Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Studijni obor: Fyziologie Zivocicht a ¢lovéka (NFYZZIV)

Bc. Zaneta Dosoudilova

ANALYZA VYBRANYCH MITOCHONDRIALNICH PROTEINU VE
SVALOVE TKANI PRASECIHO MODELU HUNTINGTONOVY CHOROBY

PROTEIN ANALYSIS OF SELECTED MITOCHONDRIAL PROTEINS

IN THE MUSCLE TISSUE OF PORCINE MODEL OF HUNTINGTON'S
DISEASE

Diplomova prace

vedouci prace: MUDr. Jifi KlempiF, Ph.D.
Praha, 2016



Prohlasuji, Ze jsem zdvérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prdce ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 1. 8. 2016



Podékovani

Dékuji RNDr. Hané Hansikové, CSc. za umozinéni vykonani praktické ¢asti této
diplomové préce v Laboratofi pro studium mitochondridlnich poruch a za jeji odborny dozor s
cennymi pfipominkami. Velice také dékuji svému skoliteli MUDr. Jifimu Klempifi, Ph.D. za
vedeni této diplomové prace a neocenitelné rady po cely jeji prabéh. Dale dékuji tymu prof.
MVDr. Jana Motlika, DrSc. z UZFG AVCR v Libéchové za biologicky material, pochazejici
z prasec¢iho modelu HN, ktery poskytl ke studii. V neposledni fadé bych chtéla podékovat
skupiné pracovnik(l Laboratofe pro studium mitochondrialnich poruch 1. LF UK za pomoc pfi

provadéni experiment(l a vytvoreni pratelské atmosféry, zejména Mgr. Hané Stufkové.

Diplomova prace vznikla s podporou grantovych projektli CHDI Foundation (A-8248), Czech-
Norwegian Research Programme (7F14308), 28477/2014 - “HUNTINGTON” 7F14308
(MSMT), EXAM (CZ.1.05./2.1.00/03.0124) a RVO-VFN 64165, COST LD (15099), NPU L01609
(MSMT).



Obsah

Abstrakt

Seznam poutZitych zkratek

Uvod

1.

Mitochondrie

11

1.2

1.3

1.4

Struktura mitochondrii

Systém oxidativni fosforylace

1.2.1 Komplex | - NADH-koenzym Q oxidoreduktdaza
1.2.2 Komplex Il - sukcinat-koenzym Q oxidoreduktdza
1.2.3 Komplex Ill - ubichinol-cytochrom c oxidoreduktaza
1.2.4 Komplex IV - cytochrom ¢ oxidaza

1.2.5 KomplexV - FoF1 ATP syntaza

1.2.6 Superkomplexy

1.2.7 Pyruvatdehydrogenazovy komplex
Mitochondrialni genom

Mitochondridlni poruchy

Huntingtonova nemoc

2.1  Symptomy Huntingtonovy nemoci
2.2 Huntingtin
2.2.1 Mutovany huntingtin v mitochondriich
2.3 Patologie kosterniho svalu pfi Huntingtonové nemoci
2.4  Modely Huntingtonov nemoci
Cile prace

Material a metody

4.1
4.2

4.3

Pouzité pfistroje

Software

Pouzité chemikalie

4.3.1 Komercni chemikalie a smési

4.3.2 Roztoky pfipravené v laboratofi

10
11
11
13
13
15
16
17
19
20
21
22
24
25
25
27
27
29
29
31
32
32
33
33
33

34



4.4  Biologicky material
4.5 Metody
4.5.1 Pfiprava homogendtu a mitochondrialni frakce z kosterniho svalu
4.5.2 Pfiprava vzorkd na SDS-PAGE
4.5.3 Stanoveni koncentrace proteint dle Bradfordové
4.5.4 SDS-PAGE
4.5.5 Semi—dry western blot
4.5.6 Barveni a suseni gelu
4.5.7 Imunodetekce se specifickou protilatkou
4.5.8 Vyhodnoceni dat
5. Vysledky
5.1  Analyza vybranych mitochondrialnich protein( ve svalové tkani
praseciho modelu Huntingtonovy choroby ve véku 24 mésicu
5.2 Analyza vybranych mitochondrialnich protein( ve svalové tkani
prasec¢iho modelu Huntingtonovy choroby ve véku 36 mésicu
5.3  Analyza vybranych mitochondrialnich protein( ve svalové tkani
prasec¢iho modelu Huntingtonovy choroby ve véku 48 mésicu
5.4  Shrnuti zmén exprese sledovanych protein(
6. Diskuze
7. Zavér

8. Pfehled poutzitych literarnich zdroju

9. Priloha

35

36

37
38

39

39

40
40

41

42

43

48

53

58

69

72

73

80



Abstrakt

Huntingtonova nemoc (Huntington’s disease; HN) je autozomalné dominantni dédi¢né
neurodegenerativni onemocnéni projevujici se poruchami hybnosti, kognitivnich funkci a
poruchami chovéni. HN je zpUsobena expanzi CAG tripletl (cytosin-adenosin-guanin) v genu
ulozeném na kratkém raménku 4. chromosomu. Tato expanze kdéduje aberantni
polyglutaminovy retézec v proteinu huntingtin (HTT). Fyziologicky HTT a v pfipadé HN
mutovany HTT (mHTT) se exprimuji témér ve viech tkdnich a ovliviiuji fadu bunécénych funkci.
Pocet nemocnych je zhruba 1 na 10.000 obyvatel. V soucasnosti je tato nemoc nevylécitelnd
a jeji mechanismy nejsou dostate¢né dobre prozkoumadny. Postihuje kromé centralni nervové
soustavy také periferni tkané véetné svalstva. Pfi HN dochazi k naruseni mitochondridlnich
funkci a poskozeni systému oxidativni fosforylace, jez ma za ukol produkci energie ve formé
ATP. Vyzkum na zvitecim modelu miniaturniho transgenniho HN prasete by mohl pomoci

objasnit mechanismy patogeneze choroby a potencidlni Ié¢ebnou strategii.

V této praci byly metodou imunodetekce se specifickymi protilatkami sledovany zmény
mnozstvi 14 vybranych mitochondridlnich protein(i ve svalové tkdni u 3 vékovych skupin
transgennich HN miniprasat ve véku 24, 36 a 48 mésicl. S rostoucim vékem byla pozorovdna
postupna progrese trendu sniZzovani mnozstvi vybranych mitochondridlnich proteinovych
enzym( patfici do systému oxidativni fosforylace i protein(i souvisejicich s oxidativnim

stresem ¢i destabilizaci mitochondridlni struktury.

Klicova slova:

Huntingtonova choroba, huntingtin, mitochondrie, systém oxidativni fosforylace, OXPHOS,

prasec¢i model Huntingtonovy choroby, transgenni model



Abstract

Huntington's disease (HD) is an autosomal dominant hereditary neurodegenerative
disease characterized by motor, cognitive and behavioral disorders. HD is caused by expansion
of CAG triplet (cytosine-adenosine-guanine) located in a gene on the short arm of the fourth
chromosome. This expansion encodes an aberrant polyglutamine chain in the protein
huntingtin. Physiological and mutated huntingtin (in case of HD) are expressed in almost all
tissues and influences many cellular functions. The prevalence of HD in population is about 1
per 10.000. The disease is currently incurable and its mechanisms are not sufficiently
understood. Besides affecting the central nervous system HD also affects peripheral tissues,
including skeletal muscles. HD disrupts mitochondrial function and damages oxidative
phosphorylation system, which has the task of producing energy in the form of ATP in cells.
Research of transgenic minipig model for HD could help elucidate the mechanisms of disease’s

pathogenesis and potential therapeutic strategy.

In this diploma thesis, immunodetection with help of specific antibodies to detect
changes in amount of 14 selected mitochondrial proteins in skeletal muscle tissue of three age
groups of transgenic HD minipigs - 24, 36 and 48 months old was used. Gradual progression
in reduced amounts of selected mitochondrial enzymes belonging to the oxidative
phosphorlation and proteins associated with oxidative stress and mitochondrial structure

destabilization was found increasing with age.

Keywords:

Huntington’s disease, huntingtin, mitochondria, oxidative phosphorylation system, OXPHQOS,

porcine model of Huntington's disease, transgenic model
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Uvod

Huntingtonova nemoc (HN) je nejcastéjSim neurodegenerativnim onemocnénim ze
skupiny ,,vzacnych neurodegenerativnich chorob”, ktera je zplsobend mutaci v jediném genu
kodujicim protein huntingtin. Expanzi cytosin-alanin-guaninového retézce v tomto proteinu
dochdzi k tvorbé mutovaného huntingtinu, jez narusuje fyziologické funkce témér ve vsech
tkanich. Nejvice je postizena centrdlni nervovd soustava, v pozadi nezlstavaji ani dalsi
energeticky naroc¢né tkané vcetné svalstva. U pacientd s HN dochazi k masivnim ubytkim
svalové tkané, jehoz mechanismus nebyl zatim uspokojivé popsan. Moznymi pfi¢cinami mohou
byt mitochondridlni dysfunkce a zvySend mira oxidativniho stresu. Také nastdva naruseni

mitochondridlni struktury a dochazi k poskozenim komplexd systémU oxidativni fosforylace.

MozZnost studia svalovych bunék pacientl in vitro je pouze post mortem, proto je
kladen dliraz na studium onemocnéni na odpovidajicich zvifecich modelech HN. Vzhledem
k podobnosti prasete s clovékem (podobna velikost organ(i, imunologie, velikost téla, stavba
mozku, dlouhovékost) se ke studii patogeneze HN v mitochondriich nabizi vyuZiti tohoto
modelu. Pfed 7 lety byl v CR vyvinut model transgenniho prasete nesouciho N-termindlni ¢ast
lidského mutantniho HTT genu se 124 triplety CAG. Podafilo se vytvofrit dostate¢né velky
vicegeneracni soubor transgennich i wild-type prasat nesoucich mutaci a odebrat vzorky
postizenych tkani, v¢. svalstva. Zabyvali jsme se analyzou vybranych mitochondrialnich
proteinl ve vzorcich kosterniho svalstva prasat tfi vékovych skupin F, generace, souvisejicich
s oxidacnim stresem, tvorbou ATP a mitochondrialni strukturou. K analyze mnozstvi protein(

byla vybrana metoda imunodetekce se specifickymi protilatkami.
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1. Mitochondrie

Mitochondrie jsou semiautonomni membranové organely, které zastavaji
v eukaryotickych burikdch rlznorodé funkce. Vyznamnou roli hraji venergetickém
metabolismu (Wilson, 2013), pfi bunécné smrti apoptdzou (Brenner et Mak, 2009) nebo pfi
stresové odpovédi (Kroemer et al.,, 2010). Podle uznavané endosymbiotické teorie vznikly
mitochondrie pred 1,2 miliardou let endocytdézou a-proteobakterie protoeukaryotickym
organismem, cemuZ nasvédcuje pfitomnost vlastniho mitochondridlniho genomu (Margulis,
1975). V bunice vytvafi tyto semiautonomni organely dynamickou strukturu zvanou
mitochondridlni sit. Jednotlivé mitochondrie spolu neustale fuzuji a déli se (Amchenkova et
al., 1988). Jejich mnozZstvi v bunkach se lisi v zavislosti na bunééném typu a stavu organismu. V
rGznych bunéénych typech najdeme od nékolika set aZ po tisice mitochondrii. Velikosti i
tvarem se mohou od sebe lisit, ale vnitfni struktura se za fyziologickych podminek neméni.
BéZné jsou mitochondrie 0,5-1um dlouhé organely sklddajici se ze 4 kompartmentt (obr. 1),
jejich oddélenim zde vznika nékolik mikroprostiedi, ve kterych vedle sebe probihaji odlisné
metabolické procesy, napf. Krebslv cyklus, B-oxidace mastnych kyselin, glukoneogeneze,
ketogeneze ¢&i metabolismus aminokyselin. Hlavni ulohou mitochondrii v energetickém
metabolismu je pak syntéza ATP, ktery slouzi jako hlavni energeticky zdroj ZivocisSnych bunék
(Scheffler, 2007). Dalsi vyznamnou roli maji mitochondrie ve vapnikové signalizaci. Spole¢né
s endoplazmatickym retikulem slouZi jako hlavni vnitrobunééna zasobérna Ca?* (Rizzuto et al.,

2012).

1.1 Struktura mitochondrii

Mitochondrie se skladaji ze dvou membran - vnéjsi a vnitfni, z mezimembranového
prostoru a matrixu. VnéjSi mitochondrialni membrana oddéluje cytosol bunky od
mezimembranového prostoru a zprostiedkovava komunikaci s cytosolem. Diky pfitomnosti
porind je vysoce propustnd pro ¢astice do velikosti 5 kDa (Zalman et al., 1980). Membrany
ohranicuji tzv. mezimembranovy prostor. Zde jsou uloZeny enzymy, které vyuzivaji ATP
uvolfiované z matrix kfosforylaci dalSich nukleotidl. Mezimembrdnovy prostor také

propojuje mitochondridlni procesy s ostatnimi procesy v burice prostiednictvim vymény
11



molekul mezi matrix a cytosolem bunky. DlleZitou roli hraje také v apoptdze. Nachazi se zde
totiz zna¢né mnoizstvi cytochromu c, jehoz vyliti do cytosolu iniciuje aktivaci kaspaz a s tim

dale sprazené procesy vedouci k apoptdze (Brenner et Mak, 2009).

F:Fo komplexy

mezimembranovy
prostor

—<—

_ ~0.1~0.5 pm

vnéjsi membrana

vnitFni
membrana

Obr. 1 - Jednoduché grafické znazornéni struktury mitochondrie, zdroj: http://www.bio.miami.edu/

Druhou membranou je membrana vnitini. Tvofi struktury zvané kristy vybihajici do
matrix, které jsou navzajem propojené, a tak zvétsSuji povrch vnitfni membrany a zvétsuji
prostor pro prabéh metabolickych reakci. Na rozdil od vnéjsSi membrany je tato vnitfni velmi
malo propustna a jeji propustnost je regulovana specifickymi prenaseci. SloZzenim se tyto dvé
membrdny také odliSuji - vnitfni mitochondridlni membrdna obsahuje cca 75% protein,
oproti béZnému membranovému hmotnostnimu poméru 50% protein(:50% lipid{ (Lodish et
al., 2008). Tak vysoké mnoZstvi souvisi s pfitomnosti mnoha proteinovych prenasecl a také

jednotlivych komponent systému oxidativni fosforylace (OXPHOS) v této membrané.

Poslednim mitochondridlnim kompartmentem je jiZz zminovana matrix, v niz
nalezneme fadu solubilnich enzymi, které katalyzuji metabolické procesy probihajici

v mitochondriich, ribozomy a také mitochondridlni genom - mtDNA (Scheffler, 2007).

