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ABSTRAKT

Huntingtonova choroba (HD) je autozomalné¢ dominantni neurodegenerativni onemocnéni,
které vede ke ztrat€¢ striatdlnich neurontt v bazilnich gangliich. HD se projevuje
nekoordinovanymi pohyby a progresivnim narusenim kognitivnich funkci. HD je pomérné
vzacné onemocnéni a vyskytuje se pfiblizné u 0,01 % zapadoevropské populace. Je zpiisobena
expanzi CAG repetice v genu pro huntingtin (HTT). Tato mutace vede k prodlouzeni
polyglutaminového fetézce. Béhem exprese mutantniho huntingtinu (mHTT) dochézi v butice
k akumulaci dvoutetézcovych zlomid (DSB) kviili snizené schopnosti je opravit, coz pfispiva
k patogenezi HD. Tento mechanismus vSak neni zcela objasnén. Je ne€kolik uhlii pohledu, jak
mHTT naruSuje odpovéd’ na DNA poskozeni (DDR). Nékteré studie tvrdi, Ze pii expresi mHTT
dochazi k nadmérné aktivaci DDR vcetné p53 signalni drahy vedouci k apoptoze. Dalsi vysledky
poukazuji na neschopnost bunky efektivné dokon¢it opravu pomoci nehomologniho spojovani
konct (NHEJ) nebo neschopnost buiiky tyto DSB dokonce rozeznat. VSechny tyto teorie mohou
vysvétlit bunéénou smrt v disledku vysokého poctu neopravenych DNA poskozeni. Pochopeni

téchto mechanismu je dilezité pro vyvoj terapeutickych strategii.

Klic¢ova slova: Huntingtonova choroba, huntingtin, dvoufetézcové zlomy DNA, DNA poskozeni,

homologni rekombinace, nehomologni spojovani koncd, p53



ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is an autosomal dominant neurodegenerative disorder, which
leads to loss of striatal neurons in basal ganglias. It is characterized by involuntary movements
and progressive cognitive impairment. HD is a relatively rare disease and the prevalence is
approximately 0,01 % of the population of Western Europeans. HD is caused by a CAG repeat
expansion in the huntingtin gene (HTT). This mutation results in an elongated stretch of glutamin.
Mutant huntingtin (mHTT) expression leads to accumulation of DNA double-strand breaks
(DSB) due to reduced ability of effective reparation, which contributes to the pathogenesis of HD,
however this mechanism is not fully understood. There are several viewpoints on how mHTT
impaires DNA damage response (DDR). Some studies say that the expression of the mHTT
initiates excessive activation of the DDR, including the p53 signaling pathway, leading to
apoptosis. Other studies represent results for dysfunction of non-homologous end joining after
recognition of DSB or that the cell is not able to recognize DSB. All theories would explain cell
death as a consequence of high levels of unrepaired DNA damage. The understanding of these

mechanisms is important for the development of therapeutical strategies.

Key words: Huntington's disease, huntingtin, DNA double-strand breaks, DNA damage,

homologous recombination, non-homologous end joining, p53
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1 UVOD

Ve zdravych buitkdch denné dochdzi k poskozeni DNA plsobenim endogennich i
breaks, DSB). Pti vzniku DSB dochazi v buiice ke spusténi odpovédi na poskozeni DNA (DNA
damage response, DDR) - k opravé poskozeni, zastavé bunécného cyklu nebo apoptdze. Jsou
vyvinuty opravné mechanismy, mezi které patii nehomologni spojovani koncti (non-homologous
end joining, NHEJ) a homologni rekombinace (homologous recombination, HR). Selhani téchto

reparacnich drah mize vést napt. ke kancerogenezi nebo k buné¢né smrti.

Huntingtonova choroba (HD) je neurodegenerativni genetickd porucha, kterd vede k
poskozeni nervového systému, zejména v zihanem jadfe (corpus striatum) bazalnich ganglii.
Projevuje se nekontrolovatelnymi pohyby a vyraznou zménou vnimani a chovani postizeného.
Dédi se autozomalné dominantné a vyskytuje se pfiblizn¢ u 0,01 % zapadoevropské populace.

Molekularni podstatou HD je expanze CAG repetic, které koduji polyQ fetézec v genu pro
protein huntingtin (HTT). BéZzny pocet téchto CAG repetic je v nemutovaném genu asi 9 - 35, po
piekroceni piiblizné 40 repetic mluvime o mutovaném huntingtinu (mHTT). V¢k, kdy dojde k
nastupu choroby, souvisi s poétem repetic. S vétSim poctem dochazi k CasnéjSim projevim
onemocnéni. Funkce HTT vS$ak neni zatim zcela objasnéna.

Pii expresi mHTT dochazi s vékem k akumulaci DSB. To ma za nasledek bunécné
dysfunkce a zejména v nervovych bunkach vede vysoké mnozstvi neopravenych DSB k bunécné
smrti. Buniky exprimujici mHTT maji snizenou schopnost DSB efektivné opravit. Jaky je presny
mechanismus naruseni reparacnich drah, neni zatim objasnéno a tato problematika je nyni

predmétem vyzkumu.

Cile prace:
e Shrnout reparacni mechanismy dvouietézcovych DNA zlomi.
e Zpracovat na zaklad¢ dostupné literatury problematiku odpovédi na dvouietézcové zlomy

v HD patogenezi.

2 DVOURETEZCOVE ZLOMY DNA

Denn¢ vznika v buiice mnoho poskozeni na trovni genomové DNA, mezi ktera patii
napiiklad depurinace nebo deaminace bazi, jejich alkylace ¢i oxidace, jednofetézcové zlomy

a dalsi.



Dvourtetézcové zlomy (double-strand breaks, DSB), béhem kterych se prerusi obé vlakna
DNA, predstavuji pro bunku nejvetsi hrozbu. Neni zde totiz druhé vlakno, které by mohlo slouzit
jako templat pro dosyntetizovani pireruseného vlakna DNA, jako je tomu naptiklad u
jednofetézcovych zlomd.

Tyto zlomy mohou vznikat na zakladé endogennich i exogennich vlivii, chemickych,
fyzikalnich a biologickych faktor. Mezi exogenni faktory patfi naptiklad ionizacni zafeni,
radiomimetické drogy (bleomycin, neokarcinostatin) nebo inhibitory topoizomeraz (Mahaney et
al. 2009).

DSB se také endogenné tvoifi pii béznych bunéénych procesech, jako je meioticka
rekombinace, V(D)J rekombinace pifi vzniku raznych izoforem receptori T-lymfocyti
a imunoglobulind, pfesmyk tézkych fetézcl u imunoglobulind, apoptotickd fragmentace DNA,
kolaps replikacni vidlicky nebo béhem bunécného metabolismu, pfi kterém vznikaji volné
kyslikové radikaly, které taktéz poskozuji DNA (Mahaney et al. 2009).

Ackoliv jsou v buiice vyvinuty mechanismy pro opravu DSB a jinych poskozeni, chyby v
opravach vedou k mutacim, chromozomovym translokacim, genomové nestabilité, bunécné smrti

nebo transformaci bunky v buiku rakovinnou (Mahaney et al. 2009).

2.1 Rozpoznavani dvouretézcovych zlomia DNA
Pfi rozpoznavani dvouietézcovych zlomi hraje diilezitou roli protein Ku70/80. Je to

heterodimer, ktery je pojmenovan podle velikosti svych dvou podjednotek (Ku70 = 69,8 kDa,
Ku80 = 82,7 kDa) (Zhang et al. 2001). Ku70/80 se s vysokou afinitou vaze na volné konce
dvouretézcové DNA, tedy i na DSB, bez potieby energie, sekvencni specifity a bez ohledu na
ptfesah volnych koncti. Stabilizuje je a chrani pfed aktivitou DNA modifikujicich enzymu (Blier
et al. 1993). Chrani tak DNA pted degradaci exonukledzami a dal$imi enzymy a pfed vazbou na
jind mista genomové DNA. Vazba probiha bez sekvencni specifity z diivodu vazby na
sacharidovou kostru DNA a nikoliv na baze (Walker et al. 2001). Jedna se o protein s toroidni
strukturou, kterou se pfimo navléka na volné konce DNA, a to béhem nékolika sekund od vzniku
DSB v buiice (Ciccia and Elledge 2010).

Ku70/80 funguje jako proteinové leseni, na které se vazi dalsi komponenty dulezité pro
opravu mechanismem NHEJ. Koncentrace Ku70/80 vazaného na volné konce DNA je
v dynamické rovnovaze s koncentraci volného proteinu, z ¢ehoz vyplyva, ze skladani komplexu
pro opravu cestou NHEJ je reverzibilni (Mari et al. 2006).

Dal§im enzymem, ktery rozpoznava zlomy DNA fetézce je Poly(ADP-ribosa) polymeraza
1 (Poly (ADP-ribose) polymerase 1, PARP1). Uastni se piedeviim oprav jednofetézcovych
zlomu (single-strand breaks, SSB). U DSB pak kompetuje s proteinem Ku70/80 a podporuje HR
(Hochegger et al. 2006) nebo alternativni cestu NHEJ (alt-NHEJ) (Wang et al. 2006). PARP1
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také zprostfedkovava a usnadiuje pocatecni akumulaci proteinového komplexu MRE11-RAD50-
NBS1 (MRN) na mistech DSB (Haince et al. 2008).

Komplex MRN hraje ulohu v rozpoznavani, funguje jako koaktivator specifickych
signalnich cest regulace bunécného cyklu zptisobenych DSB a jako efektor béhem HR a NHEJ.
Tento komplex Ize také nalézt v asociaci s telomerami na koncich linedrnich chromozomd, kde
prispiva k jejich udrzbé. MRN komplex hraje roli béhem brzké faze DDR jako senzor DSB
(Petrini 2003).

Samostatny MRE11 (meiotic recombination 11) tvoii stabilni dimery, které zajist'uji vlastni
vazbu na DNA a spojovani DSB koncil. Maji také exonukledazovou a endonukledzovou aktivitu
vuci riznym jednotetézcovym i dvouretézcovym DNA (Paull and Gellert 1999). In vivo tvofi
MREI11 komplexy s RADS50 tak, ze kazdy MRE11 véze jeden RADS50, kde vysledkem je
heterodimer MRE11,RAD50,. RAD50 obsahuje ATPazovou doménu typu ABC (ATP binding
cassette), kterd interaguje s MRE11 a zajist'uje asociaci s konci DNA u DSB (Hopfner et al. 2000).
S rostouci koncentraci MRE11,RAD50, oligomerizuji na koncich dsDNA, kde zajist'uji spojeni
mezi DNA konci, a tak tvoii leSeni, které drzi tyto konce pohromadeé (de Jager et al. 2001). Dnesni
predstava o funkci tohoto komplexu je, Ze MRE11 dimer usnadiiuje vazbu blizko se nachazejicich
konci DSB a RADS0 umoziiuje vazbu vzdalengjSich molekul DNA (Hopfner et al. 2002).
RADS0 zvysuje afinitu MRE11 k DNA a stimuluje nukledzovou aktivitu. Tyto ucinky dale
posiluje navazani NBS1 (nibrin) (Paull and Gellert 1999). NBS1 je piedevsim zodpoveédny za
lokalizaci MRN komplexu do jadra (Desai-Mehta et al. 2001). Stimuluje vazbu komplexu na
DNA a nukledzovou aktivitu MR komplexu, ale sim nevykazuje zadnou enzymatickou aktivitu.
Prispiva k procesu opravy DSB hlavné zprosttedkovanim protein-protein interakce na mistech
DNA poskozeni. C-konec obsahuje doménu interagujici s ATM (Ataxia telangiectasia mutated),
ktery je smérovan do mista DSB (You et al. 2005).

