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Abstrakt

Huntingtonova choroba, neurodegenerativni autozomdlné¢ dominantn¢ dédéné
onemocnéni, puisobi na bunku hned nékolika toxickymi mechanismy. Jednim z nich
je hromadéni proteinovych agregati v cytoplazmé bunky, coz muze byt problém zejména
pro dlouhozijici bunky, jako jsou neurony.

Autofagie (konkrétné makroautofagie) je dilezitou katabolickou drahou, ktera ma
zasadni vyznam pro preziti bunky. Pokud by byla autofagie plné funkcni, méla by
proteinové agregaty eliminovat a tim snizovat toxicky dopad nemoci na bunku. Ze studii
této problematiky ovSem vyplyva, Ze se v autofagické draze objevuji defekty, ziejmé
pfi pohlcovani cytoplazmatického obsahu autofagosomem.

V této praci jsem vyuzila transgenni prase¢i model Huntingtonovy choroby
pro ovéfeni hypotézy chybného fungovani autofagické drahy u jedinct trpicich touto
chorobou. Na mesenchymalnich kmenovych buiikach jsem prostiednictvim sledovani
markerovych proteini LC3 a p62 testovala reakci autofagie na rtizné zpisoby umélé
stimulace, pficemz se oSetieni bun€k chloridem amonnym prokazalo jako nejefektivng;jsi.
Dale jsem na nckolika rizné starych skupindch prasat sledovala vliv v€ku na funkci
autofagie, zde se v8ak neprojevily zadné signifikantni zmény a to ani s ohledem na genotyp
testovanych zvirat.

Meéla jsem moznost sledovat hladiny proteinti i na tkénich nékolika ¢asti mozku,
konkrétné¢ mozkové kiife, mozecku a striatu. Ackoli se neprokazaly signifikantni rozdily, je
patrny jisty trend naristu proteinu p62 i autofagosomalni formy proteinu LC3 v mozecku a
zejména striatu u transgennich zvifat, coz by mohlo znamenat, Ze ke zménam dochazi,

nicméné pouze pomalu a pln¢€ se projevi az u starSich zvifat.

Kli¢ova slova: Huntingtonova choroba, makroautofagie, LC3, p62



Abstract

Huntington’s disease, an autosomal dominant neurodegenerative disease, affects the
cell in several toxical ways. One of them is accumulation of protein aggregates
in cytoplasma, which could become a serious problem especially for long-lived cells such
as neurons.

Autophagy (macroautophagy) is an important catabolic pathway, crucial for cell
survival. If fully functional, it should eliminate protein aggregates and reduce the toxic
effect on the cell. However, recent works show that this pathway might be defective, most
probably in the cytoplasmic cargo recognition.

In my work I used a transgenic miniature pig model of Huntington’s disease to verify
the hypothesis of autophagical dysfunction in individuals suffering from Huntington’s
disease. | studied levels of autophagosomal markers — LC3 and p62 in mesenchymal stem
cells after different autophagy stimulation treatments, and ammonium chloride was found
the most effective. In addition | evaluated the effect of age of the animals on autophagic
function, but no significant changes were identified, even if animal genotype was
considered.

Moreover | had an opportunity to study proteins levels in three porcine brain
tissues — cortex, cerebellum and striatum. Even though there is no significant diference, we
can observe a trend of LC3 Il and p62 increase in cerebellum and striatum. This leads us
to the idea of changes in autophagosomal pathway occuring only slowly and that they will

manifest in older animals.

Keywords: Huntington’s disease, macroautophagy, LC3, p62
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Seznam zKkratek
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ATG
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3-methyladenin

z angl. agarose gel electrophoresis for resolving aggregates
z angl. autophagy-linked FYVE protein

z angl. autophagy-related

z angl. beclin 1- associated ATG key regulator

z angl. brain-derived neurotropic factor

cytosin — adenin — guanin, aminokyselinova sekvence
centralni nervova soustava

z angl. DEP domain-containing mTOR-interacting protein
z angl. Damage-regulated autophagy modulator
kyselinaethylendiamintetraoctova (z angl.
ethylenediaminetetraacetic acid)

endoplazmatické retikulum

z angl. endosomal sorting complex required for transport

fetalni bovinni sérum

zangl. 200-kDa focal adhesion kinase family-interacting

protein
fluorescenéni in situ hibridizace
Golgiho aparat

Huntingtonova choroba (z angl. Huntington disease)

zangl. Huntingtin, Elongator factor 3, the regulatory A

subunit of protein phosphatase 2A, and TOR1

z angl. hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase

substrate

z angl. heat shock cognitive protein, 73 kDa

huntingtin

z angl. interesting transcript 15

kiloDalton

lysin-fenylalanin-kyselina glutamova-arginin-glutamin,
aminokyselinova sekvence

z angl. lysosome-associated protein 2
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LC3 (MAP1LC3)

mLST8
MR
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mTORC1
mTOR
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NH,4CI
NMDAR
p62

