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Abstrakt

U pacienti trpicich Alzheimerovou chorobou (AD) byla pozorovana zvySena aktivita CDKS i
snizena aktivita Pinl. Také u nich pozorujeme agregaci hyperfosforylovaného proteinu
CRMP2 (Collapsin response mediator protein 2) do neurofibrilarnich shluki. Zaroven jednim
z rizikovych faktori AD je traumatické poskozeni mozku, které také vede ke zvySenému
hromadéni nerozpustnych proteini.

V této praci je charakterizovan vliv zvySené aktivity kindzy CDKS a nizké hladiny izomerazy
Pinl (podobné jako se nachazi u Alzheimerovy choroby) na tvorbu hyperfosforylovanych
agregatt CRMP2 v in vivo modelu mirného traumatického poskozeni mozku. Pomoci western
blot analyzy a imunohistochemického barveni bylo analyzovano ukladani fosforylovaného
CRMP2A v nerozpustnych frakcich mozku a fosforylace proteinu CRMP2 na C konci v rozpustné
frakci. Z vysledkil vyplyva, ze zvySena fosforylace, konformacni stres a TBI, vedou ke snizeni
rozpustnosti fosforylovaného CRMP2A v mozku, které mulze pfispivat k patologii AD

akumulaci insolubilnich agregatii. Aditivita téchto procest vsak nebyla potvrzena.

Klicova slova: CRMP2A, CRMP2, CDKS5, Pinl, p25, Alzheimerova choroba, traumatické

poskozeni mozku



Abstract

One of the pathologies associated with Alzheimer’s disease (AD) is increased activity of
CDKS5 kinase and downregulation of isomerase Pinl. Other observed pathology is
aggregation of phosphorylated protein CRMP2 (Collapsin response mediator protein 2) in
insoluble neurofibrillary tangles. One of the risk factors of AD is traumatic brain injury,
which leads to increased accumulation of insoluble proteins.

In this work is characterized the effect of high CDKS5 kinase activity and low Pinl level
(similar as found in Alzheimer’s disease) on formation and spread of hyperphosphorylated
CRMP2 aggregates in vivo in models of mild repetitive traumatic brain injury. Western blot
and immunostaining was used for characterization of specific accumulation of insoluble
CRMP2A in brain and his phosphorylation and also for phosphorylation of C-terminal of
CRMP2.

The results suggest that increased phosphorylation, conformational stress, and TBI leads to an
increase of insoluble phosphorylated CRMP2A in brain, which can lead to pathology of AD,
due to accumulation of insoluble aggregates. However, the additivity of these processes has

not been confirmed.
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APP
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NMDA
P/Pro
PHF
Pinl

PP

PSE
ROCK
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Serin
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Steroid Receptor RNA Activator 1
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Traumatické poSkozeni mozku (traumatic brain injury)
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Transforming growth factor

WASP-family verprolin homologous protein 1
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1 Uvod

Mezi jednu z nejcastéjSich pficin umrti a zhorSeni kvality zivota ve stari patii rozvinuti
demence. NejcCastéjsi forma demence je Alzeheimerova choroba (AD), kterd se vyskytuje
stale Castéji s primérné starnouci populaci. Do dnesni doby neni jasné, jaké mechanismy

k jejimu rozvinuti vedou.

Mezi patologie objevujicich se u této nemoci patfi mimo jiné hromadéni nerozpustnych
hyperfosforylovanych proteinii v mozku. Jednim z takto uloZenych proteini je i CRMP2.
CRMP2A je fosforylovan mimo jiné kinazami CDKS, kterd je primingovd a GSK3p, ktera
fosforyluje protein nasledné. Obé¢ tyto kindzy jsou popsany jako deregulované pii AD. Jsou to
zaroven stejné kindzy, které fosforyluji protein Tau a APP. Zaroven je CRMP2A regulovan
izomerazou Pinl, ktera je také u AD deregulovana a také reguluje Tau a APP proteiny. Dalsi
protein, ktery je u AD deregulovany je Pinl. Tento protein svou izomerazovou aktivitou méni

konformaci a stabilitu proteint a mize byt dal§im pojitkem mezi CRMP2 a AD.

Je mnoho rizik pro rozvinuti AD a jednim z nich je i opakované mirné traumatické poSkozeni
mozku vyskytujici se nejcastéji u profesiondlnich sportovcti a vojakii. Toto poskozeni i

v mladém véku mize vést k rozvinuti AD ve stafi.

V této praci se soustied’uji na pochopeni regulace fosforylace proteinu CRMP2. Dale se
pokusim zjistit, jak fosforylace ovliviiuje ukladani proteinu CRMP2A v mozku a jeho

rozpustnost.

Pro zkoumani fosforylace a rozpustnosti proteinu CRMP2A byl pouZit mysi model s mutaci
zpuisobujici hyperaktivaci CDKS5, zaroven s mutaci Pinl proteinu, kterd zplisobuje jeho
inaktivaci. U téchto myS$i bylo provaddéno opakované mirné poskozeni mozku a bylo
sledovano, zda toto zachidzeni u mysi povede k rychlej$imu rozvinuti patologie. Urovei

fosforylace byla studovana pomoci western blotu a imunohistochemického barveni.

V nasledujici praci vdm nejprve predstavim, z jakych informaci vychazi nase hypotéza a jaké
jsme si vytycili cile. Poté predstavim pouzité metody, vysledky prace a nakonec shrnuti téchto

vysledku v diskuzi a zavéru.



2 Prehled literatury

2.1 Alzheimerova choroba (Alzheimer’s disease AD)

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni a nejcastéjsi pricina vzniku
demence. Projevuje se ztratou paméti, feci a celkoveé kognitivnich schopnosti. Dochazi pfi ni
k vyraznému ubytku mozkové hmoty a neuront a vede ke ztrat¢ mozkovych funkci a
nasledn¢ smrti (Katzman, 1976). Touto chorobou je postizeno stale vétsi mnozstvi lidi, hlavné
diky pfirozené starnouci populaci. Vysoky vék je nejvétsim rizikovym faktorem pro vznik
této choroby.

Mezi dalsi rizikové faktory patii genetické pozadi, chromozomadlni pohlavi a stres.
Chromozomalni Zeny maji vys$i riziko vzniku této choroby a to ¢astecné i1 diky vySSimu
pramérnému veéku doziti (Riedel et al., 2016).

RozliSujeme dva typy choroby, familidrni a sporadickou. Familiarni Alzheimerova choroba je
spojena s mutacemi v genech PSENI (presenilin-1), PSEN2 (presenilin-2) tvorici
podjednotky gamma-sekretazy, ¢i APP (amyloid precursor protein). Nastup choroby u
familiarniho typu je i pted 45 rokem Zivota.

Sporadicka forma Alzheimerovy choroby se dale d€li na chorobu s diivéj$im nastupem (Early
onset Alzheimer disease, EOAD), tj. pied 65 rokem zivota a s pozd&jSim nastupem (Late

onset Alzheimer disease LOAD).
2.1.1 Patologie

Po histologické strance je AD charakteristickd hromadénim senilnich plakl v extracelularni
mozkové tkdni a usazovdnim intracelularnich neurofibrilarnich klubek nerozpustnych

proteind v télech pyramidalnich neuronii (Obr. 1) (Perl, 2010).
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Obr. 1: Mozek pacienta s AD barveny Bielchowskeho barvenim pro odhaleni proteinovych
shlukii.

Cerné Sipky ukazuji Senilni plaky, Gervené neurofibrilarni klubka v pyramidalnim neuronu (Perl,
2010).

Neurofibrilarni klubka (neurofibrilary tangles NFT)

Tato klubka nerozpustnych proteint se tvoii u pacientll v pyramidalnich neuronech. Jejich
hlavni slozkou jsou spirdlovita vldkna (paired helical filaments, PHF), coZ jsou abnormalni
fibrily sto¢ené v parech do spiral (Wisniewski et al., 1976).

Hlavni slozkou téchto vldken je abnormalné fosforylovany protein Tau (Ferrer et al., 2005;
Lee et al., 1991). Neni to vSak jediny protein, ktery tyto klubka obsahuji. MlZeme zde najit
napiiklad protein CRMP2, GAPDH a dalsi (Wang et al., 2005; Yoshida et al., 1998). Vé&tSina
z nich je, stejné jako Tau, abnormalné fosforylovana.

Klubka se vyskytuji nejcastéji v oblasti prefrontdlniho kortexu a hippokampu a jejich
mnozstvi koreluje se zdvaznosti projevlil choroby, na rozdil od mnozstvi senilnich plaki
(Bierer et al., 1995).

Za tyziologickych podminek je Tau s mikrotubuly asociovany protein, ktery udrzuje jejich
stabilitu pfevazné v axonech neuront. Po jeho abnormaélni hyperfosforylaci dochdzi
k disociaci Tau z mikrotubulll a jeho pfesunu do téla bunky, kde se akumuluje ve formé NFT.
Po hyperfosforylaci dochazi ke zméné konformace tohoto proteinu, coz méni jeho solubilitu a
nachylnost k defosforylaci. Vyzkum naznacuje, Ze takto modifikovany protein mize vazat
dalsi Tau proteiny a tim zptisobovat i jejich modifikaci, coz vede ke shlukovéani (Nizynski et
al., 2017). Hromadéni nerozpustnych proteini zvySuje bunéény stres, ktery u neuronit miize
indukovat apoptézu (Ahmed et al., 2014). Takovéto hromadéni proteinu v buiikach se nazyva

tauopathie a mize se vyskytovat u vét§iho mnozstvi onemocnéni.
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Senilni plaky

V extracelularnich oblastech mozku pacienti s AD se vyskytuji nerozpustné shluky proteinu
Amyloid-B. Nerozpustny AB40/AB42 vznikd pfi nespravném proteolitickém Stépeni proteinu
APP. Konkrétni funkce APP v bunice neni prozatim zndma. Zname vsak tfi jeho izoformy,
znichz APP 695 se exprimuje primarn¢ v neuronech. Vime, Zze béhem svého piisobeni se
tento protein dostane na periferii buniky, k bunééné membrané, kde dochazi k jeho Stépeni.
Nejcastéji je APP Stépen a-sekretasou, jejimz pusobenim vznikd dlouhy solubilni protein
APPa. Poté dochazi ke Stépeni zbytku proteinu APP-CTF83 pomoci y-Sekretasy za produkce
P3 fragmentu a AICD (APP Intracellular Domain).

U Alzheimerovy choroby dochazi ke Stépeni APP nejprve B-sekretasou (B-site APP-cleaving
enzyme 1 BACE-1), ¢imZ vznika solubilni APPJ, které je dale St€peno y-Sekretdzou, na
toxicky peptid AB40/ AB42 a AICD (Obr. 2) (Perl, 2010; Zhou et al., 2018).

B-sekretdsa
(BACE-1)

a-sekretdsa

y-sekretdsa y-sekretdsa

AICD
AICD

APP-CTF83 APP

< ' | 4

Obr. 2: Rozdilné §tépeni proteinu APP v amyloidni a neamyloidni draze.

V neamyloidni drdze dochazi ke Sté€peni proteinu o-sekretdsou a y-Sekretdsou. Vznikd rozpustny
APPa, P3 a ACID. V amyloidni draze se ucastni BACE-1 a vznikaji rozpustné proteiny APPP a
nerozpustné plaky Af.

2.1.2 Mechanismy vzniku

Jak a pro¢ Alzheimerova choroba vznika, je mezi védci stale otdzka, na kterou dosud nemame
presvédcivou odpoveéd’. Pivodné se piredpokladalo, ze senilni plaky a ukladani AB v mozku je
hlavni pficinou vzniku AD. To vSak nekoreluje se zjiSténim, Ze ne plaky, ale mnoZstvi

akumulovanych neurofibrilarnich klubek ukazuje miru projevu symptomu, v tomto piipadé
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kognitivnich disfunkei, u pacienta (Bierer et al., 1995). Ukazuje se vSak, ze na patologii AD
by mohl mit vliv spiSe intracelulérni solubilni oligomery AP a porucha oxidativniho fetézce a
mitochondrii (Calvo-Rodriguez and Bacskai, 2020)vice, nez senilni plaky.

Za dalsi mozny faktor, ktery by mohl indukovat degenerace neuronil je povazovana
patologickéd hyperfosforyace proteinu Tau. Tauopathie se vS§ak mohou vyskytovat i u jinych
onemocnéni nez je AD, napt. Chronickd traumatickéd encefalopatie, nebo Pickova choroba, i
kdyz formy skladani, ¢i izoformy Tau mohou byt u téchto chorob jiné nez u AD (Obr. 3)
(Falcon et al., 2018; Falcon et al., 2019; Geddes et al., 1996). Zda jsou tauopathie ptivodcem,
¢i pouze dalSim ze symptomu vSak dosud nebylo presvédciveé zodpovezeno.

Je vsak ukdzano, ze mimo jiné hyperfosforylace a akumulovani nerozpustnych proteini je
jednim z prvotnich udalosti pti vzniku AD. Toto je patrné jak u proteinu Tau, tak u CRMP2
(Cole et al., 2007; Ercan-Herbst et al., 2019).

Vyznamnym faktorem pfi vzniku AD mohou byt téZ zmény metabolismu a pfenosu vapniku.
Mezi dalsi pficiny, ¢i faktory, jez byly spojeny se vnikem AD, patii bakterie zubniho plaku,
které jsou schopny vstoupit do mozku pfes hematoencefalitickou bariéru a narusit tak jeho
homeostazu, jak svou pfitomnosti a aktivaci imunitni odpovédi, tak vypousténim toxind
(Dominy et al., 2019).

Vliv jednotlivych faktord a genetického pozadi na vznik AD je vSak stale nejasny.

A\

PN

O !‘-v
K274/ / o G273/ /
S305  Ra7o G304 Eagp
4
Chronicka traumaticka encefalopatie konformace Alzheimerov choroba konformace

Obr. 3: Rozdilné skladani proteinu Tau u CTE a AD (Falcon et al., 2019).
Rozdil mezi CTE a AD je v rozdilném skladani proteinii Tau. Na obrazku jsou znacend mista zmény
konformace Ser356 a Leu357, kdy u AD dochazi fosforylaci na Ser356. Fialové misto znaci misto
zvySené hustoty u CTE proteinu, které obsahuje dal$i neproteinové molekuly.
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2.2 CRMP2

Collapsin responsive mediator protein 2 (CRMP2) je ¢lenem rodiny proteini CRMP, ktera
obsahuje lidské proteiny CRMP1 - CRMPS5. VSechny tyto proteiny maji vysokou strukturni
homologii, n¢které az 75 % (Byk et al., 1998; Inatome et al., 2000).

Jedna se o proteiny asociované s mikrotubuly (takzvané MAP proteiny). Pfednostné se vazi
na heterodimery tubulinu a pomahaji jejich nasedani na konce mikrotubulii, kde tyto struktury
stabilizuji a ovliviiuji jejich rust a rozpad, coz vede k navadéni a vétveni axont (Fukata et al.,
2002). I kdyZz mtizeme proteiny rodiny CRMP najit 1 v jinych tkanich, primarné se exprimuji
v tkédnich nervovych a to konkrétné pfi vyvoji mozku a pozdéji v oblastech vzniku novych
neuront, kde ovliviiuji migraci neuront do své finalni lokace, vétveni a rist axont/dendritli a
vznik novych synapsi. Jakdkoli chyba ve vyvoji muze vést k poskozeni mozku a vzniku
nejriznéjsich chorob, jako je na piiklad epilepsie nebo autismus (Ziak et al., 2020).

Proteiny rodiny CRMP obsahuji specifickd fosforylaéni mista na serinu a threoninu, diky
kterym muze pomoci kinaz dochazet k rychlé zméné aktivity proteinu. Mezi dilezité kinazy,
které tuto fosforylaci zajist'uji, patii naptiklad GSK-3p (Cole et al., 2004), Rho (Arimura et
al., 2000), Fes/Fps (Mitsui et al., 2002), Fyn (Uchida et al., 2009) a CDKS5 (Cole et al., 2006).

2.2.1 CRMP2 uloha v neuronech

Procesy morfologickych piestaveb jsou fizeny predevsim pomoci bunécného skeletu —
dynamikou aktinovych vldken a mikrotubulli. Pomoci mikrotubulti dochazi k transportu
organel, membran a dalSich molekul dilezitych pro vyvoj. Zaroven prestavba mikrotubull
ovliviiuje tvar bunky, rlst dendritd a axonl a jejich navadéni. S mikrotubuly je asociovano
velké mnozstvi MAP proteintl, jejichz funkci je naptiklad stabilizace cytoskeletu, ¢i transport
molekul (Goshima et al., 2016).

CRMP2 je jednim z MAP proteint. Vyskytuje se ve vétSin€ neurontll ve vyvijejicim se mozku
a v n€kterych specifickych neuronech v mozku dospélém. Mezi tyto neurony patii naptiklad
Purkynovy buiky v mozecku, pyramidalni bunky hippocampu a senzorické neurony miSnich
nervovych uzlin (Wang and Strittmatter, 1996). V hippocampu dochézi vlivem uceni k velké
remodelaci neurontl, a to 1 v dospélosti. Pravé proto se predpoklada vyskyt CRMP2 prave
v této oblasti.

Poprvé byl CRMP2 identifikovan jako UNC-33 homologni protein, pfi¢emz UNC-33 je
protein vyskytujici se v neuronech nematod a je nezbytny pficileném navadéni axont

(Hedgecock et al., 1985; Li et al., 1992). CRMP2 (tehdy popsany u kufat jako CRMP64 na
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zaklade své molekularni hmotnosti) byl popséan jako protein vyskytujici se pouze ve vyvijejici
se nervové soustave kurete a také jako clen signalni drahy pres Semaforin3A (Goshima et al.,
1995; Uchida et al., 2005; Yoshimura et al., 2005). Protilatky ke specifickému regionu
CRMP2A blokovaly Semaforinem zptsobeny rozpad ristovych kuzeli (Goshima et al.,
1995).

Semaforiny jsou exkretované a membranové proteiny, které byly pivodné popsany jako
proteiny retraktujici axony (Luo et al., 1993) a tim zplsobujici jejich navadéni. Dnes jiz vime,
ze mohou neurony jak retraktovat, tak atraktovat (Bagnard et al., 1998). Dale urcuji polarizaci
neuronll lokdlnim potlacenim ristu axont (Shelly et al., 2011). CRMP2 je intracelularni
protein zajist'ujici rozpad mikrotubulii po signalizaci semaforinem.