ATM je fosfoinositol-3-kindze podobna kinaza (PIKK) s helikalni HEAT opakujici se
doménou v N-koncové oblasti. M4 centralni roli v fizeni DDR. Aktivace ATM je regulovana
komplexem MRN. V neposkozenych buiikach se ATM vyskytuje jako neaktivni homodimer,
ktery neni v této konformaci schopen fosforylace substratii. Béehem DSB je ATM rekrutovan do
mista poSkozeni interakci s C-koncovym motivem NBS1. Dimer se disociuje, ATM se stdva
aktivnim a dochazi k autofosforylaci na serinu-1981 (Bakkenist and Kastan 2003).

Jakmile je ATM aktivovana, fosforyluje fadu cilt, které jsou klicové k dalSimu postupu.
Jednim z takovych je histon H2AX (u metazoi), piesnéji jeho C-konec, ze kterého vznikne
fosforylovany yH2AX. Tato modifikace se rychle rozsiti okolo mista ucinku do vzdalenosti az
n¢kolika megabazi u vyssich eukaryot (Berkovich et al. 2007).

Takto upravené histony jsou dale cilem pro dalsi PIKK jako je ATR (Ataxia telangiectasia
mutated and Rad3 related protein) a DNA proteinkinaza (DNA-PK) (Downs et al. 2000). Tato

fosforylace tedy oznac¢i DSB misto a poskytne tak fosforylaci regulovatelnou platformu pro
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shromazdéni opravnych a podpirnych faktort. Amplifikace pocatecniho signalu z DSB je
usnadnéna pfimym navazanim fosforylovanych yH2AX na C-konce BRCT domén mediatoru
kontrolniho bodu bunééného cyklu MDC1 (mediator of DNA damage checkpoint protein 1), ktery
dale rekrutuje aktivované ATM, coz vede k dalsi fosforylaci a yYH2AX Siteni (Lou et al. 2006).

Neposkozené Ozareni 2 Gy

DAP! yH2AX Slouéeno DAPI yH2AX Slouéeno

) .-.01 ...
Gz...Gz...

Obr. 1. Formovani YH2AX lozisek béhem G1 a G2 faze. Neposkozené bunky obvykle vykazuji
mens$i mnozstvi YH2AX lozisek v G1 fazi, v G2 fazi mirn€ zvysenou hladinou. Po ozéfeni 2 Gy
je zietelné vyrazné mnozstvi YH2AX lozisek, které se formuji na vzniklych DSB. V G2 fazi je
oproti G1 fazi ptiblizn€ jednou takové mnozstvi. Pievzato z Lobrich et al. 2010.

Lokalizace MDC1 do blizkosti DSB a nasledn4d expanze YH2AX usnadnuje rekrutaci
a zadrZeni proteinti kontrolnich bodii Gcastnicich se opravy DNA jako NBSI1, 53BP1 (p53-
binding proteinl) a BRCAI (breast cancer 1) pro zastaveni bunééného cyklu a k opravé DNA
(Goldberg et al. 2003). MDC1 je jako zesilovac signalizace ATM zivotné dulezity béhem DDR
a pii zajisténi stability genomu (Lou et al. 2006).

Bylo zjisténo, ze v piimém okoli DSB (1 - 2 kb) je pomérn¢ maly vyskyt YH2AX, coz
kontrastuje s hojnym nalezem MRE11 a dalSich opravnych proteinti. Hladina MRE11 a NBS1
klesa se zvysujici se vzdalenosti od DSB, coz ukazuje na nepiimou uméru ve vztahu yYH2AX
a MRN (Shroff et al. 2004; Berkovich et al. 2007).

ATR je dalsi PIKK, ktera je aktivovana poskozenim DNA. Za pomoci svého regulatoru
ATRIP (ATR-interacting protein) rozpoznava ssDNA, ktera jsou tvotena béhem zpracovani DSB
nebo je pfitomna u zastavené replikacni vidlicky. ATR je rekrutovan na misto poskozeni
replikacnim proteinem A (replication protein A, RPA), ktery se vaze k ssDNA (Zou and Elledge
2003). ATRIP mimo jiné usnadiiuje rekrutaci proteinu TopBP1 (DNA topoisomerase-2-binding
protein 1), ktery je praveé piimym aktivatorem komplexu ATR-ATRIP (Choi et al. 2010).

Mezi substraty, které ATR fosforyluje patii p53, BRCAI1, Chkl (Checkpoint kinase 1)
a Rad17 (Cell cycle checkpoint protein RAD17). Tato fosforylace nakonec inhibuje replikaci
a mitozu a umozni opravu DNA, rekombinaci nebo apoptozu. ATR je na rozdil od ptibuzného
ATM aktivovan poskozenim UV zafenim, a zatimco ATM reaguje hlavné na detekci DSB, ATR

je aktivovana v ptipadech zablokovani postupu replika¢ni vidlice (Cimprich and Cortez 2008).
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2.2 Oprava dvouretézcovych zlomu
DSB mohou byt opraveny nékolika reparacnimi mechanismy, mezi které patii

nehomologni spojovani volnych konct (non-homologous end joining, NHEJ) a homologni

rekombinace (homologous recombination, HR).

2.2.1 Nehomologni spojovani volnych konci — NHEJ
NHEJ je hlavni repara¢ni drahou DSB v savc¢ich buiikidch. Jedna se o rychlé opétovné

spojeni volnych koncti DNA v misté zlomu. Neni zde vyzadovana sesterskd chromatida, ktera by
slouzila jako templat pro dosyntetizovani poskozené DNA, proto je NHEJ vyuzivana pfedevS§im
v Gl a brzké S fazi bunécného cyklu. Béhem opravy pomoci NHEJ dochézi vSak k tuprave
poskozenych koncti DNA potiebné pro jejich spravnou ligaci, coz ale velmi ¢asto vede ke ztraté
¢i zisku ¢asti sekvence. Proto se oproti jinym reparacnim draham, jako je HR, vyznacuje vysokou
chybovosti (Chapman et al. 2012).

Jak bylo zminéno vyse, v prvnim kroku NHEJ dochézi k rozpoznani DSB a vazbé
heterodimeru Ku70/80 na volné konce DNA. Za vazbu na DNA je zodpovédna C-terminalni
doména proteinu Ku70 (Zhang et al. 2001). C-terminalni oblast podjednotky Ku80 rekrutuje
a aktivuje katalytickou podjednotku DNA-dependentni proteinkindzy (DNA-dependent protein
kinase, catalyticsubunit, DNA-PKcs) (Singleton et al. 1999). Po vazbé DNA-PKcs na Ku70/80
spolu dvé molekuly DNA-PKcs interaguji za vzniku homodimeru a dochazi k pfemosténi
(end-bridging) konctit DNA, coz je nezbytné pro intramolekularni ligaci v mistech zlomu, tedy
pro spojeni v ramci jedné molekuly DNA (DeFazio et al. 2002).

DNA-PKcs patfi do rodiny PIKK, C-terminalni oblast obsahuje katalytickou fosfoinositol-
3 kinazovou doménu (PI3 kinase domain). Je to DNA-dependentni serin/threoninova
proteinkinaza, ktera nasledné¢ fosforyluje a tim aktivuje dalsi proteiny ticastnici se opravy (Davis
et al. 2014).

V dalsim kroku procesu NHEJ dochazi k upravé volnych DNA konct, aby mohlo dojit
k jejich spravnému spojeni. Tento krok ovSem neni vzdy vyzadovan, naptiklad pokud pii zlomu
vzniknou dva tupé konce, mohou se bez tiprav znovu propojit. Pisobenim ionizac¢niho zafeni nebo
reaktivnich kyslikovych radikalti vSak Casto vznikaji konce nevhodné pro okamzitou ligaci,
vétsinou s 3 nebo 5° jednofetézcovym presahem. Na komplex proteinit Ku70/80 a DNA-PKcs se
poté vazi enzymy majici na starost upravu téchto konct. Uprava spo&iva v pfimém odstranéni
ptesahil ¢i v dosyntetizovani komplementarniho vlakna, pficemz nukleotidova sekvence presahu
je vyuzita jako templat (Davis et al. 2014). Tento krok velmi piispiva k chybovosti mechanismu

NHE]J, ¢asto totiz dochazi k odstranéni nebo vlozeni nékolika nukleotidi.
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Pokud se na konci vldkna DNA vyskytuje skupina blokujici ligaci, tedy fosfatova skupina
na 3° konci nebo hydroxylova skupina na 5° konci vlakna, enzym polynukleotid kinaza
(polynukleotide kinase, PNK) vytvoii na zakladé své 5’-kinazové/3‘-fosfatazové aktivity na 5°¢
konci fosfatovou a na 3° konci hydroxylovou skupinu, které jsou dtlezité pro efektivni ligaci
koncti DNA (Bernstein et al. 2005). V poslednim kroku dochazi k vazbé DNA ligazy IV (DNA
ligase IV, Lig IV), ktera opét spoji volné konce DNA. Jeji aktivita je stimulovana proteinem
XRCC4 (X-ray repair cross-complementing protein 4), se kterym tvoii v bufice komplex
(Grawunder et al. 1997). XRCC4-Lig IV ma nizkou DNA vazebnou aktivitu, a proto je pro
rekrutovani ligdzy IV k DNA konciim potieba vazby na heterodimer Ku70/80. Pfitomnost
DNA-PKcs pro zajisténi vazby neni vyzadovana, ovSem lze oCekavat jeji stabilizacni efekt na
tento komplex. Pro vznik stabilniho komplexu NHEJ repara¢ni drahy neni tedy nutné fixni poradi
vazby jednotlivych faktord (Calsou et al. 2003; Mari et al. 2006).

XRCC4 se kromé ligace ucastni také upravy konctt DNA pfed samotnou ligaci, ptipadné
interaguje s enzymy za Upravu zodpoveédnymi (Koch et al. 2004). Intramolekularni ligace
je rychld a efektivni i v malych koncentracich enzymu a substrdtu a vysokému podilu

neposkozené DNA (McElhinny et al. 2000).

DSB

DNA

Rozpoznani DSB l I Ku70/80

Vazba dalsich
NHE) faktori

Artemis

- DNA polymeraza h/p
ZD':;:‘::::; Polynukleotid kinaza
Spojeni
DNA koncii

Obr. 2. Nehomologni spojovani konct. DSB jsou rozeznavany proteinovym komplexem
Ku70/80. Poté dochazi k vazbé DNA-PKcs, komplexu XRCC4/Lig IV a proteint, které se ucastni
upravy koncti. Nasledné dochazi ke spojeni obou volnych DNA konct. Pfevzato z van Gent and
van der Burg 2007.
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2.2.2 Homologni rekombinace - HR
Dalsi pro bunky esencialni opravny mechanismus je HR. Oproti NHEJ se vyznacuje

vysokou pfesnosti. Je zde totiz vyuzita neposkozena sesterska chromatida, ktera slouzi jako
templat pro syntézu chybéjici ¢asti sekvence a nedochazi tak ke ztraté genetické informace. HR
se uplatituje béhem S a G2 faze, tedy ve fazich, kdy je sesterska chromatida k dispozici (Chapman
et al. 2012).