PAS
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PCR

PE

PET
PI3KC3
PRAS40
PVDF
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RE1/NRSE
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SDS
SDS-PAGE

SNARE

SQSTM1
TTBS
ULK1
ULK2

z angl. Microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3

z angl. mammalian lethal with Sec13 protein 8

magnetickd rezonance

mezenchymalni kmenové bunky (z angl. mesenchymal stem
cells)

z angl. mammalian target of rapamycin komplex 1

z angl. mammalian target of rapamycin

z angl. neighbor of BRCAL gene 1

chlorid amonny

N-methyl D-aspartat receptor

protein 62 kDa

z angl. pre-autophagosomal structure

z angl. phosphate buffer saline

z angl. polymerase chain reaction

z angl. phosphatidylethanolamine

pozitronova emisni tomografie

z angl. phosphatidylinositol-3-kinase class 111

z angl. proline-rich Akt substrate 40 kDa

z angl. polyvinylidene difluoride

z angl. regulatory-associated protein of mMTOR

zangl. repressor element 1/neuron-restrictive silencer
element

zangl. RUN domain and cysteine-rich domain containing,
Beclin 1-interacting protein

z angl. sodium dodecyl sulfate

z angl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis

z angl. Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment
protein receptors

Sequestosome 1

z angl. Tris- Tween Buffered Saline

z angl. unc-51-like kinase-1

z angl. unc-51-like kinase-2



UVRAG
VAMP

Vsc
WIPI 1/2
Wt

YAC

z angl. UV irradiation resistance-associated gene

z angl. vesicle-associated membrane protein

z angl. vacuolar protein sorting complex
z angl. WD-repeat protein Interacting with Phospholnosides
z angl. wild-type

z angl. yeast artificial chromosome
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1. Uvod

Huntingtonova choroba (dale HD) je vedle Alzheimerovy choroby a Parkinsonovy
nemoci jednim z nejintenzivnéji studovanych neurodegenerativnich onemocnéni. Oproti
dalSim dvéma zminénym nemocem je u HD teoreticky vétsi Sance na odhaleni moznosti
terapie, vzhledem k faktu, Zze je zptisobena mutaci v pouze jednom zndmém genu, ktery
koduje protein huntingtin. Tento protein se zfejmé Ucastni mnoha bunécnych pochodi
ajeho presna funkce zatim neni zcela znama. I pfes zminéné pozitivni piedpoklady
neexistuje v soucasnosti zadna vhodna 1é¢ba HD, terapie je zaloZena pouze na mirnéni
projevii onemocnéni.

Ve vyzkumu vyvoje choroby i jeji mozné terapie hraji zcela kli¢ovou roli modelové
organismy. Nejcastéji vyuzivanymi jsou hlodavéi modely, predevsim mys a potkan,
ale vzhledem k majoritnimu dopadu HD na centralni nervovou soustavu (dale CNS)
je patrna snaha vyuziti zvitecich modelt blizSich ¢lovéku, mezi néZz patii makak, ovce
a prase. Primati jsou vyuzivani zejména mimoevropskymi laboratofemi, v Evropé jsou
s ohledem na slozitou legislativu vyuzivany modely ov¢i, pripadné praseci.

Vramci své prace jsem se zameéfila na dopad mutovaného huntingtinu
na makroautofagii. Ta je dominantni formou autofagie, nezbytnou pro pteziti bunky.
V nepfiznivych podminkéach jsou prostiednictvim této drahy degradovany bunce vlastni
proteiny, které ji zajisti dostatek zivin pro jeji preziti. Za n€kterych patologickych stavi,
mezi které patfi pravé Huntingtonova choroba, je stézejni role této katabolické drahy
Vv rozkladani ¢astic, které jsou pro buiiku toxické — v tomto ptipadé proteinovych agregata.
Vyznam této formy ,bunééného Uklidu*“ navic roste v bunkach, které se prakticky
neobnovuji, coz jsou praveé neurony - buiikky nejvice postizené v prubéhu rozvoje HD.