Protein CRMP2 se vaze ptednostné na heterodimery tubulinu, funguje jako nosic¢
tubulinovych heterodimeri a napomahd jejich sestaveni na plus konci mikrotubuli a
stabilizaci téchto koncti. Timto se protein CRMP2 podoba naptiklad proteinu Tau, ktery
stabilizuje mikrotubuly po jejich délce (Fukata et al., 2002). Pravé tato stabilizace koncu je
sniZend po fosforylaci zplisobené signalizaci pies Semaforin3A drahu.

Dale CRMP2 vaze heterodimery tubulinu ke kinesinu a umoZziuje tak jejich transport na
konce mikrotubulti do oblasti riistového kuzele (Kimura et al., 2005).

CRMP2 se ucastni regulace navadéni axonil jak v centralni, tak v periferni nervové soustave.
U crmp2KO mysi, v perifernim nervovém systému, vedl nedostatek CRMP2 napftiklad
k pfertstani a zvySenému vétveni oftalmické vétve trigeminalniho nervu. V centralni nervoveé
soustaveé bylo detekovano defektni postnatalni navadéni axont a jejich rist v oblasti corpus
callosum. Oba tyto systémy jsou regulovany pires Semaforin3A (Ziak et al., 2020).

CRMP2 je déle zapojen v klatrinem indukované endocytéze proteinu L1 a to interakci
s proteinem Numb, ktery je soucasti Notch signalni drahy (Nishimura et al., 2003).
K endocytoze L1 dochazi v riistovych kuZelech a tato molekula je dileZita pro rast axond. L1
je asociovan s komplexem neuropilin/plexin a hraje roli pfi prepindni mezi atraktivnim a
retraktivnim pisobenim semaforinu pti navadéni axoni (Castellani et al., 2002).

Dale CRMP2 interaguje s komplexem Sral/WAVEL. Tento komplex se ucastni tvorby
lamellipodii ve fibroblastech a formovani axonti u drozofily a hraje dulezitou roli
v dynamickém ptfeskupovani aktinu v buiice (Steffen et al., 2004). CRMP2 se ucastni
pfepravy komplexu Sral/ WAVEL pomoci kinesinu, kdy se lehky fetézec proteinu CRMP2
vaze na kinesin a pfichycuje na ném pravé komplex Sral/WAVEIL. Piepravuje ho tim do

rustového kuzele axonu a tim reguluje jeho rist (Kawano et al., 2005).
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Dale se CRMP2 podily na profezavani axonu a remodelaci dendritickych trnti, které je

ovlivnéné Semaforin3F (Ziak et al., 2020).
CRMP2 v interakci s vapnikem

Mezi nejdulezitéjsi signalni molekuly v mozku patii vapenaté ionty Ca2+. Tyto ionty aktivuji
celou fadu enzymu. Zaroven v bunkach nervové soustavy napomadhaji pfenosu nervového
signalu (Llinas et al., 1981). Ca2+ je pfendSen specifickymi védpenatymi kanaly. Jednim
z nejhojnéji se vyskytujicich vépenatych kanalu je CaV2.2 (N-typ), ktery se vyskytuje na
membranach presynaptickych bun¢k a umoznuje influx iontd do bunky (Issa and Hudspeth,
1994; Robitaille et al., 1990).

S kanalem CaV2.2 interaguje vice intracelularnich proteinli, mezi nimiz ma velkou ulohu i
CRMP2. Zvysena exprese CRMP2 sice nezvySuje aktivitu CaV2.2 kanald, ale zvySuje jejich
koncentraci na plazmatické membrané a tim i mnoZstvi vstupujicich vapenatych iontd. To
vede nasledné k vét§Simu mnozstvi exkretovaného neurotransmiteru, ve zkoumaném piipadé
glutamatu (Brittain et al., 2009; Chi et al., 2009). Fosforylace CRMP2 CDKS5 kinazou na
Ser522 zvySuje jeho afinitu k CaV2.2 receptoru a tim 1 mnoZstvi vnaSenych vapenatych iont
(Brittain et al., 2012b). Toto spojeni je vyjimecné dulezité v oblasti rehabilitace neuropatické
bolesti, kdy inhibice komplexu CRMP2 s vapenatymi ionty vede ke sniZzeni neuropatického
chovani u mysi. To spolu naznacuje, ze molekula CRMP2 by mohla byt cilovou molekulou
pro jeji 1écbu (Brittain et al., 2011).

V dalsich studiich byla identifikovana interakce CRMP2 s NMDA receptory. Tyto receptory
patii mezi dal$i z receptorti umoznujici vstup iontd CA2+ do bun¢k. U CRMP2-/- mysi bylo
prokézéano ovlivnéni mnozstvi GluN2B NMDA receptort v hipokampu. GIluN2B podjednotka
receptoru je diileZitd ve vyvoji nervové soustavy (Zhang et al., 2016a).

NMDA receptory taky hraji vyraznou roli v excitotoxickém pasobeni CRMP2. Mimo
intracelularniho ptsobeni dochdzi i k moZznému extracelularnimu pisobeni CRMP2. I kdyz
neni dokdzéano, Ze CRMP2 se vyskytuje jako extracelularni protein v pfirozeném prostiedi,
ukazuje se, ze muze dojit k jeho uvolnéni u degradujicich neuront ¢i gliovych bunék. Tento
extracelularni CRMP2 ma efekt na NMDA receptory a jeho plisobeni zvySuje koncentraci
vapenatych iontli v buitkach hipokampu (Castillo et al., 2018). O vyskyt extracelularniho
CRMP2 uz dfive spekulovali studie zabyvajici se extracelularnim piidanim anti-crmp2
protilatek a jejich vlivem na vyvoj neuront i oligodendrocyti (Goshima et al., 1995; Ricard et

al., 2001).
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CRMP?2 degradace calpainem

Kalpain je na vapniku zéavisla protedza. Nejvyznamngj$i plsobeni bylo zaznamendno pii
poskozeni neurond, kdy vlivem influxu vapenatych iontl dochazi k jeji aktivaci a calpain
nasledné Stépi cytoskeletarni molekuly a mezi nimi i CRMP 2 (Zhang et al., 2007). Sestiih
CRMP2 calpainem vede ke zvySené degradaci axontl a naruseni buné¢ného transportu, to dale
vede k degeneraci neurontl (Zhang et al., 2016b).

Endogenni inhibitor tohoto proteinu se nazyva Calpastatin. Jeho overexprese se vSak nezda
byt efektivni pro sniZzeni ucinku calpainem indukovaného posSkozeni (Schoch et al., 2012).

Ovsem calpain se zda byt dobrym cilovym proteinem v redukce neuronalniho poskozeni.
222 CRMP2A/B

U vétsiny genl rodiny CRMP byly identifikovany alespon 2 sestfihové varianty.

Navic, proteiny rodiny CRMP mohou formovat homo 1 heterotetrametry, jejichz pfesné
slozeni miize dale ovliviiovat funkci CRMP proteind. Bylo prokazano, ze kationty Ca2+ a
Mg2+ mohou indukovat tvorbu homotetramert CRMP2 in vitro, zatimco zpusobuji
destabilizaci tetrametriit CRMP-1 a CRMP-5 (Majava et al., 2008).

CRMP2 podléha alternativnimu sesttihu, diky kterému mohou vznikat dvé izoformy (Quinn
et al., 2003; Yuasa-Kawada et al., 2003). Jednd se o CRMP2A a CRMP2B. Rozdil mezi
témito subtypy je jejich N-koncova oblast, ktera je v ptipadé CRMP2A delsi a obsahuje dalsi
fosforyla¢ni misto na Serinu 27 (Obr. 4) (Balastik et al., 2015). Tyto izofoty se dale lisi
rozdilnym mistem exprese, ktera je pravdépodobné bunécné i vnitrobunécéné specificka,
naptiklad v oligodendrocytech se nachazi pouze CRMP2B (Bretin et al., 2005).

Také pfi vyvoji mozku se lokalizace proteinti rodiny CRMP meéni, kdy v ranych stadiich
vyvoje jsou vSechny formy proteinu CRMP obsazeny ve vétSin€é bunek, avSak postupné
s dospivanim z nékterych bun€k vymizi. Napfiklad mechova vldkna v mozku v dospélosti
obsahuji pouze CRMP2 (Bretin et al., 2005). Dale bylo v praci na gangliovych bunkach
sitnice kufete pozorovano, ze CRMP2B je exprimovan v axonu i dendritech, zatimco
CRMP2A pouze v axonech (Yuasa-Kawada et al., 2003).

CRMP2A a 2B ma mimo koncové oblasti i rozdilnou funkci v buitkach. Bylo pozorovano, ze
nadexprese CRMP2B indukuje vétveni axond, zatimco co-overexprese CRMP2A tento efekt
blokuje (Yuasa-Kawada et al., 2003). Pro spravnou morfologii axonii je tedy dulezita

rovnomeérnd distribuce obou forem proteinu CRMP2.
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Obr. 4: Rozdily izoforem proteinu CRMP2 — CRMP2A a CRMP2B

Izoforma CRMP2A m4 delsi N koncovou oblast, jejiz sekvenci z ¢lovéka (Homo sapiens) a mysi (Mus
musculus) vidime na obrazku. Navic obsahuje zvyraznéné fosforylaénim misto kinazy CDKS5 na
Serinu 27 a dal$i misto kinazy CDKS5 na Ser623 homologni s mistem Ser522 na C koncové casti
CRMP2B (Balastik et al., 2015).

223 CRMP2 posttransla¢ni modifikace
Oxidace

CRMP2 se mimo nervovou soustavu podili i na migraci T lymfocyti (Vincent et al., 2005) a
pravé v nich hraje oxidace a redukce CRMP2 vyznamnou roli (Pace et al., 2018). Cystein504
na CRMP2 muze podléhat oxidaci umoznujici formaci kovalentné vazanych homodimera
s Thioredoxinem (TRX), proteinem podilejicim se na odpovédi bunék pii expozici
kyslikovym radikalim. Oxidace soubézné s fosforylaci na Ser522 usnadiuje dalsi fosforylaci
pomoci kindzy GSK3p a tim usnadiiuje odbourdvani mikrotubulll v riistovych kuZelech

(Morinaka et al., 2011).
O-GlcNAc-modifikace

Tato modifikace proteinu CRMP2 je zndma jiz od roku 2001 (Cole and Hart, 2001), bohuzel
vSak stale plné¢ nezname jeji ucel. CRMP2 je modifikovan O-glykosilaci na serinu 517, kde
muze zaroven dochazet i1 k fosforylaci. Existuje vice hypotéz, zda a jak se tyto modifikace
vzajemné ovliviiuji (Leney et al., 2017). Je zndmo, Ze fosforylace na S518, ¢i 514 inhibuje O-
glykosilaci na S517. Dale je také znamo, ze O-glykosilace se vyskytuje pifevazné
v synaptickych zakoncenich a jeji nedostatek zplisobuje mirné poskozeni vyvoje mozku a

kognice (Muha et al., 2019).

18



SUMOylace

Jako dalsi modifikaci CRMP2 lze uvést SUMOylaci, kterd byla sice u CRMP2 objevena, ale
Casto se také pouziva jako pravdépodobné chybné vysvétleni horniho prouzku na western
blotu (WB) protilatky anti - CRMP2. Dochazi zde k piidani sumo o velikosti 10 kD. Horni
prouzek na WB byl vSak identifikovan jako CRMP2A (Balastik et al., 2015; Ziak et al.,
2020).

SUMOylace spolu s dal§imi post translacnimi modifikacemi reguluje vazbu CRMP2 na
sodikovy iontovy kanal NaV1.7. (Dustrude et al., 2013). Tento transportér hraje diilezitou roli
v neuropatické bolesti, kdy je prokazana jeho disregulace a inhibice. SUMOylace muze byt
strategie pii 1écbé této bolesti (Moutal et al., 2018). SUMOylace proteinu CRMP2 je
ovlivnéna jeho fosforylaci, kdy fosforylace CDKS5 indukuje SUMOylaci, zatimco fosforylace
kindzou Fyn SUMOylaci inhibuje (Dustrude et al., 2016).

Fosforylace

CDKS5 a GSK3p

Modifikace fosforylaci je jednou z nejvice studovanych post translaénich modifikaci proteinu
CRMP2. Utastni se ji n&kolik kinaz, z nichz dileZitou roli ma kinaza CDKS, ktera fosforyluje
CRMP2 na Serinu522 (Uchida et al., 2005). Tato fosforylace zptisobuje zménu konformace
proteinu a umoziuje fosforylaci prostfednictvim dalSich kinaz. Sekundarni fosforylace po
iniciaci kindzou CDKS probiha naptiklad prostfednictvim kindzy GSK3p na reziduich T509-
Thr514-S518. S touto fosforylaci se setkdvame pravé u semaforinové signalizace popsané
vyse, kdy po fosforylaci dochazi k snizeni afinity CRMP2 k mikrotubulim, jejich uvolnéni a
rozpad rustového kuzele (Cole et al., 2006; Uchida et al., 2005; Yoshimura et al., 2005).
CDKS5 muze také fosforylovat izoformu CRMP2A, ktery méd o jedno CDKS5 fosforylacni
misto vice nez CRMP2B a to na svém N-termindlnim konci - Serin 27. Tato fosforylace vede

k proteasomalni degradaci proteinu (Balastik, 2015).

Fyn a Fes

Src-kinaza Fyn a Tyrosin-kinaza Fes se také ticastni signalizace pfes Sema3A, kdy tyto
kindzy disociuji z receptorového komplexu Npn-1-PlexA1 po navazani Sema3A a poté
fosforyluji CRMP2 na Tyrosinu 32. Ugel této fosforylace neni dosud plné znamy. Mutanti
CRMP2Y32F maji potlaeny kolaps riistovych kuZeld indukovany Sema3A (Uchida et al.,
2009).
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Rho kindza

G-proteiny rodiny Rho zahrnuji malé GTP-azy jako RhoA, Cdc42 ¢i Racl. Tyto proteiny
slouzi jako signalni molekuly v mnoha bunécénych pochodech, jako je naptiklad modifikace
cytoskeletu ¢i bunéénad migrace. G-proteiny je dale regulovana Rho dependentni kinaza
ROCKII, ktera fosforyluje lehké fetézce myosinu a je dilezita pro migraci bunék. Prave tuto
kinazu dokéze svou piimou vazbou protein CRMP2 inhibovat (Yoneda et al., 2012). ROCKII
také reguluje retrakci axonti indukovanou proteinem Nogo, ktery se vaze na receptor NgR a
spousti kaskadu reakci zahrnujici 1 aktivaci ROCKII, Limk1 a Kofilinu (Montani et al., 2009),
coz jsou mimo jiné proteiny ucastnici se Sema3A signalizace. Pti aktivaci ROCKII ptes NgR
receptor miize dochdzet i k fosforylaci CRMP2 na Threoninu 555 a nésledné ke kolapsu
mikrotubult a retrakci axonii (Arimura et al., 2000).

Rho kinaza se U€astni i signalizace Efrinem AS. Ten po vazbé na specificky receptor aktivuje
Rho faktor a ten dale kindzu ROCKII (Wahl et al., 2000). Dochazi k fosforylaci CRMP2 a
sniZeni jeho vazby na mikrotubuly a na protein Numb. Timto zptisobem CRMP2 negativné

ovliviiuje endocytdzu proteinu L1 (Nishimura et al., 2003).

Fosfatazy a CRMP2

Funkce proteinu CRMP2 je téz vyznamné regulovana fosfatazami. Fosforylace na reziduich
T509-Thr514-S518 podléha defosforylaci naptiklad kinazami PP1, PP2 a PP3. Z nichz PP1 je
fosforylovan kindzou CDKS. Zde dochézi pouze k mirné defosforylaci kindzou PP1. Toto
fosforylacni misto je vysoce stabilni a nedochéazi zde ani po farmakologické inhibici CDK5
k vyrazné ztrat¢ fosforylace, zatimco inhibice GSK3B vede k dramatickému poklesu
fosforylace na reziduich T509-Thr514-S518. Vyssi stabilita fosforylace na Ser522 je patrné
dana vlivem okolnich bazickych residui (konkrétn¢ Lys-525) (Cole et al., 2008). Snizena
schopnost defosforylace je typickd u substratl fosforylovanych kinazou CDKS5 na C koncich,
jako je naptiklad protein Tau, ktery se stejn¢ jako CRMP2 ve své hyperfosforylované forme

vyskytuje v neurofibrilarnich shlucich (Cruz et al., 2003; Gu et al., 2000).
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2.3 CDKS

CDKS byla poprvé popséana jako CDC2-like protein a to diky své schopnosti fosforylovat na
motivu lysine-serin-prolin a diky vysoké aminokyselinové podobnosti s mySim CDKI1 a
lidskym CDK2 proteinem (Hellmich et al., 1992). Ackoli je CDKS5 clenem rodiny serin
threonin cyklin-dependentnich kinaz, na rozdil od ostatnich se neucastni regulace bunécného
cyklu (Meyerson et al., 1992). Exprimuje se sice ve vSech tkéanich, ale jeji nejvétsi exprese a
kineticka aktivita byla objevena v buitkach nervové soustavy (Hellmich et al., 1992; Ino et al.,

1994; Tsai et al., 1993).
23.1 Regulace CDK5

Stejné jako ostatni kindzy této rodiny, pottebuje i CDKS pro svou aktivaci aktivator. Tim je
v tomto ptipadé protein p35, nebo p39, ¢i jejich zkracené verze p25 a p29 (Ishiguro et al.,
1994), které se exprimuji pfevazné v nervové tkani (Ishiguro et al., 1994; Lee et al., 1996;
Lew et al., 1992; Patrick et al., 1998; Tsai et al., 1993). Aktivace CDKS5 je také ovlivnéna
lokalizaci téchto proteinti, kdy p35 a p39 jsou vazany na bunécnou membranu (Humbert et al.,
2000). Protein p39 je lokalizovan v perinukledrni oblasti a p35 v oblasti perifernich
lamelipodii. Vazba p35 na F-aktin podporuje tvorbu aktinovych svazki a stabilizuje ho (Xu et
al., 2011). Tato vazba vSak piimo neovliviiuje aktivitu CDKS, na rozdil od vazby G-tubulinu,
ktery se vaze ptimo na CDKS a inhibuje jeji aktivitu (Ito et al., 2014).

Dalsi aktivator specificky pro CDKS5 je cyklin I, ktery je exprimovan v diferencovanych
bunkach a reguluje expresi BCL-2 a BCL-XL, coz jsou proapoptotické proteiny (Brinkkoetter
et al., 2009).

Inhibice CDKS je rozdilna od ostatnich cyklin dependentnich kinaz. Fosforylace na Tyrosinu
15 kinazou Fyn zvysuje aktivitu CDKS. Tato fosforylace je dulezita v Sema3A signalizaci pro
rozpad ristového kuZele (Sasaki et al., 2002). Jina studie ovSem ukazuje, Ze fosforylace na
Y15 je inhibovana po vazbé€ aktivatoru cyklinu I, p35 ¢i p39 a neni tak nutna pro funkci
CDKS. V této studii ukazuji, ze Fyn zvySuje aktivitu CDKS stabilizaci proteinu p35
(Kobayashi et al., 2014).