12



1.2 Systém oxidativni fosforylace

Systém oxidativni fosforylace (zkracené OXPHOS) je lokalizovan na vnitfni
mitochondridlni membrané a sklada se ze 4 komplext dychaciho fetézce (komplex | - 1V), 2
elektronovych prenasect (koenzymu Q a cytochromu c) a ATP-syntazy (také zvané komplex
V nebo FoF1 ATP-syntaza). Jednotlivé komplexy dychaciho retézce budou blize popsany dale.
Hlavni tlohou OXPHOS je oxidace redukovanych koenzym( NADH a FADH; vznikajicich béhem
metabolickych procesl v mitochondriich (hlavné béhem glykolyzy a Krebsova cyklu), proto je
také nazyvan elektrontransportnim retézcem. Elektrony jsou od téchto koenzym( pfendseny
pres jednotlivé komplexy ke koncovému akceptoru elektrond, ke kysliku (molekula O,).
Komplexy se navzajem lisi svym redoxnim potencidlem, coZ zajistuje spravny smér toku
elektronl a soucasné sjejich prenosem dochazi kpumpovani protonl (H*) do
mezimembranového prostoru, kde se nachazi komplexy |, lll a IV, a tim ke tvorbé protonového
gradientu mezi matrix a mezimembranovym prostorem. Vznikly gradient je vyuzit komplexem
V - FoF1 ATP-syntdzou k syntéze ATP z ADP a Pi(Ferguson et Nicholls, 2013), jak je vyznaceno

na obr. 2 dale.

1.2.1 Komplex | - NADH-koenzym Q oxidoreduktaza

Prvnim komplexem systému OXPHOS, systematicky pojmenovany NADH-koenzym Q
oxidoreduktaza, je u savcl zaroven nejvétsi enzym dychaciho fetézce o velikosti cca 1 MDa. V
redukované podobé ma tvar pismene ,L“ a u savcll se skldda ze 44 podjednotek (14 zakladnich
a 30 pridatnych) (Vinothkumar et al., 2014), z nichZ je pouze 7 (ND1, ND2, ND3, ND4, NDA4L,
ND5 a ND6) kdédovanych mtDNA (Brandt, 2006). Cely komplex | se skladd z 2 domén -
hydrofilni, vy¢nivajici periferné do matrix s mistem vazby NADH (krat$i rameno ,L“), a
hydrofobni (delSi rameno pismena ,L“) zanofené do vnitini mitochondridlni membrany
(Sazanov et Walker, 2000). Jeho hlavni funkci je pfijem elektron(i (2e’) od redukovaného
koenzymu NADH a predavka téchto elektronl dale elektrontransportnim retézcem na
flavinmononukleotid (FMN), navdzany nekovalentné na periferni hydrofilni ¢asti. Nasledné
jsou elektrony preneseny pres 9 Zelezo-sirnych (Fe-S) center az na koenzym Q (ubichinon) a
pres néj pokracuji ke komplexu lll. Spolecné s pfenosem 2e  dochdzi k presunu 4H* z matrix do

mezimembranového prostoru (Baradaran et al., 2013).
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Obr. 3 - Struktura savciho komplexu | véetné znazornéni toku proton(i pfes membranu;
QH: - ubichinol; Q - ubichinon (podle Hunte et al. 2010).

1.2.2 Komplex Il - sukcinat-koenzym Q oxidoreduktaza

Komplex Il, systematicky zvany sukcinat-koenzym Q oxidoreduktaza nebo také funkéné
jako sukcinat dehydrogenaza, se sklada ze 4 podjednotek kddovanych pouze jadernou DNA a
rozliSujeme u néj velkou - solubilni a malou - membranové vazanou doménu. Patfi mezi mensi
enzymy, jeho molekulovd hmotnost je 127 kDa. Jeho nejvétSi podjednotkou je SDH70
(odvozené od molekulové hmotnosti 70 kDa), nékdy nazyvand SDHA. Komplex Il je kromé
OXPHOS také soucasti Krebsova cyklu a propojuje ho tak s dychacim retézcem. V dychacim
fetézci zprostfedkovava redukci koenzymu Q (ubichinonu) na ubichinol. Komplex Il je jedinym
komplexem, u kterého nedochazi sprenosem elektronli k pumpovani protond do
mezimembranového prostoru (lverson, 2013). UmoZniuje prenos 2e  uvolnénych béhem
oxidace sukcindtu na fumarat, které nasledné redukuji kovalentné navazany
flavinadenindinukleotid (FAD). Tyto elektrony poté pokracuji pres Zelezo-sirna (Fe-S) centra ke
koenzymu Q. Z néj jsou nasledné pres prostetické skupiny preneseny na komplex Il (Kenney,

1975).
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Obr. 4 - Struktura sav¢iho komplexu Il. Vpravo schéma prenosu elektronl pres komplex II
(podle Sun et al., 2005).

1.2.3 Komplex lll - ubichinol-cytochrom c oxidoreduktaza

Systematicky se tfeti komplex OXPHOS nazyva ubichinol-cytochrom c oxidoreduktaza.
Je funkéni v podobé dimeru o velikosti 480 kDa a kazdy z monomerd se sklada z 11
podjednotek (CORE1, CORE2, cytochrom b, cytochrom ci1, Fe-S protein, , hinge” protein a 5
dalsich malych polypeptidll), z nichZ jen 1 je kddovana mtDNA (Crofts, 2004). Tento komplex
katalyzuje prenos elektron(i z ubichinolu na cytochrom c. V prvnim cyklu je vdzdn oxidovany
ubichinon a redukovany ubichinol na cytochrom b. Nasledné redoxni Fe-S centrum s hemem
b, uvolni z ubichinolu 2e, prvni z nich je pfenesen na cytochrom c; a druhy na cytochrom by.
V tomto kole se do mezimembranového prostoru uvolni 2H*. Jeden elektron pokracuje z
cytochromu ¢z na cytochrom c a druhy elektron z cytochromu by k ubichinonu, kde z néj vznika
caste¢né redukovany semichinon, ktery zde z(istdvd navazany, zatimco cytochrom c a
ubichinon se uvoliuji. Ve druhém kole prenosu se nejprve dalsi ubichinol navazuje na
cytochrom b. Redoxni centrum Fe-S s hemem b, uvolni 2e” z ubichinolu, prvni z nich je

pfenesen na cytochrom c¢; a druhy je prenesen na cytochrom by a opét se do
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mezimembrdanového prostoru uvolni 2H*. Cytochrom c; pfedd le  cytochromu c, ten je
uvolnén a pokracuje ke komplexu 1V, druhy elektron je opét pfeneseny do blizkosti vazaného
semichinonu, zde se vaze se 2H* z matrix a oxiduje se na ubichinon, ktery je nasledné uvolnén
a pouzit pro dalsi cyklus. BEhem redukce molekuly O, dojde k pfenosu celkem 4H* z matrix do

mezimembranového prostoru (Crofts et al., 2008; Ferguson et Nicholls., 2013).

Mezimembranovy prostor c » 1.

Subunit 8 ¥

Cytochrome ¢4
(9]

ISP
o FeS

Transmembranova oblast
Subunit 10

Subunit 11
Subunit 7
Cytochrome b

e Heme b
® Hemeby

Matrix

Subunit 9
Corel
Core 2

Obr. 5 — Struktura sav¢iho komplexu Ill v nativni dimerni podobé (podle Iwata et al., 1998).

1.2.4 Komplex IV - cytochrom c oxidaza

Cytochrom c prenasi po jednom elektrony na posledni z komplexd dychaciho retézce,
cytochrom ¢ oxidazu (COX; komplex IV) — enzym, ktery redukovanému cytochromu c
pfinesené elektrony odebird. Funguje ve formé dimeru o velikosti 410 kDa. Tento komplex se

sklada z 13 podjednotek, z nichZ pouze 3 (COX1, 2, 3) jsou kédované mtDNA a jejich funkce je
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predevsim katalytickd a strukturni. Zbylé podjednotky (COX4, 5a, 5b, 6a, 6b, 6¢, 7a, 7b, 7c)
jsou kédovany v jadre a funkci maji zejména stabilizacni a asemblacéni. Podjednotky COX1,
COX2 a COX3 predstavuji redoxni centrum komplexu a obsahuji pro katalyzu nezbytné
kofaktory v podobé iontl médi, zinku, horciku, sodiku a nékolika hema. Funkci COX je redukce
molekuldrniho O, na 2 molekuly vody za pomoci elektronl ziskanych z cytochromu g,
prenasené pres nékolik center (Cus, cytochrom a, cytochrom asz, Cup) na finalni akceptor
elektrond, jimz je Oy, ze kterého zde vzniknou 2 molekuly vody. Energie, kterd se priichodem
elektrond uvolni, je vyuZita k translokaci H* pfes vnitfni mitochondrialni membranu. Pro
redukci 1 molekuly O; jsou zapotrebi 4e’, které cytochrom ¢ donese postupné. V pribéhu
redukce molekuly O, dojde kprenosu 4H* z matrix do mezimembranového prostoru

(Brzezinski et Gennis, 2008).

Mezimembranovy prostor

VIiic
Matrix

Obr. 6 - Struktura dimerni cytochrom c oxidazy. Nalevo katalytickd mista enzymu, napravo proteinova
struktura (podle Richter et Ludwig, 2003).
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1.2.5 Komplex V - FoF1 ATP syntaza

Pfrenosem elektronl pres jednotlivé komplexy systému OXPHOS dochazi ke vzristu
protonového gradientu mezi matrix a mezimembranovym prostorem mitochondrie. Vznikly
gradient je vyuZit poslednim z komplexti OXPHOS k syntéze ATP z ADP a anorganického fosfatu
(Mitchell, 1961). Paty komplex se nazyva FoF1 ATP-syntdza a jeho molekulova velikost je u
savcl 600 kDa. Sklada se z 16-18 podjednotek, z nichZz pouze 2 (A a A6L) jsou kddované
mtDNA. Savéi FoF1 ATP-syntdza ma 2 funkéni celky - F1 a Fo propojené stopkou. F1 se sklada
z 6 podjednotek (as, Bs, v, 6, €, inhibi¢niho proteinu 1 - IF1) a vyénivd smérem do matrix.
Obsahuje vazebna mista pro ATP, ADP a P;. Cést Fo je ukotvena ve vnitini mitochondrialni
membrané a sklada se z 10 podjednotek (a, b, cs, d, e, f, g, F6, A6L a OSCP), jeji funkci je Fizeni
zpétného toku protonl pres stopku (Boyer, 1997). Pfenos proton(i z mezimembranového
prostoru zpét do matrix prostrednictvim FoF1 ATP-syntazy je spojen s konformacnimi zménami
obou jejich podjednotek. Prlichod proton( zplsobi rotaci c-prstence a y podjednotky, ktera
pfenese zmény na podjednotku B v Fi ¢asti. Tyto zmény podjednotky B umozZni tvorbu ATP

(Menz et al., 2001).

(podle von Ballmoos et al., 2009)

Matrix

Obr. 7 - Struktura savci F1Fo ATP-syntazy

. , , G
Mezimembranovy
prostor €10-15
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Obr. 8 - Organizace podjednotek
mitochondrialni FiFo-ATP syntazy s barevné
odliSenymi podjednotkami - F1 globularni
katalytickd doména je tvofena podjednotkami a,3
a 3 podjednotkami centralni stopky y, 6 a €. Fo
doména je sloZzena z oligomeru c (v 10 kopiich),
podjednotky a (ATP6) a z podjednotek periferni
stopky b, d, Fe a OSCP. (podle Menz et Walker
2006).

1.2.6 Superkomplexy

Jednotlivé komplexy systému OXPHOS nejsou v membrané rozmistény ndhodné, ale
tvori spolu takzvané superkomplexy (Bianchi et al., 2004). Tvorby superkomplex( se ucastni
komplexy 1, lll, IV a V, nebyl zatim identifikovdn superkomplex tvoreny komplexem II.
Rozdélujeme je do 4 hlavnich skupin - tvorené Kl+Kllly, Kllla+KIVi2, KI+KIHI+KIVia a KV3
(Chaban et al., 2014). V dychacim fetézci ¢lovéka jsou superkomplexy nejcastéji tvoreny
komplexem | a lll, v uspofadani zvaném respirazom. Casto se k témto dvéma komplexdim
pridruzuje také komplex IV. Timto uspofadanim dochazi k priblizeni jednotlivych komplex( a
k jejich stabilizaci (Schagger et al., 2004), k UcinéjSimu smérovani substratl (Schagger, 2001)
a také ke kontrole produkce volnych radikal( (Winge, 2012). Tvorba superkomplex( spolec¢né
s usporadanim komplexu V do dimer( na konci mitochondridlnich krist umozZnuje vytvaret

lokalni gradient protond, ktery je poté efektivné vyuzit k syntéze ATP (Davies et al., 2011).
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1.2.7 Pyruvat dehydrogenazovy komplex

Pyruvatdehydrogenazovy komplex (PDH) je soubor 20-30 enzymU o celkové velikosti
7-10 MDa lokalizovany u savcd v mitochondridlni matrix. Jeho funkci je katalyza rozkladné
redoxni reakce pyruvatu za vzniku acetylkoenzymu A a oxidu uhli¢itého (oxidativni
dekarboxylace). Tato reakce je jednim z Ustfednich krokl v energetickém metabolismu,
dochazi zde ke spojeni findlniho produktu glykolyzy — pyruvatu s acetylkoenzymem A, ktery
muze vstoupit do Krebsova cyklu ¢i byt soucasti dalSich metabolickych drah. PDH se jako
multienzymaticky komplex skladd kromé nékolika hlavnich bilkovinnych podjednotek také
z nebilkovinnych kofaktor( (hlavnimi jsou thiamindifosfat, lipoat, koenzym A, FAD, NAD*) a
regulacnich proteinl. Nejvyznamnéjsi podjednotky komplexu jsou E1 (se subpodjednotkami
Ela, E1b) tvorici heterotetramery v poc¢tu 20-30 na jeden komplex. Déle E2 (dihydrolipoamid

acetyltransferaza) a E3 (lipoamid dehydrogenaza).