Zatimco fosforylace histonu H2AX a vazba MDC1 probihé velmi brzy po indukci DSB,
dal$i proteiny ucastnici se HR, jako BRCAI1, se objevuji v repara¢nim komplexu mnohem
pozdéji, je tedy ziejmé, ze reparace pomoci HR je vysoce organizovany a regulovany proces
(Bekker-Jensen et al. 2006). Pro jejich rekrutovani je dilezitd akumulace MDC1 a jako dalsi
faktory hrajici roli v tomto procesu se objevuji proteiny RNF8 (Ring finger protein 8), RAPS0
(receptor-associated protein 80) a kaskddy posttranslacnich modifikaci - fosforylace
a ubikvitinace (Yan and Jetten 2008).

RNF8 je E3 ubikvitin ligdza vazajici se do reparacniho komplexu na zéklad¢€ vazby vlastni
FHA domény (Forkhead-associated domain) s fosforylovanym MDCI1. Je schopna vazat ubikvitin
konjugacni enzymy, konkrétné ubikvitinacni komplex UBCI13, prostfednictvim jeji RING
domény (Ito et al. 2001), a poté ubikvitinovat histon YH2AX na Lys63 (K63) (Mailand et al. 2007,
Plans et al. 20006).

Na takto polyubikvitinovany histon YH2AX se nasledné vaze protein RAP80, ktery ve své
N-terminalni domén¢ obsahuje dva ubikvitin-interagujici motivy (ubiquitin-interacting motif
domains, UIMs). Na jeho aktivaci se podili fosforylace ATM kinazou (Yan et al. 2007).

Aktivovany RAP80 ptivadi do komplexu protein BRCA1, s nimz interaguje pomoci BRCT
domény na C-konci. Na N-konci ma pak RING doménu rozpoznavanou RING motivem proteinu
BARD1 (BRCAI associated RING domain 1). Tvofi spolu heterodimer BRCA1-BARDI
fungujici jako ubikvitin ligdza a interagujici s dalSimi proteiny, se kterymi tvoii rozsahlé
komplexy (Yan et al. 2007). Predev§im s CtIP (CtBP-interacting protein), ktery zaroven
interaguje s MRN komplexem lokalizovanym na volnych DNA koncich (Chen et al. 2008;
Greenberg 20006).

Bylo dokazéano, ze komplex BRCA1/CtIP/MRN se podili na regulaci bunééného cyklu a je
konkrétné podstatny pro G2/M kontrolni bod. Ukézalo se, Ze fosforylace CtIP probihd prave
pouze v G2 fazi. Navic je tento komplex zodpovédny za aktivaci Chkl a tedy nasledné zastaveni
bunécéného cyklu (Yu and Chen 2004).

BRCA1/CtIP/MRN komplex je také vyzadovan pro naslednou resekci DNA konct, ¢imz
vznikaji jednofetézcové useky DNA potiebné pro opravu pomoci HR (Chen et al. 2008). V prvni
fazi dochazi k ¢astené resekei, jeZ je regulovana ATM a piimo se na ni podili podjednotka MRN
komplexu MREI11 majici endonukleazovou aktivitu (You and Bailis 2010). Dalsi fazi je za

pomoci helikaz rozsahla resekce prostfednictvim exonukleazy 1 (EXO1), kterd generuje 3'

15



ssDNA. Na téchto mistech dochézi k akumulaci RPA, coz vede ke stabilizaci vzniklych
jednotetézcovych usekd a nedochdzi tak k jejich degradaci nebo nezadoucimu vzniku
sekundarnich struktur (Bolderson et al. 2010).

Za naslednou invazi fetézcli do homologni Casti sesterské chromatidy, kde dochazi k
homolognimu parovani a vzniku DNA heteroduplexu, je zodpovédna rekombinaza RADS1
vytvarejici na ssDNA nukleoproteinova filamenta. Lokalizace RADS51 je zprostfedkovana
proteinem BRCA?2 (Breast cancer 2) (Yuan et al. 1999). Invazi volnych konct do
homologniho chromozomu vznik4 v dalsi fazi HR D-smycka. Vldkna jsou v tuto chvili kovalentné
propojena a udrzuji se tak u sebe. DNA polymeraza prodluzuje 3' presahujici fetézec syntézou
nové DNA po vzoru vldkna na sesterské chromatidé.Za pomoci ligazy dochazi v molekule DNA
k propojeni nove nasyntetizovanych a ptivodnich vladken a vznik4 tak kiizova struktura nazyvana
Hollidaytv spoj (Holliday junction). Na jejim rozvolnéni se podili komplex s nukledzovou
aktivitou resolvaza. Dojde tak k rozstépeni vlaken, rozvolnéni struktury a opétovné ligaci (Ip et
al. 2008). Vysledkem jsou dv¢ intaktni molekuly DNA a znovu obnovena nukleotidova sekvence

na vlaknech, ktera byla poskozena.

2.2.3 Vybér repara¢niho mechanismu DSB
To, jak si buiika vybira, kterou z opravnych cest poskozeni DNA pouzije, neni dodnes zcela

objasnéné. Predpokladd se, ze mezi sebou jednotlivé cesty soutézi. Je dokazano, ze tuto
soutézivost mezi sebou vykazuji minimalné NHEJ a HR a Ze mohou za urcitych podminek
opravovat stejné druhy poskozeni (Takata et al. 1998; Kim et al. 2005). Bylo také zjisténo, Ze
v bunkach je zvySené mnozstvi proteini HR v pfipadé, kdy je z néjakého divodu NHEJ
nefunkéni. Muze tak dojit k ¢asteéné zachrang u vaznych fenotypt spojenych s deficitem XRCC4
nebo Lig IV rozrusenim komplexu DNA-PK. V takovém piipad¢, kdy je DNA-PK deletovana,
jsou DSB snaze pristupny pro HR a vyrusi se tak tento vazny fenotyp (Adachi et al. 2001).

Vybér cesty opravy DSB je regulovan nékolika faktory. Jde hlavné o typ poSkozeni a fazi
bunécného cyklu. Naprogramované DSB jsou smérovany do predem uréenych cest opravy. DSB
generované V(D)J rekombinaci RAG proteiny jsou opravovany NHEJ a zlomy generované pii
rekombinaci béhem meiozy proteiny Spoll jsou opraveny HR (Dudley et al. 2005; Cole et al.
2010). U oprav programovanych DSB muze posilit vybér cesty n€kolik faktorG. Napf. u vyse
zminéného Spoll dochazi k jeho kovalentni vazbé na DNA a je odStépovana komplexem
MRX/Sae2 (Neale et al. 2005).

Rovnovaha mezi NHEJ a HR se posouva béhem bunécného cyklu. Dostupnost templati
pro opravu ovliviiuje uc¢innost HR, kterd je upregulovana béhem S a G2 faze. Tedy v momenté¢,

kdy jsou dostupné sesterské chromatidy (Kadyk and Hartwell 1992). NHEJ ale zlstava aktivni i
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beéhem téchto fazi bunécného cyklu a tedy soutézi s HR i ve chvili, kdy jsou dostupné homologni
templaty (Takata et al. 1998). NHEJ je naopak aktivni nejvice v buitkach béhem G1 faze.
proteinti cyklin dependentnimi kindzami. Hladina proteinu CtIP je nizk4d béhem G1 faze, ale je
upregulovana pii postupu skrze S/G2 kontrolni bod. CDK2-dependentni fosforylace CtIP na Ser-
327 podporuje formovani komplexu mezi CtIP, MRN a BRCA1 v S/G2 (Buis et al. 2012; Chen
et al. 2008). Fosforylace pomoci CDK mutize hrat také negativni roli. Fosforylaci Ser-3291 je
zablokovéana C-koncova interakce mezi BRCA2 a Rad51 a tim je HR inhibovana (Esashi et al.
2005).

Dilezitost DNA-PK hraje také svou roli. Ve vétSin€ pfipadli je prvnim repara¢nim
faktorem, ktery se navaze na DSB. Exprese vSech komponent DNA-PK neni redukovana béhem
S faze, kdy je aktivnéj$i HR (Lee et al. 1997). Je tedy mozné, Ze v soutézeni mezi HR a NHEJ by
vzdy vyhralo NHEJ a skutecné se ukazalo, ze u vyssich eukaryot NHEJ pfevlada u vétsiny oprav
DSB (75 % oprav zajistuje NHEJ, 25 % HR) (Mao et al. 2008).

Volba cesty opravy DSB mtize byt fizena protichidnymi aktivitami proteini 53BP1
a BRCAL1. 53BP1 stimuluje NHEJ, zatimco BRCA1 sméfuje proces k upravé konct a HR.
Efektorem je pravé 53BP1, ktery je fosforylovan pomoci ATM. To probiha prevazné béhem G1
faze bunécného cyklu. Behem G2/S faze dochazi k produkci CDKI, ktera aktivuje komplex
BRCAI1-CtIP. Ten vypudi RIF1 z mista DSB a je zahajena HR. Béhem G1 je RIF1 blize
neznamym mechanismem schopen inhibovat interakci BRCA1 s DSB a dochazi k NHEJ

(Escribano-Diaz et al. 2013).

Stabilizace koncii Uprava koncii

NHEJ(G1) HR (5/G2)

Obr.3. Vybér reparac¢ni drahy prostiednictvim kompetice mezi 53BP1-RIF1 a BRCA1-CtIP
komplexem v zavislosti na buné¢ném cyklu. Pfevzato z Escribano-Diaz et al. 2013.



2.2.4 Role p53 v odpovédi na poSkozeni DNA
p53 je tumor supresorovym proteinem, ktery hraje vyznamnou roli v bunécné odpovédi na

stres, poskozeni, v regulaci bunécného cyklu a apoptdze. Tyto funkce jsou dilezité pro udrzeni
genetické integrity a brani vzniku nadorovych bunék.

Za nestresovych podminek je v bunice mnozstvi p53 nizké a vzrlsta az pii vzniku DNA
poskozeni. Jeho hladinu ma pod kontrolou antagonisticky protein MDM2 (murine double minute
2), ktery se na néj vdze a udrzuje ho v cytoplazmé v inaktivnim stavu. MDM2 funguje jako
ubiquitin-ligdza, kterd molekulu p53 ozna¢i ubiquitinem, ¢imz dochazi ke smérovani do
proteazomu a degradaci (Haupt et al. 1997; Kubbutat et al.1997).

Aktivuje se fosforylaci a dal§imi posttranslaénimi modifikacemi, translokuje se do jadra
a reguluje transkripci Sirokého spektra genti uplatitujicich se pii oprave. Iniciuje transkripci
proteinu p21, ktery nasledné inhibuje komplex cyklin-CDK (cyclin dependent kinase) zajistujici
ptechod mezi jednotlivymi fazemi bunécného cyklu. V tu chvili je zastavena bunécna proliferace
a teprve po opravé DNA bunka dokon¢i sviij bunécny cyklus (Kuerbitz et al. 1992).