P-35 vs p-25

U velkého mnoZstvi neurodegenerativnich chorob je pozorovéana zvySend aktivita CDKS. Jako
priklady Ize zminit naptiklad Parkinsonovu chorobu, Alzheimerovu chorobu ¢i Amyotrofni

laterdlni skler6zu. Bunécny stres spojeny s patogenezi téchto chorob, vede k naruSeni
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homeostdzy vapniku a nasledné ke zméné aktivity calpainu v buiikach. Pficemz calpain $tépi
a tim ovliviiuje funkci regulacnich proteinti kinazy CDKS: p39 $tépi na p29 a pl0 a p25 na
p25 a pl0 pomoci calpainu (Obr. 5). p25 byl detekovan v neuronech obsahujicich
neurofibrilarni shluky vyskytujici se pii neurodegenerativnich chorobach. Vazba p25 na
CDKS5 meéni jeji substraty a bunécénou lokalizaci a pisobi neurotoxicky, naptiklad zvySenou
fosforylaci proteinu Tau a snizenim jeho vazby na mikrotubuly (Patrick et al., 1999).

Protein p35 ma velmi nizky poloc¢as rozpadu 20-30 minut (Patrick et al., 1998), zatimco p25
ma delsi polocas rozpadu a lokalizuje se v télech a jadrech neuronu (Patrick et al., 1999).

N koncovy fragment S§tépeni p35 proteinu, pl0, umoziuje jeho vazbu na mikrotubuly,
membrany 1 mikrotubuldrni proteiny (Amin et al., 2016). P10 muze také regulovat
neurotoxicky efekt komplexu CDKS5/p25 a pfidani pl10 redukuje vznik kyslikovych radikalu
v buice (Zhang et al., 2012). Na druhou stranu studie ukazuji i mozny vliv pl0 na
neurodegeneraci a apoptézu (Chew et al., 2010), které¢ vSak vylu¢uje Zhang ve své studii
z roku 2012 (Zhang et al., 2012).

Ptekvapivé se zda, ze krom¢ CDKS5 aktivuje p25 1 kindzu GSK3p, kterd se také podili na
fosforylaci MAP proteint, jako je naptiklad Tau a CRMP2 (Chow et al., 2014).

‘ AB/oxidativni stres/excitotoxicita/TBI |

1< 20 min ﬂ
Substraty: @ (®® b ¢ ﬁ
CRMP2

TPPP

MAP1B - t? ty; > 20 min
Stathmin CRMP2
A dal’ [

Obr. 5: Aktivace kinazy CDKS5 a fosforylace jejich substrati za fyziologickych a stresovych
podminek

Vlevo na obrazku — situace v buiice za fyziologického stavu. Protein p35 je spojen s membranou a
aktivuje CDKS5. Pii stresové reakci dochazi k influxu vapenatych iontl, coz aktivuje Calpain, ktery
Stépi protein p35 na p25 a pl0. Svou vazbou na CDKS5 zplisobuje p25 jeji nadmérnou aktivaci a
dislokalizaci v bunce. Také polocas rozpadu tohoto komplexu je vyssi, nez komplexu CDK5/p35.
Z toho duvodu dochazi k hyperfosforylaci a zméné substratt CDKS, na obrazku CRMP2 a Tau.
(Dhavan and Tsai, 2001)
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23.2 Substraty CDKS a jeji uloha v neuronech

CDKS5 fosforyluje velké mnozstvi substrati, mezi kterymi jsou pievazné proteiny asociované
s mikrotubuly, jako jsou napftiklad proteiny Tau, CRMP, B-APP, MAPIB a dalsi. Tim se
podili na dynamickém pfetvaieni a pohybu cytoskeletu, vyvoji dendritickych trnl, na
transportu molekul v buiikach a dalSich bunéénych pochodech (Dhariwala and Rajadhyaksha,
2008; Dhavan and Tsai, 2001; Jin et al., 2016). Hlavni tlohu zastdva CDKS5 ve vyvoji

nervove soustavy.
CDKS v interakci s mikrotubuly a mikrotubul asociovanymi proteiny

Acetylace mikrotubulii

CDKS5 se piimo podili na acetylaci a deacetylaci mikrotubulti. Mikrotubuly jsou
deacetylovany proteinem Sirtuin-2, ktery je pfimo inhibovan fosforylaci kindzou CDKS5 na
Serinu 331 (Pandithage et al., 2008). ZvySena acetylace tubulinu vede k jeho zvySené stabilité
(North et al., 2003).

CRMP2

CDKS5 reguluje CRMP2 a jeho vazbu na mikrotubuly pies dvé drahy a to bud’ fosforylaci,
nebo defosforylaci. K fosforylaci dochdzi pfimo a to pies signalni drdhu Semaforinu3A, kdy
je CDKS5 po navazani Sema3A na svij receptor aktivovana kinazou Fyn na Tyrosinu 15
(Sasaki et al., 2002). Dale asociaci CDKS5/p35 pfes protein a2-chimaerin dochazi k fosforylaci
CRMP2 na Ser522 (Brown et al., 2004), tato fosforylace pak iniciuje dalsi fosforylaci kinazou
GSK3p a ta zplisobuje snizeni vazby na mikrotubuly, rozpad rstového kuzele a navadéni
axonu (Fukata et al., 2002).

K inhibici fosforylace mtize napoméhat CDKS5 nepiimo. V reakci na neurotrofni faktor a
neurotrofin-3 CDKS5 fosforyluje protein Axin na Threoninu 485. Toto misto sousedi
s vazebnou doménou Axinu pro GSK3B. Fosforylace pozménuje konformaci tohoto
vazebného mista a usnadiluje tim vazbu Axinu na tuto kindzu. Vazbou Axinu dochézi
k inhibici GSK3p pravdépodobné umoznénim jeji dalsi fosforylace kindzou Akt na Serinu 9.
Snizenim aktivity GSK3f dochazi ke snizeni fosforylace proteinu CRMP2 (Fang et al., 2011).
Defosforylovany protein mé vétsi afinitu k mikrotubuliim a tim padem udrzuje mikrotubularni
stabilitu (Fukata et al., 2002). Podobny mechanismus uz byl navrzen i u fosforylace proteinu

Tau (Plattner et al., 2006).
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Dalsi mikrotubul asociované proteiny (MAP)

Mezi dalsi proteiny fosforylované kinazou CDKS5 patii naptiklad MAP1IB, Tau, tubulin
polymerization-promoting protein (TPPP), ¢i stathmin.

TPPP/p25 je ve velké mife pifitomen v nervovych shlucich a Lewyho téliskach
u synukleinopathii, jako je naptiklad Parkinsonova choroba (Kovacs et al., 2004).

Fosforylace proteinu Tau je regulovana ptes lokalizaci p35 a p39. Pfi vyvoji mozku je protein
Tau piirozené fosforylovan CDK5-p39 na Ser202 a Thr205 a tim je regulovana jeho afinita
k mikrotubultim, ale neni fosforylovan CDK5-p35 (Takahashi et al., 2003).

DalSim proteinem asociovanym s mikrotubuly je aktivator CDKS5 p35. Tento protein
interaguje s polymerovanymi mikrotubuly, ne vSak s heterodimery tubulinu a je dualezity pfi
vytvareni mikrotubuldrnich spoji. Interakci s CDKS mize p35 ovliviiovat jeji aktivitu.
Po Stépeni proteinu p35 na p25 a pl10 pomoci calpainu se ztraci jeho schopnost vazby na MT

(Hou et al., 2007).
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2.4 Pinl

Jednou z dulezitych vlastnosti proteind je jejich konformace. Zména konformace proteinu
z polohy cis do polohy trans nebo naopak je dilezitou soucasti post translacnich modifikaci a
muze vyrazné ovliviiovat jeho funkce. Protein Pinl slozeny ze 163 aminokyselin a o
hmotnosti 18 kDa (Lu et al.,, 1996) je izomeraza, ktera katalyzuje konformacni zménu
proteinli z cis do trans na specifickém motivu - fosforylovany Ser/Thr-Pro. Tato modifikace
muze radikaln¢ ovlivnit dalsi fosforylaci a defosforylaci proteinu (Yaffe et al., 1997). Nékteré
znamé fosfatdzy a kindzy vykazuji konformacni specifitu (Weiwad et al., 2000; Zhou et al.,
2000).

Pinl se skladd ze dvou domén a to z N-koncové WW domény a C-koncové PPI domény
spojené flexibilnim spojovnikem (Ranganathan et al., 1997). WW doména je dilezitd pro
vazbu na fosforylované proteiny a mulze ovlivnit aktivitu PPI domény v zavislosti na
fosforylaci vazebného mista (Lu et al, 2002). PPI doména je katalitickou doménou,
zpusobujici konformacéni zménu cilového proteinu (Lu et al., 1996; Ranganathan et al., 1997).
Disregulace proteinu Pinl se vyskytuje u mnoha chorob. U neurodegenerativnich onemocnéni
byla v mozku pacientii odhalena sniZzend exprese, nebo oxidace proteinu Pinl a to jak u
Alzheimerovy choroby, kde je Pinl ulozen hyperfosforylovany v nerozpustnych granularnich
vaccich (Dakson et al., 2011; Lanke et al., 2018), tak naptiklad i u Parkinsonovy choroby
(Ryo et al., 2006), nebo Huntingtonovy choroby. Zde bylo dokézano, ze v buikéch
s nadexprimovanym proteinem Pinl dochdzi ke sniZenému hromadéni huntingtinu.
(Carnemolla et al., 2017).

Dutlezitou roli hraje Pinl i v bunééném cyklu a rakoving. V rakovinnych buiikéach je Pinl
nadexprimovan. Podili se na aktivaci vice neZ padesati proonkogenti a proliferacnich
transkripCich faktord a inhibuje vice nez 20 tumor supresorovych a proliferaci umlcujicich
faktorti. Proto se o proteinu Pinl mluvi jako o moZzném terapeutickém cili 1é€by rakoviny
(Chen et al., 2018; Lu, 2003).

inverzni, nebot’ u lidi, ktefi prodélali rakovinu, byl potvrzen sniZzeny vyskyt Alzheimerovy
a dalSich neurodegenerativnich chorob (Lanni et al., 2020; Musicco et al., 2013; Sorensen et
al., 1999). Zajimavé je, ze specificky polymorfismus genu Pinl a to rs2233678, vede ke
snizené expresi tohoto proteinu a zvySeni rizika AD (Segat et al., 2007). Naopak tento
polymorfismus, a tim paddem snizend exprese, vedou ke snizenému riziku vzniku rakoviny

prsu a plic (Han et al., 2010; Lu et al., 2011).
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24.1  Substrity

Mezi vyznamné substraty Pinul patii protein p53, ktery je ve velké mife deregulovany v
rakovinovych bunkéch. Studie ukazuji, Ze se Pinl na p53 vaze a méni jeho konformaci.
Zaroven oba tyto proteiny spolu s dal§imi reguluji expresi proonkogenti (Baquero et al., 2019;
Grison et al., 2011). Pinl je nezbytny pro apoptézu buiiky pfi stresu spusténou drahou pies
pS3 a ovlivilyje jak drahu zahrnujici aktivaci transkripce, tak s velkou pravdépodobnosti i na
transkripéné nezavislou (Li et al., 2019; Sorrentino et al., 2013; Zacchi et al., 2002). Inhibice
proteinu Pinl vede ke zvySené ubiquitinaci proteinu p53 a jeho nasledné degradaci (Jentsch
and Siepe, 2009).

Mezi vyznamné substraty proteinu Pinl patii proteiny hrajici tlohu v neurodegeerativnich
onemocnénich. Kromé jiz zminéného huntingtinu, akumulujiciho se v neuronech pacientil
s Huntingtonovou chorobou (Carnemolla et al., 2017), to je napt. APP, Tau a CRMP2, které
se akumuluji v neurofibrilarnich klubcich u pacientii s AD (Obr. 6) (Yoshida et al., 1998).

Tau

I kdyz tento protein obsahuje nékolik mist, kde by se mohl navazat (pSer/Thr-Pro), vaze se
Pinl na pThr231 (Lu et al., 1999). U této fosforylace bylo prokazano, Ze se zvySuje s progresi
Alzheimerovy choroby (Hampel et al., 2001). Pinl vSak mtze vazat i jind mista proteinu Tau,
naptiklad pT212 a pS235, nebo dalsi fosforylacni mista kinazy CDKS5-p25 a GSK3p (Kimura
etal., 2013; Smet et al., 2004).

Je ukazano, Ze vazba Pinl na pThr231 meéni konformaci fosforylovaného proteinu Tau z cis
na trans (Kondo et al., 2015). Tim umoziuje jeho defosforylaci fosfatdizami PP2A na CDKS5
mistech, ¢imZ umoZznuje vazbu proteinu Tau na mikrotubuly a tim zvySuje jejich stabilitu (Lu
et al., 1999; Zhou et al., 2000). Protilatky proti specifickym cis a trans formam proteinu Tau
odhalily mnoho dalSich skutec¢nosti. Cis konformace znesnadiiuje defosforylaci a degradaci
proteinu. Takto konformovany protein se také vice vyskytuje v poskozenych neuronech u AD
a obecné zvySeni cis formy pozitivné koreluje s neurofibrilarni degeneraci (Kondo et al.,

2015; Nakamura et al., 2012).
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Obr. 6: Regulace proteinii Tau a APP isomerazou Pinl

Nalevo — bézna regulaci proteinii izomerazou Pinl v mozku, kdy tato izomeraza méni konfromaci
proteinii pfednostné z polohy cis do polohy trans. Tim protein stabilizuje a v nékterych p fipadech i
umozni jeho defosforylaci. Napravo — situace snizené aktivity Pinl, kdy dochazi ke konformacnimu
stresu proteintl. ZvySuje se mnozstvi cis konformace a to vede k ukladani hyperfosforylovaného
proteinu.

APP

APP je dalsi z proteind hrajici klicovou roli v Azheimerové chorobg. Jeho sestfihem v-
secretasou dochdzi ke vzniku nerozpustného Amyloidu-f. Proces sestfihu APP je regulovan
fosforylaci na C-konci APP na T668-P motivu, kdy nefosforylovany protein APP se
vyskytuje v trans, zatimco fosforylovany v cis konformaci. Na tento motiv se po fosforylaci
vaze isomerdza Pinl a méni jeho konformaci zpét z cis na trans. Nadexprimovani proteinu
Pinl snizuje sekreci AP a jeho umlceni zvySuje extracelularni hromadéni nerozpustného AB42
(Pastorino et al., 2006). Za fosforylaci APP je zodpovédné vési mnozstvi kindz, mezi nimiz i
diive zminéna kindza CDKS5, ¢i GSK3p. Hyperaktivita GSK3p zvySuje sekreci AP a jeji
inhibice snizuje mnoZstvi senilnich plakl. Pinl se na tuto kindzu véZe a inhibuje ji. To vede
ke snizeni sekrece AP, cozZ je druhy regulacni mechanismus APP pomoci proteinu Pinl (Ma et

al., 2012).
CRMP2A

Dalsi z proteint vyskytujicich se v neurofibrilarnich shlucich je CRMP2. M4 vysokou funkéni
1 strukturni podobnost s Tau, diskutuje se o0 ném jako o mozném cili pro terapii AD (Hensley
and Kursula, 2016). CRMP2 je stejné jako Tau fosforylovan mimo jiné kinazami CDKS a
GSK3p. Obsahuje funkéné homologni misto k Ser235 u Tau a to Ser522 na CRMP2B slouzici
Pinl. Timto substratem je izoforma CRMP2A, kterd ma jedno fosforyla¢ni misto navic proti
CRMP2B a to Ser27. Na tomto misté¢ se také vaze protein Pinl a méni konformaci a

stabilizuje CRMP2A, zaroven se miZze Pinl véazat i na Ser623 proteinu CRMP2A. (Balastik et
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al., 2015). Pfi inhibici Pinl dochézi k degradaci CRMP2A, sniZené stabilité¢ axonl a rozpadu
rustovych kuzelt (Balastik et al., 2015).

24.2 Regulace Pinl posttranslaénimi modifikacemi

Z posttranslacnich modifikaci podléha Pinl v prvni fadé¢ oxidaci, dale také fosforylaci,
SUMOylaci, acetylaci a dalsim. Ukazuje se, ze posttranslaéni modifikace Pinl se mohou lisit
mezi zvifecimi a bunéénymi modely AD, proto je nutné pfistupovat ke vSem ziskanym datim

obezietn¢ (Eckerdt et al., 2005).

Fosforylace

koncové doméné¢ WW. Na tomto Serinu je Pinl hyperfosforylovan v mozku pacientt
s Alzheimerovou chorobou.

Fosforylaci na Serl6 umoziiuje cAMP-protein kindza A (PKA). Tato fosforylace zabraiiuje
translokaci pinul do jadra buiky (Lu et al., 2002). Fosforylace na Ser16 muze byt zajisténa i
kindzou Aurora A a Ribozomal protein S6 kinazou 2 (RSK2). Tyto jsou dulezité prevazné
v bunééném cyklu a jejich naruSeni je vyznamné pii tumorogenezi. Celkovy vliv fosforylace
S16 na funkei proteinu Pinl neni doposud znamy (Chen et al., 2020).

Dalsi fosforylace kindzou Polo-like kinase 1 na Ser65 stabilizuje Pinl (Eckerdt et al., 2005).
Déle je Pinl fosforylovan calmodulin-dependentni Ser/Thr kindzou Death-associated protein
kinase 1 (DAPK1) na Ser71 v PPI doméné. Tato fosforylace inhibuje jeho prolyl izomeraéni

aktivitu, nuklearni lokalizaci a buné¢né funkce (Lee et al., 2011).
Oxidace

Zmény oxidace proteinti byly spojovany s progresi mirné¢ho kognitivniho poskozeni (mild
cognitive impairment MCI) pacientd smérem k Alzheimerové chorobé. Vlivem oxidativniho
poskozeni kyslikovymi radikaly dochézi také ke snizeni aktivity proteinu Pinl v hipokampu u
pacientli s AD a MCI (Butterfield et al., 2006; Sultana et al., 2006). K modifikaci oxidaci
dochazi na Cys113, tato modifikace neovlivituje vazbu Pinl k jeho substratim, ale potlacuje
jeho izomerizacni aktivitu, coZz vede k blokaci substratu. Dale blokuje jadernou lokalizaci,
zvysuje stabilitu Tau a APP a sekreci AP (Chen et al., 2015).

