neuronti. Kromé toho slouzi jako model pro analyzu apoptoézy a neurotoxicity.

Diky témto vlastnostem jsou bunky ND7 vyuZzivany i pii testovani terapeutickych strategii
zamefenych na regeneraci senzorickych neuronti a 1€€bu neurodegenerativnich onemocnéni.
Jejich schopnost reagovat na rizné chemické a biologické faktory z nich €ini cenny néstroj pii
vyvoji 1é¢iv. Vyhodou bun¢k ND7 je jejich snadna kultivace a manipulace v laboratornich
podminkach. Lze je snadno geneticky modifikovat, coz umoziuje detailni studium funkci
specifickych gent nebo proteint. [98]. Obrazek 10 zachycuje buitky ND7/23 pod mikroskopem
v médiu po priblizeni 40x.
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Obrazek 10: Mikroskopicky snimek bunék ND7/23 se zvétsenim 40x.

3.1.2.3 US7TMG

Bunécna linie U887 MG, ziskana v roce 1968 od 44leté pacientky, pochdzi z lidského
glioblastomu a je charakteristickd svymi onkogennimi vlastnostmi. Tato adherentni linie je
hojné vyuzivana v in vitro modelech pro vyzkum glioblastomii a také pro in vivo studie, kdy
jsou buniky U87 transplantovany do modelovych organismd, jako jsou mysi nebo potkani. Po
transplantaci vznikaji homogenni nadory, které jsou dobfe prostoupeny cévami. Tyto nadory
vykazuji zvySenou expresi proteinti pS3, ale zaroven maji nizkou expresi GFAP, coz je marker,
ktery je bézné ptitomen u gliovych bun¢k [99, 100].

Bunééna linie U87 MG se vyznacuje expresi mutantnich proteint, jako je PTEN a proteiny
drahy PI3K/Akt. Ackoliv je tato linie pivodem z glioblastomu, buiiky U87 neexprimuji S100p,
coz je neurotropni faktor typicky pro jiné glioblastomové linie. Dale je tfeba zminit, ze pfi
dlouhodobé kultivaci bunék U87 miize dochazet ke genetickym zménam, které jsou
pravdépodobné dusledkem selekéniho tlaku, coz miize vést k odchylkdm od ptivodni linie.

Bunky U87 MG vykazuji zna¢nou odolnost viici stresu a na rozdil od jinych glioblastomovych
linii jsou méné¢ citlivé na 1éky zaméfené na metabolismus purint. Pii kultivaci vytvareji shluky
bunék, které mohou byt vyuzivany jako trojrozmérné modely pro studium rliznych patologii. V
centrech vétSich shlukli se nachazeji nekrotické burnky, které prechdzeji do apoptickych bunék
smérem k okrajim, kde jsou ptitomny buiiky viabilni. Shluky bunék U87 se tvofi pfirozeng, ale
po delsi kultivaci jiz nemaji tendenci dale rist. Velikost téchto shlukli ovliviiuje prichodnost
metabolitli z kultivaniho prostiedi do jejich vrstev.

Buiiky U87 MG po diferenciaci rovnéz vykazuji schopnost interagovat s imunitnimi bunikami,
podobné jako lidsky imunitni systém v kooperaci s cholinergnimi neurony. Tato bunécna linie
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tedy nejen poskytuje model pro vyzkum glioblastoml, ale také otevird nové moznosti pro
studium neuronalnich procest a interakci mezi imunitnimi a nervovymi bunikami [101-103].

Obrazek 11: Mikroskopicky snimek bun¢k U87 se zvétsenim 40x.

3.1.2.4  Schwannovy buiiky C57 BL6

Schwannovy buiiky se nachéazeji v perifernim nervovém systému. Hraji zasadni roli pfi tvorbé
myelinovych pochev kolem axonil, coz jsou dlouhé vybézky nervovych buné¢k, které prenaseji
elektricky signal. Myelinové pochvy izoluji axony a usnadiuji rychlé vedeni elektrickych
impulzli, coz je nezbytné pro pienos nervovych signald. Schwannovy builky poskytuji
metabolickou podporu neurontl, ¢imz pomahaji udrzovat jejich zdravi a funkei. Podileji se na
opravé a regeneraci poskozenych neuronovych bunék tim, Ze poskytuji zakladni signaly a
podnéty pro preziti poSkozenych neuronil a regeneraci axont [104]. Tyto buniky se podileji na
rozkladu myelinu, pfitahuji makrofagy a podporuji vaskularizaci a navadéji axony zpét do jejich
cilovych tkani po poranéni. Dale ¢isti zbytky myelinu, produkuji cytokiny a spolupracuji
s jinymi bufikami na vytvofeni prostifedi vedouciho k opravé a regeneraci nervti [ 105]. Obrazek
12 zachycuje buniky C57 BL6 pod mikroskopem v médiu s pfiblizenim 40x.
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Obrazek 12: Mikroskopicky snimek bunek C57 BL6 se zvétsenim 40x.

Vybrané primery markerti Alzheimerovy choroby (Anatomicky tstav MUNI)

Tabulka 2: Prehled pouzitych primert markerd Alzheimerovy choroby.

Gen Primer T Primer F Velikost
fragmentu
Aktin-B GTTTGAGACCTTCAACACCC CCAATGGTGATGACCTGG CC 384 pb
Tau GAAGCAGCATGGCTGAACCC GCTTGAGTCACATGCCCA GC 175 pb
I1-1B CCAGGATGAGACCCAAGCA TCCCGACCATTGCTGTTTC C 518 pb
116 CTTCCAGCCAGTTGCCTTCT GAGAGCATTGGAAGTTGG GG 496 pb
TNFa ATGAGCACAGAAAGCATGAT G TACAGGCTTGTCACTCGAATT 276 pb
IFN ACACTCATTGAAAGCCTAGAA ATTCTTCTTATTGGCACAC 432 ob
Y AGTCTG TCTCTACC p
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Syntetické oligonukleotidy hTel24, mycPU21 1, Random 22-1, hTel 24 2 (SIGMA-ALDRICH)

Tabulka 3: Nazev a sekvence pouzitych oligonikleotidd. G4 skore vyjadiuje pravdépodobnost
zformovani G4 na zdkladé matematického vypocetniho modelu. Pfi skére 1,2 a vy$Sim je vysoka

pravdépodobnost zformovani G4.