Na transgennim modelu prasete heterozygotniho pro lidsky mutovany huntingtin,
jsem studovala expresi dvou proteini vyznamné se podilejicich na fungovani
makroautofagické drahy a to LC3/MAPILC3 (z angl. microtubule-associated protein
1A/1B light chain 3) a p62/SQSTM1 (protein 62 kDa/Sequestosome 1), celkem ve dvou
zakladnich experimentech.

V ramci prvniho experimentu jsem na mezenchymadlnich kmenovych bunikach (dale
MSC) in vitro pozorovala vliv riznych typt oSetieni, ktera vedou ke zvySeni intenzity
makroautofagie v bunce. Tento experiment mél vice cilt, zaprvé zhodnotit G¢innost

jednotlivych oSetieni, dale porovnat vliv genotypu na Groven obou proteind a v neposledni
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fad¢ posoudit dopad véku zvitat pii odbéru na funkci autofagické drahy. Celkem se jednalo
o Ctrnact prasat rozdé€lenych do ¢tyt vékovych skupin. Cilem druhého experimentu bylo
sledovani hladiny téchto proteini v riznych ¢astech mozku Sesti zvifat, konkrétné v oblasti
striata, mozeCku a mozkové kury. V ramci dal$i prace jsem prokazala pfitomnost
mutované¢ho huntingtinu respektive jeho nepfitomnost u transgennich a netransgennich

jedinct.
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2. Literarni prehled

Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba je autozomaln¢ dominantni neurodegenerativni onemocnéni,
zpuisobené expanzi CAG tripletlh v genu pro huntingtin, nazyvaném také IT15. Tento gen
se nachazi na kratkém raménku chromozomu c¢tyfi v oblasti 16.3 a obsahuje 3142

nukleotida (http://www.uniprot.org/uniprot/P42858#section_seq), délka se 1i$i v zavislosti

na poctu CAG repetic. Pokud je pocet repetic do 35 vcetné, jde o zdravého jedince,
pfi poctu mezi 36 a 39 se choroba projevuje s neliplnou penetranci — tudiz se nemusi
projevit u kazdého, pokud jde o cloveéka se Ctyficeti nebo vice repeticemi, HD se projevi
[1]. Mnozstvi tripletd ma vliv na nastup choroby, ktera se bézné projevi mezi 35. a 50.
rokem zivota, pfi vysokém poctu tripleti (nad 60) se ovS§em muzZe rozvinout jiz v détstvi,
ptipadné obdobi adolescence, pak je oznacovana jako juvenilni HD [1]. Druhou pomérné
vzacnou formou je HD spozdnim pocatkem rozvijejici se po 60. roku véku, jde
0 nejmirngj§i formu, vzhledem k tomu, ze nemoc postupuje relativné pomalu. Doba
rozvoje Huntingtonovy choroby je ovSem ovlivnéna i environmentalnimi a jinymi
genetickymi vlivy, a to az z 60% [2, 3].

Nemoc se pienasi z rodicl na potomky, vzacnéji dochazi k mutacim de novo. Touto
formou se piendsi nemoc téméf vyhradné v paternalni linii, z davodu vétSiho rizika
expanze tripleti b&hem spermatogeneze [4]. Nicméné mutaéni rychlost u tohoto

onemocnéni je nizka [1].

Vvskyt, struktura a funkce huntingtinu

Ackoli se jedna o intenzivné studované onemocnéni, presna funkce huntingtinu (dale
htt) neni dosud zcela znama. Divodem je ziejmé jeho univerzalni zapojeni do mnoha
bunécénych procest. Mizeme jej lokalizovat v oblasti jadra, Golgiho aparatu (dale GA),
endoplazmatického retikula (dale ER), mitochondrii, ale hraje roli i v transportu vack,
je asociovan s mikrotubularni siti [5-8]. Pokud se jedna o jednotlivé tkané je jeho vyskyt

nejvyssi v neuronech CNS [9].
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Struktura huntingtinu

Tento protein obsahuje nékolik oblasti, které jsou zasadni pro jeho fungovani v ramci
organismu. Prvni z nich je v N terminalni ¢asti proteinu prvnich 17 aminokyselin. Tato
sekvence tvofi doménu interagujici s membranami mitochondrii, ale i S ER a GA[10].