V souvislosti se zvySenou oxidaci se mluvi také o ndsledném ndrdstu ubiquitinilace Pinl

proteinu u pacientil s AD (Tramutola et al., 2018).
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2.5 Traumatické poSkozeni mozku

v

Traumatické poskozeni mozku je definovano jako poranéni mozku zplsobené vnéjsi
mechanickou silou.

Je to jedno znejcastéji se vyskytujicich poranéni a nejcastéjsi pificina smrti u dospélych
jedincit do 45 let v rozvinutych zemich. Traumatické poskozeni miizeme definovat jako
mirné, stfedni, nebo zdvazné. Nejznaméjsi je rozdéleni dle Glasgowské stupnice hloubky
bezvédomi, kdy u mirného poskozeni dochazi ke kratké, ¢i zadné ztraté¢ védomi (Meredith et
al., 1998). V souvislosti s traumatickym poranénim se dale mluvi i o opakovaném
traumatickém poranéni mozku, kterému jsou nejCastéji vystaveni profesionalni vojaci a
demence, coz bylo poprvé popsano v ¢lanku o boxerech jiz v 70. letech a dale zkoumano
(Corsellis et al., 1973; Roberts et al., 1990). V poslednich dvou dekadach vzniklo nékolik
metastudii, kdy bylo porovnavano velké mnozstvi pacientli s diagnostikovanym jak
traumatickym poskozenim mozku, tak neurodegenerativnimi onemocnénimi. Tyto studio
naznacuji, ze prevazné u muzi je opakované, ¢i zdvazné traumatické poskozeni mozku
rizikovym faktorem vzniku Alzheimerovi choroby, ¢i chronické traumatické encefalopatie a

dalsich (Fleminger et al., 2003; Nordstrom and Nordstrom, 2018).
25.1 Pribéh TBI

Po prvotnim impaktu, ktery zptisobuje mechanické poskozeni mozkové tkané a mtize vést ke
vzniku 1éze a poskozeni neuronti, dochazi také k takzvanym sekundarnim poSkozenim, které
Casto vedou k v&tSim problémlim, neZ impakt samotny. Dochazi k neregulovanému
uvolnovani neurotransmiteri a iontl zpusobujicich oxidativni stres, dale pak k rozpadu
axonli, mitochondrialnim disfunkcim a dalSim udalostem zplsobenych zménou
biochemickych reakci v mozku. Tyto uddlosti mohou pokracovat i nckolik mésicti po
prvotnim poranéni.

Patofyziologické reakce, které pokracuji nckolik hodin aZz dni po prvotnim impaktu,
zapricinuje veétsi mnozstvi faktorti. Napiiklad uvolnéni Fe3+ iontd z ferittinu a transferin,
ktery je zpusobeny snizenym pH po inpaktu, dojde ke katalyze reakce tvofici reaktivni
kyslikové a dusikové radikdly. Radikdly v procesu peroxidace rozkladaji molekuly lipidd,
proteinti a nukleovych kyselin. Zptsobuji mimo jiné zvySenou permeabilitu cytoplazmatické
membrany, mitochondrialni disfunkce, nebo snizenou aktivitu adenosintrifosfatazy (Hall et

al., 2010).
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Dutlezitou tlohu v sekundarnim poskozeni ma nariist extracelularniho glutamatu. Jeho hladiny
jsou regulovany transportéry excitatornich aminokyselin (excitatory amino acid transporters
(EAATS) umisténymi na postsynaptickych membranach neuronti a astrocytti (Dorsett et al.,
2017; Hinzman et al., 2012). Glutaméat zptsobuje prodlouzenou excitaci neuroni, ktera mize
vést az k excitotoxicité. Pifes NMDA receptory dochdzi v neuronech a gliich k influxu
vapenatych iontll do nitra bunék a zaroven uvolnéni téchto iontd z intracelularnich zasobaren.
Ca2+ pak modifikuji dalsi bunécéné procesy.

Na homeostaze iontd pii TBI se velkou mérou podileji gliové bunky, které udrzuji
homeostazu uvniti mozku a svym pisobenim mohou bud’ akcelerovat opravu tkan¢, nebo
zpusobit neurondlni 1éze. Mezi prvotni reakce na poranéni patii astrogliéza, neboli hromadéni
reaktivnich astrocytll v misté poranéni. Zaroven astrocyty v riznych ¢astech mozku vykazuji
rozdilnou reakci na poSkozeni. Pro komunikaci a nasledny urychleny pohyb astrocytli do
mista poSkozeni jsou dulezité vapenaté a sodné ionty a pravé tyto astrocyty zpracovavaji a
reaguji na n¢ riznym zpusobem v hipokampu a kortexu. Konkrétné¢ hipokampalni neurony
exprimuji méné NCX proteinu, coZ je sodno-vapenaty vymeénik (Hwang et al., 2006; Zhao et
al., 2008; Ziemens et al., 2019).

Stejné jako astrocyty jsou po TBI aktivovany i mikroglie, které migruji do mista poskozeni
mozku po koncentra¢nim gradientu bradikininu (Bar and Barak, 2019). Pro migraci je také
dalezity influx sodnych a véapenatych ionti pomoci NCX receptoru (Ifuku et al., 2007).
V misté 1éze pak mikroglie mohou sekretovat cytotoxické cytokiny a neurotrofni faktory, coz
muze vést k hypersenzitivité. Mikroglie také mohou sekretovat TGF- a tim upregulovat
expresi NKCCI a prodluzovat zachvatovy stav v mozku (Wang et al., 2017).

Celkové vede traumatické poSkozeni ke zhorSeni kognitivnich schopnosti, poruchdm paméti,
soustfedéni a uc¢eni (Mclnnes et al., 2017). Tyto funkce jsou lokalizovany v hipokampu, ktery
je diky svému anatomickému umisténi chranén pfed primarnim poranénim souvisejicim
s TBI. Proto nejsou v hipokampu pozorovany Zadné 1éze, ani pfimé ztraty neuroni. Zaroven
je vSak hipokampus nachylnéjsi na sekundarni poranéni v disledku zmény biochemickych
procest. Nejvice je diskutovana pravé prodlouzend excitabilita neuronti. AZ 48 hodin po
impaktu pfijimaji buiikky vépenaté ionty z extracelularniho prostiedi a uvoliiuji vapenaté ionty
z intracelularnich zasobaren. K témto prvotnim procesim pfispivaji NMDA receptory.
Po tderu dochazi u jedinct k akutni excitotoxicité a to n€kolika zplsoby. Ta poté umozni

influx iontd do bunék neuronti (Gurkoff et al., 2012).
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2.5.2 Vliv TBI na rozvinuti chorob

Traumatické poskozeni mozku je rizikovym faktorem vzniku neurodegeneratinich
onemocnéni a to pirevazné tauopathii. Mezi tyto nemoci patii i Alzheimerova choroba (Guo et
al., 2000; Nordstrom and Nordstrom, 2018) a chronicka traumatickéd encefalopatie (Omalu et
al., 2005), které se ve své patologii mirn¢ lisi, naptiklad rozdilnou konformaci proteinu Tau
(Falcon et al., 2019). U obou ovSem v prvotni tvorbé patologie dochazi k zmén¢ konformace
proteinu Tau z pfirozené a mikrotubuly stabilizujici formy trans do formy cis a za zménu této
konformace je zodpovédna izomerdza Pinl (Kondo et al., 2015; Nakamura et al., 2012).

Forma cis se uklada ve formé NFT.
253 Kindzy CDKS a GSK3p pri TBI

Dalsi s patologii TBI je opét zplisobena zvySenym influxem vapenatych iontt, kdy uz bylo
diive popsano, ze tento influx zpiisobuje nérust koncentrace p25 proteinu v buiitkach, coz je
aktivator kinazy CDKS (Patrick et al.,, 1999). Po TBI a dalSich urazech zptsobujicich
dlouhodobou excitaci neuront dochazi v prvotnim kratkodobém stadiu ke zvySeni aktivity
GSK3p a poté je pozorovano snizeni jeji aktivity a fosforylace na jejich residuich (Zhao et al.,
2012). Tyto zmény aktivity také ovliviiuji protein CRMP2 po TBI. Z dalSich studii vypliva, ze
snizeni fosforylace u CRMP2 na residuich pro GSK3p mulze snizeni primingové aktivity

CDKS5 v del§im horizontu po TBI (Wilson et al., 2014).
254 CRMP2TBI

Disregulace kinaz po TBI vede ke zmén¢ fosforylace proteinu CRMP2. Zaroven mize vlivem
aktivace calpainu po influxu véapenatych iontd, ktery je s TBI spojen, dochazet ke zvySenému
Stépeni proteinu. Je dokézano, Ze protein CRMP2 napomaha rekonvalescenci po TBI a snizuje

poskozeni paméti (Sun et al., 2020).

Zaroven samotny protein ma efekt i na influx vapenatych iontl ve spojeni s NMDA receptory
(Brittain et al., 2012a). Jelikoz TBI zptsobuje v mozku a dokonce 1 jeho jednotlivych ¢astech
velké mnozstvi rozdilnych efektll, je tézké najit jednoho spole¢ného jmenovatele. V tomto je
TBI podobné AD. Dosud neni zndma piesnd regulace proteinu CRMP2 po TBI, ale vyzkum
naznacuje tento protein jako potencidlni vhodny terapeuticky cil pro 1é€bu a zmirnéni

nasledkt TBI.
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3 Cile prace
Hypotéza:

Protein p25 hyperaktivuje kindzu CDKS, coz vede ke zvyseni fosforylace CRMP2A na Ser27.
Zaroven snizeni aktivity isomerazy Pinl vede k destabilizaci, neboli vétsi degradaci solubilni
frakce CRMP2A. Absence Pinl vytvaii konformacni stres, ktery se projevuje akumulaci
hyperfosforylovaného, insolubilniho CRMP2, tak jak je pozorujeme naptiklad u pacientd s
AD.

Traumatické poskozeni mozku indukuje podobné procesy in vivo a zvysuje fosforylaci a
insolubilitu CRMP2 in vivo, ktera je jeSté potencovdna u p25 transgennich a Pinl deficitnich
mysi.

Cile prace:

1. Zavedeni metody opakovaného mirného traumatického poskozeni mozku.

2. Analyza fosforylace proteinu CRMP2A v mySim modelu s expresi transgenu p25 pod
neuron specifickym promotorem (Neuron-specificka enoldza, ENO2), v mySim modelu Pinl

deficience a v kombinaci obou. Stanoveni zmén rozpustnosti a fosforylace u modelu

traumatického poskozeni mozku v danych genotypech.

3. Analyza fosforylace CRMP2B a CRMP2A na C konci proteinu u modelu traumatického

poranéni mozku za stavu zvySené exprese p25 a deficience Pinl.
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

V této praci byla pouzita laboratorni zvifata dlouhodobé patiici laboratoti molekularni
neurobiologie fyziologického ustavu akademie véd. Byly pouzity PinlKO na pozadi
C57Bl/6] mysi popsané v Balastik 2015 (Balastik et al., 2015) a p25tg mysi s vnesenym
genem pro p25, FVB/N-
Tg(Eno2CDK5R1)1Jdm/J (The Jackson laboratory). Tyto dvé linie mysi byly nakfizeny a byl

aktivaéni protein kinazy CDKS. Jednd se o linii

vytvoren dvojity mutant p25tg/Pin1KO.

412 Protilatky

Tabulka 1: Protilatky puzité pfi imunodetekci po WB a imunohistochemickém barveni

Primarni protilatky Specifikace Vyrobce Redéni pro WB | Redéni pro IHC

Anti-CRMP2 antibody (9F) | Mysi monoklon. | WAKO 1:5000 1:150

Anti-pSer27 CRMP2A Krali¢i polyklon. 1:20000 1:1200 + 1:700
nefosfo peptid

Anti-pSer522 CRMP2 Ov¢i polyklon. | MRC PPU 1:1000 + 1:4000

(S761B) Reagents nefosfo peptid

Anti-CRMP2 phospho Ov¢i polyklon. | MRC PPU 1:1000 + 1:8000 |1:250 + 1:1000

THr509 + Thr 514 Reagents nefosfo peptid | nefosfo peptid

Anti-CRMP2A Krali¢i polyklon. 1:10000 1:1000

Anti-GFAP antibody Mysi monoklon. | Sigma Aldrich 1:600

anti-GAPDH Krali¢i polyklon. | Sigma Aldrich 1:30000

Sekundarni protilatky Specifikace Vyrobce Redéni pro WB | Redéni pro IHC

Vectastain ABC Kit anti- | Anti - kralik Vector 1:400

rabbit Laboratories

Vectastain ABC Kit anti- | Anti - my$§ Vector 1:400

mouse Laboratories

donkey anti-sheep 555 Anti - ovce Life Technologies 1:400

anti-mouse HRP Anti - my§ Life Technologies | 1:1000

goat anti-rabbit HRP Anti - kralik Life Technologies |1:1000

Goat anti-Rabbit IgG Anti - kralik Life Technologies 1:400

(H+L) Alexa Fluor® 488

conjugate

Alexa Fluor® 405 Goat Anti - my$ Life Technologies 1:400

Anti-Mouse IgG

Goat anti-Mouse IgG Anti - my$ Life Technologies 1:400

(H+L) Alexa Fluor® 488

conjugate
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4.1.3 Ostatni chemikalie

Tabulka 2:Prehled pouZzitych chemikalii

Vyrobce Chemikilie

Aspen Emla

BIOGEN Dream Taq Green Buffer, Gene Ruler 1 kb DNA Ladder, Gene Ruler DNA Ladder
Mix

Bioveta Rometar

Sigma-Aldrich | Tetramethylethylenediamine (TEMED), Triton X-100, Tween 20,
Tris(hydroxymethyl)aminomethane, 99.8+%, Acrylamide/Bis-acrylamide, 30%

solution, Agardza, Albumin, from bovine serum, Bromphenol Blue Indicator, kyselina
kumarov4, mix deoxynukleotidi, Ethylendiamine-tetraacetic acid disodium salt
hydrate (EDTA), Ethylene glycol-bis(2-aminoethzlether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid
(EGTA), diethylamin, Eukitt (Quick hardening mounting medium), glycerol, glycin,
HEPES (hydroxyethyl-piperazineethane-sulfonic acid buffer), Luminol,
Mercaptoethanol, Mowiol, paraformaldehyd, N-lauryl sarkosyl, Fluorid sodny (NaF),
chlorid sodny (NaCl), ortovanadat sodny (Na3VOs), chlorid hofe¢naty (MgCl,),
peroxid vodiku (H>O»)

Nippon Midori Green Advance DNA stain

genetics

Penta Sacharo6za, hydroxid sodny

P-LAB kyselina borita

Roche cOmplete, EDTA-free, Protease Inhibitor Cocktail Tablets in glass vials, cOmplete
(mini), EDTA-free, Protease Inhibitor Cocktail Tablets in glass vials

Roth Milchpulver

Sanofi Ibalgin baby

Serva Coomassie Brilliant Blue R 250

Thermofisher |PAGE ruler Plus prestained protein ladder,
SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Femto)

Vector Antigen unmasking solution, citric acid based

Vetpharma Isoflurin

animal health

Virbac Zoletil

VWR Xylen, ethanol, methanol, isopropanol, kyselina octovd, kyselina chlorovodikova
(HCI)

Ybux DAB+, liquid
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4.14 Roztoky a pufry

Tabulka 3: Piehled pouzitych roztoku a pufri a jejich sloZeni

Roztoky a pufry

SloZeni/Piiprava

TBS (Tris buffered saline)

100 mM TrisCl (pH7,5), 0,9 % NaCl ve vodé

8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPO,, 0,24 g KH,PO4a do 1000 ml doplnit
vodou, vyrovnat pH pomoci HCI na 7,4

PBS  (Phosphate-buffered
saline)

10x  SDS  pufr pro
elektroforézu

30,3 g Tris, 144 g Glycin, 10 g SDS v 1 1 vody

10x Transfer pufr wet

58 g Tris, 29 g Glycin, 37 g SDS v 800 ml vody

10x Transfer pufr semi-dry

58 g Tris, 29 g Glycin, 37 g SDS v 800 ml vody

Odbarvovaci roztok

250 ml methanolu, 50 ml kyseliny octové, 200 ml vody

Coomasie 5 g Coomasie briliant blue R-250, 1 1 methanolu, 200 ml kyseliny octové,
800 ml vody
Vyvolavaci roztok 333 pl TrisClI (pH 8,8), 25 pl luminol (250 mM v DMSO), 25 ul p-kyseliny

kumarové (40 mM v DMSO), 1 ul peroxidu vodiku v 5 ml vody

Lyza¢ni pufr pro extrakci
DNA

100 mM TrisClI (pH8.5), 5 mM EDTA, 0,2 % SDS, 200 mM NaCl ve vod¢

Lyza¢ni pufr s Tritonem
pro extraki proteinii

2,5 ml HEPES (pH 7.4, filtrovany, 1M), 1,5 ml NaCl (5M), 5 ml glycerolu
(100%), 5 ml TritonX-100 (10%), 75 ul MgCl12 (1M), 250 ul EGTA (0,2M),
50 ul DTT (1M), 100 ul Na3vO4 (500mM), 5 ml NaF (1M), tableta
inhibitoru proteaz

TBE (tris-borat-EDTA)

108 g Tris, 55 g kyseliny borité a 7,5 g EDTA rozpustit v 1 1 destilované
vody

Vzorkovaci pufr (SB) 1x

Tris Cl (pHS8.8) 50 mM, 2 % SDS, 2 % B-mercaptoethanol, 10 % glycerol,
0,1 % bromfenolova modf

HSB  (High
sucrose buffer)

salt/High

TrisCl (pH 7,3) 10mM, NaCl 0,8 M, EGTA 10 mM, Sacharéza 10 %, NaF
20 mM, NazVO4 1 mM, tableta inhibitory proteaz

35




4.2 Metody
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Obr. 7: Schéma provadéného experimentu detekce rozpustnosti CRMP2A v mozku

U mysi 4 genotypt WT, p25tg, PinlKO a p25tg/PinlKO bylo v 7 mésicich v€ku provedeno
opakované mirné traumatické poskozeni mozku u poloviny mysi. Po dal$im mésici byl preparovan
mozek a rozdélen na dvé poloviny. Polovina byla zalita do parafinu, krajena a barvena
imunochemickym barvenim (IHC). Druha polovina byla homogenizovéana a rozdélena centrifugaci na
3 frakce: triton solubilni, sarkosyl solubilni a sarkosyl insolubilni frakci. Proteiny v téchto frakcich
byly detekovany pomoci Western blotu (WB).
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42.1 Genotypovani modelovych zvirat

Mysi byly genotypovany na potvrzeni genotypti PinlKO (Pinl knock out), p25tg (p25
transgen) a p25tg/PinlKO (Pinl knock out p25 transgen — dvojity mutant). Pro ucely
genotypovani byl mySim odstfizen konec ocasku. Tkan byla nejprve lyzovéna v 500 pl
lyza¢niho pufru obsahujicitho 1,87 ul proteinazy K a poté inkubovana ptes noc pii 55°C
v termomixéru (Mixing Block MB — 102), pfi rychlosti tfepani 600. Lyzované vzorky byly
zvortexovany a stoeny na stolni centrifuze (eppendorf centrifuge 5424) pii maximalnim rpm
5 minut. Supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky (eppendorf) a bylo k nému
ptidano 50 ul 3M ostanu sodného (pH 5,2) a 500 pl isopropanolu. Po prottepani byly vzorky
inkubovany 5 minut pii pokojové teploté. Po inkubaci byly vzorky opét stoceny (5 min. max.
rpm). Supernatant byl odpipetovan a pelet omyt 70% ethanolem. Po opétovném stoceni (5
min. max. rpm) byl ethanol odpipetovan a bylo k DNA ptidano 200 pl vody, ve které byla
DNA rozpusténa. Pro uplné rozpusténi byl vzorek tfepan v termomixeru po dobu 30 minut pii
37 °C.