Nazev Sekvence G4 skore
mycPU21 1 AGCTTGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAA 1,89
hTel24 1 AGCTTGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAA 1,20
Random 22-1 TAGATCTGGATTGACTCTATGA 0,18

3.1.3 Ostatni

QuickGene RNA Tissue kit SII (KURABO)
3.1.4 Roztoky a jejich priprava

10x PBS 1 litr

80 g NaCl

- 2gKd(l

- 14,4 g Na,HPO.
- 2,4 g KH2P04

50x TAE 1 litr

- 242 g Tris
- 18,6 gEDTA
- 57,1 ml kyselina octova

DMEM médium

500 ml médium
50 ml FBS 10%
0,5 ml penicillin

3,75 ml L-glutamin
Koralovec jezaty

- 5 kapsli rozpusténo ve vodé

- Alkoholova extrakce

- Centrifugace pfi 13 000 rpm

- Pridani 99,8% ethanolu

- Vakuové odpateni

- Pridavek 200 pl DMSO a 800 pl vody
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Zensen

- 5 kapsli rozpusténo ve vodé

- Alkoholova extrakce

- Centrifugace pii 13 000 rpm

- Pridani 99,8% ethanolu

- Vakuové¢ odpateni

- Pridavek 150 pl DMSO a 850 pl vody

MTT na jednu 96-jamkovou desticku

- 10 mg MTT
- 2mlPBS
- 10 ml DMEM média

3.1.5 Laboratorni pristroje a zarizeni
Centrifuga 5804 R (EPPENDORF)

Flow box (TELSTAR)

Inkubator (MEMMERT)

QuickGene-Mini80 (FUJIFILM)

3.2  Postupy

3.2.1 RozmraZeni a pasaZovani bunéénych linii

Bunécéné linie nervovych bunék ND7, Schwannovych bunék C57, bunék karcinomu prsu MCF7
a bunck lidského glioblastomu U87 v kryozkumavkach byly vytaZzeny z -80 °C a po rozmraZeni
byl jejich obsah pfeveden do sterilnich zkumavek s 5 ml kultivatniho DMEM média. Buiiky
byly nasledné cetrifugovany pii 400 otackach/min 10 minut. Po odstfedéni byl odsén
supernatant a bunéény pelet byl resuspendovan v 1 ml DMEM média. Bunky byly pfeneseny
do sterilnich kultivacnich nadob o ploSe 25 cm? a bylo pfiddno 5 ml DMEM média. Takto byly
bunky kultivovany v inkubéatoru pii 37 °C a 5 % CO..

Pti 90% konfluenci bunék bylo stavajici médium odsato, buiiky byly promyty 5 ml PBS a po
pfidani 1 ml trypsynu byly inkubovéany 5 minut v inkubétoru pti 37 °C a 5 % CO.. Nasledné
byl ptfidan 1 ml DMEM média a roztok s buikami byl rozdélen do dvou sterilnich kultiva¢nich
nadob. Do kazdé nadoby o ploSe 75 cm? bylo pfidano 10 ml DMEM média a nasledné byly
uloZeny zpét do inkubéatoru.

3.2.2 Piiprava roztoku pfirodnich latek

Zasobni roztoky pfirodnich latek byly pfipraveny z volné prodejnych doplitkl stravy. Kviili
obsahu B-glukant a dal$ich nezddoucich latek nestacilo kapsle rozpustit ve vodg, ale bylo nutné
vyuzit alkoholovou extrakci.

Ze zakoupeného baleni zensenu bylo dvacet kapsli rozpusténo ve vodé, abychom se zbavili ve
vodé rozpustnych latek a roztok byl stocen v centrifuga¢ni zkumavce na 13 000 rpm po dobu
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10 minut. Supernatant s ve vod¢ rozpustnymi latkami byl slit a pelet byl nasledné byl rozpustén
v 99,8% ethanolu a obsah zkumavky byl centrifugovan na 13 000 rpm po dobu 10 minut.
Aktivni latky zastaly rozpusténé v ethanolu a balastni latky utvofily na dné zkumavky pelet.
Prebytecny ethanol byl odpaien na vakuové odparce a k ziskanym aktivnim latkam bylo po
odpareni piidano 150 ul DMSO a 850 ul vody. Koncentrace ziskaného roztoku byla odvozena
z udaji uvedenych vyrobcem na obalu. Ze zakoupeného baleni Zensenu byl ziskan roztok o
koncentraci 260 mg/ml ginsenosidd, z toho 30,8 mg byly ginsenosidy Rgl, Rb1 a Rg3.

Ze zakoupeného baleni kordlovce jezatého bylo také dvacet kapsli rozpusténo ve vod¢, nasledné
byl pfidan alkohol a provedena alkoholova extrakce, kde aktivni latky zistaly rozpustény
v alkoholové fazi. Roztok byl centrifugovan pii 13 000 rpm. Nésledné byl ptidan 99,8% ethanol
a byl odpaten na vakuové odparce. K ziskané susin€ bylo ptidano 200 pul DMSO a 800 pl vody.
Vysledna koncentrace byla opét urcena dle udajii od vyrobcee, roztok aktivnich latek tedy mél
koncentraci 1 000 mg/ml.

3.2.3 Fluorescenéni ThT test

Pomoci této metody byla testovana schopnost vybranych pfirodnich latek véazat se na strukturu
G-kvadruplexu a vytésnit tak zvazby molekulu Thioflavinu T. Byly pouZity syntetické
oligonukleotidy, jejichZ sekvence a nazvy jsou uvedeny v Tabulka 3. Oligonukleotidy byly
nafedény vodou na koncentraci 100 uM a nésledné na koncentraci 2 uM ve 100mM Tris-HCI a
100mM KCIl. Vzorky byly nasledné zahtivany na 95 °C po dobu 5 minut a pomalu ochlazovany
na laboratorni teplotu. Mikrozkumavky byly obaleny parafilmem, aby nedoslo k odpateni
vzorki. Thioflavin T byl vodou nafedén na koncentraci 2 uM. M¢éteni probihalo v ¢erné 384—
jamkové desticce pfi laboratorni teploté.

Vybrané oligonukleotidy byly smichdny s ThT a vybranymi pfirodnimi latkami ve zvolené
koncentra¢ni fad€ (10 pl oligonukleotidu, 5 pl 2uM ThT a 5 pl testovanych pfirodnich latek).
Fluorescence byla méfena pii 490 nm po excitaci pfi 425 nm. VSechny vzorky byly méfeny
v tripletech za laboratorni teploty.