Tvorba acetylkoenzymu A zde probihd v 5 krocich - nejprve se pyruvat vaze
s thiamindifosfatem a na enzymu E1 dochdzi k dekarboxylaci. Ve druhém kroku dochazi
k oxidaci hydroxyskupiny na oxoskupinu za soucasné redukce lipodtu na dihydrolipodt a
meziprodukt je predan enzymu. Ve tfeti fazi je enzymem E3 pfenesen acetyl z dihydrolipoatu
na koenzym A a vznikne tak acetylkoenzym A. Dalsi faze slouZi k regeneraci enzymu a oxidaci
dihydrolipoatu na lipoat za soucasné redukce disulfidového mUstku. V poslednim patém kroku
se elektrony pfenesou na FAD (vznikne FADH;) a z néj na NAD* (vznikne NADH)(Gray et al.,
2013).
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1.3 Mitochondrialni genom

Mitochondrialni DNA je dvouvldknova, 16 569 bp dlouhd, kruhova molekula (Anderson
et al., 1981). Jednotliva vldkna mtDNA délime podle obsahu bazi na lehké (L - light), ktery
obsahuje vétsi podil cytosinl a tézké (H — heavy) s vétSim podilem guanosint. MtDNA celkem
koduje 37 gend, z toho 2 geny pro ribozomalni RNA (12S rRNA a 16S rRNA), 22 gent pro tRNA
a nejméné 13 genl pro peptidy, které jsou soucdsti jednotlivych komplex( systému OXPHOS
(Lee et al., 2013). B&Zné se v mitochondriich obratlovc nachazi mtDNA v poc¢tu 103-10* kopii
na bunku (Shadel et Clayton 1997). Jeji mnozZstvi se mUze liSit v zavislosti na typu tkané a na
fyziologickém stavu bunék. Oxidativni stres a rliznd onemocnéni pfispivaji ke zménam poctu
mitochondrii stejné jako k ovlivnéni integrity jejich DNA (Lee et al., 2013). V prlbéhu
ontogeneze obratlovcli doslo k pfesunu mnohych, plvodné mitochondridlnich gen,
do jadra (Martin, 1998). V mtDNA zcela chybi introny a nékteré geny se mohou prekryvat. Tato
Uspornd organizace zpUsobuje, Ze jeji genom sestava vyhradné z kddujicich sekvenci. Vyjimku
predstavuji vyznamna regulacni oblast zvana D-smycka, misto pocatku replikace obou vldken
(Shadel et Clayton, 1997) a kontrolni region (Lightowlers et al., 1997). D-smycka je struktura
DNA, kde je oddélen Usek se dvéma vldkny dvouretézcové DNA tretim jednovldknovym
fetézcem, ktery je komplementdrni k jednomu z nich a tato oblast ma strukturu triple-
dvouvldknové DNA (Kasamatsu et al., 1971) — viz obr. 9. Kontrolnim regionem je polymorfni
nekdédujici oblast mtDNA, kterd v sobé obsahuje pocatek replikace jednoho vilakna a pocéatek
transkripce obou retézct (Anderson et al., 1981). Mutace v jadernych genech pro podjednotky
systému OXPHOS a mutace v samotné mtDNA vedou k mitochondridlnim onemocnénim. U
dédic¢nosti mtDNA se neuplatiuje klasicky mendelovsky typ. MtDNA je do dalSich generaci
preddvana uniparentdlné, a to vidy po maternalni linii. MtDNA se nachazi v matrix
mitochondrii a je spojena svnitfni mitochondridlni membranou a wvytvari zde
nukleoproteinové komplexy - nukleoidy (Legros, 2004) vtésné blizkosti komplex(
systému OXPHQOS, pfi éemz béhem reakci probihajicich v téchto komplexech dochazi ke tvorbé
vedlejsich produktl jako napfiklad reaktivnich forem kysliku (ROS, volné kyslikové radikaly).
Jejich pfitomnost v blizkosti mtDNA ma zfejmé za nasledek zvySeny vznik mutaci této DNA,
ktery Uzce souvisi s mnoha mitochondrialnimi onemocnénimi (Wallace, 1999). Vzhledem
k tomu, Ze je mtDNA v bunkach ve vysokém poctu kopii, nemusi se dopad téchto mutaci vzdy
ihned projevit. Rozhodujici roli v projevu dané mutace poté hraje prekroceni urcitého
prahového mnoZstvi mutované mtDNA (Rossignol et al., 2003)
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Obr. 9 - Lidska mitochondrialni DNA — LSP - promotor lehkého vlakna (light-strand promoter);
HSP - promotor tézkého vldkna (heavy-strand promoter); OH - pocatek replikace bohaty na
purinové baze na tézkém vlakné; OL - pocatek replikace na lehkém vldkné; ND1-6 — geny pro
podjednotky NADH dehydrogenazy; COX1-3 - podjednotky cytochrom c oxidazy; ATP6 a 8 -
podjednotky ATP syntazy; ARN 12S a ARN 16S - mitochondrialni RNA (podle Bellance et al.,
2009).
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1.4 Mitochondrialni poruchy

Mitochondrie hraji dalezitou roli v mnohych metabolickych procesech, v udrzeni
bunécné homeostazy a fyziologie. Narusenim téchto procest dochazi ke vzniku sekundarnich
mitochondridlnich poruch, projevujicich se zménami v biogenezi mitochondrii, narusenim Ca?*
signalizace i extramitochondrialni signalizace a neméné vyznamna je také zvySena tvorba
volnych radikdalt (ROS), které mohou mitochondrie a jejich funkce vyrazné poskodit (Schapira,

2012).

Sekundarnimi mitochondrialnimi onemocnénimi souhrnné nazyvame patologické
zmény vznikajici v souvislosti s celou fadou neurodegenerativnich poruch, mezi néz patfi
napfiklad Huntingtonova choroba, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
amyotrofickd laterdlni skleréza a dalSi (Duchen et Szabadkai, 2010). Mitochondridlni
onemocnéni mohou postihnout kteroukoli tkan v organismu, nejcitlivéjSi jsou vsak
energeticky ndro¢né tkané — centralni nervova soustava, myokard, svalstvo. Klinické pfiznaky
mitochondridlnich onemocnéni se odviji od typu molekularniho defektu a aktivité postizeného
enzymu. Diagnostika je vidy zaloZena na spolupraci postizené rodiny slékafem a
specializovanou laboratofi, vyuZziva se zde celd rfada zobrazovacich a elektrofyziologickych

metod a také molekularni vySetieni bioptované tkané (sval, koZni fibroblasty)(Browne, 2008).
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2. Huntingtonova nemoc

Huntingtonova nemoc (HN) je neurodegenerativni autozomalné dominantné dédicné
onemocnéni, projevujici se progresivni poruchou hybnosti, zménami chovani a kognitivnim
deficitem. Motoricka slozka se obvykle vyznacuje choreickymi nechténymi pohyby, ktery se
postupné Sifi do vSech svalll a ovliviiuje tedy psychomotorické procesy (Novak et Tabrizi,
2010). Pacienti vykazuji fadu zavaznych psychiatrickych poruch a postupnou demenci. Mezi
dalsi, méné napadné, ale neméné vyznamné dysfunkce patfi marginalni Gbytky na vaze,
poruchy spanku a cirkadiannich rytmd, neplodnost a dysfunkce autonomniho nervového
systému (Bates, 2005; Novak et Tabrizi, 2010). Toto onemocnéni bylo roku popsano pred vice,
nez 140 lety, Iékafem Georgem Huntingtinem z Ohia, po ném?Z také dostala nemoc svij nazev
(Huntington, 1872). Prilom ve studiu HN pfinesly nové genetické metody. V roce 1983 byla
nalezena spojitost se 4. chromozomem a roku 1993 byl objeven konkrétni gen, jehoz mutace
zodpovida za onemocnéni. Celosvétova prevalence je mezi 5-10:100.000 obyvatel (Kumar et
al., 2010). Primérny vék nastupu prvnich pozorovatelnych klinickych pfiznakl je mezi 35.-50.
rokem. Vzacné nemoc pocina pred 10. rokem Zivota, nazyva se juvenilni/Westphalova varianta
HN (5% pfipad() a po 70. roce Zivota (5% pripadu). S rostoucim pocltem CAG triplet(l Ize
ocCekdavat Casnéjsi klinicky pocatek a rychlejsi progresi nemoci. Pfi pfenosu po paternadlni linii
mUze dochazet k anticipaci - vyraznému zvyseni poctu CAG tripletd u potomkd (Trottier et al.,
1994). Primérna doba trvani nemoci je 17-20 let. Progrese onemocnéni vede k Uplné zavislosti
na péci druhé osoby v kazdodennim Zivoté. NejcastéjSi pri¢inou umrti pacientl HN je

pneumonie, nadsledovana sebevrazdou (Roos, 2010).

2.1 Symptomy Huntingtonovy nemoci

Charakteristické zmény v motorice prfedstavuji zejména mimovolni nechténé pohyby,
obvykle zacinajici u distdlnich koncetin — u prstl na rukou i nohou a v malych obli¢ejovych
svalech. Pacient je pti chlizi nestabilni a mQzZe se pro okoli jevit podnapile. Postupné se
nechténé pohyby Sifi do ostatnich svalli od distalnich do vice proximalnich a axialnich oblasti.
Nechténé pohyby obli¢ejovych svall vedou ke kontinualnim pohyblm, je napftiklad zavirano
oko, zveddno obodi, hlava se naklani na stranu, Spuli se rty a jazyk vy€niva z ust. Mluveni a
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polykani se postupné stavaji problematické a pozdéji mize dojit az k duseni (Roos, 2010).
Objevuje se dysartrie a dysfagie. U vSech pacient( se rozviji hypokineze, akineze a ztuhlost
svalstva vede k pomalejSimu vykonavani aktivit. Rovnovaha mezi choreou a hypokinezi je
individualni s extrémy na jedné strané u mladsich pacientl s velkou pohyblivosti a na druhé
strané u starsich pacientl v poslednim stadiu onemocnéni s dlouhou dobou trvani nemaoci,
upoutanych na l0zZko, s pfizna¢nou ztuhlosti koncetin. Dystonie se vyznacuje pomalejSimi
pohyby se zvySenym svalovym napétim, vedoucim k abnormdlnimu drzeni téla a k
nepfirozenému otaceni trupu a koncetin. Dale se vzacnéji objevuji tiky, srovnatelné s tiky
pozorovanymi pfi Tourettové syndromu. Pfitomnost hyperkineze a hypokineze ma za

nasledek obtize pti chlzi i stani a vede k ¢astym padlm (Purdon, 1993).

Psychiatrické symptomy byvaji pfitomny v raném stadiu onemocnéni, ¢asto jesté pred
nastupem priznakd motorickych. Nejcastéji se vyskytujicim symptomem je deprese. Diagndza
je viak obtiznd, protoZe jeji projevy nejsou nijak specifické pro HN. Dale pozorujeme zvySenou
apatii a necinnost, obvyklé jsou pocity viny a Uzkosti. Pfiblizné ve stejné dobé, kdy je pacient
geneticky testovan na HN, se objevuji sebevrazedné sklony. Vyskytuji se také stavy obsese a
nutkani, vedouci k podrazdéni a agresi. Mohou se objevit psychdzy, a to zejména v pozdéjsich
stadiich onemocnéni ruku v ruce s poklesem kognitivnich funkci. Kompletni klinicky obraz je

srovnatelny s paranoidni schizofrenii (Roos, 2010).

Pokles kognitivnich funkci je dalSim hlavnim znakem HN a mizZe byt pozorovan dlouho
predtim, nez se objevi prvni priznaky motorickych disfunkci. Méni se zejména funkce
exekutivni. Pacienti nejsou dopredu schopni planovat ani jednoduché véci. S progresi HN se

psychomotorické procesy stdvaji téZce retardované (Purdon, 1993).

Mezi sekundarni pfiznaky onemocnéni patfi jiz od za¢atku ubytek vahy z nejasnych
pricin. Ackoliv se zda logické domnivat se, Ze na viné je chorea, bylo prokazano, Ze neexistuje
zadny vztah mezi hubnutim a choreou. Byl vSak popsan vztah Ubytku vahy s délkou CAG
repetice (Aziz et al., 2008). Dalsi roli mohou hrat sniZeni chuti k jidlu, obtize pfi polykani jidla
a manipulace s potravou. Pravou pfi¢inou hubnuti doposud nezname a spekuluje se o dvou
hlavnich faktorech — prvni je apoptdza neuront v hypotalamu, fidicim centru ptijmu potravy,
druhd z pfic¢in pak zahrnuje mitochondrialni dysfunkce a zmény energetického metabolismu

(Zuccato, 2010).
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2.2 Huntingtin

Huntingtin (HTT) je velky solubilni protein velikosti ptiblizné 348 kDa skladajici se z
nékolika subdomén. Na N-konci se polyglutaminovy (polyQ) usek kéddovany CAG opakuje a u
savcll za polyQ doménou nasleduje polyprolinova sekvence, ktera stabilizuje konformaci
celého proteinu. Nasleduji 3 hlavni klastry HEAT repetic (tandemové konzervativni sekvence),
které jsou nezbytné pro vazbu interagujicich protein( (DiFigglia, 1995). Na molekuldrni drovni
mlze HTT interagovat srldznymi proteiny, vcéetné nékterych transkripcnich faktord,
synaptickych komplext, s plasmatickou membranou a cytoskeletarnimi proteiny (DiFigglia,
1995; Zuccato et Cattaneo, 2010). Wild-type huntingtin ma v organismu radu nezastupitelnych
funkci. Vyskytuje se v cytoplazmé vétsiny bunék lidského téla, jeho veskery vyznam pro vyvoj
a funkci organismu neni dosud uspokojivé objasnén (Munoz-Sanjuan et Bates, 2011). Hraje
roli v synaptickych funkcich, je nezbytny pro spravny embryondlni vyvoj mozku (Hoogeven et
al., 1993), md antiapoptoticky a ochranny ucinek proti toxickym vlivim mutovaného
huntingtinu (Roos, 2010). Huntingtin je v nemutované formé exprimovan u vSech obratlovcu
véetné clovéka (Zuccato et Cattaneo, 2007). Mutace huntingtinu je spojovana se selektivni
atrofii striata a astrogliézou (Vonsattel et al., 1985). Atrofické zmény postihuji také dalSi oblasti
centralniho nervového systému (Rub et al., 2014) a periferni tkané (Squitieri et al., 2010). HN
je zplsobena expanzi CAG tripletl (cytosin-adenosin-guanin) v genu 4p16.3, lokalizovaném na
kratkém raménku chromozomu 4, kédujicim polyglutaminovy fetézec v proteinu huntingtin
(Gusella et al., 1983; Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993). Nemoc se
mUzZe projevit u osob, které maji alelu s 36 a vice triplety CAG, pti 40 CAG opakovanich dochazi
témeér vidy ke klinické manifestaci onemocnéni (Roos, 2010). Mutaci v genu pro huntingtin
dochadzi k prodlouzeni polyglutaminové sekvence a ke zméné struktury proteinu a tim padem
i ke zméné jeho funkci. Fragmenty mutovaného HTT jsou translokovany do bunécného jadra,

coz vede k vyvolani apoptotickych mechanisma (Hendersen et al., 2001).

2.2.1 Mutovany huntingtin v mitochondriich

V prabéhu HN dochazi k odumirani neuront, HTT ve své mutované formé poskozuje
mitochondrie a zplsobuje tak naruseni dodavky energie do téchto energeticky narocnych
bunék. MHTT zpUsobuje poruchu mitochondridlni homeostazy Ca?*, jedné z hlavnich funkci
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téchto organel. Mitochondrie jsou schopny akumulovat velké mnoZstvi Ca?* a v pfipadé
potifeby ho velice rychle dodat do burky. Transport vapniku z mitochondrii je pohdnén
protonovym gradientem (Choo et al., 2004). Naruseni této rovnovahy ma za dasledek snizeni
mitochondridlniho membranového potencidlu, otevieni mitochondridlniho permeabilnimu
transitniho pdru (Panov et al., 2002), uvolriuje se cytochrom c a je aktivovana kaskada vedouci
k bunécné apoptdze (Zeron et al., 2004).

Béhem HN dochazi také k naruseni funkce enzymi systému komplex( oxidativni
fosforylace a ke zménam bunécné respirace (Costa et Scorrano, 2012). V mozkové tkani
(konkrétné nucleus caudatus a putamen) pacientl bylo zjisténo snizené mnozstvi exprese ll. a
[ll. komplexu OXPHOS a také snizend aktivita komplexu IV (Gu et al., 1996), disledkem ¢ehoz
klesa tvorba ATP na V. komplexu (Seong et al., 2005). JelikoZ nebyla zatim prokazana pfima
asociace mHTT s komplexy OXPHQOS, je jejich poskozeni pravdépodobné disledkem dalsiho
fenoménu patogeneze HN — rostouciho oxidativniho stresu. Zvysend aktivita mitochondrialni
superoxid dismutazy a kataldzy poukazuji na aktivaci obrannych antioxidativnich mechanismi
bunék (Sorolla et al., 2008). V mozku pacientli HN byl pozorovan pokles aktivity akonitazy —
enzymu Krebsova cyklu, jehoz aktivita je regulovana zménou mnozstvi reaktivnich forem
kysliku (ROS). S rostoucim mnoZstvim ROS je funkce akonitdzy rychle inhibovana. Na narust
ROS poukazuje dale akumulace lipofuscinu — produktu peroxidace nenasycenych mastnych
kyselin v postizené tkani (Sohal et al., 1989). Mutovany HTT muze zplsobovat fragmentaci
mitochondrii a rozpad mitochondrialni sité (Song et al., 2011). Déleni a fuze mitochondrii jsou
dynamické procesy, regulované skupinou GTP4z zrodiny pfibuzné dynaminu. MHTT
interaguje na vnéjsi mitochondrialni membrané s cytoplasmatickym proteinem Drpl, ktery
zodpovida za pribéh mitochondridlniho déleni. DalSim mitochondridlnim proteinem fidicim
opacny proces — fuzi mitochondrii je OPA1, ktery se nachazi ve vnitfni mitochondridlni
membrané a zodpovida za strukturu této membrany stejné jako za strukturu krist (Van der
Bliek et al., 2013).