Extrahovand DNA byla amplifikovdina metodou PCR s pouzitim specifickych primerii
zobrazenych v tabulce 4. Slozky PCR smési jsou popsané v tabulce 5 a tabulce 6 a teplotni

podminky a casové profily pro jednotlivé genotypy v tabulkach 7 a 8.

Tabulka 4: Piehled primeri pouZitych k amplifikaci vzorki DNA

Vyrobc

Nazev primeru Nukleotidova sekvence e Autor
p25-0IMR0958 5" TGTCCAATTATGTCACACC 3’ Merck Barbora Pukajova
p25-0IMR0959 5" TCCTCCTCAGTCAAGAAAGCC 3" |Merck Barbora Pukajova
p25-0IMR8744-

control-F 5" CAAATGTTGCTTGTCTGGTG 3’ Merck Barbora Pukajova
p25-0IMR8745-

control-R " GTCAGTCGAGTGCACAGTTT 3’ Merck Barbora Pukajova

GGATTAGAAGCAAGATTCGACT

MB-Pin1KO-R "CCACTTCCTGTTCTGCAAACT 3" |Merck | (Balastik et al., 2015)

5
5
MB-Pinl WT-R 3’ Merck | (Balastik et al., 2015)
5
5

MB-WT-KO-F "CCGATCCTGTTCTGCAAACT 3’ Merck | (Balastik et al., 2015)
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Tabulka 5: Slozky PCR smési pro urceni genotypu mysi pro p25tg

Komponenty reakce FindIni koncentrace
ddH20 /

10x Green Buffer 1,00 X

10 mM dNTP 0,20 mM
MB-PinlWT-R 1,00 uM
MB-Pin1KO-R 1,00 uM
MB-WT-KO-F 1,00 ul

5 U/ul Tag DNA Polymerase | 0,03 U/ul

DNA

Tabulka 6: SloZzky PCR smési pro urceni genotypu mysi pro Pin1 KO

Komponenty reakce FindIni koncentrace
ddH20 /

10x Green Buffer 1,00 X

10 mM dNTP 0,20 mM

20 uM oIMR0958 p25 1 1,00 uM

20 uM olMR0959 p25 2 1,00 uM

20 ul oIMR8744 p25 cont. F 0,50 ul

20 uM olMR8745 p25 cont. R 0,50 uM

5 U/ul Tag DNA Polymerase 0,03 U/ul

DNA

Tabulka 7: teplotni podminky a ¢asovy profil PCR reakce pro Pinl DNA

Faze PCR reakce pro - o y o
stanoveni Pin] Cas Teplota [°C] Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace .
DNA 3 min 95 1
Denaturace DNA A:50 Vtef.m B: 45 95
vterin A8

. A: 40 vtefin B: 30 ) i :
Annealing viefin A: 68 B:60 B: 35
Extenze 2 min 72
Finalni extenze 3 min 72 1
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Tabulka 8: teplotni podminky a ¢asovy profil PCR reakce pro p25 DNA

fta;lie()‘f:glli{;;?kce pro Cas Teplota [°C] Pocet cykla
f)cl)\c;:i[eéni denaturace 1.5 min 94 |
Denaturace DNA 30 vtefin 94

Annealing 1 min 54 35
Extenze 1 min 72

Finalni extenze 2 min 72 1

Dale byl produkt PCR reakce nanesen na gel a provedena elektroforéza v TBE pufru. Pomoci

UV svétla byla zviditelnéna namnoZend DNA a urcen genotyp zkoumanych mysi.
4.2.2 Opakované mirné traumatické poskozeni mozku

V 7 mésicich véku bylo u mysi provedeno opakované mirné traumatické poskozeni mozku dle
protokolu publikovaného v (Kane et al., 2012) a podle protokolu pokusu schvaleného
odbornou resortni komisi AV CR. K modelaci opakovaného mirného traumatického
poskozeni bylo vyuzito zavazi s ptilepenou kovovou ploskou (pro zacileni) o hmotnosti 50 g
spousténé na mys z vysky 90 cm.

Mys byla pro ucely pokusu umisténa na hlinikovou folii, pfes kterou mohla po narazu volné
propadnout az na mé&kkou podloZzku pod sebou (Obr. 8). Kontrolni zvifata prosla celou
procedurou vyjma impaktu.

Mys byla anestetizovana inhalaci 3,5% isofluranu (Vetpharma animal health) po dobu 1,5
minuty a po usnuti okamzité poloZena na pfipravenou hlinikovou folii s hlavou v cesté
padajiciho zavazi. ZavaZzi bylo spusténo z vysky 90 cm a po impaktu doslo k propadnuti mysi
folii na podlozku. Na mysi hlavu byla nanesena mast Emla (Aspen) pro mistni anestesii a my$
byla navracena zpét do klece. Klec byla poloZzena na zdhfevnou podlozku, pro lepsi
rekonvalescenci. Proces se opakoval denné po dobu péti po sobé jdoucich dni v pfiblizné
stejnou hodinu — mezi 15:00 a 17:00. MySim byla po celou dobu experimentu a tii dny po

poslednim impaktu podévana voda s rozpusténym analgetikem ibuprofenem (Sanofi).
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Obr. 8: Schématické znazornéni modelu traumatického poskozeni mozku

Mys je umisténa na hlinikovou folii a z vysky 90 cm je na jeji hlavu spusténo zavazi. Po impaktu mys$
propadne na mékkou podlozku pod sebou.

423 Perfuze mysi a zpracovani vzorki tkané

Po jednom mésici po traumatickém poSkozeni byly mySi usmrceny metodou perfuze dle
nasledujiciho protokolu.

Uspand mys 150 pl 10% roztoku zoletil/rometar v PBS a byla ponechdna deset minut v kleci
do uplného nevédomi. Dale byla upevnéna na podlozku a byl umoznén pfistup k srdci
roziiznutim hrudniku a odklopenim Zeber. Pro spravnou perfuzi bylo nutné nastfihnout
pravou srdecni pfedsin a pifes levou srdecni komoru vsunout jehlu do aorty. Mys§ byla
perfuzovana pies srdce, dvé minuty, za pouziti PBS pomoci peristaltického ¢erpadla.

Mozek mysi byl nasledné preparovan a sagitdln€ rozdélen na dvé poloviny. Prvni polovina
byla zmraZena v tekutém dusiku a uchovéna v tekutém dusiku pro western blot analyzu.
Druha polovina mozku byla vloZzena do 4% roztoku PFA. Mozky byly nejprve ptfes noc
v PFA a poté koronalné rozdéleny na tfetiny. Nasledné byly vzorky piecistény ethanolem a

zality do parafinu na zalévaci stanici.
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424 Krajeni ez

Vzorky byly krajeny pomoci mikrotomu (Leica RM2255) na 7um platky. Rezy byly nasledné
napinany na 40°C ve vodni lazni (Medite) po dobu 30 minut a poté pieneseny na sklicko.
Sklicka byla susena nejprve na susici podlozce (Medite) po dobu alespont 30 minut pii 42°C a

poté pies noc v inkubatoru (VWR) pii 37 °C.
4.2.5 Imunohistochemicka barveni

Rezy na sklickach byly barveny vice zptisoby na piitomnost a lokalizaci konkrétnich proteini
a na prokazani proteinovych agregati.
Sklicka prosla deparafinizacni fadou:

1. 2 x 10 minut xylen

2 x 10 minut 96% ethanol
3 minuty 90% ethanol

3 minuty 70% ethanol

3 minuty 50% ethanol

6. 2 x 3 minuty PBS

kv

Poté podrobena odmaskovani, které bylo provadéno podle typu protilatky.

Do 100 ml vody byl pfidan 1 ml Unmasking solution (Vector). Sklicka byla vlozena do
unmaskovaciho roztoku a vafena v mikroviné troubé& nejprve pii vykonu 700 W, neZ zacala
vafit a poté na niz8i vykon 400 W byla déle vatfena po dobu 3 minut. Po vyjmuti byl odpafeny
roztok doplnén PBS, aby nedochédzelo k vysuSeni fezlti, a cely roztok byl ponechdn
vychladnout na pokojovou teplotu.

Poté doslo na samotny proces barveni dle néasledujicich protokolt.
4.2.6 Barveni DAB

Okolo tezi byly na sklicku namalovany kruhy parafinovou fixou (Vector). Na fezy byl
nanesen 3% peroxid vodiku (H202) v PBS na dobu 15 minut. Poté byla sklicka promyta 3 x 5
minut v PBS-T (PBS + 0,2% Tween). Na fezy byl nanesen blokovaci roztok 1% BSA v PBS-
T na 1,5 hodiny pfi pokojové teploté. Na fezy byla nanesena primarni protilatka v potiebné
koncentraci (tabulka 1) v 1% BSA a probihala inkubace pies noc pii 4°C. Sklicka byla opét
promyta v PBS-T 3 x 5 minut. Na fezy byla nanesena sekundarni mysi ¢i krali¢i protilatka
v poméru 1:200 v 1% BSA a probihala inkubace 1 hodinu pfi pokojové teploté. Sklicka byla
promyta v PBS-T 3 x 5 minut. Na fezy byla nanesena tercialni protilatka smichana z A a B

(kit Vector) kazdé v poméru 1:100 v 1% BSA a probihala inkubace 1 hodinu pii pokojové
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teploté. Sklicka byla promyta v PBS-T 3 x 5 minut. Signal byl zviditelnén pfidanim mixu
DAB (4,5 ml PBS, 0,5 ml Diaminobenzidine a 17ul H>O2) — vyvoj byl sledovan pomoci
optického mikroskopu (Nikon H600L). Sklicka byla dvakrat promyta v PBS a poté prosla
zpét xylen ethanolou fadou. Po promyti v xylenu byla sklicka zalita Eukitem (Sigma) a
ptekryta krycim sklem.

DADb barveni bylo pozorovano pomoci fluorescencniho mikroskopu (Olympus BX53).
4.2.7 Imunoflurosencni barveni

Okolo tezl byly na sklicko namalovany kruhy parafinovou fixou. Poté byla sklicka promyta 3
x 5 minut v PBS-T (PBS + 0,2% Tween) Na fezy byl nanesen blokovaci roztok 1% BSA
(bovine serovy albumin) v PBS-T na 1,5 hodiny pfi pokojové teploté. Na fezy byla nanesena
primarni protilatka v potfebné koncentraci v 1% BSA a probihala inkubace ptes noc pii 4°C.
Sklicka byla promyta v PBS-T 3 x 5 minut. Na fezy byla nanesena sekundarni protilatka
v poméru 1:400 v 1% BSA a probihala inkubace 2 hodiny ve tmé pifi pokojové teplote.
Sklicka byla promyta v PBS-T 3 x 5 minut. Po promyti byla sklicka zalita Mowiolem
s pfidanim Hoechstu 1:1000 a piekryta krycim sklem. Takto barvena skla byla uchovavéna

v alobalu pfi 4°C a sledovéna ve fluorescencnim mikroskopu (Leica SPS8).

4.2.8 Priprava vzorku pro western blot

Piiprava vzorku byla provadéna na ledu. Poloviny mozku z -80 stupnii byly ptidany do 4 ml
lyzacniho pufru a homogenizovany pistovym homogenizatorem. Byl odebran 1 ml
homogenatu, ten byl pak dale sonikovan a std¢en ve 4 °C, 20 minut pfi maximalnich
otaCkach. Z tohoto byla oddélena prvni pouzita frakce a to frakce triton solubilni, jak je
popséno na schématu (Obr. 7). V této frakci byla ur€ena metodou Bradfordové koncentrace
proteini a byla vyrovnéna na 2 pg/ul u vSech vzorkd.

K peletu bylo ptidano 150 pul HSB s 1 % sarkosylu a pelet byl rozpoustén pies noc pii 4 °C a
za stalého preklapéni. Dalsi den bylo odebrano 150 ul vzorku a stoCeno na ultracentrifuze 30
min, pfi 20 °C na 68000 rpm. Supernatant byl odebran a smichan s 50 pl 4x koncentrovaného
nandSeciho pufru. Toto je sarkosyl solubilni frakce. Pelet byl rozsuspendovan v 30 pl 1x
koncentrovaného nandseciho pufru, sonikovan 15 min pti 25 kHz v sonikatoru pti 4 °C, toto
je sarkosyl insolubilni frakce.

Poté byly vzorky povareny 10 min pii 98 °C a nandSeny na gel.
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429 SDS polyakrylamidova elektroforéza

Proteiny jsou rozdéleny na gelu podle své molekulové hmotnosti.

Priprava gelu

Do aparatury byla uchycena skla a byl do nich nalit roztok pro rozdélovaci gel (tabulka 9),
pfiblizné 1,5 cm pod okraj skel a ptevrstven isopropanolem. Po ztuhnuti (~40 minut) byl gel
oplachnut vodou a vysusen. Poté byla nalita druhd vrstva zaostiovaciho gelu a vlozen
hiebinek. Po ztuhnuti gelu (~20 minut) byl hiebinek vyjmut a gel nejméné¢ na jeden den

ulozen do lednice obaleny mokrym papirem, aby nedoslo k jeho vysuseni.

Tabulka 9: SloZeni gelii na SDS-page elektroforézu, startovaci a 7,5% rozdélovaci

Typ gelu a koncentrace

Chemikalie Rozdélovaci gel 7,5% Zaostrovaci gel

H,O 11,04 ml 3,73 ml
1,5M TrisCl pH 8,8 5,75 ml pH 6,8 0,625 ml
Akrylamid 30% (w/v) 5,75 ml 0,53 ml
SDS 10% (w/v) 230 pl 50 pl
APS 10% (w/v) 115 pl 50 pl
TEMED 11,5 ul 5 pl
Celkovy objem 23 ml - 2 velké gely 5 ml - 2 velké gely
Elektroforéza:

Gely byly vlozeny do vanicky aparatury (eppendorf) a zality SDS pufrem az po okraj. Poté
byly na gel naneseny vzorky, které byly pfedtim vortexovany. Vzorky byly tradi¢né nandseny
v objemu 15 pl. Po naneseni vzorki a Zebticku pro stanoveni molekulové hmotnosti proteint,
byla aparatura ptipojena ke zdroji stejnosmeérného napéti (VWR). Vzorky putovaly pii napéti
100 V az do konce zaostfovaciho gelu, poté byl proud zvysSen na 115 — 120 V. Po rozd¢€leni

byl gel vyjmut a vloZen do pfipravené misky s transferovym pufrem.
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4.2.10 Western blot

Tato metoda slouzi k pfenosu proteinli z gelu na membrianu. Byly pouzity dva typy,

polosuchy (semi-dry) a mokry pienos (wet).
Semi Dry

PDF membréana pro pfenos proteind byla inkubovdna v methanolu po dobu 5 minut a poté
v transferovém pufru po dobu 10 minut. Gel byl po elektroforéze vyjmut a oplachovan
v transferovém pufru po dobu 15 minut. Dale byly v transferu navlhéeny pijaky.

Na aparaturu pro prenos (Bio-rad) byl blot skladan v potadi pijak, membrana, gel a druhy
pijak. Poté byl co nejlépe vysuSen a uzavien v aparatuie. Pienos probihal pii konstantnim
napéti 15 V (pozdg&ji zvyseno na 20 V) a proud nesmél piesdhnout 3 mA na 1 cm? vzorku.

Ptenos trval 2 hodiny.
Wet

Po inkubaci membrany v methanolu a transferovém pufru a oplachnuti gelu byl poskladan
blot a to v poradi: plastova desticka, nasavaci houba, 4 pijakové papiry, gel, membrana, 3
pijakové papiry, savd houba a plastovd desticka. Blot byl uchycen v aparatufe a zalit
transferovym pufrem pro wet western. Pfenos probihal pies noc ve 4 °C za stdlého michéani

pii napéti 40 mA.