Vedle spousténi opravnych a protektivnich mechanismi je p53 schopen v buiice indukovat
apoptdzu aktivaci syntézy proapoptotickych genii. D&je se tak napf. pii osmotickém Soku, nebo

kdyZ je DNA poskozeni tak zavazné a rozsahlé, ze dojde k selhani opravy (Haupt et al. 2003).

3 HUNTINGTONOVA CHOROBA

Huntingtonova choroba (Huntington disease, HD) je autozomaln¢ dominantné dédic¢né
neurodegenerativni onemocnéni zptisobené expanzi CAG repetici Casti genu kodujiciho
polyglutamin v proteinu huntingtin (HTT). Mutace tohoto proteinu vede k prodlouzeni tseku
glutaminu pobliz jeho N-konce, coz nakonec usti ve Spatné sloZeni proteinu a tvorbé agregati
(Macdonald et al. 1993). V nemutovaném genu proteinu se nachazi normalné 9 - 35 CAG repetic,
pokud je jich 40 a vice, propuka onemocnéni. Cim vétsi podet repetic, tim je nastup HD &asné&jsi
(Snell et al. 1993). Vyskyt v zadpadni Evrop€ se udava ve 4 - 10 ptipadech ze 100 000 (Al-Jader
et al. 2001).

Po ¢ase dochazi k neurodegeneraci mozku, a to pfevazné ke ztraté eferentnich stiednich
trnitych neuronil ve striatu (corpus striatum, Zzihané jadro) bazalnich ganglii. Tyto neurony
produkuji kyselinu gama amino-maselnou a jsou tedy inhibi¢ni. Hraji roli v zahajeni a kontrole
pohybt téla, koncetin a o¢i (Vonsattel et al. 1985). HD se vétSinou projevuje triadou symptomu
zahrmujici pohyb, vnimani a zménu chovani. Nynéjsi kritéria povazuji za nastup onemocnént,
jakmile u pacienta, ktery ma expandovanou CAG repetici, propukne jednozna¢na piitomnost
jinak nevysvétlitelnych extrapyramidalnich poruch pohybu (chorea, dystonie, bradykinesie,
rigidita) (Siesling et al. 1998).
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Symptomy spojené s pohybem zahrnuji pfedev§im zrychlené netimyslné pohyby (tzv.
chorea). Vnimani mize byt zménéno jiz 15 let ped propuknutim samotné nemoci. U pacienta se
projevuje snizena pozornost, mala dusevni pfizptsobivost, mensi schopnost planovani, zvysena
zmatenost a emocionalni nestalost. Zminéné symptomy se mohou podobat napt. Alzheimerove
chorobg, ale i kdyz je schopnost u€eni a vstiebavani informaci snizené, typické rychlé zapominani
se u HD nevyskytuje (Solomon et al. 2007). V emocionalni rovin¢ se vyskytuji deprese a
podrazdénost, které¢ jsou brzkymi symptomy. V pozdé&j$im stadiu dochazi k apatii, kterd se
postupem casu zhorSuje (Thompson et al. 2012).

Narozdil od ostatnich neurodegenerativnich onemocnéni neni nefunkénost DDR geneticky
determinovand, ale je zplsobena nepfimo nebo sekunddrné ziskana akumulaci mHTT a jeho

toxicitou.

3.1 CAG expanze

Na expanzi polyQ fetézce se podili vétsi mnozstvi faktort, které nejsou dodnes zcela
znamé. Patii mezi n¢€ jak mechanismy replikace béhem meidzy, tak procesy béhem opravy DNA.

Predmétem vyzkumu tohoto jevu jsou zarodecné bunky modelovych organismi. Bylo
zjisténo, ze dulezitou roli hraje replikace béhem meidzy. U mysiho modelu R6/1 se CAG expanze
objevuje pouze u haploidnich spermatid, tedy po probéhlé meidze (Kovtun and McMurray 2001).
U pacientl s HD je vSak expanze pfitomna jiz u bun¢k, které meidzu jest¢ nepodstoupily, a u
spermatid je stale pritomna. To mlze byt zptsobeno tim, ze pocet déleni zarodeénych bunék
b&hem Zivota ¢loveka je o fad vyssi nez u mysi, u které neni dostatek ¢asu k akumulaci mutaci
pied samotnou meiézou (Yoon et al. 2003). Mechanismem tvorby expanze CAG repetic mize
byt sklouznuti DNA polymerazy, zastaveni replikace a jeji nasledny restart.

Trinukleotidové repetice (TNR) mohou mit za nasledek chybné parovani fetézcli béhem
replikace nebo oprav, coz ma za nasledek tvorbu smycek a vlasenek, ve kterych jsou repetice
stabilizovany a mtze tak dojit k jejich dal§imu prodlouzeni. V myS$im modelu HD bylo jiz diive
predvedeno, ze po deleci gend pro opravné proteiny chybného parovani Msh2 a Msh3 byla na
véku zavisla tvorba expanzi CAG zastavena (Wheeler et al. 2003). Je tedy zjevné, ze oprava
chybného parovani hraje roli v expanzi polyQ fetézce a Msh2 nebo Msh3 by mohly do budoucna
predstavovat cil pro zpomaleni patogeneze HD u ¢loveka. Mimo jiné napt. funkce endonukledzy
odstépujici 5 presah (FENI) je inhibovéna sekundarnimi strukturami tvofenymi TNR (Spiro
et al. 1999). Tato endonukledza se ucastni pii opravé dlouhych tseki DNA béhem BER (base

excision repair, excizni reparace bazi).
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3.2 Dédi¢nost HD

Jak bylo zminéno, HD je autozomaln€ dominantni choroba a u potomka postizeného rodice
je 50% riziko, Ze onemocni také. Jakmile ani jeden z rodi¢ nema vice jak 36 repetici, je riziko
vzniku onemocnéni mutaci velmi vzacné. V ptipade rodict, kdy kazdy vlastni jeden expandovany
gen HD riziko nariistd na 75 %, pokud oba rodice maji ob& kopie genu expandované, je riziko
100%. Nutno poznamenat, Ze se jedna o velmi vzacné piipady. Homozygotni expanze se

projevuje vaznéjSimi projevy onemocnéni (Squitieri et al. 2003).

3.3 Funkce huntingtinu
Funkce huntingtinu v buiice neni stale pln¢ definovana. Ukazalo se, ze v neuronech se

huntingtin vaze na 3 podjednotku tubulinu, a proto zde mtize byt jeho role spojena s vesikularnim
a axondlnim transportem (Hoffner et al. 2002). To podporuji poznatky, Ze béhem exprese mHTT
se transport v neuronu narusuje, a to zejména transport spojeny s mitochondriemi (Trushina et al.
2004). Beéhem mit6zy je prokazana jeho lokalizace na polech déliciho vieténka a je zde esencialni
pro jeho orientaci (Godin et al. 2010). Dalsi funkce mohou byt spojeny naptiklad s vazbou
nekterych transkripcnich faktord (Dunah et al. 2002).

3.4 Projevy HD

Jednim z prvnich znaki pocinajici HD je $patné sloZeni huntingtinu do B-sklddaného listu
a dalsi posttranslacni modifikace, jako je St€peni nebo alternativni fosforylace (Kim 2013). mHTT
muze vstoupit do bunécného jadra a zmeénit genovou transkripci, stejné€ jako ovliviiuje funkci
mitochondrii, coz ma za nasledek produkci abnormalnich metabolitd, ¢i oxidativni stres (Ayala-
Pefia 2013).

Hladina mHTT roste béhem progrese onemocnéni, a to hlavné z divodu akumulace
fragmentl N-koncti (Weiss et al. 2009).

Hlavnim znakem HD je smrt neuront, ktera je nejspise diisledkem funkéni poruchy téchto
bun¢k. Za nasledek této poruchy je povazovana pravé chorea, zatimco pohybové postiZeni jako
bradykinie a porucha jemné motoriky jsou prisuzovany vlastni smrti neuront.. Tento poznatek
vychazi z pozorovani brzkého nastupu chorey a pozdniho postizeni motoriky. Neuronalni
dysfunkce je hojné pozorovana ve zvifecich modelech HD (Yamamoto et al. 2000).

Dal$im dulezitym znakem pro HD je i mezibunééna komunikace. mHTT ma velmi
pravdépodobné excitotoxické ucinky a je schopen se $ifit mezi buiitkami podobné jako priony
(Ren et al. 2009). Huntingtin je v cytoplazmé pozorovan ve formé agregati. Jako takovy je
pristupny k navazani uméle ptidaného jaderného lokaliza¢niho signalu, a tak miZze vstoupit do

jadra, kde se projevi jeho cytotoxicita (Yang et al. 2002). Bylo zjisténo, ze huntingtin ve formé
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juxtanuklearnich inkluznich télisek je schopen se ucastnit i mezibunééné komunikace (Brundin

etal. 2010).

3.5 Lécba HD

Vyléceni HD neni dnes mozné, ale dostupné lécebné procesy mohou nastup tohoto
onemocnéni zpomalit ¢i zmirnit pohybové (pomoci neuroleptik) a psychické poruchy
(anxiolytika, antidepresiva), jedné se pouze o 1é¢bu symptomatickou.

Vyzkum ohledné 1é€by HD se zaméfuje predevsim na zlepSeni pfeziti bunék v pfitomnosti
mHTT, coz zahrnuje napravu regulace transkripce, zlepSeni mitochondrialniho metabolismu nebo
upravu agregace huntingtinu. Dal$i vyzkumy se zaméiuji na umlcovani gent (gene silencing)

pomoci RNAI, ktery tlumi produkci mHTT v mozku primati (McBride et al. 2011).

3.6. Oxidativni poskozeni u HD

Oxidativni poskozeni DNA je spojovano se starnutim organizmu a je jednim z privodnich
jevi HD. Na mysim modelu bylo experimentalné¢ ukazano, ze expanze CAG spojena s vékem
v somatickych buiikdch je z&visld na opravném enzymu 7,8 — dihydro — 8 — oxoguanin DNA
glykosylaza (OGG1), ktery tidi opravu béznych modifikaci DNA (napft. pravé 7,8 — dihydro — 8
—oxoguanin) zpuisobenych oxidativnim stresem. Hromadéni této modifikace mtize byt zptisobeno
bud’ pfimou oxidaci DNA fetézce nebo inkorporaci 8-0xoG béhem replikace a ma za nasledek
trasnverzi GC na AT (Kovtun et al. 2007). Enzym hMTHI1 je hlavni lidskou hydrolazou, ktera
Stépi jak 8-0xodGTP, tak 8-oxo dGDP na monofosfaty a brani tak jejich inkorporaci do DNA
fetézce. V mySim modelu byly chemicky indukovany symptomy HD. U téchto mysi byla zaroven
exprimovana lidskd hMTHI1 hydrolaza, kterd ucinn€ chranila bunky pred toxickymi U¢inky
spojenymi s HD. hMTHI1 zaroven ochranila progenitorové striatalni buniky, které vykazovaly
expandované CAG repetice pred toxickymi u€inky HTT (De Luca et al. 2008). Tyto vyzkumy
ukazuji na dulezitou funkci oxidativniho poskozeni béhem progrese onemocnéni HD a mohou
ur¢it smér v dal$im vyzkumu.