V neposledni fadé mutovany HTT narusSuje transport proteinli do matrix a vnitini
mitochondridlni membrany, coz také nejspis pfispiva k patologii onemocnéni (Yano et al.,

2014).
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2.3 Patologie kosterniho svalu pri HN

Kosterni sval je tkan velice s dllezitym vyznamem pro regulaci celkové metabolické
homeostdzy organismu, s velkou metabolickou plasticitou (Egan et Zierath, 2013). U pacient(
s HN ¢asto pozorujeme zvyseni hladiny kreatinu v presymptomatickém stadiu onemocnéni,
tedy jeSté pred projevy prvnich motorickych pfiznak( (Browne, 2008). Méni se také pomér
ATP a fosfokreatinu k organickému fosfatu, u pacientd s HN hladina fosfokreatinu i ATP klesa
jiz v presymptomatickém stadiu. Pacienti maji zvySenou hladinu laktatu v plasmé (Ciammola
et al., 2011), coz muze znacit zvySenou glykolyzu a mensi efektivitu mitochondrii (Browne,
2008). In vitro studie prokdazaly zvySenou produkci laktatu v bunkach (Ciammola et al., 2011)
a dale zvySené hladiny kaspdz 3, 8 a 9. Inkluze mHTT v mySich myotubech zpUsobuji zmény
potencidlu mitochondridlni membrany, defektni diferenciaci myotub (Ciammola et al., 2006)
a mnohé dalsi defekty jako napf. abnormalné dlouhé mitochondrie, zmény struktury krist a
vakuolizaci bunék (Ciammola et al., 2011).

Pfi HN nachazime ve svalové tkani snizené aktivity mitochondridlnich enzymd,
napriklad sukcinat dehydrogendzy (SDH; komplex Il), cytochrom c oxiddzy (komplex V),
akonitdzy a pyruvat dehydrogendzy (PDH)(Vonsattel et al., 2007). Nékolik studii prokazalo
snizeni obou podjednotek komplexu Il zarovenn — 30 kDa podjednotky SDH a 70 kDa SDH

(Benchoua et al., 2006; Vonsattel et al., 2007).

2.4 Modely Huntingtonovy nemoci

U neurodegenerativnich onemocnéni lIze ziskat nékteré vzorky pro laboratorni
vySetfeni pouze post mortem a proto je velky tlak na potfebu vyvinout modelové organismy.
HN je podminéna mutaci pouze v jediném genu, proto lze vloZit mutovany gen metodou
transgeneze do modelového organismu a studovat pribéh onemocnéni. Pro HN existuje cela
fada model(, v¢. modell chemickych napodobujicich excitoxické zmény (naptiklad vstrikovani
mitochondridlnich toxind — kyseliny malonové a kyseliny nitropropionové do mozku potkant
(Brouillet et al., 1999)), vhodnych spiSe ke studiu neuroreparacnich a neuroprotektivnich
terapii, jelikoz nezahrnuji patofyziologické mechanismy nemoci vyvolané mutovanym genem

(Zuccato et al.,, 2010). K expresi mutace zpusobujici HN bylo geneticky upraveno Siroké
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spektrum Zivocisnych druh( - pocinaje Drosophilou (Marsh et al., 2003) a Caenorhabditis
elegans (Faber et al., 1999) po jednobunécné kvasinky Sacharomyces cervisiae (Wang et Qin,
2006). Prvnim savéim modelem byla mys a dnes je k dispozici celd fada HN linii, bohuzel
vétSina z nich nevykazuje patologie mozku, apoptické neurony s DNA fragmenty a dalsi
projevy béziné u pacientd s HN (Yang et al.,, 2010). Nevyhodu malych modell je také
nesrovnatelnd stavba mozku, délka Zivota a rozdilnd velikost oproti ¢lovéku. Jakykoliv zvifeci
model je optimalni jenom tehdy, kdyz pozorovany fenotyp onemocnéni koreluje se symptomy
pacientu. Hlavni fokus je z téchto dlvodl na modely velkych savc(. Maji velky mozek stavbou
podobny lidskému, obdobné velké organy, Ziji dostate¢né dlouho, aby se projevily toxické
ucinky mHTT, shoduji s imunologicky a Ize u nich provadét fadu behavioralnich test(. ,Large
animal models” skupina zahrnuje modely ov¢i (Jacobsen et al., 2010), opici (Yang et al., 2008)
a modely praseci (Aigner et al., 2010). Jsou Uspésné vyvijeny a pouzivany k objasnéni
patogeneze nemoci (Zuccato et al., 2010). Kaidy z téchto modell se potykda se svymi
hranicemi. Vyzkum na primatech je v mnohych statech z etickych dlvod( zakazan. Ovce a
prasata se snadno mnozi a jejich chov je pomérné nenarocny. Transgenni model ovce muze
prezivat jako zdravy jedinec s pouze mirnym aktivity neuron( striata, ackoliv exprimuje plnou
délku mHTT (Jacobsen et al., 2010). Modely transgennich miniaturnich prasat jsou rychle a
snadno mnotzitelné, ekonomicky nendrocné a v mnoha aspektech se jedna o ¢lovéku velice

blizky model.

V Ceské republice byl pted 7 lety vyvinut model miniaturniho prasete exprimujici
prvnich 548 aminokyselin HTT genu pod kontrolou lidského HTT promotoru. Model byl
vytvofen metodou lentivirové transdukce embryi. Vektor s N-terminalni zkracenou formu
lidského HTT genu nesouciho prvnich 548 aminokyselin HTT se 145 CAG repeticemi byl
vpraven do periviteliniho prostoru jednobunéénych embryi a embrya byla in vitro kultivovana
do faze blastocysty, hned poté byla laparoskopicky injikovdana do akceptorovych prasnic a po
standartni dobé brezosti pfirozené porozena. U 4 mésiéniho prasete F2 generace byla
provedena analyza mozkové tkané a byly objeveny fragmenty mHTT v motorické kare,
putamenu, nucleus caudatus, hipokampu, hypothalamu, thalamu, mozecku, mise a

perifernich tkanich (Baxa et al., 2013).

30



3. Cile

Cilem prace bylo analyzovat zmény v mnozstvi mitochondridlnich proteinl ve tfech
vékovych skupindch prasat transgenniho modelu pro HN ve svalu a uréit mozny pocatek zmén
jednotlivych komplexi OXPHOS a dalSich mitochondridlnich proteind souvisejicich
s poSkozenim energetického metabolismu a oxida¢nim stresem, zpUsobenym mutovanym
huntingtinem, metodou elektroforézy na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS s
naslednym Western blotem a imunodetekci se specifickymi protildtkami proti témto

proteiniim.

Specifickym cilem diplomové prace bylo:

e Stanovit zmény mnoZstvi proteinl komplex(i | — V OXPHOS ve vzorcich kosterniho
svalstva transgennich prasat ze tfi rlznych vékovych skupin a srovnani s wild-type

kontrolami

e Stanovit zmény mnoistvi proteind komplexu PDH ve vzorcich kosterniho svalstva

transgennich prasat ze tfi rlznych vékovych skupin a srovnani s wild-type kontrolami
e Stanovit zmény mnoizstvi protein OPA1, mitofilinu a akonitazy ve vzorcich kosterniho

svalstva transgennich prasat ze tfi rlznych vékovych skupin a srovnani s wild-type

kontrolami
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Material a metody

Pouzité pristroje

3D michacky, Hettich (Némecko)

analytické vahy, ScalTec (USA)

aparatura na vertikalni elektroforézu MiniPROTEAN 3 Cell, BioRad (USA)
automatické pipety Eppendorf (Némecko); Gilson (USA); Thermo Electron (USA)
blotovaci aparatura Trans Turbo blot, BioRad (USA)

centrifugy Biofuge 28RS, Heraeus (Némecko)

elektroforetické zdroje PowerPac 1000, BioRad (USA)

homogenizator, Labortechnik (Némecko)

chladici a mrazici boxy Liebherr (Svycyrsko); Sanyo (Japonsko); Zanussi (Italie)
ledovac, Brema Ice Makers (Italie)

magnetickd michacka AREX, P-Lab (CR)

odstredivka, Hettich (Némecko)

pH-metr 774, Metrohm (Svycarsko)

predvazky, ScalTec (USA)

scanner CanonScan 9950F, Canon (Kanada)

spektrofotometr UV-2401PC, Shimadzu (Japonsko)

suSicka geld Whatman, Biometra (Némecko)

SynGene G:Box, Syngene (USA)

termoblok, Lab-Met (CR)

vakuova vyvéva, Labortechnik (Némecko)

Vortex-Genie 2, Scientific Industries (USA)

pro experimenty bylo pouzivdno bé#né laboratorni sklo (Simax, CR), plastové kyvety
(BRAND GmbH, Némecko) a plast (Axygen, USA; Eppendorf, Némecko; Gilson, USA;
TPP, Svycarsko; Verkon, CR; Schoeller, CR). Dale pak Whatman® filtraéni papir,

Whatman (Némecko).
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4.2 Software

Adobe Photoshop®, Adobe Systems (USA)

GeneSys, Syngene (USA)

Quantity One Basic 1D Analysis Software, BioRad (USA)

4.3 Pouzité chemikalie

4.3.1 Komercni chemikalie a smési

2-merkaptoethanol
akrylamid

aprotinin

APS

bis-tris-HCI
Bradfordovo cinidlo
bromfenolova modf
BSA

Coomassie brilliant Blue R-250
EDTA

glycerol

glycin

HCI
isopropylalkohol

KCl

kyselina octovd

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
BioRad, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, CR
Sigma-Aldrich, USA
Penta, CR

Penta, CR
Lachema, CR

Penta, CR

luminiscenéni substrat SuperSignal WestFemto Sensitivity Substrate Thermo

methanol
N’N‘-methylen-bis-akrylamid
NaCl

Life Technologies, USA
Penta, CR
Sigma-Aldrich, USA
Penta, CR
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PIC Sigma-Aldrich, USA
PMSF Sigma-Aldrich, USA
PVDF Sigma-Aldrich, USA

primarni monoklonalni protildtky:

anti-NDUFA9, CORE 1, SDH70, SDH30, COX1, COX5a, Fla, OSCP, OPA1, VDAC1/porin,

PDH koktejl, akonitaza, mitofilin vSe Abcam, USA
SDS Sigma-Aldrich, USA
SeeBlue Plus2 Prestained Protein Marker Invitrogen, USA

sekundarni mysi protildtka - anti-mouse IgG peroxidase conjugate

Sigma-Aldrich, USA

sodium deoxycholat Sigma-Aldrich, USA
susené odtucnéné mléko Laktino, CR

TEMED Sigma-Aldrich, USA
tricin Sigma-Aldrich, USA
Trisma base (Tris-HCl) Sigma-Aldrich, USA
Triton X-100 Sigma-Aldrich, USA
Tween-20 Sigma-Aldrich, USA

4.3.2 Roztoky pripravené v laboratofri

anodovy pufr (SDS-PAGE) — 100mM Tris-Cl, pH 8,9

barvici roztok na gely — 0,25% (w/v) Coomassie briliant Blue R-250; 45% (v/v)

methanol; 10% (v/v) octova kyselina

gelovy pufr (pro SDS-PAGE) koncentrovany 3x —3 M Tris-Cl, pH 8,45; 0,3 % SDS
isolaéni médium — 50mM Tris-Cl, pH 7,5; 150mM KCI, 2mM EDTA

katodovy pufr (SDS-PAGE) — 100 mM Tris-Cl, pH 8,9; 100 mM tricin; 0,1 % SDS
odbarvovaci roztok na gely — 25% (v/v) methanol; 10% (v/v) octova kyselina; dH20
RIPA pufr — 50 mM Tris-Cl, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM PMSF; 1 mM

TBS pufr (koncentrovany 10x) — 20mM Tris-Cl; 130mM NaCl; pH 7,6

TBST pufr— 1x TBS, pH 7,5; 0,1% Tween20

transferovy pufr — 25mM Tris-Cl; 192mM glycin; 10% (v/v) methanol; 0,02% SDS
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e vzorkovy pufr (SDS-PAGE) 4x koncentrovany — 50 mM Tris-Cl, pH 6,8; 12 % (v/v)
glycerol; 4 % (v/v) SDS; 2 % (v/v) B-merkaptoetanol; 0,01 % (v/v) bromfenolova modr

e zdasobni roztok aprotininu —0,01M Tris-Cl, pH 8,0

4.4 Biologicky material

K experimentlim byl vyuZit materidl pochazejici z modelu miniaturniho prasete
exprimujiciho prvnich 548 aminokyselin HTT genu pod kontrolou lidského HTT promotoru.
Model byl vytvofen metodou transdukce embryi lentivirovym vektorem s N-terminalni
zkracenou formu lidského HTT genu nesouciho prvnich 548 AK HTT se 145 CAG repeticemi
(HIV-1-HN-548aaHTT-145Q)(Baxa et al., 2013).

Obr. 10 — Model transgenniho miniaturniho prasete vyvinuty UZFG v Libéchové
(http://www.iapg.cas.cz/)
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Transgenni i wild-type selata byla generovana mikroinjekcemi s vektory do
periviteliniho prostoru jednobunécnych embryi (v poctu 50-100 vektor(i na 1 zygotu). Takto
oplozena embrya byla in vitro kultivovana do faze blastocysty a nasledné laparoskopicky
aplikovdna do akceptorovych prasnic, kde se dale vyvijela jako pfti klasické brezosti (Baxa et
al., 2013).

Mitochondrialni frakce vyuZité k experimentliim pochazely z biopsii svalové tkané
(musculus quadriceps femoris) modelovych transgennich prasat (Tg) a kontrolnich wild-type
(WT) jedincU tfi skupin rdzného stafi — 24, 36 a 48 mésicl z F2 generace obojiho pohlavi —tab.
1. Biopsie byla provedena v celkové anestezii a vzorek byl tentyZz den zpracovan. Zasobni

alikvoty mitochondrialnich frakci byly uchovavany v -80°C pro pozdéjsi poufZiti.

Tab. 1 — Seznam probandii jednotlivych vékovych skupin

24 mésicl 36 mésicl 48 mésicu

WT_K54 WT_K48 © WT K14 7
WT K363 © WT_K64 WT_K97 ©
WT_K556 WT K103 & WT K99/
Tg_K10 ¢ Tg_K63 WT_K154 ¢

Tg_K55 © Tg_K100 ¢ WT_K207 &

Tg_K557 ¢ Tg_K104 WT_K208 ©
Tg_K558 ¢ Tg_K101 ©
Tg_K102 ©

Tg_K162

Tg_K209 ¢

4.5 Metody

Metodou elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE) nasledovanou Western blotem a imunodetekci (nékdy tuto metodu téz nazyvdme
imunoblot), jsme pomoci protilatek detekovali vybrané proteiny ve svalové tkani (celkem jsme
znacili 14 odlisnych protilatek/protein(). Jednotlivé prouzky (,,bandy”) predstavuji vidy jeden
specificky protein u zdravych kontrol i transgennich jedincd. Pro kazdy komplex systému

OXPHOS |-V byl vybrdan nejméné jeden protein, dale jsme znacili proteiny souvisejici
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s oxidativnim stresem (napf. akonitdaza) a energetickym metabolismem (napf. PDH -
pyruvatdehydrogendzovy komplex) a jako ,loading control” protein, tedy kontrolni protein,

jehoz koncentrace se ve tkani neménila, byl pouzit porin.