Po ptenosu byla membrana inkubovana s Coomasie blue pro zviditelnéni proteinii a urceni
spravnosti nandsky po dobu 5 minut. Coomasie byla odbarvena odbarvovacim roztokem po
dobu 5 minut a membrana byla oskenovadna. Byl obtdhnut marker molekulové hmotnosti a
membrana oplachnuta v TBS-T (TBS + 0,1% Tween) — 3x5 minut. Poté byla membrana

blokovéana v 5% mléku po dobu 1,5 hodiny.
4.2.11 Imunodetekce

Pro zviditelnéni proteinu byla membrana inkubovana se specifickymi primarnimi protilatkami
v 5% mléku pies noc ve 4 °C za stalého houpani. Rdno byla membrana oplachnuta 3x5 minut
v TBS-T a inkubovana se sekundarni protilatkou opét v 5% mléku po dobu 1,5 hodiny.
Membréna byla oplachnuta TBST a bylo provedeno vyvolavani vyvolavacim roztokem, nebo
pfi horS§im signalu pomoci roztoku Femto (Thermofisher) v TBS-T 1:3. Membrany byly

vyvolavany na film na vyvolavacce a filmy poté naskenovany do pocitace a hodnoceny.
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Opakovana imunodetekce

Membrana byla po prvnim vyvolavani stripovana s pouzitim stripovaciho pufru po dobu 30
minut v 55 °C. Poté promyta 4x5 minut TBST a opét blokovana 5% mlékem 1,5 hodiny. Po

této proceduie mohla byt membrana inkubovéna s dalsi sadou primarnich protilatek.
4.2.12 Vyhodnoceni WB

Membrany byly hodnoceny v programu Imagel (Fiji) a poté pomoci Excel 2013 (Microsoft)
provedeny vypocty findlnich hodnot. Je vypoctena relativni intenzita pruhi odpovidajici
relativnimu mnozstvi proteinu. Celkové hodnoty intenzity byly vztazené k priméru hodnot
WT K =1 a dale k sobé navzajem. Grafy byly vytvoteny v programu GraphPad Prism 7.03.
(GraphPad Software) a bylo zde provedeno i statistické hodnoceni signifikanci pomoci t-testu
a normality rozloZeni hodnot testem Shapiro — Wilk. Signifikance je znacena hvézdickou a na
grafech jsou znazornéni stfedni chyby priméru. Obrazky byly upraveny v programech

PowerPoint 2013 (Microsoft), Photoshop CS6 (Adobe) a Adobe Illustrator CS6 (Adobe).
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5 Vysledky

5.1 Etablovani a optimalizace metody opakovaného mirného
traumatického poskozeni mozku
TBI je jedno zrizikovych faktorti rozvinuti Alzheimerovy choroby. Existuje vice metod,
kterymi se traumatické poranéni v mySim mozku zpusobuje. Metoda mirného traumatického
poranéni mozku byla v nasi laboratofi etablovana po vzoru publikovaného protokolu (Kane et
al., 2012), podle projektu pokusu schvaleného odbornou resortni komisi. Byly testovany
rozdily ve fosforylaci proteinii po mirném a zdvazném poranéni, kdy pfi mirném poranéni
dochézelo k mensi fosforylaci a patologii u mysi. Nejvétsi rozdily ve fosforylaci byly u mysi
pozorovatelné v 6 mésicich véku, coz vyplyva z predchozich vysledki laboratofe.
U zavazného poranéni dochazelo u mysi k vytvofeni hematomu, coZ nasledné vedlo ke smrti.
Z prvni skupiny, ktera absolvovala proceduru tderu z vysky 150 cm, nepiezilo vice nez 50 %
mysi. Skupina nejvice ohrozend TBI se ukazala byt Pin1KO, kde ptezila pouze 1 mys ze 7.
Ve skupiné p25tg mysi prezilo 40 % a u p25tg/Pinl1KO 60 % (tabulka 10). Z WT zahynula
pouze 1 mys z 5. Toto naznacuje, Ze mutantni mysi linie maji vyssi riziko smrti po TBI.
U druhé skupiny se testoval vliv v€ku na poranéni, kdy u mysi starSich 7 mésicti dochézelo
1 pfi mirn&j$im poranéni k vysoké umrtnosti.
Tteti skupina byla zvolena z mysi ve véku 7 mésict a traumatické poskozeni bylo provadéno
z vysky 90 cm. Tento postup vykazoval nulovou mortalitu u vSech linii a proto byl vybran pro
dal$i analyzu rozpustnosti a fosforylace proteinti.

Tabulka 10: prehled pouZitych mysi pro pokusy vlivu traumatického poskozeni mozku.

1. série

Genotyp Vyska TBI | Vék mysi | Pocet mysi celkovy | Pocet mysi pro TBI Prezilo TBI
WT 1,5m 6 mésicl 8 5 4
p25tg 1,5m 6 mésicl 13 10 4
Pin1KO 1,5m 6 mésict 10 7 1
p25tg/PinlKO |1,5m 6 mésicl 8 5 3
2. série

Genotyp Vyska TBI | Vék mysi | Pocet mysi celkovy | Pocet mysi pro TBI Prezilo TBI
WT 70 cm 8 mésicl 6 3

p25tg 70 cm 8 mésicl 6 3 1
3. série

Genotyp Vyska TBI | Vék mysi | Pocet mysi celkovy | Pocet mysi pro TBI Prezilo TBI
WT 90 cm 7 mésicu 5 2 2
p25tg 90 cm 7 mésict 8 5 5
Pin1KO 90 cm 7 mésicu 7 4 4
p25tg/Pin1KO |90 cm 7 mésicu 5 3 3
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5.2 Analyza rospustnosti fosforylovaného proteinu CRMP2A

Pro detekci rozpustnosti a fosforylace proteinu CRMP2A v mozku mysi byla vyuzita metoda
western blot analyzy a imunohistochemického barveni. Vzorky ptfedniho mozku byly
odebrany z mysi 4 genotypi a to kontrolni (WT), p25tg, Pin1KO a p25tg/Pin1KO. Mysi
p25tg maji zvySené mnozstvi proteinu p25, ktery aktivuje kindzu CDKS, kterd nésledné
fosforyluje protein CRMP2. Deficience Pinl u Pin1KO zptlisobuje konformacni stres proteind.
Pinl stabilizuje fosforylované proteiny a v jeho nepfitomnosti dochazi ke zvySené degradaci
nekterych proteini, nebo hromadéni alternativné poskladanych, hyperfosforylovanych
proteinil v nerozpustnych frakcich mozku.

U poloviny mysi bylo provedeno traumatické poskozeni mozku (TBI), polovina vzorki jsou
kontroly bez TBI (K). TBI byl pouzit jakozto rizikovy faktor AD indukujici nespravné

skladani proteint a zvySujici aktivitu kinazy CDKS.

V prvni ¢asti prace bylo sestaveno finalni schéma experimentu, které mizeme vidét na
obrazku 7 v c¢asti Metody. Ze vzorkt byly extrahovany proteiny na zadklad¢é rozdilné
rozpustnosti v detergentech. Byly separovany tifi frakce vzorku. Frakce rozpustnd
v degergentu Triton X-100 (déale v textu jako triton solubilni TS), frakce rozpustnd v n-
laurylsarkosylu (dale jako sarkosyl solubilni SS) a posledni a nejméné rozpustna frakce byla
rozpusténa v SDS (sodium dodecyl sulfat, dale jako sarkosyl insolubilni SI). Vzorky byly

dlouhodobé uchovavany pied zpracovanim v kapalném dusiku a po zpracovani v -80 °C.
5.2.1 Fosforylace proteinu CRMP2A v Triton rozpustné frakci mozkového lyzatu

Nejprve byla separovana frakce Triton solubilni. V této frakci se v mozku vyskytuje vétSina
solubilnich bunéénych proteini. CRMP2A je fosforylovan kindzou CDKS na Ser27. U p25tg
a p25tg/Pin1KO mozkovych lyzath, se zvySenym aktivatorem CDKS, jsme vSak piekvapivé
nepozorovali v této frakci vyssi mnozstvi fosforylovaného CRMP2A (Obr. 9, graf B).

Jelikoz v této frakci nebyly patrné statisticky vyznamné zmény CRMP2A fosforylace,
rozhodli jsme se analyzovat CRMP2A fosforylaci v Triton insolubilnich frakcich.
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Obr. 9: Analyza fosforylace Ser27 proteinu CRMP2A v Triton solubilni frakci

A — Proteiny pSer27 CRMP2A — na Ser27 fosforylovany protein CRMP2A, CRMP2A — Collapsin
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza.
U genotyptt WT, p25tg, Pin1KO, p25tg/Pin1KO a zachazeni: TBI — traumatické poskozeni mozku a
kontrol B — Na grafu je znazornén relativni pomér fosforylovaného k celkovému proteinu CRMP2A u
porovnavanych genotypu (WT, p25tg, Pin1KO, p25tg/Pin1KO) a zachazeni (TBI — traumatické
poskozeni mozku a kontroly). Z grafu vyplyva, ze relativni fosforylace proteinu CRMP2A se mezi
genotypy ani zachazenimi vyrazné¢ neméni. U p25tg/Pin1KO je pozorovan trend zvysSeni fosforylace
po TBI C — celkové mnozstvi proteint zviditeInéné barvenim Coomassie

responsive mediator protein 2 izoforma A celkovy a GAPDH —
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5.2.2 Analyza fosforylace Ser27 proteinu CRMP2A v Triton insolubilni, sarkesyl solubilni

frakci

Extrakce sarkosyl solubilni frakce z Triton insolubilnich proteini se pouzivda u mozki
pacienti s AD a 3xTg mysi k detekci Castecné nerozpustné slozky proteinti zahrnujici
napiiklad PHF. PHF jsou patrné jiz pfi pocinajici patologii AD a obsahuji hyperfosforylované
nerozpustné proteiny (Ferrer et al., 2005; Oddo et al., 2003; Perl, 2010).

Rozpustnost proteinii mize byt ovlivnéna izomerazou Pinl, jak to bylo ukdzano u APP, ¢i
Tau (Kondo et al.,, 2015; Pastorino et al., 2006). Pfi absenci Pinl dochazi ke zméné
konformace ztrans do cis, kterd zpusobuje ukladani téchto proteini. Také zvysend
fosforylace proteind napomaha k jejich ukladani. To mizeme pozorovat napiiklad u modelu
p25 tg mysi se zvySenou aktivitou CDKS5 (Cruz et al., 2003; Huang et al., 2020).

Nami extrahované protein sarkosyl solubilni frakce ukazuji, Ze vétSina CRMP2A v této frakci
je fosforylovéana na Ser27, nebot’ podil Ser27 fosforylovaného/totalnimu CRMP2A se u vSech
kategorii signifikantn¢ nelisi od 1 (graf B Obr. 10).

U WT po TBI oproti kontrole (K) je patrné signifikantné zvySené mnozstvi celkového a tim
padem 1 fosforylovaneho proteinu. To odpovida zvysSené aktivité¢ kindzy CDKS po TBI
zpusobené §tépenim p35 proteinu calpainem na aktivator kinazy p25, ktery ma vyssi polocas
rozpadu a zpusobuje del$i aktivaci kinazy. To potvrzuje i trend zvySené fosforylace p25tg K,
s vnesenym aktivatorem, oproti WT K. Piekvapiv€, TBI u p25tg vedlo ke snizeni pSer27
(nesignifikantnimu) oproti p25tg kontrole.

U Pinl1KO v této frakei sledujeme trend zvySeni fosforylace a akumulace CRMP2A po TBI,
stejné jako u WT, coz naznacuje, Ze tato Triton insolubilni frakce fosforylovaného CRMP2A
neni ovlivnéna deficienci Pinl na rozdil od Triton solubilni frakce, v tom sméru, Ze absence
Pinl vede k destabilizaci phosphorylovaného Ser27 CRMP2A (Balastik, et al 2015). V SS
frakci se vSak také ukazuje sniZeni celkového mnozstvi CRMP2A u Pin1KO K, oproti WT K.
To naznacuje, Ze absence Pinl mize mit efekt na celkovou stabilitu proteinu.

Mutanti p25tg/Pin1KO nevykazuji Zadné zmény fosforylace, ani hromadéni CRMP2A. Je
tedy mozné, ze vliv téchto dvou genotypii neni aditivni.

Snizeni fosforylovaného proteinu u nékterych genotypii vedlo k otazce, kde se fosforylovany
protein ukladd. Na WB nebylo pozorovédno jeho vyraznéjsi Stépeni, proto jsme se rozhodli

zjistit, zda ho miZeme najit v dalsi, méné rozpustné, neboli sarkosyl insolubilni frakei.
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Obr. 10: Detekce fosforylace a rozpustnosti proteinu CRMP2A v SS frakci

A — Proteiny pSer27 CRMP2A - na Ser27 fosforylovany protein CRMP2A, CRMP2A - Collapsin
responsive mediator protein 2 izoforma A celkovy u genotyptt WT, p25tg, Pin1KO, p25tg/Pin1KO a
zachazeni: TBI — traumatické poskozeni mozku a kontrol. B — pSer27 vztazeno k celkovému mnozstvi
CRMP2A. Je patrné vyrovnani hodnot oproti D a E, coz naznacuje, ze vétSina proteinu v této frakci
bude fosforylovana a zachazenim a genotypy bude ovlivnéno i celkové mnozstvi proteinu CRMP2A.
C — barveni membrany coomassie D — fosforylace pS27 vztazena ke Coomasie. Pozorujeme
nesignifikantni zvyseni fosforylace u WT TBI oproti K. Snizeni fosforylace u p25tg TBI oproti K a
také zvyseni fosforylace p25tg K oproti WT kontrole. U Pin1KO po TBI trend zvySeni fosforylace a u
p25tg/Pin1KO nepozorujeme zadné¢ zmény. E — celkovy CRMP2A ke Coomassie, signifikantni
zvyseni WT TBI oproti K.
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5.23 Analyza fosforylace Ser27 proteinu CRMP2A v Triton insolubilni, sarkosyl insolubilni

frakci

V sarkosyl insolubilni frakci se vyskytuji v mozku nejméné rozpustné proteiny. Jedna se o
shluky proteind, jako jsou naptiklad NFT a plaky u AD. Proteiny v této frakci byvaji velkou
mérou hyperfosforylovany a jednd se piedevSim o proteiny konformacné zménéné

zpusobujici patologie (Falcon et al., 2019; Kondo et al., 2015).

Tato frakce je z mozku velmi slozité¢ extrahovatelnd a obtizné rozpustitelna. K tomuto ucelu
bylo pouzito SDS, vzorek byl rozpustén v malém objemu (30 pl) a vysledné prouzky na WB

vztazeny k celkovému mnozstvi proteinii barveného Coomasie (C Obr. 11).

Z vysledkt vyplyva, ze podil fosforylovaného CRMP2A na Ser27 v Sarkosyl insolubilni
frakci kolisa. Ze dvou barveni, které¢ vidime na WB (A Obr. 11), kdy vzor anti-CRMP2A
protilatky ukazuje tfi pruhy, ovSem anti-pS27 pouze dva je patrné, ze fosforylovany protein na
Ser27 odpovidéa prostiednimu pruhu a ¢aste¢né pruhu hornimu. Dolni pruh CRMP2A neni
témet fosforylovan na Ser27. To naznacuje, ze 1 protein, ktery neni fosforylovan na S27 se

muze v nerozpustnych frakcich ukladat.

Dale z barveni vyplyva rozdilné ukladani fosforylované¢ho a nefosforylované¢ho proteinu u
jednotlivych genotypti a zachazeni. To mizeme vidét na grafech D a E vztazenych ke
Coomasie. Nejvice proteinu CRMP2A v nerozpustné frakci se vyskytuje u WT a nejméné u
Pin1KO. Naopak vSak nejméné fosforylovaného proteinu mizeme najit u WT K a nejvice u

Pin1KO. To naznacuje, Ze absence Pinl zvySuje insolubilitu fosforylovaného CRMP2A.

Po TBI dochazi jak u WT tak u p25tg k ukladani fosforylovaného CRMP2A do SI frakce.
Dalsi zvySeni fosforylovaného CRMP2A v SI frakci po TBI vSak nepozorujeme u jiz
zvySeného fosforylovaného CRMP2A u Pinl1KO ¢i p25tg/Pin1KO vzorkd. To naznacuje, Ze
TBI nepotencuje ukladani insolubilniho Ser27 fosforylovaného CRMP2A u Pinl deficitnich
mysi (graf E Obr. 11).

Celkoveé mizeme WB shrnout do nékolika zjisténi.
1. TBI sniZuje solubilitu Ser27 fosforylovaného CRMP2A u WT.

2. Nadregulace p25 u p25tg mysi podporuje presun fosforylovaného proteinu po TBI z frakce
SS do frakce SI.
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3. Pinl deficience u Pin1KO mysi snizuje solubilitu fosforylovaného CRMP2A ptiesunem
do SI frakce.

4. Jak zvySena aktivita CDKS5 tak absence Pinl, stejné¢ tak jako TBI snizuje solubilitu
fosforylovaného CRMP2A. Vliv jednotlivych faktorG vSak neni aditivni, nebot” kombinace
mutaci u p25tg/PinlKO nevede k dalSimu hromadéni fosforylovaného CRMP2A v Triton
insolubilnich, SS nebo SI frakcich.

Pro potvrzeni vysledkii WB analyzy a bunécnou lokalizaci hyperfosforylovaného proteinu,

ktery se v mozku mysi uklada, bylo nasledné pouzito imunohystochemiské barveni.
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Obr. 11: Detekce rozpustnosti a fosforylace proteinu CRMP2A v SI frakei

A — Proteiny pSer27 CRMP2A — na Ser27 fosforylovany protein CRMP2A odpovida hornimu pruhu
CRMP2A (modra Sipka), CRMP2A — celkovy Collapsin responsive mediator protein 2 izoforma A U
genotypi WT, p25tg, PinlKO, p25tg/Pinl1KO a zachazeni: TBI — traumatické poskozeni mozku a
kontrol. B — Graf relativniho mnozstvi pS27 k celkovému CRMP2A. Signifikantni zvyseni
fosforylovaného proteinu u PinlKO K oproti WT Ka p25tg/PinlKO K. Nejsou patrné zmény
v mnozstvi fosforylovaného proteinu k celkovému mezi zachdzenimi u jednotlivych genotypi. C —
celkové proteiny barvené Coomassie. D — Celkovy Crmp2A ke Coomasie. Signifikatni rozdil patrny
mezi WT K a Pin1KO K. Patrné celkové snizeni CRMP2A u Pin1KO. E — pS27 ke Coomassie. Trend
zvyseni fosforylace u WT 1 p25tg TBI vici K. Pin1KO celkové zvyseni fosforylace, ale Zadné zmény
po TBIL U p25tg/Pin1KO K zvySend pS27 oproti WT K.
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5.3 Imunohystochemicka detekce vyskytu pS27 CRMP2A v mozku

Z analyzy pomoci WB vyplivad zvySené hromadéni fosforylovaného CRMP2A u nékterych
genotypll a zachazeni. Ocekavali jsme, Ze stejn¢ jako naptiklad protein Tau, budeme moci
pozorovat hromadici se protein CRMP2A v mys$im hipokampu a mozkové kiie. CRMP2A se
exprimuje v pyramidanich bunkach, proto jsme sledovali pfevazné tyto builky, jak budou
postizené hromadénim proteinu a zda v nich budou patrné fosforylované shluky. Pyramidové
neurony se vyskytuji v hipokampu i mozkové kife.

Imunohistochemické barveni protilatkou anti-pS27, které muizeme na obrazku 12 vidét
v hipokampu, ukéazalo zvySené mnozstvi fosforylovaného proteinu v télech neuronti u p25tg
myS$i. To odpovidd zvySené aktivaci kindzy CDKS. Déle jsou patrné abnormalné
fosforylované proteiny v hipokampu p25tg/Pin1KO mysi po TBIL

V mozku jsme pozorovali neurony s vyS$$im mnozstvim nahromadéného fosforylovaného
proteinu. Takovychto neuronii se vSak nepodafilo v mozku najit dostatek a ukazat tak dalsi
rozdily v ukladani pPCRMP2A mezi genotypy ¢i zachazenimi.

