Abstrakt

Angelmaniiv syndrom (AS) je neurovyvojové onemocnéni S celosvétovou incidenci 1:10 000,
vyskytuje se tedy u 40 000 porodi ro¢né, pomér mezi pohlavimi je stejny. Mezi kliCové
charakteristiky onemocnéni patii atakticka chtize s tfesem, tézka mentalni retardace, tézké poruchy
feCi a zachvaty. U postizenych jedinct se také vyskytuji behavioralni deficity, jako je zvySena
uzkost a poruchy autistického spektra. Onemocnéni pochazi z imprintované oblasti 15q11.2-13q,
kde jsou geny exprimovany bud’ maternaln¢, nebo paternalné jako vysledek exprese alel specifické
pro rodice. Existuji Ctyfi hlavni genetické mutace zpisobujici AS, a to 1) velka delece v rozsahu 4-
6 Mb na alele zdédéné maternalné véetné imprintovanych a bialelicky exprimovanych gent, ii)
delece maternalniho ptivodu v genu Ubitiquin ligaizy E3 (UBE3A), iii) paternalni uniparentalni
disomie a iv) defekt imprintingu vedouci k nevhodné metylaci lokusu. Dosud neexistuje zadny 1€k
na AS, spiSe se symptomy zmiriuji pomoci multidisciplinarniho pfistupu. Cilem doktorského
studia bylo dale deSifrovat roli UBE 3A a GABRAS pomoci dvou mySich modell s cilem ziskat
vice znalosti o zapojeni téchto dvou genii do generovani modelil pro budouci terapeutické

intervence.

Jednim vytvofenym modelem byla aplna genova delece Ube3a z 5'UTR do 3'UTR zahrnujici
ptiblizné€ 76 Kb s vyloucenim vsech kodujicich a nekodujicich prvka. Ackoli je k dispozici mnoho
mySich modelt zamétujicich se na gen Ube3a riznymi zpusoby, neexistuje zadny model s
chybéjicim celym genem, ktery by nabizel vétsi genetickou podobnost se situaci pacientil, protoze
vétsina z nich ma velkou deleci. Také byla zjisténa velka variabilita fenotypt v jinych AS modelech
v zavislosti na experimentatorovi, kmeni a v€ku zvitat, coz jasné predstavuje bariéru pro vyvoj
terapeutik. Abychom posoudili vhodnost modelu pro vyzkum AS, podrobili jsme jej sérii testl
zamétenych zejména na patologii AS, vCetn€ hodnoceni motorickych dovednosti a behavioralnich
paradigmat. Zjistili jsme, Ze novy model AS opakoval deficity motorickych dovednosti pozorované
v testech DigiGait a rotarod. Krom¢ toho byly potvrzeny odchylky chovani pii stavbé hnizda a
testu zaveéSeni ocasu, na jejichZ zéklad¢ jsme vykonnost modelu vyhodnotili jako nedostatecnou.
Model vSak nevykazoval nedostateCnou vykonnost v testech zavislych na paméti, jako je
Barnesovo bludisté a nové rozpoznavani objektii. Kdyz vSak byly podrobeny obtiznéjsi uloze
obraceni mista v nastaveni IntelliCage, ukazalo se, ze vykon skuteéné nepodavaly. Pozorovali jsme

také rozdily v aktivité cirkadidnniho rytmu a hypoaktivité. Ziskané vysledky se dobfe shoduji s



fenotypy uvadénymi v jinych AS modelech a nami provedené testy neposkytly zadnou jasnou
vyhodu z hlediska studia AS. M¢lo by vSak byt provedeno vice testi zamétenych na fenotypy, jako
jsou poruchy autistického spektra, elektrofyziologie a EEG, které mohou byt zakladem pro budouci
publikace.

Dale jsme se zaméfili na gen receptoru alfa 5 kyseliny gama-aminomaselné (Gabra5). Tento gen
je Casto deletovan na matetské alele u pacientti s velkou deleci. Shluk subreceptorovych gent beta
3, gama 3 a samoziejme alfa 5 kyseliny gama-aminomaselné (GABA) je povazovan za dilezitého
prispévatele k elektrofyziologickym fenotypum, ale je také spojovan s panickou poruchou a
uzkosti, fenotypy konzistentnimi u pacientii s AS. Rozhodli jsme se studovat chovani podobné
uzkosti u mysi s deficitem Gabra5 pomoci behavioralnich testii, ale také hodnocenim hladin
kortikosteronu, protoze dysregulace osy hypotalamus — hypofyza — nadledviny (HPA) byla spojena
s uzkostnymi poruchami. Kromé toho je osa HPA pod GABAergni regulaci, exprese subreceptorti
a jejich prispévek k regulaci osy HPA vsak stale nejsou objasnény, coz predstavuje mezeru ve
znalostech. Zjistili jsme, Ze mysi GabraS " mély niz§i hladiny kortikosteronu, coz bylo pomé&rmng
prekvapivé, protoze bylo popsano, ze dezinhibice GABAergické signalizace vede ke zvySené
excitabilité. Navic se my$i Gabra5S 7 nezdaly tizkostn&jsi v testech v otevieném poli a ve
vyvySeném kiizovém bludiSti. Sou€asné ,,rearing behaviour byla sniZena, coz naznacuje niz$i
uroven prozivané uzkosti. Nakonec jsme provedli funkéni analyzu hipokampalnich fezi, oblasti
mozku, o které je znamo, Ze pfispiva k regulaci tizkosti. Experimenty pakt-clamp odhalily, Ze
neurony odvozené z Gabra5 " byly hyperpolarizovany v nékolika testovanych parametrech. Na
zéklad¢ toho se domnivame, Ze k vysvétleni nasich pozorovani musi existovat funkéni kompenzace
pravdépodobné vapnikovych nebo chloridovych kandll. PiestoZze jsme nebyli schopni pfifadit
fentoypy alfa 5 kanalu, mohli jsme jasn€¢ ukdzat dileZitost zkouméni funkéni kompenzace v

konstitutivnich modelech.

Nakonec jsme provedli nékolik analyz genové exprese detekujici expresi genil patticich do lokusu
AS pomoci RT-qPCR. Vytvoiili jsme dvé knock-out bunééné linie pomoci CRISPR/Cas9 cileni,
coz vedlo k Ube3a deficientni linii a dalsi linii s vyfazenym domnélym enhancerem sidlicim v

intronu 4-5 uvedeného genu.

Hodnotili jsme expresi gentl v bunééné linii teratokarcinomu P19 jak v jejim pluripotentnim stavu,

tak diferencované na neurony. Zjistili jsme signifikantni pokles u vSech paternalné exprimovanych



gentl. V zachrannych experimentech s nadmérnou expresi UBE3 A chybéla obnova genové exprese.
Ptistoupili jsme ke stejnému hodnoceni, ale Vv linii s vyfazenym domnélym enhancerem, a zjistili
jsme, ze Se pozorovani provedena v knock-out bunkach Ube3a shoduji. Vysledky RT-gPCR
generovaly experimentalni data ukazujici na moznou funkci enhanceru, jsou vsak zapotiebi dalsi

testy a pfipadné testy provadéné v mySim organismu.