3.2.4 MTT test viability

Tato metoda byla provedena ke stanoveni metabolické aktivity bunék po ptfidani testovanych
pfirodnich latek v riiznych koncentracich. Zluté MTT, neboli (3-[4,5-dimetylthiazol-2—yl] —
2,5—difenyltetrazolium bromid), se vlivem mitochondrialnich enzymi dychaciho fetézce méni
na fialovy, v médiu nerozpustny, formazan tvofici krystalky a zlistava uvniti bunék. Tento test
je zalozen na méfeni absorbance v jamkéch pti 590 nm. Cim vyssi absorbance je naméfena, tim
vice zivych bunék v jamce je.

Bunky byly pocitany pomoci Biirkerovy komurky a dale fedény na hustotu 750 000 bunék na
mililitr a doplnény DMEM médiem do objemu 20 ml do sterilni centrifugacni zkumavky.
Nésledné byl roztok bun¢k pieveden do kultivacni 96jamkové desticky po 200 ul pro kazdou
bunécnou linii zvlast. Desticky byly ponechany v inkubatoru 48 hodin. Roztoky ZenSenu a
koralovce jezatého byly pfipraveny ze zakoupenych kapsli a jejich koncentrace byla
vyhodnocena z tdajii uvedenych vyrobcem na obalu. Z toho diivodu jsou roztoky pouzitych
piirodnich latek v jinych jednotkach, nez roztoky apigeninu a doxorubicinu, které byly
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piipraveny ze zakoupenych standarda. Nasledné bylo odsato médium z jamek a bylo nahrazeno
roztoky DMEM média a vybranych ptirodnich latek v koncentracich 100; 50; 25; 12,5; 6,25;
3,125; 1,56 mg/ml pro koralovec jezaty a zenSen. V ptfipadé apigeninu byla koncentra¢ni fada
200; 100; 50; 25; 12,5 umol. Soucasné byla piipravena i pozitivni kontrola, kde bylo pouze
DMEM médium. Jako negativni kontrola byla pfipravena koncentra¢ni fada doxorubicinu o
koncentracich 10; 5; 2,5; 1,25; 0,63 umol. Desticky byly inkubovany 24 hodin v inkubéatoru.

Po uplynuti doby inkubace bylo médium odsato, buniky byly promyty 120 ul PBS a bylo pfidano
120 pl roztoku MTT do kazdé jamky. Desticky byly inkubovany 3 hodiny v inkubatoru. Po
inkubaci byl obsah jamek odsan a do kazdé¢ jamky bylo pfidano 150 pl roztoku isopropanolu a
kyseliny chlorovodikové v poméru 500:1. Nasledné byly desticky inkubovany 15 minut na
trepacce. Absorbance v jednotlivych jamkach byla méfena readerem pii 590 nm. Tento test byl
proveden pro bunééné kultury ND7, C59, U87 a MCF7.

3.2.5 Kultivace bunék ND7 a U87 s amyloidy beta

Bunky ND7 byly ve 12—jamkové desti¢ce kultivovany v hustoté 750 000 bun€k na mililitr s AB
a extraktem z zenSenu nebo kordlovce jezatého podle Tabulka 4. VSechny jamky byly doplnény
DMEM médiem do konecného objemu 1 ml. Takto pfipravend desticka byla ponechana ke
kultivaci v inkubatoru pti 37 °C a 5 % CO,. Odbéry vzorki byly provedeny tieti a Sesty den od
zacatku kultivace. Ve tieti den inkubace bylo médium z jamek pro pozitivni kontrolu (PK) a
Sesty den odbéru odsato a vyménéno za nové spolecné s piidavkem ostatnich komponent z
Tabulka 4. Odebrany roztok buné€k byl centrifugovan 8 minut na 13 000 otd¢ek/minutu, nasledné
byl odebran supernatant a pelet byl resuspendovan v 200 pul RNAlater pufru. Takto pfipravené
vzorky byly ulozeny na -20 °C.

Tabulka 4: Komponenty pro pfipravu vzorkt na kultivaci bunék ND7 a U87 s AP a ptirodnimi latkami.

Zensen
roztok buné¢k (ul) AB (ul) zenSen (pl)
PK 100,0 25,0 0,0
3.den 300,0 25,0 0,5
6. den 100,0 25,0 0,5
Korélovec jezaty

roztok bunék (ul) AB (ul) koralovec jezaty (ul)

PK 100,0 25,0 1,0
3.den 300,0 25,0 1,0
6. den 100,0 25,0 1,0
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V piipadé bun¢k U87 bylo métfeni nejprve provedeno s piidavkem AR a 1 bez. Vysledky byly
totozné a proto dale nebyly do jednotlivych jamek ptidany AB. Rovnost namétenych hodnot s a
bez AB je zplisobena tim, Ze tento typ bun¢k ma porusenou expresi Tau proteinu [106]. Bunky
byly kultivovany v 6—jamkové desticce, kvili vétSim nérokiim na misto vlivem rychlejsiho
rustu. Celkovy objem po doplnéni DMEM médiem byl 2 ml.

3.2.6 RT-PCR
3.2.6.1 Izolace RNA

Izolace RNA z bun¢k U887 a ND7 byla provedena komercné zakoupenym kitem QuickGene
RNA tissue kit SII. Vzorky z odbéru ze ttfetitho a Sestého dne byly vytazeny z -20 °C a
ponechény k rozmrznuti na ledu. Nésledné byly vzorky centrifugovany 8 minut na 13 000
otaCek/minutu. Supernatant byl odebran a nahrazen 500 pl roztoku LRT a 10 pul 2—
mercaptoethanolu. Po resuspendaci byly vzorky opét centrifugovany 3 minuty na
14 000 otacek/minutu pii pokojové teploté. Nasledné bylo odebrano 385 pl supernatantu do
novych sterilnich mikrozkumavek a bylo pfidano 175 pl SRT roztoku. Vzorky byly
vortexovany 15 sekund. Nasledné bylo ptidano 140 pl 99% ethanolu a mikrozkumavky byly
vortexovany 1 minutu. Obsah mikrozkumavek byl ptfeveden na extrakéni kolony s porézni
membranou. Ty byly nasledné vloZeny do pfistroje QuickGene-Mini80. Vzorky byly ptistrojem
prefiltrovany pfes porézni membranu, kde byly zachyceny nukleové kyseliny a nésledné
promyty 750 ul WRT promyvacim pufrem. Cely objem byl opét prefiltrovan pfistrojem pies
membranu. Nasledné¢ bylo ptidano 40 pl pfipravené DNAsy o koncentraci 2 U/ul a ponechano
k inkubaci 5 minut pfi pokojové teploté. Nasledné bylo pfidano 750 ul WTR pufru a vzorky
byly dvakrat extrahovany pfistrojem pfes membranu.