Osmnactou aminokyselinou zac¢ina usek CAG repetic, neboli polyQ oblast. Jeji délka
je variabilni, na ¢emz zavisi zdravotni stav konkrétniho jedince, jak bylo zminéno vyse [1].
Tento tsek je zodpovédny za interakci s mnoha dalSimi proteiny, pokud dojde k jeho
prodlouZzeni, je naruSend jeho pfirozend struktura, coz vede k abnormalnim interakcim
[11].

Dal$i vyznamnou souc¢asti huntingtinu jsou HEAT domény (z angl. Huntingtin,
Elongator factor3, the regulatory A subunit of protein phosphatase 2A, and TOR1), jejichz
nazev vychazi ze ¢tyi vyznamnych cytoplazmatickych proteint, jichz jsou soucasti. HEAT
domény se v proteinu nachazi celkem Sestnactkrat. Jsou rozmistény ve 4 klastrech [12]
a jejich role spoc¢iva v umoznéni proteinovych interakei.

Déle nalezneme ve struktuie proteinu hned nékolik $t€pnych mist spojenych
se specifickymi kaspazami [13, 14], coz ma velky vyznam pfi rozvoji patologického stavu
V bunce, viz. dale.

Na C konci se nachazi sekvence zajiStujici transport zjadra a druhd, se slabsi
aktivitou, zajist'ujici transport do jadra. To nasvédCuje tomu, Ze huntingtin je zapojen
Vv pienosu urc¢itych molekul z jadra do cytoplazmy [15].

Kromé& samotné sekvence jsou dulezité i posttranslaéni modifikace. Huntingtin
je ubiquitinylovan a tim cilen do proteasomu [16], na mnoha mistech fosforylovan, coz jej
muze stabilizovat v jeho nesestiithané formé [17], ale téZ sumoylovan, coz rozhoduje o jeho
bunécné lokalizaci [18] a palmytoilovan. Tato modifikace zajist'uje jeho spravné fungovani
v ramci regulace transportu vacku [19]. Zajimavou modifikaci je i piipadna acetylace
nalysinu 444, kterd svou pfitomnosti  usnadiiuje  transport  huntingtinu

do makroautofagosomu [20].

Funkce huntingtinu

Jeho role v embryonalnim vyvoji je klicova, coz doklada fakt, Ze mysi embrya
s kompletn¢ inaktivovanym huntingtinem umiraji jest¢ pfed staddiem gastrulace a vyvoje
CNS [21, 22]. V pozd¢jsich etapach embryogeneze dochazi po snizeni mnozstvi

huntingtinu k defektnimu vyvoji mozku, dal$i zasadni roli tedy hraje tento protein
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V procesu neurogeneze a s ni spojenou kontrolou mnozstvi cerebrospinalni tekutiny [23,
24]. V prub¢hu vyvinu pravdépodobné neni podstatny pocet CAG repetic, vzhledem
k faktu, Ze pacienti trpici touto chorobou se az do jejiho propuknuti vyviji normaln¢ [25].

Dale pusobi na buiiky antiapoptoticky, branénim aktivace nékterych kaspaz [26],
do zna¢né miry ovliviiuje vezikularni transport [27] a podporuje expresi nékterych gent,
jako je napiiklad BDNF (z angl. brain-derived neurotropic factor). BNDF je velmi
dilezity pro preziti striatalnich neuront a spravné fungovani synapsi [28, 29].

Vzhledem Kk Sirokému spektru jeho puasobeni, neni jedinym patologickym
mechanismem HD vliv mutovaného htt na bunku, ale i snizené mnozstvi htt

nemutované¢ho. Tuto hypotézu podporuji experimenty s mySmi, kterym zcela chybél

24

htt [30].

Projevy Huntingtonovy choroby

Symptomy nemoci

V ranych stadiich nemoci se HD typicky projevuje emocionalnimi a psychickymi
zménami jako je agrese pripadné stavy tzkosti, vahovym ubytkem, zménami v sexualnim
chovani 1 naruSenim spankového rezimu. Za nékteré z téchto projevi je patrné zodpovédna
dysfunkce hypotalamu [31].