Na imunohistochemickém barveni byl sledovan 1 kortex v oblasti nad CAIl oblasti
hipokampu. Jedna se o oblast motorického kortexu a v této oblasti nebyly pozorovatelné
zmény mezi genotypy.

Imunohistochemické barveni odhalilo mirn¢ zvySenou fosforylaci v télech neuront u p25tg
mysi a castecné u p25tg/Pin1KO TBI. Déle mezi genotypy ani zachazenimi nepozorujeme
zaddné vyrazné zmény. Jelikoz tento vysledek nejvice odpovida TS frakci WB, kde také
nepozorujeme rozdily, je mozné, ze vétSina pCRMP2A v mozku se vyskytuje praveé v této

frakci a rozdily ve frakcich nerozpustnych nejsou na IHC dobie detekovatelné.
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Obr. 12: Imuhistochemické barveni pSer27 CRMP2A CAL1 oblasti hipokampu

A - Anti-pSer27 byl barven fosforylovany protein CRMP2A v hipokampu. Na obrazku jsou
porovnany genotypy a zachazeni (TBI a kontroly). Na zvétSenych vytezech B a C jsou znazornény
builky s nahromadénym fosforylovanym proteinem CRMP2 na pSer27, zna¢ené modrymi Sipkami. U
p25tg je patrna zvysena fosforylace proteinu v télech neuronti v hipokampu u kontroly oproti TBI. U
p25tg/Pin1KO je efekt opacny, kdy byly po TBI detekovan jednotlivé neurony se zvysenou fosforylaci
Ser27 CRMP2A v oblasti bunécnych tél. Vzhledem k nizkému mnozstvi t€chto neurond. U Pin1KO a
WT pozorujeme oproti ostatnim genotyptim nizsi fosforylaci v hipokampu. Veskery jaderny signal je
pouze nespecifické barveni, coz odhalilo barveni CRMP2K O mozki.
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5.4 Analyza fosforylace CRMP2 na C konci proteinu

CRMP2A je fosforylovan kindzou CDKS5 na N konci v pozici Ser27 a zaroven na Ser623 na
svém C konci. Po vizualizaci pSer27 v triton solubilni frakci, kde se u p25tg nenasli 1 pies
vneseny p25 zadné rozdily, jsme se rozhodli detekovat fosforylaci Ser623 na WB pomoci
fosforylacné specifickych protilatek anti-pSer522 a anti-pThr514/509 (tabulkal). Protilatka
anti-pSer522 byla vizualizovana foforylace na CRMP2B Ser522 a CRMP2A Ser623. Tato
dvé fosforylaéni mista jsou identickd u obou izoforem proteinu CRMP2. Po zviditelnéni
fosforylace proteinu na Ser623 (Obr. 13 anti-pSer522 horni prouzek), se ukazalo, Ze stejné
jako na Ser27, ani na Ser623 nedochézi k vyraznym zménam fosforylace mezi genotypy.
Muzeme pozorovat pouze zvySeni fosforylace u p25tg/PinlKO (graf E Obr. 13). Toto
odpovida i trendu, ktery jsme vidéli u CRMP2A pSer27 (Obr. 9).

Zvyseni fosforylace C-konce proteinu CRMP2 u p25tg mysi jsme vSak detekovali u izoformy
CRMP2B na Ser522. Pouzitim protilatky anti-pSer522. Tyto vysledky naznacuji rozdilny
efekt kindzy CDKS na CRMP2A a CRMP2B v TS frakci.

Pti barveni anti-Ser522 jsme dale pozorovali zmény u fosforylatniho paternu proteinu
CRMP2B. U p25tg i p25tg/Pin1KO bylo patrné zvySeni celkové fosforylace na Ser522 oproti
WT a Pin1KO (graf B Obr. 13). Zaroven po TBI doslo k pfesunu fosforylovaného proteinu do
horniho pruhu pS522 u p25tg/Pinl1KO mysi (na blotu se jednd o prostfedni pruh, horni je
CRMP2A pSer623). Tento piesun jsme detekovali vyluéné u p25tg/Pin1 KO po TBI. Na grafu
C, kde je vypocitdna pouze hodnota horniho pruhu je patrné zvySeni fosforylace u
p25tg/Pin1KO po TBI. Zaroven je patrné sniZeni fosforylace po TBI u Pin1KO mysi.

JelikoZ horni pruh pSer522 by mél ukazovat proteiny vice posttranslacne modifikované,
rozhodli jsme se vizualizovat pThr514/509, coz je fosforyla¢ni misto kindzy GSK3p, které je
fosforylace je také jednim z markeru hyperfosforylace u AD. Z grafu D (Obr. 13) je patrné
zvySeni fosforylace praveé u p25tg/Pin1 KO po TBI na Thr515/509 jako u jediného z genotypi.
Zaroven pozice signalu pro Thr515/509 na WB odpovida prostfednimu pruhu na pS522/623
WB, coz potvrzuje, ze zvySeny signal u pS522/623 WB odpovida zvySené fosforylaci
Thr515/5009.

Dalsim krokem byla vizualizace téchto fosforylaci v nerozpustnych frakcich, abychom zjistili,
zda se protein CRMP2B u ostatnich genotypti nefosforyluje, defosforyluje, ¢i zda se presouva
do nerozpustnych slozek, jako CRMP2A. Barveni SS a SI slozek protilatkou anti-pSer522 a
pThr514/509 vsak nebylo dobie proveditelné, nebot protilatky u hiife rozpustnych frakci
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vedou k nespecifickému barveni. Jelikoz neSlo vizualizovat pSer522 a pThr514/509 na

membrandch, pokusili jsme se o to alespoii imunohistochemickym barvenim v mozku.

wr p25tg pin1kO p25ta/pin1KO

Kontrala TBI Kontrola T8 Kontrola T8I Kontrola T8I

p5522/623 CRMP2
Triton solubilni £ . — pSer623

. |— pSer522 horni pruh
— pSer522 dolni pruh

625D g

pT514/509
Triton solubilni

62kD -

CRMP2
Triton solubilni

62kD -

B C
pS522 v TS frakci pS522 v TS frakci horni pruh
* *
o~ * ] o~
~ o~ '— *
n 3 = | o 25 ¥
27 = 2 ——
- _ 20 T
E 2 * = * T
B4 - T K15
o Q
f= c
£ € 1.04
' 14 'c
> >
s ‘5 0.5
L )
@ <7}
= gl Genotyp < 00- 1 Genotyp
& & @ ot & oF @ & @
O A & o K < q, &‘b ot @ oF
o & f
*“«*‘M}" *‘“;\o\\x@ *‘\i‘ Foefoese
T Tl
7 o0 & ‘:"é
Q &
D E
pT514/509v TS frakci pS623v TS frakci
2]
.3 *
= 20 [ \ o 3
2 3
2 g T
s 1.6 T g‘
@ w2
S 2
c 1.0 =
1 = £
€ g -
g 08 e
o) <
<1} @
= 0.0l . T Genotyp e ol Genotyp
_‘(\*' & ,9*' L ot & Q_o*' & *(\“' & \g*' @ ot @ ot &
S e & o & o &g F o F o
¥ g & W A ¥ S &
Q¥ Q Q\o {}Q Q‘° Q¥ 9 Q\o of Q\«‘
<Q ‘,\S‘ g ‘}Q\
& &

Obr. 13: Detekce fosforylace a rozpustnosti fosforylovaného proteinu CRMP2A na Ser623 a
CRMP2B na Ser522 v TS frakci

A — WB Proteiny pSer522/623 CRMP2, barveno anti-pSer522 protilatkou, pT5114/509 — barveno
protilatkou anti pThr514/509, vizualizovan fosforylovany Thr514/509 CRMP2B. Odpovida hornimu
pruhu CRMP2 pS522 CRMP2 — Collapsin responsive mediator protein 2 celkovy u genotypt WT,
p25tg, Pin1KO, p25tg/Pin1KO a zachazeni: TBI — traumatické poskozeni mozku a kontrol. B — graf
relativniho mnozstvi proteinu pSer522 CRMP2B, porovnani genotypi a zachazeni U p25tg a
p25tg/Pin1KO mysi se zvysSuje fosforylace oproti WT. C — graf relativniho mnozstvi pSer522
CRMP2B v hornim pruhu, kde by mél byt vice fosforylovany protein CRMP2B. U p25tg/Pin1KO a
p25tg je pruh vyrazné silnéjsi oproti WT a PinlKO TBI. Pozorujeme i snizeni fosforylace Pin1KO
TBI oproti Pin1 KO kontrole. D — graf relativniho mnozstvi fosforylovaného CRMP2B na Thr514/509,
signifikantni zvyseni této fosforylace u p25tg/Pin1 KO. E — graf relativniho mnozstvi proteinu pSer623
CRMP2A, mirné zvySeni u p25tg/Pin1 KO
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54.1 Imunodetekce pSer522 a pThr514/509 v mozcich

Fosforylace na Ser522 a Ser623 je zpusobena kindzou CDKS. Fosforylace Thr514/509
kinazou GSK3p. Ob¢ tyto kinazy mohou byt disregulovany jak vlivem AD, tak traumatického
poskozeni mozku (Shah and Lahiri, 2017; Wilson et al., 2014). Zarovenn se ukazuje, ze
izomeraza Pinl stabilizuje proteiny fosforylované témito kindzami (Balastik et al., 2007).
Lokalizace pSer522 a pThr514/509 je v mozku pacienti s AD i 3xTg mysi v NFT, které se
vyskytuji v kortexu 1 hipokampu (Gu et al., 2000; Uchida et al., 2005; Yoshida et al., 1998).
Na imunohistochemickém barveni byl sledovan protein v obou téchto oblastech. Rozdily vsak
byly patrné pouze v kortexu. Je to mozna pravé vlivem TBI, které mé na hromadéni
fosforylovanych proteinti vliv.

Nartst v mnozstvi fosforylovaného proteinu v mozku barvenych anti-pS522 jsou patrné u
p25tg (Obr. 14) PinlKO a c¢astecné p25tg/Pin1KO po TBI. U PinlKO se zdd byt nartist
fosforylace nejvyssi. Vzhledem k tomu, Ze jsme podobné zvyseni nedetekovali v TS frakci
WB a SS a SI frakce u pSer522 barveni nebylo mozné analyzovat (viz vyse), je mozné, ze
pravé u PinlKO dochazi k ptesunu fosforylovaného proteinu CRMP2B do nerozpustnych
frakci.

U p25tg a p25tg/Pin1KO je patrné zvysené mnozstvi fosforylace v neuronech po TBI.

Zmény fosforylace proteinu na Thr514/509 odpovidaji WB, kdy je patrné, ze zvySenou
fosforylaci na téchto reziduich vidime pfevazné v mozku p25tg/Pin1KO (Obr. 15). Také zde
pozorujeme presun fosforylovaného proteinu z tél neuronii do oblasti dendritl. Na barveni je
zéaroven viditelnd vyrazngjsi fosforylace po TBI v nékterych buiitkdch u WT. Je tedy mozné,
ze tu dochdzi ke stejnému efektu piesunu fosforylovaného proteinu do nerozpustnych frakeci,

ktery je vsak, stejné jako pS27 (Obr. 12) Spatné detekovatelny na IHC.
Imunohistochemické barveni tedy ukazuje ¢aste¢nou shodu s WB a naznacuje mozny piesun

fosforylovaného CRMP2B do insolubilnich frakci, stejné, jako miizeme pozorovat u

CRMP2A.
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Obr. 14: Detekce fosforylace na Ser522 v mySim kortexu
A — Anti-pSer522 byl barven fosforylovany protein CRMP2 v kortexu. Na obrazku jsou porovnany
genotypy a zachdzeni (TBI a kontroly). U p25tg/Pin1KO K je patrny nespecificky signal zptsobeny
nedokonalou perfuzi mozku (zluta Sipka) Na zvétSenych vyifezech B C D E jsou mozky po TBI B —
WT TBI nepozorujeme zvySeni fosforylace C — p25tg TBI builky s fosforylovanym proteinem na
Ser522 (Seda Sipka) D — Pinl1KO TBI — zvySeni fosforylace v bunécnych télech (Sedé Sipky) E —
p25tg/Pin1 KO TBI, mirné zvyseni fosforylace v télech (Seda Sipka)

p25tg

Pin1 KO
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Obr. 15: Detekce fosforylace CRMP2 na Thr514/509 v kortexu

A — Anti-pThr514/509 byl barven fosforylovany protein CRMP2 v kortexu. Na obrazku jsou
porovnany genotypy a zachazeni (TBI a kontroly). Mezi K a TBI se nezdaji byt u genotypt rozdily.
Zvysena fosforylace je patrna u p25tg/PinlKO K i TBI (zlutd Sipka) Na zvétSenych vytezech
jsougenotypy po TBIL. Teckovity signal v télech neuronii je patrny u vSech genotypl, zvySeni
fosforylace porovnavame k WT B — WT TBI, patrna jedna bunika se zvySenou fosforylaci C — p25tg
TBIL, neni patrné zvyseni fosforylace D — PinlKO TBI neni patrni zvySeni fosforylace E —
p25tg/Pin1 KO TBI patrné fosforylace v télech a dendritech (Sedé Sipky)



6 Diskuze

6.1 Metoda mirného opakovaného poSkozeni mozku

Pii volbé metody mirného traumatického poskozeni je nutné sledovat mnoho aspekti.
Existuje nékolik zdkladnich metod, které se v biologii pouzivaji. Mnoho znich vSak
zpuisobuje zna¢né primarni poSkozeni, nebo jsou pfili§ invazivni ¢i naro¢né pro
mnohonéasobné opakovéani a sledovani poskozeni zplsobeného repetitivnim TBI. Nami
testovand metoda padu zavazi je vhodnd pro napodobeni nekontrolovaného narazu
zpusobeného naptiklad pti autonehodé, padu, ¢i jiné nehodé. Nedochazi k poskozeni mozku
v jednom misté, kde by byla patrnd 1éze v misté poskozeni, jako je tomu naptiklad u
kontrolovaného kortikalniho impaktu (Ma et al., 2019). Naopak dostavame vétsi moznost
zkoumat sekundarni vlivy poskozeni, nebot’ mozkova hmota je po TBI v intaktnim stavu.

Tato metoda byla etablovand u nas v laboratofi pro pokusy detekujici vliv mirného
traumatického poskozeni na ukladani fosforylovanych proteini v mozku a vliv na rozvinuti
AD. Byla predpokladana zvySena patologie ukladani CRMP2A u mysi po TBI, stejné jako je
tomu napiiklad u proteinu Tau (Kane et al., 2012). K pokusim byly pouzity mysi
s rozdilnymi genotypy a to WT, mysi s pfidanym proteinem p25, aktivatorem CDKS5 kindzy
fosforylujici CRMP2A, mysi s KO Pinl a dvojiti mutanti p25tg/Pin1KO, ktefi maji ob¢ tyto
mutace. Pin1KO mysi vykazovaly po TBI nejvy$si imrtnost (Tabulka 7). Coz odpovida tomu,
ze Pinl ma neuroprotektivni vlastnosti (Liou et al., 2003) a Ze jeho absence pravdépodobné

vede k vyS§Simu poskozeni mozku u téchto mysi po TBI.

6.2 Rozpustnost fosforylovaného proteinu CRMP2A

V této praci jsem se zaméfovala na stanoveni rozpustnosti fosforylovaného proteinu
CRMP2A v mozku. Z ptedbéznych vysledkli nasi laboratofe a dostupnych publikaci byla
sestavena hypotéza, ze zvySeni fosforylace proteinu CRMP2A ovliviiuje jeho rozpustnost.

V nasi laboratofi jsme ukazali, Ze ve Triton solubilni frakci Pinl stabilizuje fosforylovany
protein CRMP2A vazbou v pozici Ser27 v trans konformaci (Kondo et al., 2015), tim padem
pti jeho snizeni dochdzi k degradaci fosforylovaného proteinu (Balastik et al., 2015). CDKS5
fosforyluyje CRMP2A na Ser27 a Ser623 (Balastik et al., 2015) a nadexprimovanim p25 je
aktivita CDKS5 zvySena (Patrick et al., 1999). To nasledn¢ vede ke zvySeni fosforylace na
Ser27 a Ser623. Ptedpoklaali jsme, Ze snizeni Pinl (Dakson et al., 2011; Lanke et al., 2018) a

zvySeni aktivity CDKS5, stejné jako je tomu u patologie AD, muze vést k ukladani takto
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hyperfosforylovaného proteinu CRMP2A do nerozpustnych frakci (parovych helikalnich
filament). Proteazom totiz nestihne hyperfosforylovany protein CRMP2A degradovat a pfi
absenci Pinl nedochazi k jeho stabilizaci v trans formé. Dalsi ¢ast hypotézy se zamétovala na
vliv. TBI na ukladani fosforylovanych proteinii, neboli Ze po TBI bude dochazet
k vyraznéjSimu hromadéni fosforylovaného proteinu v nerozpustnych frakcich.

Rozpustnost proteinu byla detekovéna ve tfech frakcich liSicich se rozpustnosti proteint
Triton solubilni, sarkosyl solubilni a sarkosyl insolubilni. V Triton insolubilnich, (SS, SI)
frakcich u pacientli s AD se vyskytuje protein Tau a APP v hyperfosforylované forme. Toto
ukazuje na vyskyt neurofibrildrnich shlukii nerozpustnych proteinit v mozku téchto pacienta.
Stejné¢ tak u 3xtg AD myS$i byl pozorovan spolecny vyskyt Tau, Crmp2, ale i naptiklad
proteinu WAVE1 a GAPDH v NFT (Watamura et al., 2016).

Jedina fosforylace, kterd prokazatelné odliSuje CRMP2A a CRMP2B je fosforylace na Ser27
CDKS5 kindzou (Balastik et al.,, 2015). Pravé proto jsme se snazili detekovat protein
fosforylovany na tomto residuu. Na toto misto se také, pouze u CRMP2A, véaze isomeraza
Pinl a reguluje konformaci CRMP2A proteinu. Fosforylace na Ser27 je vSak v bunécnych
lyzatech vysoce nestabilni (jak v naSi laboratofi ukdzala Mgr. B. Pukajovd). JiZ po tydnu
dochazi u vzorkii uskladnénych v -80 °C kjejich postupné defosforylaci. K tomu muze
dochdzet vice vlivy ato bud vlivem fosfataz, ¢i napf. dale zvySenou degradaci
fosforylovaného proteinu. Stejné vymizeni fosforylovaného CRMP2A si miZzeme v§imnout
1 u imunnohistochemického barveni, kdy po par tydnech od nakrajeni jiZz neni pSer27 ve
vzorku téméf detekovatelnd. Pro analyzu imunohistochemiského barveni byly tedy vybrany

cerstvé piipravené parafinové fezy.
6.2.1 Fosforylace proteinu CRMP2A v Triton rozpustné frakci mozku

V triton solubilni frakci jsme detekovali pouze miniméalni rozdily v hodnotich
fosforylovaného proteinu. Ocekavali jsme narist fosforylace u p25tg mysi, nebot’ by mélo
dochazet ke zvySené aktivaci CDKS5 ptidanim p25. I kdyz zvySeni fosforylace pozorujeme u
CRMP2B na Ser522 (Obr. 13), coz naznacuje, Ze tato aktivace je usp€sSnd, nezda se, ze by
mela efekt na CRMP2A. CRMP2A je CDKS kinazou fosforylovany, ovSem je mozné, Ze je
v TS frakei jiz pln€ saturovan a tim padem nemiZze dochézet k dalsi fosforylaci.