4.5.1 Priprava homogenatu a mitochondrialni frakce z kosterniho svalu

Do izola¢niho média byly pridany 2ul zasobniho aprotininu. Ze zvaZzené svalové tkané,
odebrané v lokalni anestezii, byly mechanicky (pinzetou a nlizkami) vypreparovany Slachy a
tukova tkan a sval byl premistén na Petriho misku na led, kde byl oplachnut isola¢nim médiem
k odstranéni zbytk( krve. Po pfidani 0,5 ml nového média byl sval o¢nimi nlizkami rozstfihan
na velice malé kousky a ustfizenou Spi¢kou na pipeté pfenesen do vychlazené homogenizacni
nadobky homogenizatoru. Tkan byla homogenizovana dvakrat po dobu 15s na 4. stupen na
Ultrathoraxu a 15x homogenizovana teflonovym pistem za neustalého chlazeni. Homogenat
byl ndsledné promichan na vortexu a rozpipetovdan do mikrozkumavek, ve kterych byl
centrifugovan pfi 4°C po dobu 10 min, 600g. Supernatant byl pres sitko zfiltrovan do
vychlazené 50 ml falkony, zbyly sediment byl resuspendovan v puvodniho objemu
homogenitu v novém médiu v homogenizatoru a opét centrifugovan. Ndsledné byl pres sitko
zfiltrovan k supernatantu z prvni centrifugace a spojeny supernatant byl centrifugovan pfi 4°C
po dobu 10 min pti 10000g, pfi éemzZ sedimentuji mitochondrie. Sedimentované mitochondrie
byly resuspendovany médiem a opét zcentriugovany pfi 4°Cpo dobu 10 min pfi 10000g.
Vznikld peleta mitochondrii byla nafedéna homogenizacnim médiem v poméru 100mg

pGvodni tkdné na 25ml média, resuspendovana Spi¢kou a uloZzena do -80°C.

4.5.2 Priprava vzorkli na SDS-PAGE

Izolované mitochondrie z tkani (srdce, mozek, kosterni svaly) byly resuspendovany v
RIPA pufru (RIPA + 1% PIC), uloZzeny na ledu, béhem 20 minut 3x promichany na vortexu a
centrifugovany pfi 4°C pri 51 000 g / 28 000 rpm po dobu 20 minut. Supernatant byl poté
odpipetovan do Cistych oznacenych mikrozkumavek, z nichz byly odebran 1 ul na stanoveni
koncentrace proteint podle Bradfordové (Bradford et al., 1976). Podle namérené koncentrace

byly pfipraveny vzorky na SDS-elektroforézu (10ug/gel/jamka). Také byly pfipraveny blanky
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(slepé vzorky) k doplnéni prazdnych jamek na gelu o sloZeni 2,5 ul 4xSB + 7,5 ul RIPA pufru
s 1% PIC. Merkaptoethanol, ktery je soucasti vzorkového pufru (sample bufferu), zde funguje
jako redukujici ¢inidlo a zplUsobuje denaturaci protein(i ve vzorku. K denaturaci pfispiva také

SDS, ktery obaluje proteiny a zajisti, Ze maji vSechny zaporny naboj.

Takto ptipraveny vzorek byl ihned inkubovan pfi 37°C po dobu 30 minut a nasledné
probéhlo loadovani vzorku do jamek polyakrylamidového gelu a nasledovala elektroforéza.

(protokol upraven podle Sambrook et Russell, 2006).

4.5.3 Stanoveni koncentrace proteinti dle Bradfordové

Stanoveni proteinu ve vzorku bylo méfeno v dubletu metodou dle Bradfordové.
K799 pl ddH,0 byl pfidan 1 pl vzorku a 200 pul Bradfordova barviva. Kalibra¢ni kfivka byla

vytvorena podle nésledujici tabulky:

Tab. 2 — Priprava kalibracni krivky pro stanoveni koncentrace proteint dle Bradfordové

Zkumavka | Vyslednd koncentrace | Destilovana | BSA (ul) | Bradfordovo barvivo
¢. proteinu voda (ul) ()
1 0 800 0 200
2 1 795 5 200
3 2 790 10 200
4 3 785 15 200
5 4 780 20 200
6 5 775 25 200

Takto pfipravené vzorky i blanky byly 5 min inkubovany pfi pokojové teploté a pfed
mérenim promichany na vortexu. Spektrofotometrickym mérenim narlstu absorbance pfi
595nm bylo stanoveno mnoiZstvi komplexu Bradfordovo C(Cinidlo:protein, odpovidajici

koncentraci proteinu ve vzorku podle standardniho protokolu (Bradford et al., 1976).
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4.5.4 SDS-PAGE

Déleni  proteinl podle  molekulové  hmotnosti  probihd v separacnim
polyakrylamidovém gelu, ve kterém je polymerace akrylamidu katalyzovana APS, jez dodava

reakci volné radikdly a TEMED, jeZz polymeracni reakci stabilizuje.

Po sestaveni aparatury na elektroforézu byl na ledu pfipraven 12% separacni
polyakrylamidovy gel (tab. 3) a po prevrstveni ddH,O 1 hodinu polymeroval pfi pokojové
teploté. Na néj byl navrstven 4% zaostrovaci polyakrylamidovy gel (tab. 3), 30 minut tuhl
s Zebtickem a po sestaveni aparatury byla skla s gelem pfenesena do elektroforetické vany
s pufry. Do jamek, vzniklych vyndanim hiebenu z gelu, byly napipetovany jednotlivé vzorky a
blanky a elektroforézou byly rozdéleny proteiny. Pro kontrolu separace podle molekulové
hmotnosti byly pouzity 4 ul markeru molekulové hmotnosti (SeeBlue Plus2, Invitrogen).
PouZité napéti pfi separaci protein(i v zaostfovacim gelu bylo 40 V po dobu 30 min a 90 V po

dobu 1,5 -2 hod v gelu separaénim (protokol upraven podle Sambrook et Russell, 2006).

Tab. 3 — SloZeni geld pro SDS-elektroforézu

komponenta Separacni gel -12% Zaosttovaci gel - 4%
ddH,0 4,2 ml 5,8 ml
3x GB 3,3ml 3,3ml
AB 2,4 ml 0,8 ml
APS 10% 50 pl 120 pl
TEMED 5 ul 12 ul

4.5.5 Semi — dry western blot (polosuchy elektrotransfer proteinti z gelu

na PVDF membranu)

Po probéhnuti elektroforézy byl gel ekvilibrovan 30 minut v transferovém pufru na 3D
michacce pfi 20 rpm. PVDF membrana stejného rozméru jako gel byla mezitim aktivovavana
15 sekund ve 100 % methanolu, nasledné inkubovana 5 minut v ddH;0 a 10-15 minut v

transferovém pufru.
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Pro prenos elektroforeticky separovanych proteind z gelu na PVDF membranu byla
vyuZita blotovaci aparatura Trans Turbo Blot (BioRad,USA). Postupovalo se podle vyrobcem
doporuceného navodu. Pfenos proteint na membranu probihal 7 min za konstantniho napéti
a proménného proudu. Po skonceni pfenosu proteinl byla PVDF membrana s preblotovanymi

proteiny vysusena na vzduchu a imunodetekovdana se specifickymi protilatkami (viz dale).

4.5.6 Barveni a suseni gelu

Jeden gel v kazdé sérii byl obarven pfes noc v barvicim roztoku na 3D michacce pfi 20
rom, druhy den ndsledné odbarven odbarvovacim roztokem, dokud nebyly patrné pouze
prouzky proteinli. Gel byl oplachnut v ddH,0, prenesen na Whatman(v papir a vysusen pfi
80°C po dobu 1 hodiny na susi¢ce geld Whatman. Po vysuSeni a vyrovnani gelu byla data

oskenovana do pocitace.

4.5.7 Imunodetekce se specifickou protilatkou

Vysu$ena PVDF membrana byla aktivovana vloZzenim na 15 s do methanolu, nasledné
oplachnuta ddH;0 po dobu 5-15 minut a 2 h blokovana na 3D michacce pfi 10 rom v 5 %
odtuénéném mléce v 50 ml TBS pfi pokojové teploté, nebo pres noc pfi 4°C. Blokovanim je
zabranéno vazbé protilatek na nespecificka vazebna mista a branéno Sumu pfi vyhodnocovani
vysledk.

Poté byla membrana promyta 3x 10 min v 1x TBS a inkubovana 2 h s primarni
protilatkou (tab. 4), oplachnuta 3x 10 min 1x TBST a inkubovédna 1 hodinu se sekundarni mysi
protilatkou (1:4000 ve 2 % mléce v TBST; 20 ml) a oplachnuta 3x 10 mi TBST a 10min TBS.
Vyuzitim SuperSignal WestFemto Sensitivity Substrate kitu (Thermo Scientific) byla na znacené
PVDF membrané vyvolana luminiscenéni reakce. Signdl byl snimdan prostfednictvim GeneSys

zobrazovaciho softwaru pfistrojem Syngene.
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Tab. 4 — Seznam pouZitych primdrnich a sekunddrnich protilatek

Zarazeni proteinu Primarni mnoistvi ve | Sekundarni
protilatka 20 ml TBST protilatka
(w1)

Komplex | NDUFA9 7 mys
Komplex Il SDH30 10 mys
SDH70 1,5 mys
Komplex IlI CORE 1 1 mys
Komplex IV cox1 3 mys
COX5a 5 mys
Komplex V Fla 6 mys
oscp 10 mys
dalsi proteiny OPA1 10 mys
PDH koktejl* 5 mys
akonitaza 8 mys
mitofilin 20 mys
kontrolni protein porin 6 mys

*PDH koktejl zahrnuje tyto podjednotky - PDH E2, PDH E2/E3 bp, PDH Ela, PDH Elb

4.5.8 Vyhodnoceni dat

Snimky ziskané zobrazovacim softwarem SynGene, pfedstavujici jednotlivé prouzky
specifickych protein(, byly zpracovany kvantifikacnim softwarem QuantityOne Basic, kterym
byla kvantifikovana intenzita signalu jednotlivych protilatek. Tyto intenzity byly zpracovany

v programu Excel (Microsoft Office) a vyneseny do graf(.
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5. Vysledky

K dispozici jsme méli vzorky svalové tkané (musculus quadriceps femoris) tfi vékovych
skupin prase¢iho modelu HN ve véku 24, 36 a 48 mésicu. V kazdé vékové skupiné jsme méli
rovhomeérny pocet kontrolnich wild-type a transgennich jedinc(i, minimalni pocet probandu

byl 6, vidy byli v souboru nejméné 3 kontrolni a 3 transgenni jedinci.

Pti pripravé vzorkd jsme postupovali podle pfedem daného protokolu a 10 pl
mitochondridlni frakce z kazdého vzorku jsme rozdélili pomoci SDS elektrofrézy na
polyakrylamidovém gelu. Na kazdy gel byly preneseny vzorky jedné vékové skupiny v poradi
marker — kontroly - transgenni jedinci a po preneseni rozdélenych proteind na PVDF
membranu metodou semi-dry Western blot byla kazdd membrana znacena jednou protilatkou
metodou imunodetekce. Nasledné byl na znacéenou membranu nanesen luminiscencni roztok
(SuperSignal WestFemto Sensitivity Substrate Thermo), doslo k vyvolani peroxiddzové reakce
a membrana byla vyfocena pfistrojem Syngene, ktery snima intenzitu signalu proteind a

vyhodnocena softwarem GeneSys.

Snimky membran ziskané pfistrojem Syngene jsme kvantifikovali softwarem Quantity
One Basic a v programu Microsoft Excel jsme z téchto dat vytvofili grafy, ze kterych lze urcit
pomér mezi intenzitou signalu zdravych kontrol (wild-type) a transgennich jedincd. Ukazalo
se, Ze u prasat se kromé vlivu mutace projevuje také variabilita mezi jedinci v rdmci skupiny
kontrol a predpokladdame variabilitu také mezi transgennimi jednotlivci. Sledovali jsme celkem
14 proteind, které souvisi s oxidacnim stresem a hraji roli v elektrontransportnim retézci a

tvorbé ATP.
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5.1 Analyza vybranych mitochondridlnich proteinti ve svalové tkani

V4 (-]

praseciho modelu Huntingtonovy choroby ve véku 24 mésicu

Jako prvni skupinu vzorkd praseciho kosterniho svalu jsme analyzovali 24 mésic( stara
prasata. K experimentiim jsme pouzili vzorky svalové tkané pochazejici od 7 jedinct, 4 z nich
byla transgenni (Tg_K10, Tg_K55, Tg 557, Tg_K558) a 3 byla kontrolni wild-type prasata
(WT_K54, WT K363, WT _K556). 10 ug zkazdého vzorku bylo separovdano pomoci
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE),
vybrané proteiny byly detekovany pomoci semi—dry Western blotu s naslednou imunodetekci
(celkem jsme znacili 14 odliSnych protilatek). Jako kontrola mnoZstvi nanaseného proteinu na
gel (loading control) byl pouZit protein porin, jehoZ mnoZstvi se béhem HN neméni. Signal jsme
zachytili pomoci luminiscenéniho substratu pfistrojem Syngene (obr. 11). Pro vyhodnoceni
intenzity signalu jsme zvolili program Quantity One Basic a zakladni data jsme prevedli do

grafu (graf 1).

Wt K54 mWt K363 mWt K556 mTg K10 mTg K55 mTg K557 = Tg K558
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Graf 1 - Kvantifikace vybranych mitochondridlnich proteinii ve svalové tkani prasat véku 24 mésici
analyzovanych SDS-PAGE s ndslednym Western blotem. Intenzita signdlu jednotlivych protildtek u
kontrolnich WT prasat (modré sloupce,n=3) a transgennich prasat (odstiny cervené, n=4). Na ose x je
vynesena intenzita signdlu ziskand v programu Syngene.
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Dalsim krokem bylo zprlimérovani hodnot kontrolnich vzorkl (WT_K54, WT_K363,
WT_K556) k porovndani stransgennimi jedinci (graf 2). Normalizaci dat jsme provedli

vynesenim zakladnich dat k porinu — ndmi vybrany kontrolni protein (graf 3).

mTg K10 =Tg K55 mTg K557 MTg K558
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Graf 2 - Kvantifikace vybranych mitochondridlnich proteinii ve svalové tkdni prasat véku 24 mésici
analyzovanych SDS-PAGE s ndslednym Western blotem. Intenzita signdlu jednotlivych protildtek
transgennich prasat (n=4, odstiny cervené) vztaZend k priiméru kontrol (predstavujici 100% na ose y).
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Graf 3 - Kvantifikace vybranych mitochondridlnich proteinii ve svalové tkani prasat véku 24 mésici
analyzovanych SDS-PAGE s ndslednym Western blotem. Intenzita signdlu jednotlivych protildtek u
kontrolnich WT prasat (modré sloupce, n=3) a transgennich prasat (odstiny cervené, n=4)
normalizovand na kontrolni protein porin. Na ose x je vynesena intenzita signdlu ziskand v programu
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Graf 4 - Kvantifikace vybranych mitochondridlnich proteini ve svalové tkani prasat véku 24 mésict
analyzovanych SDS-PAGE s ndslednym Western blotem. Intenzita signdlu jednotlivych protildtek
normalizovand s kontrolnim proteinem porinem, u kontrolnich WT prasat je intenzita signdlu
zprumeérovdna (Zluty sloupec), modre transgenni prasata (n=4)

U prasat ve véku 24 mésicli jsme nedetekovali signifikantni zmény postihujici vSechny
transgenni jedince. Rozsah zmén se liSil napfi¢ transgennimi jedinci i zdravymi kontrolami,
dlvodem je spisSe variabilita mezi jednotlivci, nez vliv mutace. Z grafli 1 a 2 je patrné, Ze jiz
v tomto raném véku lze pozorovat velmi mirny pokles obou nami sledovanych podjednotek
komplexu Il — sukcinat dehydrogenazy 70 i 30 (SDH70, SDH30). Z dat ziskanych kvantifikaci
jednotlivych proteinovych prouzkli mizeme dale usuzovat na mirny pokles komplexu |
reprezentovaného proteinem NDUFA9, komplexu IV - proteinu COX1 (podjednotka 1
cytochrom c oxidazy) a proteinu OSCP (oligomycin sensitivity-conferring protein) patficiho ke
komplexu V. U pyruvat dehydrogendzy bylo detekovano snizeni jednotlivych podjednotek
v rlizné mire, coz mlze byt dlsledek poc¢atku naruseni energetického metabolismu. U takto
mladych prasat jsme predem nepredpokladali pozorovatelné zmény mnozstvi jednotlivych

proteinU.