Mitochondrie je dal$im mistem, kde se projevuje poSkozeni DNA pomoci oxidativniho
stresu. Imortalizované mysi neurony striata se 111 CAG repeticemi vykazuji vyrazné zvySenou
hladinu superoxidu produkovaného mitochondriemi v porovnani se zdravymi buiikami (Siddiqui
et al. 2012). Takové poskozeni mtDNA muiZze ovlivnit transport elektronti béhem oxidativni
fosforylace, coz zmensi membranovy potencial mitochondrie, negativné ovlivni ATP syntézu
a zvysi produkci ROS. To vede k dalsimu po§kozené mitochondrialni i jaderné DNA.

mHTT je schopen u experimentalnich modeld interakce s vn&jsi mitochondrialni
membranou, kde indukuje otevirani mitochondrialni permeabilnich tranzitnich port, coz vede

k uvolnéni cytochromu c a ke spusténi apoptdzy (Choo et al. 2004).
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Obr. 4. Oxidativni poskozeni béhem exprese mHTT. Pievzato z Ayala-Pefia 2013.

3.7 Formovani inkluznich télisek
mHTT se v buiice vyskytuje ve dvou stavech. V rozpustné forme, anebo agreguje a vytvari

tak inkluzni téliska (inclusion bodies, IB). Bylo zjisténo, Ze smrt neuronti exprimujicich mHTT
se da predpovédét na zdkladé mnozstvi difuzni formy v buiice a mife jejich polyQ snizovanim
hladiny toxického difuzniho mHTT (Arrasate et al. 2004). To bylo podpofeno mysim modelem s
HD, ktery exprimuje N-terminalni fragmenty obsahujici 120 CAG repetici a tvofi rozsahla IB,
piesto nevykazuje zadné znamky neuronalni dysfunkce a degenerace (Slow et al. 2005). PolyQ
expanze zvysuje riziko smrti bunék nezavisle na jeho ptisobeni na intracelularni hladinu difuzniho
mHTT. Avsak tvorba IB tuto hladinu rozpustného mHTT snizuje a prodluzuje pfezivani neuronu.

Z toho mizeme usoudit, Ze formovani IB chrani neurony.

3.8 MySi modely HD

Transgenni myS$ R6/2 je rozséhle charakterizovany model pro studium HD. Vyuziva se pro
vyzkum neurologickych fenotypii a molekularnich drah pro identifikovani cilt pro terapeutické
ucely. Obsahuje 1 kb 5' konce lidského genu pro mHTT, v¢etné promotoru a exonu 1 s piiblizné
150 CAG repeticemi. Dochazi u n¢&j k expresi mHTT a produkci mHTT agregati v mnoha
oblastech mozku, jako je striatum, mozecek, hipokampus nebo mozkova kira (Davies et al. 1997).
Progrese onemocnéni u této mysi napodobuje rysy HD v lidskych pacientech. Vyznacuje se
fenotypem podobnym choree, samovolnymi pohyby a tfesem. Pocatek onemocnéni je pozorovan

mezi 10. a 13. tydnem Zivota (Mangiarini et al. 1996; Carter et al. 1999).
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Dalsim vhodnym modelem pro preklinické studie je my$i kmen BACHD. Probiha u ng¢j
exprese lidského mHTT v plné délce zprostiedkovana bakterialnim artificialnim chromozomem
(BAC - bacterial artificial chromosome). Obsahuje 97 glutaminovych repetic, které jsou
kédovany sttidavymi CAA-CAG repeticemi. MyS BACHD vykazuje fenotyp srovnatelny s
my$im kmenem R6/2, nastup onemocnéni je vSak u této mysi pozorovan pozdgji (Gray et al.

2008).

4 ODPOVED NA POSKOZENI DNA U HD

Exprese mHTT v buiice ma pleiotrofni efekt na metabolismus buiiky véetné vzniku DNA
poskozeni a jeho opravu. Vysledky potvrdily, Ze mHTT zrychluje hromadéni DSB a zptisobuje
dysfunkci bunék jiz od brzkého stadia onemocnéni a vyznamné tak piispiva k patogenezi HD
(Ryan et al. 2006).

Akumulace proteinu s polyQ fetézcem podnécuje v burice stres, s ¢imZ souvisi vyskyt

reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species, ROS). Tento oxidativni stres zplsobuje v
bunikdch poskozeni DNA, coz bylo podpofeno nalezem vysoké hladiny 8-hydroxy-2-
deoxyguanosinu v mtDNA u pacientd s HD (Polidori et al. 1999). V jadre takto vznikaji SSB,
které mohou byt rozsiteny na DSB, napt. pokud se akumuluji na replikacni vidlicce. Exprese
mHTT iniciuje vznik DSB v jadie. Neznamena to vsak, Ze by se choval jako nukleaza, spiSe
funguje jako iniciator vzniku poskozeni. Ma vliv na uvolfiovani jiz zminénych volnych
kyslikovych radikald, které ptimo ptsobi na DNA. K akumulaci DSB pfispiva sniZzena schopnost
tyto zlomy opravit (Illuzzi et al. 2009).
Existuje n€kolik praci s riznymi pohledy na danou problematiku. Nékteré tvrdi, Ze exprese mHTT
v butice podnécuje neadekvatni odpovéd’ na DSB a vzniklé stresové signaly, ve které je nadmérné
zvySena aktivace DDR, vcetné p53 signalni drahy. Takova odpovéd’ vede k apoptdze. Podle
nékterych vyzkumt dochazi v mutované buiice k rozpoznani DSB proteiny, jako jsou YH2AX,
ATM nebo Ku70, ale v pozdgjsich fazich DDR dochazi k naruseni NHEJ a hromadéni
neopravenych DSB. Ukazalo se také, ze by problémem mohla byt neschopnost buitkky DSB
rozeznat. V bunikach miiZze byt pfitomno pouze urcité mnozstvi DNA poskozeni, jakmile dosahne
prahové hodnoty, dochazi k eliminaci takovych bun¢k. Oba pohledy by vysvétlovaly odumirani
nervovych bunék béhem HD.

V nasledujicich kapitolach se zaméfuji na dosud probéhlé vyzkumy spojené s touto

problematikou.
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4.1 Akumulace DSB v buiikdch s mHTT
Pomoci pulzni gelové elektroforézy (PFGE) byla méfena genomickd integrita DNA v

buitkdch feochromocytomu oznacovanych jako PC12 bunéénd linie. Do nich byl integrovan
zkrdceny gen pro huntingtin s expandovanou CAG repetici o poctu 103 (Q103). Tyto bunky se
oznacuji jako Htt14A2.6. Bunky Htt17A.2 maji také integrovany HTT, ale s mens$i oblasti
kodujici polyQ fetézec (Q25) a exprimuji tak wt-HTT. Jako pozitivni aktivator vzniku DSB bylo
pouzito DNA poskozujici €inidlo kamptotecin (CPT), ktery fuguje jako inhibitor topoizomeraz.
V naivnich PC12 a Htt17A2 buiikach byla zietelna bazalni hladina DSB, ktera byla ale znacné
zvySena po inkubaci s CPT. U Htt14A2.6 bun¢k bylo od zacatku pozorovano mnohem vétsi
mnozstvi DSB. V ¢ase se vSak mnozstvi DSB u bun€k s wt-HTT sniZovalo, zatimco u bunék s
mHTT rostlo. Snizeni mnozstvi DSB je pravdépodobné zpisobené efektivnim opravnym

mechanismem, ktery pii expresi mHTT selhava (Illuzzi et al. 2009).

4.2 ZvySena apoptoza u bunék s mHTT

Dalsim cilem bylo zjisténi, jak je indukované DNA poskozeni spojeno s bunénou smrti.
Striatalni bunécné linie s expresi HTT (Q7) nebo mHTT (Q111) byly po vystaveni CPT
analyzovany prutokovou cytometrii. CPT zptsoboval apoptdzu v obou typech bunék, u Q111 byl
ale narist vétsi a navic se u tohoto typu bun¢k vyskytovalo vice indukovanych DSB. Q111 bunky

jsou tedy mnohem citlivéjsi na DSB zpasobené CPT (Jeon et al. 2012).

4.3ZvySena aktivace H2AX a ATM béhem exprese mHTT
Pti vyskytu DSB je pfedvidatelnou bunécénou reakci spusténi DDR a tedy aktivace H2AX

a ATM. Ke zjisténi piitomnosti YH2AX behem exprese mHTT byly opét pouzity bunky
feochromocytomu a bylo zkoumano, zda v nich dochazi k aktivaci H2AX. V Htt14A2.6 buiikach
bylo detekovano zvysené mnozstvi yH2AX. Pti kontrole naivnich PC12 a Htt17A.2 buné€k nebylo
YH2AX pozorovano. Vzhledem k tomu, ze H2AX aktivuje ATM kindza, probehly experimenty,
zda je v téchto bunécnych liniich pfitomno aktivované ATM (pATM). Pouzitim protilatek anti-
pATM byl potvrzen vyskyt pATM shodny s vyskytem yYH2AX (Illuzzi et al. 2009)

Pro kontrolu in vivo byly pouzity R6/2 transgenni mysi a byly pozorovany stejné vysledky
jako v predchozich pokusech in vitro. Potvrdily se zvySené signaly YH2AX v jadfe. Na DSB byl
také ve vysokém mnozstvi lokalizovan 53BP1. Nebyla zde pozorovana piitomnost RADS51
(Illuzzi et al. 2009; Enokido et al. 2010). To souhlasi se zjisténim, Ze HR je vyuzivana pouze u
délicich se kmenovych/progenitorovych bun¢k, ale NHEJ je hlavnim opravnym mechanismem v
postmitotickych neuronech (Orii et al. 2006).

V R6/2 mysich bylo mnozstvi YH2AX zvySeno uz béhem 4. tydne zivota, coz znaci, Ze
DSB se objevuji v HD patogenezi velmi brzy. Hladina yH2AX v kontrolni wild-type mysi a R6/2
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mysi s vékem konstantn€ rostla, z ¢ehoz vyplyva, ze tvorba DSB je bézny jev pfi starnuti. U R6/2
mys$i byla vSak tato hladina stale znac¢né vyssi (viz Obr.5.) (Enokido et al. 2010).

Zvysené signaly YH2AX i pritomnost zvysené ATM signalizace byla potvrzena i u
striatalnich neuronil z pacientli s HD oproti kontrolnim pacientiim, kteti HD netrpéli (Enokido et
al. 2010; Lu et al. 2014).

K dal$imu hodnoceni nepfimétené ATM signalni drahy béhem HD byly pouzity
embryondlni fibroblasty (MEF) s expresi mHTT a délkou polyQ fetézce Q97 z mysiho kmene
BACHD. Byly vystaveny H>O,, ktery zptsobuje oxidativni stres. Bylo pozorovano znaéné
zvySené mnozstvi aktivovaného ATM oproti kontrolnim MEF buiikdm (Lu et al. 2014).