S postupujici nemoci se zhorSuje schopnost uvazovani, zhorSeni paméti, dochazi
k rozvoji demence. Typicky pro pozdéjsi stadia je rozvoj chorei — nepravidelnych
mimovolnich pohybt, kterd prechazi do dystonie, pfetrvavajicich svalovych stahti. Pacient
postupné ztrati schopnost volnich pohybi. VSechny tyto symptomy zpisobuji
nesobé&stacnost vV pozdé&jsich stadiich choroby [32].

Pomoci neurologickych zobrazovacich metod 1ze odhalit dalsi typicky projev HD
v ramci CNS, tim je ubytek mozkovych neuront, konkrétné v oblasti striata, v jeho ¢astech
putamen a nucleus caudatus [33]. S rozvojem téchto technik Ize na zakladé vySetieni

pacienta magnetickou rezonanci posoudit, v jakém stadiu choroby se nachazi [34].

Mutovany huntingtin

Prodlouzenim oblasti CAG opakovani a néslednou zménou konformace, ztraci
huntingtin schopnost interagovat s nékterymi svymi vazebnymi partnery. RE1/NRSE1

(zangl. repressor element 1/neuron-restrictive silencer element), ktery neni vyvazan
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endogennim htt tlumi expresi gentl ovladanych timto elementem jako je na piiklad BDNF
[35]. BDNF je navic ovlivnén i patologickym ucinkem, ktery ma mutovany htt
na vezikularni transport, nebot’ pro své spravné fungovani musi byt BNDF pomoci vacku
dorucen z mozkové kiry do striata [29].

Za snizeni poc¢tu neurond muze byt zodpovédna i zvySena aktivita glutamatovych
receptorit NMDAR (N-methyl D-aspartat receptor) [36]. VlIivem nich dochazi k velkému
vtoku vapenatych iontli do bunky a k jejich dalSimu uvolnovani ze zasob v ER. Tento
patologicky stav vyusti v apoptdézu bunky [37]. Dalsi toxicky vliv na buniku spociva
Vv piimé interakci mutovaného htt s mitochondriemi. Pusobi na energeticky metabolismus
[38] a dochazi ke zvySovani oxidativniho stresu [39].
agregati. Htt je na specifickych mistech Stépen pomoci kaspaz a kalpainid, ¢imz
vznikaji N-terminalni fragmenty, které se vzajemné shlukuji [40, 41]. Tyto inkluze jsou
patrné jak v jadfe, tak v cytoplazmé a jejich mnozstvi s postupujici nemoci stoupa [42, 43].
Snahu bunky zbavit se agregati doklada pfitomnost ubiquitinu, chaperonti i podjednotek
proteasomu v proteinovych inkluzich [44, 45]. N&které prace poukazuji na mozny pozitivni
vliv agregatli na buiiku, zejména pak prostiednictvim autofagie, kterou by méla pritomnost

inkluzi stimulovat [46, 47].

Modely Huntingtonovy choroby

Pro porozuméni mechanismim, jakymi choroba na buiku i cely organismus plsobi,
ale 1 pro vyvijeni terapeutickych strategii jsou nezbytné¢ vhodné modely HD. Jejich
spektrum je Siroké, volba vhodného modelu vzdy zavisi na studované problematice.

V dobé pted objevenim genu zodpovédného za rozvoj choroby byly vyuZivany
chemické modely — hlodavcim byl do striata injikovan neurotoxin, ktery mél svym
pisobenim mimikovat neurodegeneraci typickou pro HD [48]. Od objeveni genu pro htt
jsou vyuzivany genetické modely. Témi nejjednodusS§imi jsou bunécéné linie.
Na transientnich bunéénych liniich byla prokdzand korelace mezi poctem CAG repetic
a mnozstvim proteinovych agregati [49] a jsou vyuzivany ke studiu regulaénich drah [50].
Linie stabilné exprimujici htt by se daly rozdélit do dvou skupin, jednou jsou bunky, které
exprimuji mutovany htt v normalnim mnoZzstvi a druhou bunky, které mutovany htt
overexprimuji. Stabiln¢ exprimujici linie byly vytvofeny z mnoha typt bunék, jako jsou

bunky neuroblastomové [51] nebo feochromocytomové [52]. Jejich nevyhoda vsak spociva
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V odvozeni od nadorovych linii, coz mliZze mnohé regulacni procesy v buiice ovlivnit.
Ve snaze vyhnout se tomuto problému byla vytvofena napfiklad linie ST14A odvozena
Z bungk striata krysiho embrya [53]. V soucasnosti je pozornost upiena na moznost vyuziti
neuralnich indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék, které by byly odvozené
z bunék pacientu trpicich HD [54].