Graf €. 3 reprezentuje vysledky korelace sledovanych protein( s kontrolnim proteinem
porinem. Kromé vySe zminénych zmén zde lze |épe pozorovat zvySené mnozstvi obou nami
sledovanych subpodjednotek podjednotky E1 komplexu pyruvatdehydrogendzy (PDH Ela i
PDH E1b). Pro prehlednéjsi orientaci a interpretaci hodnot jsme v grafu ¢.4 zpramérovali

hodnoty 3 kontrolnich wild-type jedincu.
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NDUFA9  Complex |
SDH70
SDH30

Complex I

CORE1 Complex Il
COX1
COX5a
Fla
OSscCpP
mitofilin
OPA1
PDH E2

PDH E2/E3 bp
PDH Ela

PDH Elb

Complex IV

Complex V

akonitaza

Obr. 11 - Stanoveni mnoZstvi vybranych proteinii pomoci SDS-PAGE elektroforézy a Western blotu s
naslednou imunodetekci v kosternim svalu prasat TgHN (n=3) and Wt (n=4) z F2 generace ve véku
24 mésicl. Izolované mitochondridlni proteiny byly separovany SDS-PAGE elektroforézou a nasledné
preblotovany metodou Western Blot a imunodetekovany se specifickymi protilatkami (Abcam).
Pouhym okem nelze detekovat Zadné vyrazné zmény mezi kontrolnimi a transgennimi jedinci
s vyjimkou malych zmén v intenzité komplexu | (NDUFA9), sniZeni podjednotky SDH30 a castecné
SDH70 komplexu II.
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Po dokonceni Western Blotu jsme obarvili gel modrym barvivem Coomasie Brilliant
Blue a nasledné ho vysusili na susicce. Takto pfipraveny gel byl oskenovan do pocitace (obr.
12). Gel nam sloufZil jako kontrola spravného prenosu a proteinu. Je tfeba pocitat s moznosti,
Ze pfi manipulaci s gelem, barvenim a suSenim muze stejné, jako nekvalitnim skenovanim,

dojit ke zkresleni vysledného obrazku.
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& L0 <0710 %’
== = = = 8% N %
Rl B B R B B
.- - . Obr. 12 — Gel obarveny Coomasie

Brilliant Blue — 24 mésicni prasata,
kosterni sval. Jako Marker byl pouzit
SeeBlue Plus2 (Invitrogen)
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5.2 Analyza vybranych mitochondrialnich proteini ve svalové
tkani prasec¢iho modelu Huntingtonovy choroby ve véku 36
mésich

Druhou mérenou skupinu tvofily vzorky pochazejici od 36 mésicl starych prasat. Méli
jsme k dispozici vzorky svalové tkané pochdzejici od 6 jedinct, prvni polovina byla 3 kontrolni
wild-type prasata (WT_K48, WT_K64, WT_K103) a 3 prasata byla transgenni (Tg_K63,
Tg K100, Tg_104). 10 pg z kazdého vzorku bylo separovano pomoci elektroforézy v
polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE), vybrané proteiny
byly detekovdny pomoci Western blotu s naslednou imunodetekci (potupné jsme znacili 14
protilatek). Jako kontrola mnoZstvi nanaseného proteinu na gel (loading control) byl pouzit
protein porin. Signal jsme zachytili pomoci luminiscenéniho substratu pristrojem Syngene
(obr. 13). Pro vyhodnoceni intenzity signalu jsme zvolili program Quantity One Basic a zakladni

data jsme prevedli do grafu (graf 5).
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Graf 5 - Kvantifikace vybranych mitochondridlnich proteinii ve svalové tkdni prasat véku 36 mésici
analyzovanych SDS-PAGE s ndslednym Western blotem. Intenzita signdlu jednotlivych protilatek u
kontrolnich WT prasat (modré sloupce,n=3) a transgennich prasat (odstiny cervené, n=3). Na ose x je
vynesena intenzita signdlu ziskand v programu Syngene.
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Nasledovalo zpridmérovani hodnot kontrolnich vzorkd (WT_K48, WT_K64, WT_K103) k

porovnani s transgennimi jedinci (graf 6).
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Graf 6 - Kvantifikace vybranych mitochondridlnich proteinii ve svalové tkdni prasat véku 36 mésici
analyzovanych SDS-PAGE s ndslednym Western blotem. Intenzita signdlu jednotlivych protildtek transgennich
prasat (n=3, odstiny Cervené) vztaZend k priméru kontrol (predstavujici 100% na ose y).
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Graf 7 - Kvantifikace vybranych mitochondridlnich proteini ve svalové tkdni prasat véku 36 mésici
analyzovanych SDS-PAGE s ndslednym Western blotem. Intenzita signdlu jednotlivych protildtek u
kontrolnich WT prasat (modré sloupce, n=3) a transgennich prasat (odstiny ¢ervené, n=3) normalizovand
s kontrolnim proteinem porinem. Na ose x je vynesena intenzita signdlu ziskand v programu Syngene.
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Graf 8 - Kvantifikace vybranych mitochondridlnich proteinii ve svalové tkani prasat véku 36 mésict
analyzovanych SDS-PAGE s ndslednym Western blotem. Intenzita signdlu jednotlivych protildtek
normalizovand s kontrolnim proteinem porinem, u kontrolnich WT prasat je intenzita signdlu
zpriimérovdna (Zluty sloupec), modre transgenni prasata (n=3). Na ose x je vynesena intenzita signdlu
ziskand v programu Syngene.

U prasat ve véku 36 mésic jsme nedetekovali Zadnou signifikantni zménu. Lze
pozorovat dalsi mirny pokles obou podjednotek komplexu Il — SDH70 i SDH30 i komplexu Il
(protein COX1) a dochadzi k viditelnéjsSim zménam v mnozZstvi enzym0 komplexu V (klesd
protein Fla). Progresivnéjsi naruseni energetického metabolismu ma nejspiSe za disledek
rozdily v koncentraci proteinl jednotlivych podjednotek pyruvat dehydrogenazy. Opét lze
sledovat rozdilnosti v rdmci jednoho proteinu také mezi kontrolnimi jedinci danou nejspise

genetickou variabilitou jednotlivych modelovych prasat.

Vynesenim dat do grafu korelace intenzity signalu proteinu k porinu (graf 7,8) jsme byli
schopni detekovat zmény, a¢ malo vyznamné, u vSech nami sledovanych protein(l. Vyraznéji,
nez ve 24 mésicich, je zménéna intenzita PDH komplexu. VSechny jeho podjednotky se zde
nachazi ve snizeném mnoizstvi, kromé podjednotky E2/E3b, kde jsme naopak zaznamenali
narlst mnozstvi oproti kontrolam. Vidime zde také sniZzeni u fuzniho proteinu OPA1, coz

nasvédcuje pocatku destabilizace mitochondridlni sité v burikach a mozny pocatek apoptozy.
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Obr. 13 - Stanoveni mnozstvi vybranych proteinii pomoci SDS-PAGE elektroforézy a Western blotu
s naslednou imunodetekci v kosternim svalu prasat Tg (n=3) and Wt (n=3) z F2 generace stafi 36
mésicl. 1zolované mitochondridlni proteiny byly separovany SDS-PAGE elektroforézou a nasledné
preblotovany metodou Western Blot a imunodetekovany se specifickymi protilatkami (Abcam). Lze
pozorovat pokles mnozstvi proteinu SDH30 (komplex Il), COX1 (komplex IllI), OSCP a Fla (komplex
V) a viditelné projevy u viech sledovanych podjednotek PDH komplexu. Drobné zmény se tykaji také
fuzniho proteinu OPA1L, ktery je lehce snizeny.
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,Preblotovany” gel jsme opét obarvili modrym barvivem Coomasie Brilliant Blue pro kontrolu
pfenosu proteinli na membranu (obr. 14).

{-

@0{* S/ @/ $/ &Q’ &q/ &Q/
- - BT — e,
G T S —

Obr. 14 — Gel po probéhnuti SDS-PAGE s naslednym Western blotem obarveny
Coomasie Brilliant Blue — 36 mésicni prasata, kosterni sval.

Jako Marker byl pouzit SeeBlue Plus2 (Invitrogen)
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5.3 Analyza vybranych mitochondrialnich proteini ve svalové
tkani prasec¢iho modelu Huntingtonovy choroby ve véku 48
mésich

Posledni skupina vzorkd pochazela od prasat véku 4 let, tedy 48 mésicnich. Vzork( jsme
méli k dispozici vyssi pocet, pochazely od 10 jedincu, z toho bylo 6 kontrolnich wild-type prasat
(WT_K14, WT_K97, WT_K99, WT_K15, WT_K207, WT_K208) a 4 prasata byla transgenni
(Tg_K101, Tg_K102, Tg_162, Tg_K209). 10 ug vzorku od kazdého jedince bylo separovano
pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS-
PAGE), vybrané proteiny byly detekovany pomoci Western blotu s naslednou imunodetekci
(postupné jsme znacili 14 odlisnych protilatek). Signal jsme zachytili pomoci luminiscenéniho
substratu pristrojem Syngene (obr. 15). Jako kontrolni protein (loading control) byl pouzit
protein porin. Ziskana data jsme kvantifikovali v programu Quantity One Basic a prevedl|i do

grafu 9.
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Graf 9- Kvantifikace vybranych mitochondridlnich proteinii ve svalové tkdni prasat véku 48 mésici
analyzovanych SDS-PAGE s ndslednym Western blotem. Intenzita signdlu jednotlivych protildatek u
kontrolnich WT prasat (modré sloupce, n=6) a transgennich prasat (odstiny Cervené, n=4). Na ose x je
vynesena intenzita signdlu ziskand v programu Syngene.
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V dalsim grafu (graf 10) jsme vynesli mnozstvi proteint transgennich jedincl (Tg_K101,
Tg K102, Tg_162, Tg_K209) k primérné hodnoté mnoiZstvi proteinli vSech 6 kontrolnich
vzorkd (WT_K14, WT_K97, WT_K99, WT_K15, WT_K207, WT_K208). Graf 11 a 12 pfedstavuji

normalizaci dat ke kontrolnimu proteinu porinu.

mTg K101 mTg K102 = Tg K162 mTg_ 209
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Graf 10 - Kvantifikace vybranych mitochondridlnich protein( ve svalové tkani prasat véku 36
mésict analyzovanych SDS-PAGE s ndslednym Western blotem. Intenzita signdlu jednotlivych
protildtek transgennich prasat (n=4, odstiny cervené) vztaZzend k priméru kontrol (predstavujici
100% na ose y).

= WT_K14 WT K97 ®WT K99  mWT K154 ®WT K207
®mWT_K208 ®mTg K101 Tg K102  mTg K162 Tg_209
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Graf 11- Kvantifikace vybranych mitochondridlnich proteinii ve svalové tkani prasat véku 48 mésicii
analyzovanych SDS-PAGE s ndslednym Western blotem. Intenzita signdlu jednotlivych protildtek u
kontrolnich WT prasat (modré sloupce, n=6) a transgennich prasat (odstiny cervené, n=4)
normalizovand s kontrolnim proteinem porinem. Na ose x je vynesena intenzita signdlu ziskand
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avgWT  mTg K101 Tg K102  mTg K162 Tg_209

Graf 12 - Kvantifikace vybranych mitochondridlnich protein( ve svalové tkdni prasat véku 48 mésicii
analyzovanych SDS-PAGE s ndslednym Western blotem. Intenzita signdlu jednotlivych protildtek
normalizovand s kontrolnim proteinem porinem, u kontrolnich WT prasat je intenzita signdlu
zpriimérovadna (Zluty sloupec), modre transgenni prasata (n=4). Na ose x je vynesena intenzita signdlu
ziskand v programu Syngene.
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Obr. 15 — Obsah vybranych mitochondridlnich proteinii v kosternim svalu transgennich prasat
(TgHN, n=6) a kontrol (WT, n=4) véku 48 mésicii. 1zolované mitochondrialni proteiny byly separované
SDS-PAGE a nasledné preblotovany a imunodetekovany se specifickymi protilatkami (Abcam).
Komplex IV, V, OPA1 a viechny podjednotky komplexu PDH jsou zde oproti kontrolnim WT jedincim

viditelné snizené.
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U prasat ve véku 48 mésicl byla zjiSténa snizena exprese témér u vsech nami
sledovanych proteind. Nejpatrnéjsi zmény byly nalezeny u komplexu | (protein NDUFA9), ktery
se u mladsich transgennich prasat neménil, podjednotky SDH70 komplexu Il, fuzniho proteinu
OPA1, podjednotek PDH komplexu a u proteinu akonitaza, ktery je markerem zvySené miry
oxidativniho stresu uvnitt bunék. Pfi korelaci signalu proteint na kontrolni protein porin
dochazi k zostteni rozdili, detekovali jsme vyrazné snizeni u vSech podjednotek finalnich

komplex( dychaciho fetézce IV a V.

™ PSP S &
E 8L ST PEFEEE P
& SELLLLL0w0U1%
- ' e AR B 2. Commasie
=444 -3 =¥ Brilliant
‘ Blue

Obr. 16 — Gel obarveny Coomasie Brilliant
Blue — 48 mésicni prasata, kosterni sval.
Jako marker byl pouzit SeeBlue Plus2
(Invitrogen)
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5.4 Shrnuti zmén exprese sledovanych proteini

Komplex | (OXPHOS) — reprezentovany podjednotkou NDUFA9 — snizeni jejiho
mnozstvi jsme pozorovali u prasat nesoucich mutaci ve véku 48 mésic(, do té doby je tento
komplex pIné funkéni. Ukolem komplexu | je pFijem 2 elektronl od redukovaného koenzymu
NADH a jejich pfenos na flavinmononukleotid a dale pres 9 Zelezo-sirnych (Fe-S) center az na
koenzym Q (ubichinon), odkud pokracuji ke komplexu Ill. Spole¢né s pfenosem 2e” dochazi
k pfesunu 4H* z matrix do mezimembranového prostoru (Baradaran et al., 2013), a tento
komplex je proto jednim z 3 komplexd OXPHOS podilejicim se na tvorbé protonového

gradientu, pozdéji vyuZitému k tvorbé ATP (Lodish et al., 2008).