Jako dalsi cinidlo zpisobujici DSB byl pouzit etoposid, ktery inhibuje funkci
topoizomeraz. Zde ale vyznamné rozdily v mnozstvi yH2AX mezi BACHD a kontrolnimi MEF
nebyly. Je proto navrZena hypotéza, Ze bunky exprimujici mHTT maji zvysenou ATM signalizaci
jako odpovéd’ na oxidativni stres a neni to pfima odpoveéd’ na ptitomnost DSB (Lu et al. 2014).

YH2AX NeuN Slouceno

4wk

R6/2 |

wit
12 wk

R6/2

Obr. 5. Imunohistochemicka detekce YH2AX (zelen€) a biomarkeru neurontt NeuN (Cervené) ve
striatu transgenni R6/2 mysi a netransgenni (wt) mysi béhem 4. a 12. tydne véku. Sipky oznaduji
aktivované YH2AX. U R6/2 mysi je oproti wt mySi hladina YH2AX vyrazné vyssi. U obou mysi
se starnutim hladina zvySuje. Pfevzato z Enokido et al. 2010.

4.3.1 Cileni na ATM sniZuje toxicitu mHTT
Zjisténi nadmérné aktivace H2AX a ATM vedlo k navrhu, Ze by geneticka redukce nebo

farmakologickd inhibice ATM mohla v buné¢nych a mysich modelech snizit toxicitu mHTT.

4.3.1.1 Genetickad redukce ATM
Byly identifikovany dvé kratké RNA vlasenky (shRNAs), jejichz vysledkem je knockdown

ATM mRNA o vice nez 80 %. V bunkach neuroblastomu ud¢lila znacnou protekci proti bunééné

smrti indukované expresi mHTT (Lu et al. 2014).
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K posileni tohoto pozorovani, zda redukce mysiho ATM zlepsi patogenezi HD in vivo, byl
pouzit my$i model BACHD. V heterozygotni my$i ATM ™" je redukovana ATM signalizace a je
tak rezistentni vici ATM indukované apoptoze. Dochazi také ke snizeni mnozstvi YH2AX.
Kiizenim BACHD mysi s my$i ATM™" vznikla dvojité transgenni my§ BACHD/ATM"". U ni
byla vyrazn€ zlepsena motorika, doslo ke snizeni mnozstvi samovolnych pohybt a dokonce se
zlepSily psychiatrické problémy, které mysi s mHTT vykazuji (pfiznaky podobné depresim).
V mozku u dvojité transgenni mysi byla stejnd exprese mHTT jako u BACHD, ¢ili zlepseny
fenotyp nemiize byt pfisuzovan ptipadnym zménam exprese mHTT po kiizeni (Lu et al. 2014).

Tento vysledek byl podpofen pozorovadnim transgenni Drosophily exprimujici lidsky
mHTT Q128. Kiizenim s heterozygotni Drosophilou ATM*" doslo i u tohoto modelu ke zlepseni
motorickych deficiti (Lu et al. 2014).

4.3.1.2 Farmakologicka inhibice ATM
Vyhodou je dostupnost silnych a relativné specifickych ATM inhibitort, které by se mohly

pouzit k farmakologické inhibici ATM. Pro experiment, zda budou u¢inné i v HD, byly pouzity
mys$i kortikalni a striatalni buiiky s expresi mHTT Q73. Protektivni ucinky se vSak vyskytly pouze
u striatalnich bunék (Lu et al. 2014).

K testovani, zda by mohly byt ATM inhibitory u¢inné i u pacientii s HD, byly pouzity
striatalné diferencované kultury iPSC (indukované pluripotentni kmenové buiiky) se 180 a 109
CAG repeticemi. Kontrolni diferencované iPSC linie nevykazovaly zadny fenotyp spojeny s
mHTT. Bylo potvrzeno, Ze u diferencovanych bun¢k z HD pacientii vzrostla bunécna smrt oproti
kontrolnim buitkdm. Pfidani ATM inhibitoru melo protektivni ucinek a bunécna smrt se snizila

(Lu et al. 2014).

Tyto vysledky podporuji hypotézu, Ze genetickd redukce nebo farmakologicka inhibice
ATM muize mit protektivni u¢inky u vSech pouzitych bunécnych linii a modelovych organismt.
Je vSak potieba dalSich klinickych vyzkumt, zda jsou bezpe¢né pro pacienty a nemaji vazné

vedlejsi efekty (Lu et al. 2014).

4.4 SniZena schopnost rozpoznavani DSB béhem exprese mHTT

4.4.1 Nizsi detekce YH2AX u bunék s mHTT po ozareni
Béhem pokusii s fibroblasty exprimujicimi mHTT bylo zjisténo, Ze po poskozeni DNA

pomoci y-zafeni dochéazelo k vyrazné mensimu rozpoznavani DSB béhem NHEJ. To se projevilo

1 snizenym ukladanim lozisek YH2AX a 53BP1 proteini (Ferlazzo et al. 2014).
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Nebyly pozorovany vyrazné stopy YH2AX jak u kontrol, tak u HD bun¢k za normalnich
podminek. Po ozateni byla hodnota YH2AX (tedy rozpoznanych DSB) vyssi u kontrol nez u bunek
postizenych HD. Mutace HTT tedy nejspiSe snizuji schopnost buiiky rozpoznat DSB pomoci
NHE]J. Po 24 hodinach vsak mnozstvi YH2AX v buiice je vyssi u HD fibroblastii nez u kontrol,
coz ukazuje na snizenou schopnost opravy a pretrvavajici vyskyt DSB v téchto bunkach (Ferlazzo

et al. 2014).

4.4.2 mHTT zadrZuje pATM v cytoplazmé
Pouzitim protilatky anti-HTT bylo zjiSténo, Zze se HTT spontanné€ vyskytuje v cytoplazme

jak u HD, tak u kontrolnich zdravych fibroblastl. Po ozafeni probéhla inkubace bunék po dobu
az 24 hodin. HTT nadéle ztistal pfitomen hlavné v cytoplazmé ve vSech testovanych bunécnych
liniich (Ferlazzo et al. 2014).

V neozatfenych kontrolach bylo pATM nalezeno v cytoplazmé. Po ozafeni se formovala
loziska pATM v jadfe. Po 24 hodinach od ozafeni, v dasledku oprav posSkozeni, pocet
detekovanych lozisek pATM klesd. V HD fibroblastech je pocet lozisek 10 minut po ozafeni
znacné nizsi. Protoze HTT ziistava i po ozéfeni v cytoplazmé, nelze tedy predpokladat jeho roli
v aktivité pATM v jadie. mHTT tedy nejspise vede k zadrzovani pATM v cytoplazmé, zdrzuje
vstup pATM do jadra a zabranuje rozpoznani a opravu DSB pomoci NHEJ (Ferlazzo et al. 2014).

Podle téchto vysledki je predpokladana interakce mHTT s pATM v cytoplazmé, coz brani
jeho aktivité v jadie. Nedochazi tedy k dostatecné aktivaci H2AX a DSB nejsou efektivné

rozpoznany.

4.5 Pozménéna hladina BRCA1 a dynamika yH2AX v buiikach s mHTT

Jak bylo zminéno vyse, H2AX je v ramci nékolika méalo minut po vyskytu DNA poskozeni
fosforylovano na yH2AX a pfemisténo na mista DSB. U BRCA1 také dochazi po vzniku
poskozeni k rychlé fosforylaci pomoci ATM a interakci s YH2AX prosttednictvim vlastni BRCT
domény, na misté poSkozeni pak vznikaji komplexy BRCA1-yH2AX, které rekrutuji dalsi
dalezité reparacni faktory. Protoze je tato interakce nezbytnd pro reparacni proces, je predmétem
vyzkumu, jak BRCA1 a yYH2AX interaguji a pfispivaji v DDR v buitkdch s HD. Ukazalo se, ze
hladina fosforylovaného a nefosforylovaného ATM a BRCA1 je v bunééném a mysim modelu s
HD pozménéna a v disleku toho je narusena ¢asoprostorova dynamika YH2AX (Jeon et al. 2012).

Byla pouzita striatalni bunééna linie - kontrolni Q7 a mutantni Q111. V Q111 bunkach byla
hladina ATM a pATM lehce zvySena oproti Q7 bunkam. Mnozstvi nefosforylovaného BRCA1

bylo u Q111 bun€k v porovnani s Q7 bunkami zna¢né snizeno a zaroven p-BRCA1 znaéné
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zvySeno. Vyzkum hladin obou proteinti byl proveden pomoci GFP exprese také in vivo na R6/2
mysich. Hladiny byly stejné jako v ptedchozich pokusech (Jeon et al. 2012).

Bunéc¢na linie byla vystavena CPT, aby mohlo byt zjisténo, zda tato pozménéna hladina
BRCALI1 postihuje DDR. V Q7 buiikach byla po indukci aktivace ATM, fosforylace BRCA1 i
H2AX zvysena. U Q111 se prokazaly nizsi aktivity (Jeon et al. 2012).

V bunécnych modelech byla zkoumana distribuce ATM, BRCAT1 i YH2AX. Po vzniku
DNA poskozeni doslo u vSech bunék k redistribuci do jadra, u Q7 byl tento jev vyssi (Jeon et al.
2012).

Knockdown BRCA1 ve zdravych buiikach po ptidani CPT inhiboval prostorovou distribuci
YH2AX, u Q111 byl tento efekt vétsi a doslo k tlumeni YH2AX signalu. Tyto zjisténi silné
podporuji ditlezitost role BRCA1 v regulaci YH2AX béhem DDR (Jeon et al. 2012).

Obr. 6. Hladina nefosforylovaného a fosforylovaného BRCAT1 je v bunkach pozménéna. Oproti
kontrolnim nemutovanym bunkam je hladina BRCA1 sniZena a hladina p-BRCA1 zvySena.
Casoprostorova dynamika YH2AX je pak narusena. DNA oprava probihajici prostiednictvim
BRCA1 a yH2AX je v HD bunkach nefuknéni a vede ke zhorSeni DNA poskozeni. Pievzato z
Jeon et al. 2012.

Pro funkci proteind je velmi dulezitym faktorem jejich lokalizace. Ukdzalo se, Ze p-BRCA1
ayH2AX jsou rozdiln¢ lokalizovany v Q7 a Q111. U Q7 se vyskytuji BRCA1 a YH2AX spolecné,
u Q111 je jen cast téchto proteind lokalizovana u sebe. Konstitutivni interakce byla pozorovana
u Q7, ale ne u Q111, kde se tato interakce projevila az po ptidani CPT. Stale vSak sila této
interakce nedosahovala hodnot u Q7 (Jeon et al. 2012).

U mysiho modelu R6/2 byly vysledky stejné. Hladina p-BRCA1 in vivo byla oproti

kontrolam zvySena, zatimco hladina YH2AX naopak snizena (Jeon et al. 2012).



4.6 NaruSeni NHEJ v dasledku vazby mHTT na Ku70
Vyzkum ukézal, Ze dal§im rozhodujicim faktorem v patologiich HD spojenych s DNA

poskozenim je protein Ku70. Jak bylo popsano vyse, heterodimer Ku70/80 jako prvni detekuje
DSBs a dochdazi k jeho vazbé na poskozenou DNA. Do tohoto mista privadi DNA-PKcs a iniciuje
tak opravu pomoci NHEJ prostiednictvim komplexu XRCC4-Lig IV. V NHEJ je Ku70
nenahraditelny pro tvorbu a funkci komplexu Ku70/80-DNA-PKcs.