Pod extrakéni kolony byly umistény sterilni mikrozkumavky, na membranu bylo naneseno
100 pl roztoku CRT a po 2 minutové inkubaci byla vyslednd RNA eluovana. Koncentrace takto
ziskané RNA byla ithned méfena na pfistroji NanoDrop. Jako slepy vzorek byl pouzit roztok
CRT a na optickou ¢ast pfistroje bylo vZzdy nanaSeno 1,5 pl vzorku.

3.2.6.2  Reverzné transkripéni PCR

Vzorky RNA ziskané izolaci byly nejprve prevedeny reverzni transkripci na komplementarni
DNA (cDNA). VSechny vzorky izolované RNA byly nafedény na stejnou koncentraci, a to na
400 ng/pl. Od kazdého vzorku RNA byly pfipraveny Ctyfi stejné vzorky pro reverzni
transkripci, a to nasledovné podle Tabulka 5.

Tabulka 5: Jednotlivé slozky pro ptipravu jednoho vzorku pro reverzni transkripci.

iScrip Reverzné transkripéni Supermix 4 ul
Reverzni transkriptaza 1yl
RNA Dle ptepoctu na 400 ng/pl
PCR voda Do celkového objemu vzorku 20 pl
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Prevedeni RNA na cDNA bylo provedeno pomoci piistroje Rotor-gene 6 000, kde byly
nastaveny jednotlivé reakcni parametry dle nasledujici Tabulka 6.

Tabulka 6: Reakéni podminky pro reverzni transkripci.

Teplota (°C) Cas (min)
Nasedani primert 25 5
Reverzni transkripce 46 20
Inaktivace reverzni transkriptazy 95 1

Takto nachystand cDNA byla dale vyuZita k ptipravé vzorkidl na samotnou PCR. Z kazdého
vzorku cDNA bylo pfipraveno Sest zkumavek s reakéni smési pro PCR, a to pro kazdy primer
jedna. Jednotlivé slozky reakéni smési pro jeden vzorek jsou vypsany v tabulce. Samotna PCR
byla provedena pfistrojem Rotor-gene 6000, ktery byl nastaven podle parametri zapsanych
v Tabulka 7.

Tabulka 7: Reakéni smés pro jeden vzorek na PCR.

PCR voda 6,5 ul

SYTO PCR SYBR Master Mix 12,5 ul

Primer F (10 pmol/pl) 1,0 ul

Primer R (10 pmol/pl) 1,0 ul
cDNA 6,0 ul (120 ng)

Tabulka 8: Reakéni podminky PCR.

Cislo kroku Krok PCR Teplota/Cas
1 Denaturace DNA pted prvnim cyklem 95 °C/2 min
2 Denaturace DNA 95°C/30's
3 Nasedani primerti 51°C/30s
4 Syntéza fetézce DNA 72 °C/60 s
Pocet cykla 35

Ziskana data byla analyzovana softwarem pftistroje Rotor-Gene 6 000.
3.2.7 Gelova elektroforéza

Pro ovéfeni spravnosti vysledkii z PCR byl pfipraven 1% agardzovy gel, na ktery byly
amplifikované vzorky naneseny. Gel byl pfipraven rozpusténim 2 g agardézy v 200 ml 1x
koncentrovaného TAE pufru. Tato smés byla nésledné rozehtivana v mikrovinné troubé do
uplného rozpusténi vSech krystali agar6zy. Po mirném ochlazeni pod tekouci vodou bylo do
gelu piidano 5 pl interkala¢niho barviva GelRed a roztok pftelit do jiz pfipravené formy na gel,
byl vlozen hiebinek na vytvofeni jamek a byl ponechan do Gplného ztuhnuti. Nésledné byl gel
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vyjmut z formy a ulozen do elektroforetické vany. Gel byl zalit IXTAE pufrem a aparatura byla
piipojena ke zdroji elektrického napéti na 90 V po dobu 90 minut. Po uplynuti 90 minut byl gel
vyjmut z elektroforetické vany a pfenesen na transiluminator k vizualizaci vysledkda.

3.2.8 Zpracovani dat

Veskera ziskand data byla nésledné zpracovéna v programu Prism, kde byla provedena i
zékladni statistickd analyza, jako je stanoveni smérodatné odchylky a pro néktera vyhodnoceni
1 analyza rozptylu. Pro analyzu rozptylu byla stanovena hodnota p (hladina vyznamnosti) na
0,05 a vysledky jsou povazovany za vyznamné odlisné, pokud je jejich vysledna hodnota p nizsi
nez 0,05.

4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Fluorescenc¢ni Thioflavin T test

Byly testovany syntetické oligonukleotidy v pfitomnosti ThT a vybranych piirodnich latek.
Zvolena koncentracni fada pro koralovce jezatého a zenSen byla 12,5; 25; 50 a 100 mg/ml. Pro
apigenin byla zvolena koncentracni fada o stejnych hodnotéach, ale v jednotkdch puM, kvili
fedéni ze zakoupeného standardu. Timto testem byla ovéfovana schopnost vybranych
ptirodnich latek véazat se ke struktufe G-kvadruplexi a tim je ptipadné stabilizovat. Vysledna
data byla zaznamenana do graf rozdélenych podle jednotlivych oligonukleotidi.
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Obrazek 13: Graf intenzity fluorescence pro jednotlivé prirodni latky ve zvolené koncentra¢ni fad¢ pro
oligonukleotid mycPU21. Jednotka koncentrace neni v grafu uvedena kvuli odlisné jednotce
koncentrace apigeninu (uM) a ZenSenu s koralovcem jezatym (mg/ml).
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V tomto kompeti¢nim testu s klesajici intenzitou fluorescence dochazi k vazb¢ piirodni latky
na strukturu G-kvadruplexu v sekvenci oligonukleotidu a je tim tak vytlacovano ThT z vazby.
Z vysledkti v Obrazek 13 pozorujeme, ze v piipadé ZenSenu dochézi s rostouci koncentraci
k navySeni intenzity fluorescence. V piipadé koralovce jezatého nedochazi k vyznamnym
zmeénam oproti negativni kontrole, tedy vzorku bez piitomnosti ptirodnich latek. To znaci, ze
bioaktivni latky kordlovce jezatého s G4 pravdépodobné neinteraguji. Pro apigenin pozorujeme
klesajici trend, tedy ze s rostouci koncentraci apigeninu dochazi k vytlaceni ThT z vazby na G-
kvadruplexu a snizeni intenzity fluorescence.
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Obrazek 14: Graf intenzity fluorescence pro jednotlivé ptirodni latky ve zvolené koncentra¢ni fadé pro
oligonukleotid hTel24. Jednotka koncentrace neni v grafu uvedena kvuli odli$né jednotce koncentrace
apigeninu (uM) a ZenSenu s koralovcem jezatym (mg/ml).