C

Obr. 17 — Intenzita signdlu mnoZstvi mitochondridlniho proteinu NDUFA9 v kosternim svalu u
modelu prasat pro HN ve véku 24 (A), 36 (B) a 48(C) mésicii po probéhnuti SDS-elektroforézy
s naslednym Western blotem. Cervené vyznaceni transgenni jedinci.

Komplex Il (OXPHOS) — podjednotka sukcinat dehydrogenazy SDH70 — jiZ u prasat ve

véku 24 mésiclu jsme kvantifikaci dat ziskanych z intenzity znaceni protilatkou anti-SDH70
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zjistili snizeni u 3 ze 4 transgennich jedinct (Tg_K55, Tg_K557, Tg_K558), pozdéji se mnoZstvi
proteiny této podjednotky sniZovalo markantnéji, az na hodnotu 50% kontrolnich jedincd. U
prasat ve véku 48 mésicl bylo snizeni velmi vyrazné u 3 ze 4 transgennich jedincl (Tg_K101,
Tg_K162, Tg_K209). Druhd podjednotka SDH30 byla vyraznéji snizena ve véku 24 mésica (u 3
ze 4 Tg prasat az o 50% oproti kontrolam - Tg_K55, Tg_K557, Tg_K558) a ve 36 mésicich byla
sniZzena oproti transgennim jedincim zhruba o 15%. Ve véku 48 mésicl je mnoZstvi protein(
podjednotky rapidné zvySené (v praméru oproti kontroldm o vice, nez 40%), dochazi zde
nejspiSe ke kompenzacnimu efektu a bude zajimavé sledovat tuto podlednotku u starSich
prasat. Komplex Il je kromé OXPHOS také soucdsti Krebsova cyklu a tyto dvé metabolické
drahy jsou skrze né&j propojeny. Casné narudeni funkce komplexu Il souvisi nejspise
s narusenim metabolickych funkci dfive, nez jsme schopni zaznamenat prvni klinické pfiznaky

HN. Obé hlavni podjednotky, tedy SDH70 i 30 jsou jaderné kédované (lverson, 2013).

—— — | SDH70
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Obr. 18 — Intenzita signdlu mnoZstvi mitochondridlniho proteinu SDH70 v kosternim svalu u
modelu prasat pro HN ve véku 24 (A), 36 (B) a 48(C) mésicii po probéhnuti SDS-elektroforézy
s naslednym Western blotem. Cervené vyznadeni transgenni jedinci.
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Obr. 19 - Intenzita signdlu mnoZstvi mitochondridlniho proteinu SDH30 v kosternim svalu u
modelu prasat pro HN ve véku 24 (A), 36 (B) a 48(C) mésicii po probéhnuti SDS-elektroforézy
s naslednym Western blotem. Cervené vyznaceni transgenni jedinci.

Komplex Il (OXPHOS) — zastoupeny podjednotkou CORE1 se u 24 mésicnich jedincl
méni snizenym mnoZstvim u vSech transgennich jedincl (o maximdlné 30%), u vzorku
pochazejicich ze 36 mésicnich prasat jsme detekovali zménu u 2 ze 3 transgennich jedincl
(Tg_K100, Tg_K104), jedna se pouze o mirné snizeni mnozstvi u obou jedincl. U nejstarsich
prasat véku 48 mésicl jsme zaznamenali sniZzeni této podjednotky u vsech 4 transgennich
jedincd.

Funkci komplexu Ill je tvorba protonového gradientu (pfenesou se celkem 4H* z matrix
do mezimembranového prostoru) a transport elektronii na dalsi komplex
elektrontransportniho rfetézce pres redoxni Fe-S centra (Crofts et al., 2008). Jeho dysfunkce

také prispiva ke snizeni efektivity FiFo ATP-syntdzy a nedostatecné tvorbé ATP ve svalové

bunce.

60



B A . | CORE

C e ———— RS

Obr. 20 — Intenzita signdlu mnoZstvi mitochondrialniho proteinu v kosternim svalu u modelu
prasat pro HN ve véku 24 (A), 36 (B) a 48(C) mésicii po probéhnuti SDS-elektroforézy s naslednym
Western blotem. Cervené vyznaceni transgenni jedinci.

Komplex IV (OXPHOS) — sledovali jsme podjednotky cytochrom ¢ oxidazy COX1 a
COX5a a u obou jsme u 24 mésicnich prasat nedetekovali rozdil mezi intenzitou signdlu
transgennich a wild-type jedinci. U prasat ve véku 36 mésicli jsme pozorovali ndhly pokles
podjednotky COX1, tento trend progresivnéji pokracoval u 48 mésicnich transgennich jedinca.
Také mnoistvi podjednotky COX5a se béhem experimentl ménilo. Ve 36 mésicich bylo u
jednoho ze tfi transgennich prasat (Tg_K100) snizeno na 80% v porovnani s praimérem wild-
type kontrol. U nejstarsi skupiny prasat véku 48 mésicl bylo mnoZzstvi snizeno u 3 transgennich
jedincli ze 4 (Tg_K101, Tg_K102, Tg_K209), naopak u ¢tvrtého prasete bylo zvyseno (Tg_K162).
Podjednotka COX1 je kddovana mtDNA a jeji funkce jsou predevsim katalytické, predstavuje
cast redoxniho centra komplexu a ve své strukture obsahuje kofaktory v podobé iontd kovu.
Naopak podjednotka COX5a je kddovana jaderné a stabilizuje komplex IV. Ukolem COX je
redukce findlniho akceptoru elektront - Oz na 2 molekuly vody za pomoci elektront ziskanych
z cytochromu c (Brzezinski et Gennis, 2008). Zmény mnozstvi proteind COX1 a COX5a mély

obdobny pribéh, kazda z podjednotek se vSak zacala sniZzovat v jiném ¢asovim obdobi.
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Obr. 21 — Intenzita signdlu mnoZstvi mitochondridlniho proteinu COX1 v kosternim svalu u
modelu prasat pro HN ve véku 24 (A), 36 (B) a 48(C) mésicii po probéhnuti SDS-elektroforézy
s naslednym Western blotem. Cervené vyznadeni transgenni jedinci.

B . * COX5a

vﬂm@&c}‘bhmmq

L

TR AR A S R AN SIS
F

Obr. 22 — Intenzita signdlu mnoZstvi mitochondridlniho proteinu COX5a v kosternim svalu u
modelu prasat pro HN ve véku 24 (A), 36 (B) a 48(C) mésicti po probéhnuti SDS-elektroforézy
s naslednym Western blotem. Cervené vyznadeni transgenni jedinci.

62



Komplex V (OXPHOS) je mistem tvorby ATP, k jehoz tvorbé vyuZiva protonového

gradientu, vytvoreného predchozimi komplexy OXPHOS — |, lll a IV (Menz et al., 2001).

Vybrali jsme jeho 2 podjednotky - Fla a OSCP. Ve véku 24 mésic neméla transgenni
prasata Zzadné zmény v mnozstvi podjednotky Fla, snizeni jsme sledovali od véku 36 mésicl a
ve véku 48 mésicll byly jiz oba ndmi sledované proteiny snizené. MlzZeme tedy predpokladat
pocatek snizeni efektivity ATPazy u kosterniho svalstva modelového prasete na hranici 24 a 36

mésict véku.
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Obr. 23 — Intenzita signdlu mnoZstvi mitochondrialniho proteinu Fla v kosternim svalu u
modelu prasat pro HN ve véku 24 (A), 36 (B) a 48 (C) mésicii po probéhnuti SDS-elektroforézy
s naslednym Western blotem. Cervené vyznaéeni transgenni jedinci.
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Obr. 24 — Intenzita signdlu mnoZstvi mitochondridlniho proteinu OSCP v kosternim svalu u
modelu prasat pro HN ve véku 24 (A), 36 (B) a 48(C) mésicii po probéhnuti SDS-elektroforézy
s naslednym Western blotem. Cervené vyznaéeni transgenni jedinci.

Mitofilin je umistén ve vnitfni mitochondridlni membrané a hraje velkou roli pfi
formovani krist (John et al., 2005). Usuzujeme, Ze jeho naruSenim dochdzi k dezorganizaci
mitochondridlni struktury a ke zméndm morfologie mitochondrii. U skupiny prasat véku 24
mésicl bylo jeho mnoZstvi shodné u transgennich i kontrolnich jedinc(, pouze v 1 pfipadé ze
4 (u Tg_K55) jsme detekovali polovi¢ni mnozstvi mitofilinu. 36 mésicni prasata méla u 3 ze 4
transgennich jedincl zvySené mnozstvi nad pramér kontrol, Tg_K100 naopak dosahovalo
pouze 50% kontrol. 48 mésicni prasata méla vSechna zvySeny mitofilin oproti kontrolam.
Dochazi zde nejspiSe ke kompenzacninadprodukci proteinu v dlsledku poskozeni

mitochondridlni struktury.
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Obr. 25 — Intenzita signdlu mnoZstvi mitochondridlniho proteinu mitofilin v kosternim svalu u
modelu prasat pro HN ve véku 24 (A), 36 (B) a 48(C) mésicii po probéhnuti SDS-elektroforézy
s naslednym Western blotem. Cervené vyznadeni transgenni jedinci.

OPA1 — u nejstarsich HD prasat, tedy 48 mésic¢nich, jsme detekovali snizeni intenzity
signdlu tohoto fuzniho proteinu do 20% u 3 ze 4 transgennich prasat (Tg_K102, Tg_K162,
Tg_K209).
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Obr. 26 — Intenzita signdlu mnoZstvi mitochondridglniho proteinu OPA1 v kosternim svalu u
modelu prasat pro HN ve véku 24 (A), 36 (B) a 48(C) mésicii po probéhnuti SDS-elektroforézy
s naslednym Western blotem. Cervené vyznaceni transgenni jedinci.
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PDH komplex jsme detekovali protilakou PDH koktejl (Abcam), zahrnujici podjednotky

E2, E2/E3bp, Ela, Elb. Kazda ztéchto podjednotek se svou intenzitou v uréitém véku

projevovala odlisné.

Podjednotka E2 byla jiZz u 24 mési¢nich HD prasat u 3 ze 4 (Tg_K10, Tg_K55, Tg_K557)

snizend. U 36 a 48 mésicnich HD prasat bylo mnoZstvi shodnés kontrolnimi jedinci.

Podjednotka E2/E3bp se v nasich vzorcich od kontrol vyrazné neliSila. Naopak podjednotka

Ela byla ve vzorcich HD prasat véku 24 mésicd vyrazné zvySena u 1 jedince (Tg_K10), u

ostatnich byla lehce snizend. Ve véku 36 a 48 mésicli jsme pozorovali pouze dalsi lehké snizeni.

Elb protein byl u nejmladsi skupiny prasat zvysen, v pozdéjSim véku se jeho mnoZstvi oproti

kontrolam spisSe snizovalo.
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Obr. 27 — Intenzita signali mnoZstvi mitochondridlnich protein komplexu PDH (E2, E2/E3bp,
Ela, E1b) v kosternim svalu u modelu prasat pro HN ve véku 24 (A), 36 (B) a 48(C) mésicii po

probéhnuti SDS-elektroforézy s naslednym Western blotem. Cervené vyznaceni transgenni

jedinci.
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Poslednim sledovanym proteinem byla akonitaza — ve véku 48 mésicll jsme detekovali
zvySené mnoizstvi tohoto nezymu ve vsech vzorcich TgHN prasat, nasvédcujici zvySené mire

oxidativniho stresu nad moZnosti regulace.

A S S S . S | okonitaza

c -—-.-M akonitaza

Obr. 28 — Intenzita signalu mnoZstvi mitochondrialniho proteinu akonitdza v kosternim svalu u
modelu prasat pro HN ve véku 24 (A), 36 (B) a 48(C) mésicii po probéhnuti SDS-elektroforézy
s naslednym Western blotem. Cervené vyznaéeni transgenni jedinci.
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Tab. 5 — Pfehled zmén mnoZstvi sledovanych proteinii u vsech 3 studovanych vékovych skupin

transgennich HD prasat

Protein/enzym Komplex 24 mésicu 36 mésicl 48 mésicu
OXPHOS Tg Tg Tg
NDUFA9 | l
SDH70 I | l !
SDH30 I | 1l m
CORE1 1 | l
coxi IV 1l m
COX5a W, l
0SCP v l !
Fla v T W W
mitofilin - T !
OPA1 - |
PDH E2 - ! !
PDH E2/E3bp - !
PDH Ela - ! !
PDH Elb - 1 l !
akonitaza - )

Vyznam symbolii: | - snizené mnoZstvi, || - vyrazné snizené mnoZstvi (nad 50%), 1 - zvysené
mnoZstvi 1] - mnoZstvi u nékterych transgennich jedincu zvysené a naopak u ostatnich snizené
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6. Diskuze

Cilem prace bylo charakterizovat zmény mnoiZstvi vybranych mitochondridlnich
proteinll s vyuZitim metod elektroforézy na polyakrylamidovém gelu v prostiedi SDS,
nasledného semi-dry Western blotu a imunodetekce se specifickou protilatkou a také
zachyceni ¢asového vyvoje téchto zmén. K dispozici jsme méli vzorky kosterniho svalstva
transgennich i kontrolnich prasat F2 generace tfi vékovych skupin, odstuprfiovanych po 1 roce
(24, 36 a 48 mésicl). Postupné jsme u nich analyzovali zmény v intenzité signdlu, tedy zmény
mnozstvi pfislusnych enzymu, u 14 proteind, které souvisi s oxida¢nim stresem a hraji roli
v elektrontransportnim fetézci a v tvorbé ATP. Postupovali jsme podle pfedem stanovenych
protokoll. V kazdé vékové skupiné jsme provedli celkem 14 imunodetekci se vSemi
sledovanymi protiladtkami. Podobné vysledky na prasec¢im modelu pro HN zatim publikovany

nebyly.

Podle nami predpoklddaného vyvoje mnoizstvi vybranych proteind v kosternich
burikdch jsme o¢ekavali snizZeni, pfipadné zvyseni, mnozstvi enzymu v urcitém véku a nasledné
v dalsi vékové skupiné zndsobeni tohoto jevu. BE€hem analyzy jsme u nékterych proteint
pozorovali trend, kdy ne vSechna transgenni (pfipadné i kontrolni) prasata ve vékové skupiné
uniformné zvySovala/sniZzovala mnoistvi prislusného proteinu/enzymu. MlzZe se jednat o
projev variability jednotlivych prasat, nebo o moznou kompenzaci za zménénou aktivitu jiného
enzymu odpovidajiciho komplexu, ktera se u téchto jedinct projevila v jiném ¢asovém obdobi,
nez u zbytku testovanych zvifat v souboru. K zabranéni tomuto jevu by bylo tfeba pouzit
pocetnéjsi soubor kontrol a transgennich jedincd v kazdé vékové skupiné a jedince vykazujici
abnormality ze souboru vyradit. K analyze jsme méli k dispozici pouze omezeny pocet vzorki

z kazdé skupiny.