Byla navrzena hypotéza, ze se mHTT vaze na Ku70, a tim znemoziuje interakci s Ku80,
tedy i vznik na DNA se vazajicho komplexu Ku70/80, ¢imz se inhibuje aktivita DNA-PK. To ma
za nasledek hromadéni neopravenych DSB (Enokido et al. 2010).

Pro testovani této hypotézy byla pouzita bunécna linie HEK293 (human embryonic kidney
293 cells), ktera exprimuje mHTT s délkou polyQ fetézce Q88. Imunoprecipitaci byla v téchto
bunkach detekovana kolokalizace Ku70 a mHTT. Stejny vysledek méla i analyza R6/2 mysi. V
kontrolnich mysich nebyla interakce Ku70 s wt-HTT detekovana. Stejna situace byla navic
potvrzena v HelLa bunkach exprimujicich mHTT (Q110) a kontrolnich HeLa bunkach (Q20)
(Enokido et al. 2010).

V HeLa buiikdch s wt-HTT (Q20) a nadmérnou expresi Ku70 byla pozorovana interakce
mezi wt-HTT a Ku70, ale s velmi malou Cetnosti. Ukdzalo se, Ze ¢ast peptidu HTT obsahujici
polyQ interaguje s Ku70. Lze z toho pfedpokladat, ze mHTT interaguje s Ku70 mnohem silnéji.
Pro tcinnou interakci s Ku70 je hladina exprese mHTT ekvivalentni expresi endogenniho HTT.
Béhem tohoto experimentu bylo prokazano, ze mezi mHTT a Ku80 nebo DNA-PKcs zadna
interakce neprobiha (Enokido et al. 2010).

HeLa bunky Q110 vykazovaly naruSenou vazbu Ku70 na DNA, vznik Ku70/80 komplexu
i aktivitu DNA-PKcs. V ptipad¢ Q20 bunck k takovym situacim nedochdzelo. Tento vysledek byl
opét potvrzen u R6/2 mysi. Jako v piredchozim ptipadé, pro inhibici aktivity DNA-PKcs je tfeba
stejna hladina exprese mHTT, jako je exprese endogenniho wt-HTT. To bylo potvrzeno v HeLa
bunikach, jelikoZ se v nich pomoci koncentrace tetracyklinu da regulovat exprese mHTT (Enokido

et al. 2010).

4.6.1 Zvysena exprese Ku70 obnovuje narusenou reparacni aktivitu
U nervovych tkani modelovych R6/2 mysi je tedy prokazana nizsi aktivita DNA-PK. Po

doplnéni Ku70 se vsak jeji reparacni aktivita vyznamné navraci, piestoze hladina vzrustu Ku70
je relativné mala. K tomuto experimentu poslouzila dvojité transgenni mys, ktera exprimuje
mHTT a zvysenou hladinu Ku70 oproti kontrolni mysi (Enokido et al. 2010).

Dale se ukazalo, ze koexprese Ku70 podstatné prodluzuje preziti u Drosophily exprimujici
lidsky mHTT. Tyto vysledky podporuji myslenku, ze zvySena hladina exprese Ku70 by mohla
mit terapeuticky efekt (Enokido et al. 2010; Tamura et al. 2011).

29



Stejné vysledky v bunéénych i mysich modelech podporuji hypotézu, ze mHTT by u
pacienti s HD mohl také vyvazovat Ku70 a narusit tak NHEJ. ZvySeni hladiny Ku70 by u
takovych pacientd mohlo mit terapueticky efekt. Otazkou je provedeni zvysené exprese Ku70 u

lidi, jelikoz v pfedchozich pokusech se jednalo o genetické manipulace modelovych organismi.

Inkluzni télisko

Rozpustny mHTT
Agregace

Interakce Degradace v

A proteazomu

Inhibice formovani 2 Naruseni aktivity
komplexy = DNA-PK
v
Ku?flg &
Ku80

Oprava DSBE DNA
(nehomologni spojovani koncii)

Obr. 7. mHTT vyvazuje Ku70 a brani jeho vazbé na Ku80 a DNA. Inhibuje aktivitu DNA-PKcs
a potlacuje tak NHEJ. Ku70 navazany na mHTT podstupuje degradaci v proteazomu. Vyskytuje
se také koagregace do inkluznich télisek, ale funkéni naruseni DNA-PK komplexu se objevuje
thned pti vazbe na rozpustny mHTT a nikoliv pfi kvantitativnich zménach Ku70. Prevzato z
Enokido et al. 2010.

4.7 Interakce mezi pS3 a mHTT

Protoze je p53 zapojeny v odpovedi na poskozeni DNA, na stres a v bunééné smrti, ma
potencial hrat dilezitou roli v progresi neurodegenerativnich onemocnéni. Proto je v soucasné

dobé¢ predmétem vyzkumu, jak p53 interaguje s mHTT.

4.7.1 p53 zvySuje hladinu HTT a mHTT
Fenokopie u Hdh™" a p53” potvrzuji, Zze p53 a HTT sdileji signalni drahu, kterd udrzuje

neuronalni délku Zivota a ze ztrata jednoho nebo druhého mohou vést k neurodegeneraci.
Vzhledem k tomu, 72¢ v Hdh”™ mysi je neurodegenerace 100% penetrantni, ale pouze 25%
penetrantni v p53”~ mysi, se navrhuje, Ze p53 lezi v této signalni draze ve sméru upstream od genu
pro HTT. Pokud ztrata p53 vede ke ztrat¢ HTT, nastane neurodegenerace. Pro zjisténi, zda p53
ovliviiuje hladinu HTT, doslo ke srovnani mysi s wt-HTT a mysi s mHTT o délce polyQ fetézce
Q140. Vysledky ukazaly, ze in vivo zvySujici se doze p53 vede ke zietelné zvySeni hladiny mHTT
i wt-HTT (Ryan et al. 2006).
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4.7.2 p53 se vaze na HD/Hdh promotor
p53 je transkripcni faktor, a proto jednim z mechanismi, jak by mohl modifikovat hladinu

HTT, je vazba na jeho promotor. Na mySim (Hdh) i lidském (HD) promotoru byla nalezena
konsenzus sekvence, na kterou se vazi p53 response elementy (RE) (Ryan et al. 2006).

Byly vytvofeny konstrukty, kde je t€émito promotory fizen gen pro enzym luciferdzu. Do
MEF p537* a p53™ byly kotransfekovany HDluc a Hdhluc konstrukty spoleéné s vektorem se
vzristajici doézi p53 exprese. Aktivace promotoru byla pak determinovand stanovenim
luciferazové aktivity. V. MEF p53” byla aktivita znaéné niz§i oproti p53™*. Se zvySovanim
exprese p53 dochazelo u p53** k mirnému zvySeni luciferdzové aktivity, u p53” se aktivita
zvysila az na hladinu srovnatelnou s MEF p53**. Pouzitim western blotu byly stejné vysledky
pozorovany piimo u testovani hladiny exprimovaného HTT. Hladina HTT byla tedy vyssi u MEF
p53** oproti p53”-. Po piidani p53 se hladina HTT u p53** mirné zvysila, u p53”- dosahovala
hodnot stejnych jako u p53** (Ryan et al. 2006).

4.7.3 Delece p53 zmiriiuje projevy HD
p53 ma stejny efekt na hladinu HTT a mHTT. Zistava vsak otazkou, jak ptispiva tento fakt

k HD patogenezi. Pokud ma p53 podnécovat HD patogenezi, tak by jeho delece m¢la mit
prospésné ucinky. Jestlize ma p53 protektivni funkcei, delece by HD fenotyp jesté zhorsila.

Ptedpoklada se, ze pokud p53 podnécuje HD patogenezi, tak by my$ p53” exprimujici
mHTT méla mit méné vazny fenotyp. Pro testovani této hypotézy se sledovala hladina mRNA
pro neurotransmiter proenkefalin. Diivéjsi analyzy ukdzaly, ze mRNA proenkefalinu je uz béhem
brzkych stadii HD snizena, jak v pacientech, tak v mysich modelech (Albin et al. 1991; Menalled
etal. 2000). V my$im modelu HdhQ!40!4? byla hladina mRNA oproti kontrolnim butikAm zna¢né
niz8i. Delece p53 navratila hladinu mRNA proenkefalinu, a to na stejnou uroveii, jako je v
kontrolnich bunkach (Ryan et al. 2006).

V tomto mys$im modelu je jen vzadcné pozorovana ztrata neurond. Nizka hladina mRNA
proenkefalinu je tedy vysledkem snizeni transkripce proenkefalinu v neuronech s HD a nikoliv

vysledkem smrti neurond, které exprimuji enkefalin (Ryan et al. 2006).

4.7.4 Modely pS3-mHTT interakce
Jsou navrzeny tfi modely interakce mezi p53 a mHTT (viz Obr.8.).

4.7.4.1 Linedrni model
Prvni jednoduchy linearni model je zalozen na schopnosti p53 modifikovat aktivitu

promotoru mHTT, a tak modulovat hladinu mHTT upstream. Delece p53 tedy snizuje mnozstvi
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mHTT, ¢imz zmirnuje fenotyp onemocnéni. Tento model také predpovida, Ze ztrata proenkefalinu
u pacientll s HD je ptimym disledkem ptisobeni mHTT. Proto se pfi eliminaci p53 hladina mRNA
proenkefalinu ¢astecné navraci. Tento linearni model vsak pIn€ nevysvétluje otazku ohledné

tvorby agregatl (Ryan et al. 2006).

4.7.4.2 Rozvétveny model
Ukéazalo se, ze béhem obvyklé p53 odpovédi je v HD formovani IB inhibovano. Role p53

v HD tak musi byt zahrnuta alespon ve dvou cestach. Jedna probiha ptimo prostfednictvim mHTT
a ovliviiuje tak expresi proenkefalinu. DalSi cesta probiha pfes zatim nedefinovany mediator
tvorby agregati. Dé&je se tak transaktivaci cilového genu, ktery urcuje stupent agregace. V tomto
rozvétveném modelu jsou za dalsi aspekty HD fenotypu zodpoveédné cilové molekuly, které jsou
aktivovany p53. Je ale tfeba zvazit, jestli a jakym zptisobem HD ptisobi na aktivitu p53 (Ryan et
al. 2000).

4.7.4.3. Zpétnovazebny model
p53 pilisobi na promotor HTT a funguje jako transkripcni faktor aktivujici expresi genti

pottebnych v odpovédi na poskozeni, je tedy otdzka, zda mezi tyto proteiny patii také HTT.
Ukazalo se, ze wt-HTT ma antiapoptotickou funkci a jeho nadmérné exprese ochraiuje bunky
proti neurodegeneraci (Zhang et al. 2003). Z toho vyplyva, Ze pii bézné odpovedi na stres v HD
prostfednictvim p53 se zvySuje hladina mHTT, ¢imz se tedy opét zvySuje stres a bunécna
dysfunkce. To vede ke zméndm ve funkci samotného p53.