Obdobn¢ vysledky byly naméteny pro oligonukleotid hTel24. Pro koralovce jezatého zde opét
nebylo naméfeno Zadné vyrazné zvyseni nebo snizeni intenzity fluorescence, u ZenSenu opét
s rostouci koncentraci latky rostla intenzita nameétené fluorescence. U apigeninu zde
nedochdzelo k vyraznému poklesu intenzity zafeni, aZ pro nejvyssi zvolenou koncentraci byl
namétfen mirny pokles. Lze tedy fict, Ze v pfipad€ tohoto oligonukleotidu nedoslo k vyrazné
vazbé apigeninu na struktury G-kvadruplexti. To je pravdépodobné zplisobeno tim, Ze
oligonukleotid hTel24 ma nizs$i G4 skore nez mycPU21, které vypovida o schopnosti sekvence
formovat G-kvadruplex. Déle mulZe roli hrat samotna konformace G-kvadruplexu, kde
mycPU21 tvofi paralelni G-kvadruplex, zatimco hTel24 hybridni. Je tedy moZzné, Ze apigenin
se vaze preferencné na paralelni G-kvadruplex.
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Obrazek 15: Graf intenzity fluorescence pro jednotlivé piirodni latky ve zvolené koncentracni fadé pro
oligonukleotid Random?22. Jednotka koncentrace neni v grafu uvedena kvili odlisné jednotce
koncentrace apigeninu (M) a ZenSenu s koralovcem jezatym (mg/ml).

Poslednim testovanym oligonukleotidem byl Random 22, ktery se svym velmi nizkym G4 skore
pravdépodobné netvoii strukturu G-kvadruplexu. I ptes to, Ze oligonukleotid neobsahuje
kvartérni strukturu byla naméfena vyznamna intenzita zafeni pro vSechny testované piirodni
latky. Z toho divodu bylo provedeno méfeni k otestovani, zda samotné latky bez pfitomnosti
oligonukleotidi a ThT nejsou fluorescenéné aktivni.
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Obrazek 16: Graf intenzity fluorescence testovanych piirodnich latek bez oligonukleotidii a bez
oligonukleotidii a ThT.
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Z Obrazek 16 vyplyva, ze zensen vykazuje sam od sebe vysokou intenzitu fluorescence pfii
mefené vinové délce 490 nm, ktera s rostouci koncentraci pfirozené stoupa. Fluorescencni
signal vykazuje i1 koralovec jezaty, ale vyrazné¢ mén¢ nez zenSen. Ziskané hodnoty intenzity
zéfeni se vyrazn¢ neliSi v pfitomnosti ThT a bez néj. Apigenin jako jediny nevykazuje
fluorescencni zafeni bez ptitomnosti oligonukleotidu a ThT, mirné zareni bylo naméieno pouze
v ptitomnosti ThT. Pravdépodobné dochézi k vazbé ThT na apigenin a tim dochézi k mirnému
zvyseni méfeného signalu.

Ziskana data z méfeni zenSenu pro vSechny testované oligonukleotidy tak nelze vyhodnotit,
protoze intenzita fluorescence samotného zenSenu je velmi vyznamna. To stejné plati 1 pro
koralovec jezaty, jehoz fluorescence je sice vyrazné mensi nez u zenSenu, ale pravdépodobné
nedochazi k interakci s G4. Pfi této vlnové délce by ginsenosidy neméli emitovat fluorescenci.
Ginsenosidy jsou fluorescencné detekovatelné pii excitaci pti 270 nm a emisi pii 310 nm [107].
Vzhledem k tomu, Ze v této praci byl pouzit extrakt ziskany z dopliiku stravy, jedna se tak o
smés latek, kde ndkteré z nich fluorescenéni aktivitu vykazovat mohou. Zen$en obecné
obsahuje mastné kyseliny, fytosteroly, uhlovodiky, polyacetyleny, polyfenoly a mnoho dalSich
slozek. Extrakty z zenSenu jsou bohaté na nenasycené mastné kyseliny, které tvoii ptiblizn¢ 80—
90 % jeho celkovych mastnych kyselin [108]. Zensen dale obsahuje Sirokou $kalu fenolickych
sloucenin vcetné¢ maltolu, kyseliny salicylové, kyseliny vanilové, kyseliny p-kumarové,
kyseliny ferulové, kyseliny p-hydroxybenzoové, kyseliny gentisové a kyseliny skoticové [109].
V ZenSenu je také hojné zastoupeni flavonoidi a polyfenoll, naptiklad kyselina chlorogenova
a kvercetin [110, 111]. Ty maji emisni maximum kolem 450 nm, coZ by mohlo vysvétlovat
vysokou fluorescenc¢ni aktivitu ndmi mefeného extraktu z zenSenu [113].

Pro apigenin s oligonukleotidem mycPU21 byla provedena analyza rozptylu, kterd posuzuje,
zda jsou namétené hodnoty signifikantné rozdilné v porovnani s intenzitou fluorescence vzorku
bez pifitomnosti apigeninu. Mira signifikantni rozdilnosti je zndzornéna mnozstvim hvézdi¢ek
nad jednotlivymi sloupci v Obrazek 17.
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Obrézek 17: Graf analyzy rozptylu pro apigenin a oligonukleotid mycPU21.

Ze ziskanych dat je tedy ziejmé, Ze s rostouci koncentraci apigeninu ve vzorku dochazi
k vyznamné vazb¢ na G-kvadruplexy. Nejvyssi pokles intenzity fluorescence byl naméfen pro
koncentraci 50 uM.

4.2  Stanoveni bunécné viability v pritomnosti vybranych prirodnich latek

Viabilita bun€¢k ND7, U87, C57 a MCF-7 v pfitomnosti vybranych pfirodnich latek byla
stanovovana pomoci MTT testd. Z hodnot naméfenych pomoci readeru byly sestaveny grafy
zavislosti absorbance na koncentraci pfirodnich latek. Pro kazdou bunécnou linii byly
provedeny dva testy viability, pro kaZzdou latku a koncentraci v tetraplikatech. Nameétena data
byla nasledné¢ normalizovana a za hodnotu 100 % je povazovana hodnota bez piidavku
ptirodnich latek.
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Normalizovana viabilita bun¢k [%]

Obrazek 18, Obrazek 19 a Obrazek 20 zobrazuji grafické porovnani viability jednotlivych
bunék pro kazdou zvolenou piirodni latku zv1ast.
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Obrazek 18: Grafické znazornéni zavislosti viability bun¢k na koncentraci zensenu jednotlivych
bunéénych linii.