Mezi mnohobunééné, nicméné jednodussi, modely patii had’atko obecné
(Caenorhabditis elegans), nebo octomilka obecna (Drosophila melanogaster). Vyhoda
obou téchto modeli spociva v nizkych provoznich nakladech a zaroven velkém mnozstvim
potomk, které poskytuji. Na modelu hadatka byla prokazana neurodegenerace spjata
s délkou polyglutaminového useku a vékem jedince [55] a nabizi se i jeho vyuziti
pro testovani 1é¢iv [56]. Vyhodou octomilky je snadné docileni exprese proteinu
v konkrétnich tkanich, pfipadné v konkrétnich fazich vyvoje, navic existuje Siroké
spektrum genetickych pfistupii, kterymi lze s timto modelovym organismem manipulovat
[57]. Dalsim vyvojové jednodu$§im modelem je danio pruhované (Danio rerio), jehoz
vyhodou je opét velké mnozstvi potomkii, levny chov a externi vyvoj jedinct [58].

Ackoli maji tyto jednodussi modelové organismy nesporné vyhody, je ziejmé,
ze jsou Clovéku velmi evoluéné vzdalené. Neni mozné s jistotou fict, na kolik jsou jejich
regulacni drahy timto faktem poznamenané. To je nejsilngj§im argumentem pro snahu

0 vyziti modeld, které by byly ¢lovéku vyvojové co nejbliZsi.

Mys (rod Mus)

Prvnim transgennim myS$im modelem Huntingtonovy choroby byla linie R6/2
nesouci 144 CAG tripletl. Vzapéti byla stejnou védeckou skupinou vygenerovéna druha
linie R6/1, s délkou repetice o 116 tripletech [59]. Projevuji se u nich symptomy typické
pro postup HD u lidi, jako je degenerace striata, problémy s ucenim ¢i ptitomnost inkluzi
mutovaného huntingtinu v neuronech [60-62]. Vzhledem k velké délce repetitivniho useku,
zejména u linie R6/2, je pro né charakteristicky rychly rozvoj a postup onemocnéni, ktery
pfipomina spiSe juvenilni formu nemoci [63-65]. Z tohoto divodu se hodi vice jako
modely pro testovani moznosti terapie, neZ pro objasnovani mechanismi rozvoje HD [66].
Obdobné projevy nemoci byly popsany i na modelu N171 — 82Q, diky nizSimu poctu
repetic (82) vsak manifestuje symptomy pozdéji [67].

Dalsim krokem v rozvoji mysiho modelu bylo pfipraveni kondicionalniho modelu,

ktery umoznil pozorovat disledky vypnuti exprese mutovaného htt. U téchto mysi
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skutecné dochazelo ke zlepSeni stavu, pravdépodobné v disledku vymizeni proteinovych
agregatll v mozkovych neuronech [68].

Kromé¢ vyse zminénych modelovych linii, které vSechny exprimuji pouze
N-terminalni ¢ast huntingtinu existuji i modely exprimujici huntingtin v celé délce, prvni z
nich byl pfipraven v roce 1998 [69], nebyl vSak dlouhodobé udrzovan. Dalsi modelové
linie byly pfipraveny vnesenim YAC (z angl. yeast artificial chromosome), existuje jich
nékolik, lisicich se vzajemné délkou polyQ useku [70]. O néco pozdéji byly piipraveny
i linie za pomoci vneseni BAC (z angl.bacterial arteficial chromosome) [71].

Pro minimalizaci moznych nepiesnosti vysledkd, které by mohly vzniknout vloZzenim
inzertu do nékterého funkéniho genu, byly vygenerovany také knock-in mysi linie. Ty jsou
utvafeny dvéma rGznymi zpisoby. Prvni moZnosti je vlozeni urcit¢ého mnozstvi CAG
repetic do mysiho endogenniho genu pro htt, ktery se nachazi na patém chromozomu [72].
Druhou variantou je pak zaména mysiho exonu 1 genu pro htt za lidsky, nesouci

patologické mnozstvi CAG triplett [73].