U vzorkt je detekovatelny trend k vyssi fosforylaci u p25tg/Pinl1 KO mysi po TBI. Dostupna

literatura vSak uvadi, ze celkova fosforylace, brano u CRMP2B by se méla po TBI snizovat
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(Wilson et al., 2014). To vSak plati pro CRMP2B, je tedy otazkou, zda je toto pfipad i
CRMP2A.

Je nutné zvazit i moznost, Ze ke zmén¢ hodnot fosforylovaného proteinu doslo pii zpracovani
vzorku, nebot’ u inicidlniho WB se fosforylace ménila u p25tg mysi, Ze se zvySuje u kontrolni
skupiny a ze dochazi ke snizeni u p25tg po TBI. V dalSich barvenich se vSak jiz nepodatilo

tyto zmény pozorovat.
6.2.2 Analyza fosforylace Ser27 proteinu CRMP2A v sarkosyl solubilni frakci

Pro detekci c¢asteCné nerozpustnych slozek v mozku mysi byla pouzita metoda extrakce
sarkosyl solubilni frakce. Data z nasi analyzy naznacuji, Ze vétSina proteinu CRMP2A v této
frakci je fosforylovand na Ser27, nebot nebot podil Ser27 fosforylovaného/totalnimu
CRMP2A se u vSech kategorii signifikantné neliSi od 1 (graf B Obr. 10). ZvySeni mnoZstvi
proteinu v této frakci po TBI je patrné u WT a Pin1KO. Oba tyto genotypy se v sarkosyl
solubilni frakci chovaji ptiblizné stejné. Trend vSak naznacuje snizeni celkového mnozstvi
proteinu v této frakci u Pin1KO oproti WT. SniZeni celkového mnozstvi proteinu u Pin1KO
odpovid4d dosavadnim zjiSténim, které ukazuji, ze Pinl stabilizuje protein a jeho absence
v buiice vede ke zvySené degradaci proteinu.

U WT je zvyseni fosforylovaného proteinu po TBI ocekavatelné, nebot’ vlivem TBI dochazi
k hyperaktivaci kinaz. Mtizeme tedy predpokladat, ze zvySeni fosforylace u tohoto genotypu
vede i ke zvySenému ukladani proteinu do méné rozpustnych frakci, jak jsme to pfedpokladali
v ndmi stanovené hypotéze.

U p25tg, ktery by mél mit vice aktivovanou kinazu CDKS vSak nepozorujeme dalsi zvySeni
fosforylace a ukladani proteinu v SS frakci po TBI. Naopak pozorujeme sniZeni
fosforylovaného proteinu. To naznacuje moznost dal§iho uklddani v insolubilnich frakcich
mozku.

Dvojity mutant p25tg/PinlKO nevykazuje Z4dné zmeény mezi TBI a kontrolami, coz
poukazuje na absenci aditivniho efektu p25 nadexprese a Pinl deficience v této frakci. Jestli
Pinl deficience spolu s p25 nadregulaci eliminuji efekt TBI na CRMP2A fosforylaci

v insolubilnich frakcich zatim neni jasné a bude dale analyzovano.
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6.2.3 Analyza fosforylovaného a celkového proteini CRMP2A v sarkosyl insolubilni frakci

V sarkosyl insolubilni frakci detekujeme nejméné rozpustné proteiny v mozku. U WT
pozorujeme zvySené mnozstvi fosforylace v této frakci po TBI, coz potvrzuje, ze TBI vede ke
zvysenému ukladani fosforylovaného proteinu v nerozpustnych frakcich mozku. Je zde vSak
patrné, Ze pouze malé ¢ast z celkového proteinu CRMP2A je fosforylovana (graf B Obr. 11).
U p25tg TBI je patrny vyrazny narast fosforylovaného proteinu v SI frakei oproti SS frakci.
Miuizeme predpokladat, ze zde doSlo k piesunu proteinu z castecné nerozpustné, do vice
nerozpustné frakce a tim k vyssi patologii. U p25tg je pozorovano hromadéni nerozpustnych
proteind. Vyssi patologie miize byt zplisobena i zvySenou aktivaci GSK3p, kterd muze byt
aktivovana proteinem p25 (Chow et al., 2014). Vyssi aktivita CDKS mutze vést ke zvySené
iniciaci fosforylace a poté zvySena aktivita GSK3f vede k hyperfosforylaci proteinu a jeho
ukladani (Cruz et al., 2003).

Pin1KO myS$i nevykazuji zmény v mnozstvi fosforylovaného proteinu po TBI oproti
kontrolam. Celkové je vSak u téchto mysi mnozstvi CRMP2A v SI frakci snizeno, coz
odpovida jeho vétsi degradaci. V SI frakcei je tedy patrné, Ze u Pin1KO dochazi k uloZeni vétsi
mnozstvi fosforylovaného proteinu, vii¢i proteinu celkovému, nez u ostatnich genotypti.

U P25g/PinlKO také nepozorujeme zmeény po TBI v SI frakci, stejné jako u PinlKO.
Zaroven vsSak nepozorujeme ani vyrazn¢ vysSi hromadéni fosforylovaného proteinu

CRMP2A. Celkové se zda, Ze Vyssi mira fosforylace u p25tg/Pin1KO je pouze v TS frakei.
6.24 Zmény fosforylace na Ser27 mezi frakcemi a genotypy

NasSe data ukazala, Zze po TBI dochdzi k vétSimu hromadéni fosforylovan¢ho proteinu
v nerozpustnych frakcich mozku u WT (Obr. 10 a 11) a muze tak ptispivat ke vzniku chorob
spojenych s ukladanim hyperfosforylovanych proteinti, jako CRMP2A.

Dale bylo potvrzeno, Ze u PinlKO dochazi k ukladani vice fosforylovaného proteinu
CRMP2A v SI frakci, coZz naznacuje, ze Pinl stabilizuje fosforylovany CRMP2A pouze
v solubilnich frakcich. I kdyZ u Pinl1KO dochdzi u proteinu k vétsi degradaci, coZ jiz bylo
potvrzeno (Balastik et al., 2015), dochéazi také pravdépodobné¢ k ukladani jinak
konformovaného proteinu v SS a SI frakei, stejné jako u proteinu Tau. Toto by bylo dale
nutné potvrdit specifickym barvenim protilatkami proti rozlicné¢ poskladdanym proteinim
(Kondo et al., 2015).

U p25tg a p25tg/Pin1 KO mysi byla potvrzena zvySena aktivita CDKS5 pfidanim proteinu p25

diky objeveni vice fosforylovaného proteinu v SS frakci oproti WT. Data naznacuji, ze TBI
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zptisobuje v mozku podobnou aktivaci CDKS jakou pozorujeme pfi ptidani p25. Také se zd4,
ze TBI ma na p25tg genotyp vyraznéjsi vliv, nebot’ pravdépodobné dochdzi i k hyperaktivaci
dalsich kinaz, které vedou k ukladani CRMP2A do SI, hiife rozpustné frakce mozku.

U p25tg a p25tg/Pin1 KO mysi byla potvrzena zvysena aktivita CDKS piidanim proteinu p25
diky objeveni vice fosforylovaného proteinu v SS frakci oproti WT. Zda se, ze TBI zptisobuje
v mozku stejnou aktivaci CDKS5 jakou pozorujeme pii ptidani p25. Také se zda, ze TBI ma na
p25tg genotyp vyrazng€jsi vliv, nebot’ pravdépodobné dochézi i k hyperaktivaci dalSich kinaz,
které vedou k ukladani CRMP2A do SI, htte rozpustné frakce mozku.

U p25tg/Pinl1KO bychom v daném piipadé ocekavali, ze bude patologie nejhorsi ze vSech
genotypi. Uz prvni experimenty TBI vSak naznaCovali, ze tomu tak neni, nebot
p25tg/Pin1KO mysi pfezivaly tuto proceduru Castéji nez Pin1KO (tabulka 10). Je mozné, ze
zvySend fosforylace CRMP2A, kde nedochazi ke stabilizaci proteinem Pinl vede k rychlejsi
degradaci proteinu oproti normalni fosforylaci CDK5 a GSK3f u Pin1KO. Tim padem se
nestihne dostate¢né mnozstvi nespravné slozeného proteinu CRMP2A ulozit v nerozpustnych
frakcich. Toto bychom mohli opét vizualizovat barvenim protilditkami proti proteinu se
specifickou konformaci. Alternativné se u téchto dvojitych mutanti mohl vyvinout
kompenzacni mechanismus pomoci jinych prolyl izomeraz.

TBI se zd4a mit jiny vliv na samce a samice, coz naznacuji i rizné dalsi studie (Giatti et al.,
2020). V nasSich experimentech se vSak nepodaftilo sestavit homogenni jednopohlavni skupinu
p25tg/Pin1KO mysi. Vliv pohlavi bude zohlednén v dalSich experimentech.

Také se nepodafilo odhalit vyrazné zmény v mozku pii IHC. Je mozné, Ze protilatka anti-
pS27 barvila pouze protein TS frakce a nebylo mozno s ni vizualizovat nesolubilni proteiny,
které mohou mit rozli¢nou konformaci a barveni tim znemoznit. Dal§i z moznosti je, Ze se
hyperfosforylované proteinové agregaty nevyskytovali ve sledované c¢éasti mozku, ale
napiiklad v entorindlnim nebo spankovém laloku, které jsou AD vice poSkozeny (Kaufman et
al., 2018; Perl, 2010). Sledovali jsme kortex motoricky, kde by mél byt nejvice patrny vliv

TBI a hipokampus, kviili detekci vlivu sekundarniho poskozeni.
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6.3 Analyza fosforylace CRMP2 na C konci proteinu

6.3.1 Fosforylace Ser623 CRMP2A

Fosforylace CRMP2A na C-koncovém Ser623 v TS frakci se neukdzala signifikantné zvysSena
u zadného genotypu. Mirné zvyseni pozorujeme pouze u p25tg/Pin1KO po TBI, coz odpovida
1 fosforylaci na Ser27. Detekovany rozdil fosforylace C-koncového S522 izoformy CRMP2B,
vSak nazancuje, ze fosforylace u téchto dvou proteint je regulovana rozlicnym zptisobem a ze
na né¢j mize mit znacny vliv izomeraza Pinl, ktera se vaze pouze na CRMP2A (Balastik et al.,
2015).

Pro dalsi zkoumani fosforylace CRMP2A by bylo tifeba 1épe detekovat jeho fosforylaci na
Ser623 a Thr514/509, které je vSak s pouzitymi protilatkami velmi slabé, nebott CRMP2A se
v mozku vyskytuje v niz§im mnozstvi, nez CRMP2B. Zaroven vétSina protilatek proti
fosforylaénim mistim CRMP2A zaroven barvi stejnd mista na CRMP2B, proto je nejde pfi
imunohistochemickém barveni rozlisit.

Pro lepsi prozkoumani téchto fosforylacnich mist by bylo tfeba dalSich pokusi, naptiklad na
CRMP2A KO mysich, kde by se daly zkoumat fosforylaci cist¢ CRMP2B. Nebo na
CRMP2B KO mysi, kterou vSak nelze dostupnymi prostfedky vytvofit, nebot” pfi knockoutu
izoformy CRMP2B by doslo 1 ke knockoutu izoformy CRMP2A.

Mimo fosforylaci proteinu by bylo tfeba prozkoumat i dals$i mozné posttransla¢ni modifikace,
jako je oxidace a to prevazné na Ser27, SUMOylaci ¢i O-GlcNAci a jejich vliv na fosforylaci
proteint CRMP2 i vliv fosforylace na tyto modifikace, kterd miiZze byt dle dostupnych zdrojt
znacnd (Leney et al., 2017).

6.3.2 Zmény fosforylace Ser522 CRMP2B u jednotlivych zkoumanych genotypi

.....

kterou navazuje fosforylace kindzou GSK3p na Thr514/509 a dalSich residuich.

Z naSich vysledkii je patrnd zvySena fosforylace CRMP2B na serinu 522 u p25tg a
p25tg/Pin1KO mysi oprott WT a PinlKO. Tento vysledek je ofekavatelny, nebot’ u mysi
dochazi k vyS$i expresi proteinu p25 atim k vyssi aktivaci CDKS, ktera na Ser 522 svij
substrat CRMP2 fosforyluje (Fukata et al., 2002). I kdyZ v jedné publikaci bylo ukazano, Ze
po TBI se mira fosforylace dlouhodobé snizuje (Wilson et al., 2014), neprojevilo se to

signifikantné u Zadné z naSich skupin.
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U p25tg/Pin1KO mysi (vyrazngji po TBI) jsme si vS§imli zvySeni fosforylace v hornim pruhu
CRMP2B proti pruhu dolnimu, kteryzto rozdil jsme u p25tg nepozorovali. Tento pruh je
protein CRMP2B s vyssi molekulovou hnmotnosti zptsobenou zvySenym mnozZstvim
fosforylace na dalSich residuich, jako je naptiklad Threonin 514 a Theronin 509, coz jsou
fosforylacni mista kindzy GSK3p (Cole et al., 2007; Uchida et al., 2005). Proto jsme
analyzovaly fosforylaci na Thr514/509 (Obr. 13). NaSe data ukazala, ze u p25tg/Pin1KO
dochazi u CRMP2B ke zvyseni fosforylace na Thr514/509 oproti v§em ostatnim genotypum.
Stejné zvySeni vSak neni pozorovatelné u  p25 tg mysi (graf D). Také je patrné zvySeni
fosforylace u p25tg/Pin1KO na imunohistochemickém barveni v mys$im kortexu (Obr. 15).
Toto naznacuje, ze 1 kdyz dochéazi po TBI ke zvySeni aktivace calpainu, Stépeni p35 na p25 a
tim k nardstu mnozstvi aktivatoru CDKS5 v bunikach, nestaci tato aktivace pro zvySeni
fosforylace na reziduich pro kindzu GSK3p. Za fosforylaci na téchto reziduich miZze byt
CasteCn¢ zodpovédné zvysSend aktivace GSK3P, ktera muze byt také aktivovana p25
proteinem (Chow et al., 2014). Tomu vSak neodpovida zvySeni celkové fosforylace proteinu
CRMP2 u p25tg mysi (graf B Obr. 13). GSK3p je vSak také substratem Pinl isomerazy, ktera
dokaze jeji aktivitu inhibovat. U p25tg/Pinl1KO mysi neni GSK3p utlumend, tim padem
dochazi ke zvysené fosforylaci. U Pin1KO mysi neni fosforylace zvySena, protoze u nich neni
jiz bylo pozorovéno u proteinu APP (Ma et al., 2012) a zde se zda, Ze by stejnym
mechanismem mohl byt ovlivnén i CRMP2B.

U Pin1KO nepozorujeme signifikantni zménu fosforylace CRMP2B oproti WT a to ani po
TBI. Pinl vSak s proteinem CRMP2B ve vétsi mife pfimo neinteraguje (Balastik et al., 2015),
dochdazi zde pouze k neptimému ovlivnéni pies intarakci pomoci CRMP2A.

Bohuzel, u CRMP2B byla testovana pouze triton solubilni frakce, nebot’ ostatni frakce nebyly
komer¢nimi protilatkami detekovatelené. Je tedy mozné, Ze se hyperfosforylovany protein
CRMP2B uklada 1 do jinych, nerozpustnych, frakei, jak tomu bylo u CRMP2A.

Zvysena fosforylace na Thr514/509 up25tg/PinlKO mysi byla detekovana 1 na

imunohistochemickém barveni (Obr. 15). To odpovida zvySeni fosforylace na WB.
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7 Souhrn

V ramci moji diplomové prace jsem testovala hypotézu, ze protein p25 hyperaktivuje kinazu
CDKS3, ktera vice fosforyluje CRMP2A na Ser27 a Ze absence Pinl, kterd vede k destabilizaci
a degradaci CRMP2A, vytvaii konformacni stres, ktery se projevuje akumulaci
hyperfosforylovaného CRMP2A v buiikach, tak jak je pozorovano u pacientti s AD. Zaroven
jsme predpokladali, ze TBI bude zvySovat patologii vedouci k AD, neboli ukladani
fosforylované¢ho proteinu CRMP2A u pouzitych mySich modelli v nerozpustnych frakcich
mozku.

Vysledky této prace potvrzuji hypotézu o wukladani fosforylovaného CRMP2A
v nerozpustnych frakcich u Pin1KO. Zaroveil naznacuje, Ze absence Pinl vede k destabilizaci
a degradaci celkového proteinu CRMP2A, jak jiz bylo ukazano diive (Balastik et al., 2015)
My jsme ukazali, ze tato regulace postihuje predevsim rozpustnou frakci CRMP2A ale
ovliviiyje 1 nerozpustné frakce.

Dale jsme ukdzali, Ze traumatické poskozeni vede k vyssi fosforylaci a ukladéni proteinu
CRMP2A do nerozpustnych frakci mozku.

Z vysledkti se vSak nepodafilo stanovit, jak a zda se vzdjemné ovlivituji mutace PinlKO
a p25tg u mySiho modelu dvojité mutace pti TBI a jak tato dvojitd mutace ovliviiuje ukladani
proteinit v nerozpustnych frakcich. To pfevdzné z divodu malého mnozstvi vzorkl
a nehomogennosti skupiny sestavené ze samcii 1 samic.

Déle byla zkoumdana fosforylace proteinu CRMP2A a B na Ser522 (C-konci). Zde jsme
detekovali rozdilnou regulaci fosforylace CRMP2B a CRMP2A v TS frakci. Je patrna
zvySena fosforylace CRMP2B proteinu kindzou CDKS5 u p25tg mysi, coZ potvrzuje zvySenou
aktivaci CDKS5 proteinem p25. NaSe data naznacuji, ze CRMP2B je fosforylovan podobnym
mechanismem jako protein APP (Ma et al., 2012), kdy Pinl ovliviiuje fosforylaci CRMP2B
regulaci kinazy GSK3p.
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