V ptipad¢€ ZenSenu je patrny opakujici se trend u bunck ND7, C57 a MCF-7, a to Ze pii navySeni
koncentrace zenSenu z 6,25 mg/ml na 12,5 mg/ml dochazi k prudkému poklesu bunécné
viability. V pfipadé bunék U87 dochazi k poklesu jen mirnému, a to aZ od koncentrace
25 mg/ml. Déale pozorujeme navySeni bunécné viability bunék MCF-7 a U87 v ptipadé
koncentrace 1,56 mg/ml. U bun€k U87 dochazi k mirnému navyseni viability 1 v nasledujicich
koncentracich 3,13 a 6,25 mg/ml. K dal§imu méfeni, tedy RT-PCR, byly vybrany pouze bunky
ND7 a U87 s koncentraci zenSenu 0,5 mg/ml, coz je ekvivalentem 1/520 ptivodni kapsle. Tyto
linie byly vybrany proto, Ze se jedna o neurony. Buiky MCF-7 slouZili jako porovnani s jinym
typem bunék. Buniky C57 byly pouzity také pro porovnani, ale proto, Ze se v pfirozeném stavu
vyskytuji spolecné s neurony.

Hodnotou 50 % prochazi linka, kterd znazoriiuje hodnotu LD50, tedy uroven sniZeni viability
jednotlivych bunéénych linii pod 50 %. Nejcitlivejsi na pritomnost ZenSenu byly buitky ND7,
které se dostali pod trovenn LD50 pii koncentraci 3,13 mg/ml. Nejvice odolné pak byly bunky
U87, které hodnoty LD50 pti ndmi zvolenych koncentracich ZenSenu nedosahly.
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Obrazek 19: Grafické znazornéni zavislosti viability bunék jednotlivych bunéénych linii na koncentraci
koralovce jezatého.

V ptipadé kordlovce jeZat¢ho dochazi u bunék C57 a ND7 k postupnému poklesu bunécné
viability. V koncentracich 1,56; 3,13 a 6,25 mg/ml mél koralovec jezaty pozitivni vliv na
bunécnou liniit MCF-7. Dochéazelo zde k vyraznému navySeni viability bunék, od vysSsi
koncentrace dochéazelo k oekavanému poklesu. V ptipadé¢ bun¢k U87 dochazelo s rostouci
koncentraci koralovce jezatého k mirnym poklestiim i naristim bunécné viability, nedoSlo ale
k vyraznému snizeni. Pro dalsi méfeni byly vybrany buitky ND7 a U87 ze stejnych diivodut jako
v ptipad¢ ZenSenu a koncentrace koralovce jezatého 1 mg/ml, coz je ekvivalentem 1/400
pivodni kapsle.

Jako v pfedchozim grafu je 1 zde vyznacena linka prochazejici hodnotou 50 %, tedy vyznacujici
hodnotu LD50. Zde doslo k pfekroceni této irovné az pii koncentraci 50 mg/ml a to u bunék
C57, ND7 a MCF-7. U bun¢k U87 opét nedoslo ve zvolené koncentracni fad¢ k dosazeni
urovné LDS50.
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Obrazek 20: Grafické znazornéni zavislosti viability bunék jednotlivych bunéénych linii na koncentraci

apigeninu.

U apigeninu byl pozorovan klesajici trend pro vSechny testované bun&tné linie. S rostouci
koncentraci pfidané pfirodni latky dochazelo k vyraznému a linedrnimu poklesu bunécéné
viability. Hodnoty LD50 nejrychleji dosahly buitkky C57, ND7 a U87, u kterych bylo méteno
sniZeni viability o 50 % jiz pti koncentraci 25 pM. Nejvyssi odolnost vii¢i apigeninu prokazaly
buiiky MCF-7, které dosahly hodnoty LD50 az pti koncentraci 50 pM.

Z porovnani méfeni vSech testovanych piirodnich latek vyplyva, ze nejhlie se dafilo buitkam
ND7 pfi kultivaci s ZenSenem. Obecné si Spatnou snasenlivost bunék ND7 vysvétlujeme tim,
Ze v piirozeném stavu jim slouzi Schwannovy bunky jako metabolickd podpora a filtr Zivin
[104]. Proto pravdépodobné jako samotné hiii snasi pritomnost ptirodnich latek. Nejlépe na tom
byly buniky U87, které v piipad¢ zenSenu a korélovce jezatého LD50 nedosahly. Nejvyssi nartst
viability byl naméten u bunék MCF-7 pfi kultivaci s kordlovcem jezatym.

4.3 Izolace RNA

Po izolaci RNA z bun¢k ND7 a U87 kultivovanych s zZenSenem a kordlovcem jezatym, byla
métena Cistota a koncentrace jednotlivych vzorkill na pfistroji Nano Drop. Vysledné hodnoty
zachycuje Tabulka 9 a Tabulka 10.
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Tabulka 9: Namétené hodnoty z pfistroje Nano Drop pro buniky U87.

3. den
Vzorek Koncentrace | r»g0/980 | A260/230
(ng/ul)

Kontrola 1 bez A 173,7 2,0 1,6
Koralovec 1 198,7 2,0 1,8
Koralovec 2 216,9 2,0 1,9

Kontrola 2 bez AB 218,9 1,9 1,8

Zengen 1 245 4 2,0 1,9
Zensen 2 153,8 2,1 1,7

6. den
Vzorek Koncentrace | - r»60/a280 | A260/230
(ng/ul)

Kontrola 1 s AB 177,1 2,0 1,9
Kontrola 2 s AB 280,2 2,0 2,0
Zensen 1 269,6 2,0 2,0
ZenSen 2 192,5 2,0 19
Koralovec 1 75,3 2,0 1,6
Koralovec 2 141,1 19 1,7

Tabulka 10: Naméfené hodnoty z piistroje Nano Drop pro buiky ND7.