Bylo zjisténo, ze mHTT zvySuje hladinu p53, stejné tak i jeho transkripcni aktivitu (Bae
et al. 2005). Proto predchozi rozvétveny model taktéz plné nereprezentuje pS3-mHTT interakci v
HD. Je tedy navrZzen model, ve kterém je efektor HD schopny zpétnovazebného plisobeni na
aktivitu p53. Tim mize byt naptiklad oxidativni stres, ktery je jednim ze zakladnich spoustéjicich
faktord v patogenezi HD a je o ném znamo, ze aktivuje p53 a iniciuje p53 zprostiedkovanou
apoptotickou drahu. K jakym konkrétnim zménam v aktivité p53 v HD dochazi a jak tyto zmény

ovliviiuji dalsi procesy regulované p53, je nyni pfedmétem vyzkumu (Ryan et al. 2006).
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Obr. 8. Modely p53-mHTT interakce. Pfevzato z Ryan et al. 2006.

4.8 Hladina p53 se po transfekci plasmidem s mHTT neméni
HEK293 bunky byly transfekovany plasmidem pQ25 (HTT) nebo pQ72 (mHTT). Pii

expresi pQ72 se v bunce akumuluji DSB. Nasledné se sledovala hladina p53, ktera by mohla
napovedet, jaké jsou dalsi procesy pii DNA poskozeni béhem brzké exprese mHTT. Hladina p53
je u obou typt transfekci srovnatelna a nemeéni se v Case (Illuzzi et al. 2011).

Toto pozorovani se shoduje se soucasnymi studiemi, které roli pS3 mirné piehodnocuji.
Nejedna se nejspis pouze o pomocnika béhem tumor suprese, ale i ochrance vsech bun¢k. Mala
hladina p53 byla objevena i v zarodecnych buiikach, kde podporuje spravny vyvoj organismu.
Zakladni hladina p53 je dillezita pro drzbu hematopoetickych kmenovych bungk v inaktivnim
stavu (Vousden and Lane 2007; Liu et al. 2009).

Po ptidani CPT v buiikach hladina p53 vyznamné vzrostla, coz je velice zajimavé, protoze
jak CPT, tak i pQ72 zpusobuji DSB a pfitom po transfekci plasmidem pQ72 se hladina p53
nezmeénila (Illuzzi et al. 2011). Divodem bude nejspiSe mechanismus neptimého vlivu exprese

mHTT na vznik DSB.
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4.9 Modifikace p53 béhem exprese mHTT

4.9.1 Interakce p53 s Pinl
Fosforylace p53 na Ser46 vede k interakci s prolyl-izomerdzou Pinl a k nasledné disociaci

od apoptotického inhibitoru iASPP. Tim mutze byt zah4jena exprese gent spojenych s apoptoézou.
Fosforylace na Ser46 nasleduje po vazném a pietrvavajicim stresu a predstavuje hlavni udéalost
na p53 zavislém posunu ze zastaveni bunééného cyklu k apoptdze (Mayo et al. 2005; Mantovani
et al. 2007)

Bylo potvrzeno, ze béhem exprese mHTT taktéz dochazi k fosforylaci p53 na Ser46 a je
ptitomna v mozcich pacientd s HD. I zde plati, Ze je v buiikach exprimujicich mHTT interakce s
Pinl hlavnim bodem ve spusténi apoptozy (Grison et al. 2011).

Na modelu mysi bylo ukazano, ze ablace Pinl zabranila predcasné aktivaci p53, coz
poukazalo na jeji dalezitou roli minimalné v brzkych stadiich HD. Transkrip¢ni aktivita p53 byla
pozorovana v neuronech striatu vice jak 1 rok pfed propuknutim bunécné smrti, coz vede k
predpokladu, Ze jsou tyto buiikky schopné dlouhodob¢ odolavat stresu. Analyzou starSich mysi se
zjistilo, ze cilenim na Pinl dochazi k blokaci p53 a lze tak zabranit mHTT zplsobené
neurodegeneraci (Grison et al. 2011).

Zabranéni fosforylace p53 na Ser46 prostfednictvim inhibice kinaz, které pfimo nebo
nepiimo vedou k této fosforylaci, napt. HIPK?2 (s homeodoménou-interagujici proteinkinaza 2)
nebo PKC9, stejné tak jako blokace Pinl, mohou ochranit neurony pfed mHTT indukovanou
apoptdzou. Proto by tyto inhibi¢ni mechanismy mohly byt v budoucnu pouzity v terapeutické
strategii pro 1é¢bu HD. V této problematice je vSak tfeba pokracovat v klinickych studiich (Grison
etal. 2011).

4.9.2 Posttransla¢ni modifikace p53 béhem exprese mHTT
Pti sledovani hladiny aktivovaného - fosforylovaného p53 u transfekovanych HEK293

bunek pomoci plasmidl pQ25 a pQ72, se ukdzalo, ze béhem exprese pQ25 se hladina neméni, pti
expresi pQ72 je znacn€ zvysena, stejné tak po pridani CPT. V tomto ptipadé hladina fosforylace
p53 koreluje s vyskytem DSB (Illuzzi et al. 2011).

Dalsi modifikaci, ktera se u p53 objevuje jako odpovéd’ na poskozeni DNA, je acetylace.
Ta je dulezita pro oligomerizaci a smérovani p53 do jadra (Kawaguchi et al. 2006). Béhem
exprese pQ72 acetylace klesala pod hodnoty obvyklé pro zakladni hladinu. Béhem exprese pak
dochazi pouze k ndhodnym dimerizacim ¢i trimerizacim, které ale nejsou stabilni, a tak p53 neni
schopno zaujmout stalou konformaci. To ovliviiuje jeho schopnost vstupu do jadra, obvyklou
modulaci transkripce béhem odpovédi na bunéény stres a expresi dilezitych geni pro DDR.
Chybgjici aktivita opravnych proteinti vede k naruSeni DDR, coz nasledné znamena vice

vzniklych a neopravenych DSB (Illuzzi et al. 2011).
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Zatimco acetylace p53 vyusti k aktivaci stresové odpovedi, monoubikvitinace znamena
akumulaci p53 v cytoplazmée. Béhem exprese pQ72 dochazi soubézné s poklesem acetylace ke
vzristu monoubikvitinovaného p53. V tomto stavu zlistdva navazan jeho negativni regulator
MDM?2 a neni schopen katalyzovat DDR (Li et al. 2003; Illuzzi et al. 2011).

Tento ¢lanek poukazuje na zmény v posttranslacnich modifikacich p53 béhem DDR. K
pfesnému pochopeni, jak tyto zmény pfispivaji k HD patogenezi, je potfeba se touto

problematikou dale zabyvat.

5 ZAVER

Tato prace shrnuje dosud probehlé vyzkumy tykajici se problematiky odpovédi na
poskozeni DNA béhem patogeneze HD. V jednotlivych pracich se Ize setkat s riiznymi pohledy
a odlisnymi vysledky ohledné oprav a akumulace DSB v HD. Jednou z hypotéz, pro¢ dochazi k
odumirani neuronti, je nadmeérna aktivace DDR a p53 signdlni drahy béhem exprese mHTT, ktera
ve vysledku vede k apoptoze. Existuji prace, které navrhuji, ze p53 zvySuje hladinu mHTT
apodnécuje tak progresi HD. Stejné tak probehly experimenty zkoumajici aktivitu H2ZAX a ATM,
pti kterych bylo zjisténo, ze je nadmérn€ zvysena. Dalsi hypotézou je snizena schopnost opravy
béhem DDR. V téchto pracich jsou detekovany signaly YH2AX, dochazi tedy k rozpoznavani
DSB a naslednému selhani opravnych mechanismuti. Ukazalo se, ze mHTT je schopen vyvazovat
Ku70 a narusit tak NHEJ. V dusledku toho dochézi k hromadéni DSB v bunice. V nedavné dobé
byla navrzena dalsi hypotéza, podle které neni buiika schopna efektivné rozpoznavat DSB. To
opét vede k hromadéni neopravenych zlomu. Pti piekroceni urcitého prahu mnozstvi DNA
poskozeni podléhaji takové buiky smrti.

Je také dulezitym faktorem, v jakém kontextu byl vyzkum této problematiky provadén.
Odlisné vysledky mohou byt také pficteny riznym zpisobum, které byly pouzity pro indukci
DNA poskozeni.

Exprese mHTT nepostihuje pouze nervové buiiky, ale nejvice se v nich projevuje jeho
toxicita. Nervova tkdn ma velmi snizenou schopnost sebeobnovy kvili omezenému poctu
kmenovych bunék. V postmitotickych neuronech je hlavnim opravnym mechanismem NHEJ. Pti
jeho selhani béhem toxického ptisobeni mHTT nemé buiika moZznost efektivné opravit DSB.

Je nutné si uvédomit, ze béhem vyzkumi byly pouzity rtizné typy bunék a modelovych
organismu. Napiiklad pouzité nadorové linie s vlozenym transgenem pro mHTT maji uz samy o
sob¢ abnormalni bunécné funkce a po indukované expresi mHTT nemusi nasledné bunécné
pochody odpovidat situacim v nervovych buiikach pacientti s HD. To plati i pro ostatni pouzité

bunécné linie nepochazejici z nervové tkane.
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Vzhledem k nadmérné aktivaci p5S3 a ATM a jejich vztahu k progresi HD, byly provedeny
pokusy s jejich inhibici, ktera se v mySich modelech ukazala jako terapeuticky pfinosna. Doslo
ke zmirnéni projevli onemocnéni. AvSak ve zvifecich modelech nebyla HD nikdy prokazana,
jedna se pouze o fenotyp napodobujici toto onemocnéni. Zistava tedy otazkou, jaké vysledky by
méla pripadna klinicka studie u lidskych pacientd. Inhibice p53 u lidi je z pohledu bezpecnosti
1écby velmi problémova vzhledem k jeho ostatnim dilezitym funkcim v buiice. p53 je tumor
supresorovy protein a je tedy velmi pravdépodobné, ze jeho inhibice by ve vysledku mohla vést
k rozvoji rakoviny. Teoretickou moznosti by mohlo byt ur€eni hladiny inhibice p53, pfi které
jesté nedochazi k rakovinnému bujeni, a zaroven by mirnila projevy HD. Takova hladina by vsak
u jednotlivych pacientt byla velmi individuélni a pfipadna klinicka studie je z divodu bezpecnosti
velmi problematicka.

Podobnou tvahu lze aplikovat i na inhibici ATM, kterda méa v bunce taktéz esencidlni
funkce. U mySich modelil se ukazalo, ze ¢aste¢na inhibice ATM nema negativni dopad na Zivotni
funkce, ale je opé€t otdzkou, zda by tomu tak bylo i u lidi. Jsou zndmé farmakologické inhibitory,
u kterych je nutné do budoucna prozkoumat vedlejsi ucinky béhem dlouhodobého uzivani
pacienty.

Je tfeba pokracovat ve vyzkumu piesnych molekularnich mechanismt k jejich plnému
pochopeni a k jejich aplikaci béhem klinickych studii. Cilem je ziskat diilezité poznatky pro vyvin

1€kt mirnicich projevy onemocnéni a do budoucna i pro 1écbu HD.
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