U prvni skupiny HD prasat jsme vzhledem k jejich nizkému véku neocekavali vyrazné
zmény v mnozstvi sledovanych proteind, pouze naznaceni dalSiho vyvoje. Rozdily v mnoZstvi
proteinl jsme pozorovali také u kontrolnich jedincl, coZ je zde nejspiSe dano genetickou
variabilitou modelového organismu. Detekovali jsme velmi mirny pokles komplexu Il (SDH70,
SDH30) a komplexu | (NDUFA9), u komplexu lll se velice slabé ménila podjednotka COX1 a
u komplexu V jsme detekovali drobné snizeni mnoZstvi proteinu OSCP. Pyruvat

dehydrogendza (PDH) se lisila projevem u jednotlivych podjednotek, coz muize byt opét dano
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variabilitou jednotlivcld, ale muUZe se jednat o naznak pocatku naruseni energetického
metabolismu, s nimZ tento komplex Uzce souvisi. Vysledky jsou lépe hodnotitelné po
normalizaci hodnot mnozstvi sledovanych protein( s kontrolnim proteinem, kde pozorujeme
zvySenou aktivitu obou nami sledovanych subpodjednotek podjednotky E1 komplexu
pyruvatdehydrogendazy (PDH Ela i PDH Elb). Sledované podjednotky PDH komplexu mély
signifikantné zménené mnoiZstvi u nejstarsi skupiny prasat ve véku 48 meésicl v porovnani
s wild-type. Vysledky ve skupiné prasat ve véku 24 mésicl jsou zatim nejednoznacné, tato

prasata byla nejspiSe na plné projeveni mutantni alely v dobé odbéru vzorku pfilis mlada.

Dalsi sledované proteiny prokazuji naruseni funkce mitochondrii. OPAl1l -
mitochondridlni protein, ktery reguluje fuzi dynamické struktury mitochondridlni sité, udrzuje
strukturu krist, a ktery se podili na syntéze ATP a ucastni se apoptdzy (Patten et al., 2014), byl
u 48 mésicnich prasat snizen. V tomto véku mizZeme tedy predpokladat pocatek hrouceni

mitochondridlni struktury.

Aktivita proteinu akonitdza byla v mozkové tkani pacientld s HN (Tabrizi et al., 1999) i
nasich transgennich prasat inhibovana, coz nejspiSe odrazi zvySenou tvorbu reaktivnich forem

kysliku (ROS), na néz je aktivita tohoto enzymu citliva.

Nékolik studii na transgennich mysich modelech pro HN z poslednich let, véetné
modell pro N-termindlnich fragmenty HTT a full-length modely s mysim nebo lidskym mHTT
v plné délce (Lee et al., 2013; Rattray et al., 2013), potvrdilo naruseni energetického
metabolismu a oxidativni fosforylace jiz v &asnych stadiich vyvoje. Siroce vyuzivany R6/2 mysi
model také prokazuje ¢asné naruseni exprese genl pro mitochondrialni proteiny (Luthi-Carter
etal., 2011). U tohoto modelu byla nalezena redukce aktivity komplexu | a 15% sniZeni exprese
cytochrom c oxidazy (Gizatullina et al., 2006), stejné, jako u naseho modelového prasete.
Otdzkou je korelace ¢asové osy véku mysiho modelu, jez se bézné doziva jen nékolika tydnQ,

s prasetem, které bézné Zije nékolik (desitek) let.

Naruseni funkci jednotlivych komplex( oxidativni fosforylace v disledku naruseni
exprese genu pro jeho jednotlivé enzymy mHTT a jeho agregdaty bylo popsano v nékolika
pracech (Kosinski et al., 2007; Reddy 2014) a je jednim z ranych faktord, pfispivajicich ke ztraté
svalové sily a svalové atrofii pfi HN. U pacientd byly nalezeny snizené hladiny
ATP:kreatinkindzy jiz pred prvnimi klinickymi priznaky HN, v pfipadové studii byl u bézce s HN

nalezen deficit komplexu IV (Kosinski et al., 2007, Lodi et al., 2000). DalSim jevem, ktery je
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béiné popisovan u zvifecich modeld i pacientd s HN je narudeni obratu Ca?* v burikach,
v mozku byly zmény v Ca?* signalizaci popsany jako souéast patogeneze nemoci (Chen et al.,
2012; Zielonka et al., 2014). V in vitro kulturach produkovaly svalové buriky s HN vys$$i mnoZstvi
laktatu, coZ poukazuje nejspiSe na vyssi Uroven glykolyzy (Ciammola et al., 2011). Nékteré dalsi
bunécné abnormality —zménény mitochondridlni membranovy potencial, hladina cytochromu
¢, zvySené mnozstvi kaspdz-3, -8, -9 jsou pravdépodobné dalsim dlsledkem tvorby HTT inkluzi
v diferencovanych myotubulech (Ciammola et al., 2006) a spolec¢né s nasimi vysledky tvori

podrobnéjsi informaci o fenotypu HN na molekularni drovni.

Potvrdili jsme mitochondridlni zmény zpUsobené mutovanym mHTT, mezi které patfi
naruseni biogeneze mitochondrii, zvy$end mira oxidacniho stresu, zménéné nativni funkce
enzym0 OXPHOS a naruseni mitochondrialni dynamiky a transportu, jez jsou vyznamnymi
faktory pfrispivajici k odumirani neuronl a patogenezi HD. Vyzkum na prase¢im modelu HN
mUlze velkou mérou prispét k hlubSimu porozuméni patobiochemickych mechanism(
onemocnéni. Nase ndlezy jsou také v souladu s vysledky ostatnich pracovnik( mitochondridlni
laboratore, ktefi analyzovali aktivity enzym( dychaciho fetézce, Krebsova cyklu a PDH
komplexu spektrofotometricky a metodou radioizotopl v mozku, srdec¢ni i svalové tkani
prasat ve véku 24, 36 a 48 mésicl. Byl zjistén pokles u komplexu | a PDH, zvySend mira
oxidacniho stresu a ve svalové tkani 48 mésicnich prasat sniZzeni bunécéné respirace. Analyzou
vzorkd svalové tkané metodou BN-PAGE (modra nativni gelova elektroforéza) byl zjistén
pokles aktivity u komplexa I, lll, IV a V, zejména u 48 mésicnich prasat (viz Pfiloha)(zatim

nepublikovano).

Souhrnné lze fici, Ze HN je komplexni onemocnéni, jehoZ patofyziologie ma kromé
slozky centralni také neméné podstatnou slozku periferni a obé maji obdobné rysy.
Transkripéni zmény v kosternich svalech jsou srovnatelné s vysledky pozorovanymi v rliznych
oblastech mozku. Velmi vyznamnym patogennim projevem nemoci je atrofie svalstva, jejiz
mechanismus nebyl zatim uspokojivé objasnén. Nékteré fyziologické a molekularni zmény ve
svalstvu mohou byt detekovany jiz v presymptomatickém stadiu HN (Zielonka et al., 2014).
Mnoho aspektl nervosvalového prfenosu a svalové fyziologie pfi HN z(stdva zatim neznamych.
Mysi modely pro HN prokazaly, Ze lze ndstup nemoci a Zivotaschopnost svalovych bunék
prodlouZzit (Johri et al., 2012; Fujimoto et al., 2005). Kosterni svalstvo zvirecich model pro HN

je proto do budoucna atraktivnim cilem moznych terapii.

71



V souboru vzorkd kosterniho svalu (musculus quadriceps femoris) od modelu
miniprasete transgenniho pro N-terminalni ¢ast lidského mutovaného huntingtinu (Tg
HN) a kontrol (WT) ve véku 24, 36 a 48 mésicl byl analyzovdn obsah vybranych
mitochondridlnich proteinl. Jednalo se o proteiny oxidativni fosforylace (NDUFA9,
CORE 1, SDH70, SDH30, COX1, COX5a, Fla, OSCP), komplexu pyruvatdehydrogenazy
(E2, E2/E3bp, Ela, Elb), proteiny souvisejici s oxidativnim stresem (akonitdza) a

proteiny hrajici roli v mitochondrialni ultrastrukture.

Longitudindlni studie ukazala, Ze nejvyznamnéjsi zmény v obsahu jednotlivych
podjednotek byly prokdzany u komplexu Il, IV a V oxidativni fosforylace. Snizeni u
transgennich jedincd se pohybovalo v rozmezi 15-50% ve srovnani s kontrolnimi wild-
type. Komplex Il (podjednotka SDH70) byl snizen jiz ve véku 24 mésicu. Nalezy jsou

v souladu s predpoklady popsanymi pro malé modely pro HN.

Vyznamné zmény byly zaznamenadny i u protein modulujicich ultrastrukturu
mitochondrii. Protein mitofilin byl u nejstarSich prasat vyznamné zvyseny a OPA1l
naopak vyznamné snizena. SniZzeny obsah akonitazy svéd¢i o pfitomnosti oxidativniho

stresu u transgennich zvirat.

Diplomova prace vibec poprvé predkladad dlouhodobou analyzu mitochondrialniho
proteinového spektra v kosternim svalu u velkého zvifeciho modelu pro HN. lJiz
v presymptomatickém stadiu rozvoje choroby byly na biochemické Urovni detekovany
patologické zmény na mitochondridlni drovni, které mohou pfispivat k fenotypovému

projevu studovaného onemocnéni — atrofii svalstva.

Vysledky prezentované diplomové prace mohou vyznamnou mérou prispét

k monitorovani mitochondridlniho energetického metabolismu v dalSich studiich.
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Introduction

Huntington’s disease (HD) is an autosomal dominant
neurodegenerative disorder caused by the expansion of the
number of CAG repeats on chromosome 4p16.3, which results in
elongated glutamine tract of huntingtin (htt). Mutant htt (mhtt)
has been implicated in the disruption of multiple cellular
processes, including mitochondrial functions whose impairment
is emerging as a contributing factor ta the pathogenesis of HD.

The predominance of the interest in the pathology of HD lies in
its effects on the central nervous system but numerous reports
had described abnormalities in the peripheral tissues. The
muscle tissue is affected in HD patients by progressive wasting.
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Fig. 2: The content of selected mitochondrial proteins in skeletal muscle
mitochandria from TgHD {n=3) and Wt minipigs (n=4) {F2 generation) in
the age of 24 months. Isolated mitochondria (10ug) were separated by
12% SDS-PAGE followed by western blot (WB). The resulting immunoblots
were incubated with specific antibodies (Abcam). Mild decrease in level
of compiex Il subunit a and subunit b (SDH70, SDH30) were detected,
however intensity of changes were not the identical for all individuals
(TgHD) of the same age. The guantification of all antibodies signals were
correlated tosignal of louading protein porin (VDAC1)- Graph 1.
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Graph.1 : Quantification of selected mitochondrial protein content
analyzed by SDS-PAGE/WB see figure 2. The intensity of antibodies
signals were corelated to louading protein porin (VDAC1). The graph
represents rates of antibodies signals of mitochondrial proteins to signal
of porin (VDAC1). The signal intensity of antibodies was quantified by
Quantity one 1-D Analysis Software programme. Increased rate of PDH
complex subunit PDH E1b was detected.

Methods

Palyacrylamids gel electrophoresis and Western blot immunadetaction [WeJ: $05-PAGE
Palyacrylamide gel electrophoresis and Western blot immunodetection was performed on 12%
polyacrylamide minsgels {10ug). Immunobiots were decorated with antibodies against the CXPHOS
subunits (Mitosciences/Abcom) (schagger and ven Jagow 1987). Western blok anaiyss using semidry
elactrotransfer of proteins was performad by standard protocols 3 praviously described Lesing,
Tesarova et al. 2004 Stiburek, Vesala et al. 2005). BN-PAGE was performed on 6-15% polyacrylamide.
minigeds (Schogger and von legowr 1991) followed by Coomassie Brllant Blue staining Isolated
mitochandris were solubized with digitonin (2 gfg of grotein) for 15 min on lce n 15 M
aminoheranoic acid, 2 mM EDTA and 50 mM B Tris, pH 7.0, The samples were centrifuged for 20 min
a14°C and 30 000 8 and Coomassie Briliant Bua G-250 dye [serval, 0.1 g/ of detaraent] and 5% (V)
ghvcerol were added to supermatants bafare electraphoresis, QuantHication: The signal intensity of
antibodies was quantified by Quantity ene 1-0 Analysls Seftware programme. The signal of each
an as rate 1o the @

Aims and Material

The aim of our study was to monitor the
mitechondrial  proteins (OXPHOS complex

pyruvate dehydrogenase (PDH) subunits, Krebs
enzymes and other mitachondrial proteins) and their age-
related changes in skeletal muscle of transgenic minipigs
(TgHD) in F2 generation in age of 24, 36 and 48 manths by
two eletrophoretic methods.
Minipig TgHD model: Skeletal muscles were collected from
the transgenic minipigs (TgEHD) for N-terminal part (548 aa)
of human mutated HTT (124 Q, mtHTT) and healthy control
of F2 generation (Baxa et al 2014} in the age of 24, 36 and
48 month and immediately frozen in N2. All analyses were

erformed in mitachondria .
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Fig. 3: The level of monitoritated mitochondrial proteins in
skeletal muscle mitochondria from TgHD (n=3) and Wt minipigs
(n=3) (F2 generation) in the age of 36 months.
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Fig. 4: The content of mitochondrial proteins in skeletal muscle mitochondria
from TgHD (n=4) and Wt minipigs (n=6) (F2 generation) in the age of 48
months analyzed by SDS-PAGE/WB. Isclated mitochondria (10ug) were
separated by 12% SDS-PAGE followed by western blot (WB). The resulting

western blot (WB). The resulting i were i
with specific antibodies (Abcam) No sfgnifkanl‘ changes were

observed. The g

o
to signal of \nuadmg protein porin (VDAC1) = Graph 2.
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Graph.2: Q ification of selected mit ial protein content
analyzed by SDS-PAGE/WB see figure 3. The intensity of antibodies
signals were corelated to louading protein porin (VDAC1 ). The

signals were

&
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graph represents rates of antibodies signals of

to signal of porin (VDAC1). The signal intensity of antibodies was

quantified by Quantity one 1-D Analysis Software p

immunoblots were i with specific antibodies (Abcam). Decreased
levels of complex IV , complex V, PDH complex subunits and fusion protein
OPA1 were detected. The quantification of antibodies signals were corelated ta
signal of louading protein porin (VDAC1) = Graph 3.

Musele_mito_a8m_F2_corelationto the porin

WWT_KI4 W WT_KS7 m WT_KS9 8 WT_KI54 B WT_K207 m WT_K208 m T_Ki01 W Ta_Kin2 = Tg_K162 m Ta_208

il 1l Nhﬁhhhnl‘

s S
:, & FF .»“ & db
$ 4 &g F

Graph.3 : Quantification of selected mitochondrial pmhin content analyzed by
SDS-PAGE/WB see figure 4. The intensity of antibodies signals were corelated
to louading protein porin (VDACL ). The graph represents rates of antibodies
signals of mitachondrial proteins to signal of porin (VDAC1). The signal intensity
of antibodies was quantified by Quantity one 1-D Analysis Software programme
The

significant changes were detected.
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of OXPHOS complex subunits (NDUFAS, COX1, COX5a,
Fla, OSCP), mitochondrial fusion protein (OPA1), PDH complex subunits (E2,
E2/E3bp, Ela, E1b) and oxidative stress marker {aconitase) were observed.

Conclusions

Significant mitochondrial protein levels impairment in TgHD muscle was found in the
age of 48 months. The overall findings of muscle wasting could be indicative of
starting with skeletal muscle atrophy in TgHD minipig. Studies of potential
deregulation of the target proteins in peripheral tissues such as skeletal muscle could
provide valuable information about biological changes that track disease progression.
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