3. den
Vzorek Koncentrace | 5601280 | A260/230
(ng/ul)

Kontrola s AB 26,7 2,0 1,7
Zensen 1 449 2,0 19
Zenden 2 154,1 2,0 1,8

Koralovec 1 56,3 2,0 1,8
Koralovec 2 104,1 2,1 1,9

6. den
Vzorek Koncentrace | = A560/a280 | A260/230
(ng/ul)

Kontrola 1 bez Ap 137,9 2,1 19
Kontrola 2 bez AB 151,5 2,0 2,0
Zensen 1 141,9 1,9 1,9
Zenden 2 21,0 2,0 2,0
Koralovec 1 97,9 2,1 1,9
Koralovec 2 31,7 2,0 1.8

Vsechny hodnoty namétené u testovanych bunck pro pomér absorbanci A260/A280 se pohybuji
okolo hodnoty 2,0. Pfi 260 nm absorbuje DNA a pii 280 nm absorbuji proteiny. Tento pomér
se vyuziva k identifikaci izolované nukleové kyseliny, pro DNA je to 1,8 a pro RNA 2,0.
V tomto piipadé se tedy jedna ve vSech vzorcich o RNA.
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Vzorky RNA ziskan¢ izolaci z ptipravenych bunék byly nejprve procesem reverzni transkripce

pievedeny na cDNA a nésledné byla provedena metoda PCR. Kazdy vzorek byl pfipraven ve
dvou opakovanich ze dvou riiznych kultivaci bunék. Po skonceni méfeni byly porovnavany

hodnoty Ct vzorkl patficné mezi sebou. Zasadni bylo porovnani naméfenych hodnot Ct
jednotlivych primert mezi vzorky kontroly v piitomnosti AB, ale bez piirodnich latek, a vzorky

kultivovanymi v pfitomnosti AB i pfirodnich latek 6 dni.

Bl bez AP == Zensen 3D B3 koralovec 3D = apigenin 3D
= A BE= ZenSen 6D BE= koralovec 6D E apigenin 6D
INFG TAU B-AC TNF IL-6

Obrazek 21: Graf porovnani namétenych Ct hodnot vzorkti bun€k ND7 pro jednotlivé primery.

den kultivace je oznacen jako 3D, Sesty den kultivace je oznacen jako 6D.

IL-1p

Tteti

Z grafu je patrné, Ze u primeru INFy dochazi k nartstu hodnoty Ct v pfipadé Sestého dne
kultivace bun¢k s apigeninem a u primeru TAU a I1-6 Sesty den kultivace s ZenSenem. Pro

primer TAU a IL-6, jako dllezité markery Alzheimerova onemocnéni, byla provedena analyza

rozptylu k ur€eni, zda jsou namétené hodnoty signifikantné rozdilné v porovnani s butkami
oSetfenymi AB a bez pfitomnosti pfirodnich latek. Analyza rozptylu zohlediiuje 1 ptipadné

odchylky méfeni a na zaklad€ toho posuzuje, zda zde dochazi k rozdilu alespoil 0 5 % oproti

kontrolni hodnotg, tedy buniky kultivované s AB bez ptitomnosti ptirodnich latek.

Z grafl analyzy rozptylu vyplyva, Ze signifikantné¢ vyznamny vysledek je v ptipadé

obou

primertd pravé v Sestém dni kultivace bunék ND7 s zenSenem. Tato analyza tak potvrzuje, Ze u

bun¢k kultivovanych pouze Sest dni s ZenSenem o koncentraci 0,5 mg/ml dochazi

k vyznamnému zvyseni Ct hodnoty, kterd vypovida o sniZeni exprese proteint Tau a I1-6.

44




50

%k %k
40—
T
o T -
O
20—
10—
0= | | | |
N I A e A A
v RN N N P P\
Y ’Q\% 'Q% SN .@Q.@Q
4(\}2; 4(\)6 {qy\ &‘% Q\’Qo Q\%
NISEINIS N oS

Obrazek 22: Graf analyzy rozptylu pro primer TAU a bunky ND7. Symbolem * je vyznaCena mira
signifikantnosti méteni. Ostatni vysledky oznaceny nejsou, protoZe jsou nesignifikantni.
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Obrazek 23: Graf analyzy rozptylu pro primer IL-6 a bunky ND7. Symbolem * je vyznafena mira
signifikantnosti méfeni. Ostatni vysledky oznacCeny nejsou, protoZe jsou nesignifikantni.
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V ptipadé kultivace bun¢k US87 byl zméfeni RT-PCR vytazen apigenin, vzhledem k
nevyznamnosti vysledkl v ptipad¢ predeslého méfeni.

Bl bez Ap B3 Zensen 3D B3 koralovec 3D

B Ap BE= scensen 6D EEm koralovec 6D
0= T T | - | | -
INFG TAU B-AC TNF IL-6 IL-1p

Obrazek 24: Graf porovnani namétenych Ct hodnot vzorka bun¢k U87 pro jednotlivé primery. Tieti den
kultivace je oznacen jako 3D, Sesty den kultivace je oznacen jako 6D.

Z grafu vysledkii pro bunky U87 vyplyvda, ze v porovnani se vzorky bunc¢k s AB dochazi
k nartistu Ct hodnot u kordlovce jezatého pii Sestém dni kultivace u primertt TAU a IL-6, dale
pro tieti den kultivace koralovce jezatého u primeru IL-1p. Pro vzorky s primery pro protein
Tau a IL-6 byla provedena analyza rozptylu, podobné jako pro buiitky ND7.

Analyza rozptylu neprokézala Zadny signifikantné vyznamny vysledek ani u jednoho z primerd.
V grafech zobrazenych na Obrazek 25 a Obrazek 26 ale pozorujeme, Ze pro primer TAU doslo
k vyraznému narGstu Ct hodnot pro vzorek zenSenu ve tfeti den kultivace a pro koralovce
jezatého Sesty den kultivace. Vzhledem k velikosti odchylky tyto vysledky nebyly analyzou
rozpoznany jako signifikantné¢ vyznamné, z naméfenych hodnot ale vyplyva viditelny pokles
exprese proteinu Tau. Dalsi viditelny vysledek je v pfipad€ primeru IL-6 u vzorku koralovce
jezatého kultivovaného s buitkami Sest dni. I zde je patrny nartst Ct hodnoty, a tedy i zde Ize
ptedpokladat, Ze doslo ke sniZeni exprese proteinu 1L-6.

Také v ptipad€ ZenSenu ve tieti den kultivace pro primery TAU a IL-1 pozorujeme vyznamny
nartist Ct hodnoty. V Sesty den kultivace ale dosSlo opét k vyraznému poklesu. To bylo
pravdépodobné zplsobeno zménou prostiedi bunék a ndslednou adaptaci na okolni prostiedi.
Stejny piipad Ize pozorovat i u koralovce jezatého ve tteti den kultivace pro primer IL-1p.
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Obrazek 25: Graf analyzy rozptylu pro primer TAU a buiky US87.
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Obrazek 26: Graf analyzy rozptylu pro primer IL-6 a buniky US87.
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5. ZAVER

V této praci byl testovan vliv vybranych ptirodnich latek extrahovanych z bézné dostupnych
dopliikti stravy na viabilitu neuronii, Schwannovych bun¢k a bunék karcinomu prsu a jejich
vliv na expresi proteint, které jsou povazovany za markery Alzheimerovy choroby. Interakce
vybranych bunécnych linii a pfirodnich latek byla testovana metodami in vitro. Bunééné linie
vybrané pro tuto préaci byly buiiky glioblastomu U87-MG, hybridni bunéc¢né linie ND7/23,
bunécna linie Schwannovych bunék C57 BL6 a bunécna linie karcinomu prsu MCF-7.

Teoreticka Cast prace popisuje soucasnou znamou charakteristiku Alzheimerovy choroby, jeji
souvislost s AP a nejcastejsi projevy. Déle se vénuje popisu vybranych ptfirodnich latek, tedy
zenSenu, koralovci jezatému a apigeninu, jejich aktivnim latkam, struktufe a vlastnostem, které
by mohly mit vliv na projevy nebo prevenci Alzheimerovy choroby. V neposledni fadé¢ se
vénuje podrobnéjSimu popisu pouzitych metod k ovéfeni vlivu vybranych latek na viabilitu
vybranych bunéénych linii a vlivu na expresi zvolenych proteinovych markerti Alzheimerovy
choroby. Zvolené¢ markery Alzheimerovy choroby byly testovdny pomoci pfipravenych
primerti, konkrétné pro geny proteinu Tau, interleukinu-1-beta, interleukinu-6, TNF, aktinu-
beta a INFy.

V experimentalni ¢asti byl nejprve stanovovan vliv Zensenu, koralovce jezatého a apigeninu ve
zvolené koncentracni fad¢é na viabilitu bunéénych linii pomoci MTT testu. Z naméfenych a
normalizovanych dat byla stanovena hodnota LD50. Obecné nejodolnéjsimi buitkami byly
bunky U87-MG, které dosahly hodnoty LD50 pouze v pfitomnosti 25 pM apigeninu. Z
testovanych bunécnych linii byly ND7/23 nejcitlivéjsi, protoze u nich doslo k poklesu viability
pod 50 % jako u prvnich pti dané koncentraci ptirodnich latek. Zenen obecné snizoval viabilitu
testovanych bunécnych linii nejvice. K dalSimu meéfeni byla zvolena koncentrace ZenSenu
0,5 mg/ml, tedy 1/520 zakoupené kapsle. Pro koralovce jezatého byla zvolena koncentrace
1 mg/ml, tedy 1/400 zakoupené kapsle a pro apigenin byla zvolena koncentrace 12,5 uM.

Nasledné byla ovéfena schopnost vybranych latek interagovat s G-kvadruplexy pomoci
fluorescencniho ThT testu a vybranych syntetickych oligonukleotidi hTel24, mycPU21 a
Random22. Z namé&fenych dat ale vyplynulo, Ze roztoky ZenSenu a koradlovce jeZatého vykazuji
pii pouzité exitacni vinové délce fluorescencni aktivitu samy o sobé. Méfeni tak nebylo mozné
pro tyto latky vyhodnotit. Pro oligonukleotid mycPU21 byla provedena analyza rozptylu, ktera
potvrdila, Ze s rostouci koncentraci apigeninu, roste vazba ke G-kvadruplexu. To otevira nové
moznosti pro vyuZiti apigeninu zacileného na kvartérni struktury v mozku zasaZeném
Alzheimerovou chorobou.

Pro ovéteni vlivu vybranych pfirodnich latek na expresi proteinovych markerti Alzheimerovy
choroby bylo vyuzito metody RT-qPCR pro bunééné linie ND7/23 a U87-MG. Buiky byly
kultivovany tfi a Sest dni v pfitomnosti vybranych pfirodnich latek o zvolenych koncentracich
a v pritomnosti AP. Ze vSech odebranych vzorka byla izolovana RNA a nasledn¢ vyuzita pro
RT-gPCR. Diky izolaci RNA byla ziskana informace o Grovni exprese daného genu. Ziskana
data byla porovndvana se vzorkem bunék kultivovanych pouze s AP bez pfirodnich latek.
Z namétenych hodnot byla provedena analyza rozptylu, ktera potvrdila, Ze signifikantné
vyznamny vysledek poklesu hladin exprese testovanych proteinovych markertt byl pro
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bunécnou linii ND7/23 v Sesty den kultivace s zenSenem pro primer TAU a IL-6. U bunécné
linie U87-MG nebyl naméien zadny signifikantné vyznamny vysledek, pouze v ptipade
koradlovce jezatého v Sesty den kultivace pro primer TAU pozorujeme mirné zvyseni Ct

hodnoty, tedy sniZzeni exprese proteinu Tau.

Vysledky této prace ukazuji, ze ZenSen ma potencidlné pfiznivy vliv na snizeni exprese pro-

teinovych markerti spojenych s Alzheimerovou chorobou. Jiz béhem Sesti dnt a pii velmi nizké
koncentraci (odpovidajici 1/420 kapsle) doslo k méfitelnému poklesu téchto markert, coz

naznacuje rychly nastup uc¢inku. Tyto vysledky podporuji myslenku, ze Zensen miize

piedstavovat slibny doplnék stravy pro prevenci neurodegenerativnich onemocnéni, zejména
Alzheimerovy choroby.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACH — Alzheimerova choroba

APP — amyloidovy prekurzorovy protein
AP — amyloid beta

BBB — hematoencefalicka bariéra

cDNA — komplementarni
deoxyribonukleova kyselina

CNS — centralni nervova soustava
Ct — treshold cykle

DMF — dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina
G4 — G-kvadruplexy

HRM - vysokorozliSovaci analyza kiivek
tani

IFN — interferon

IL — interleukin

kbp — kilobaze

LD50 — letalni davka 50

MTT — 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid

PBS — fosfatovy pufr

PCR — polymeréazova fetézova reakce
PK — pozitivni kontrola

prm — otacek za minutu

qPCR — polymerazova tetézova reakce
v redlném case

RNA - ribonukleova kyselin a
ROS — reaktivni formy kysliku

RT-PCR — reverzné transkrip¢ni
polymerazova fetézova reakce

ThT — Thioflavin T
Tm — teplota tani
TNF — tumor nekrotizujici faktor

WHO - svétova zdravotnicka organizace
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