Potkan (Rattus norvegicus)

Vyhoda vyuziti potkani oproti mySim spocivd zejména v jejich rozvinutéj$im
a vétsim mozku, vétSim spektru dostupnych behaviordlnich testi 1 del§i délce Zivota,
umoziujici §irSi rozvinuti neurodegenerace. Byla ustanovena linie transgennich potkant,
nesoucich 51 CAG opakovani. Dochdzi u nich k procesu neurodegenerace, ktery odpovida

pribéhu HD s poc¢atkem v dospélosti [74].

Makak rhesus (Macaca mulatta)

Pro svou velkou fyziologickou, ale 1 genetickou podobnost, by mél byt primat
idealnim modelem pro vyzkum HD. Bohuzel tomu tak neni, zejména kvili jejich vysoké
cené a velkym chovnym narokiim. V neposledni fadé hraje roli i legislativa, ktera v mnoha
zemich praci s t€émito zvifaty témeéf znemoziuje. Transgenni makak byl pfipraven v roce
2008 injikaci lentivirového vektoru do opi¢ich oocytl. Narozeni jedinci se vzajemné lisili
Vv délce polyQ oblasti, pfi¢emz zvitata nesouci vice kopii umirala diive. Z péti jedincti dva
zemfeli prvni den, tfeti zemfel ve véku jednoho mésice. U zvitat se projevily symptomy
typické pro HD u lidi jako je chorea a dystonie, opét v zavislosti na poctu triplett, ktery
nesla. Pfitomnost mutovaného htt byla prokazana jak na urovni DNA, tak na trovni

proteinu [75].
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Ovce domaci (Ovis aries L.)

Model transgenni ovce byl vytvoien v Aucklandu, vroce 2007, mikroinjikaci
kompletniho genu pro htt se 73 CAG repeticemi do pronukleu jednobunécné zygoty [76].
Ovce byla vybrana jako modelovy organismus z vice diivodd. Jednim z nich je délka
zivota, ktera mtize presahovat deset let, zaroven je vyvoj jejich mozku obdobny vyvoji
mozku lidského, jejich chov je pomérmné nenaroény a jejich velikost umoziuje provadéni
chirurgickych zakrokd ¢i pouziti diagnostickych metod jako je MR (magneticka
rezonance) nebo PET (pozitronova emisni tomografie).

Po injikaci vektort do zygot se narodilo celkem Sest transgennich zvitat, Ctyfi samci
a dvé samice, které zalozily transgenni linii. Byly odchovany tfi generace transgennich
ovci, u nichz se pocet glutaminovych tripletd nijak vyrazné neméni [76]. U tohoto modelu
zatim nebyl pozorovan HD fenotyp, ale na rozdil od modelu makaka je stabilni

a zivotaschopny [75].

Libéchovské miniprase (Sus scrofa)

Vlastnosti, které¢ dé¢laji z prasete vhodného kandidata pro modelovani HD, jsou
obdobné jako u ovce — je to jeho dostate¢na velikost pro vyuziti zobrazovacich metod,
délka zivota umoznujici dlouhodobé studie a vysoky stupeit podobnosti mezi lidskym
a prase¢im mozkem [77]. Navic maji vyhodu ve vétSim poctu potomkt v jednom vrhu,
coz umoziuje vyuZiti pfibuzné netransgenni kontroly.

Chov miniprasat byl v Libéchové zalozen roku 1967 a byla vyuzita na ptiklad
pro vyzkum epidermalnich kmenovych bun¢k [78]. V roce 2009 byla vytvofena prvni
praseci embrya, kterd méla dat vznik zakladatelim linie miniprasat transgennich pro lidsky
huntingtin. Do prasec¢ich zygot byl injikovan vektor HIV1-HD-548aaHTT-145Q nesouci
N-termindlni ¢ast lidského huntingtinu se 145 CAG/CAA repeticemi. Po dozrani embryi
do stadia blastocysty, byla laparoskopicky vlozena do vejcovodii ndhradnich matek. Jedna
prasnice z vrhu c¢itajiciho celkem Sest selat byla transgenni. Od ni se odviji cela linie

az po soucasnou F3 generaci (Obr. 1).
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Obr. 1: Vlevo prvni vrh prasat, ktera se vyvinula zinjikovanych embryi,

mezi nimi Adéla, zakladajici samice celé linie. Vpravo prvni vrh F1 generace.

Pfitomnost mutovaného htt byla ovéfena pomoci PCR (z angl. Polymerase Chain
Reaction) na vzorcich ziskanych z koznich $té€pu prasat. VSechna transgenni zvitata nesou
jednu kopii N-terminalni ¢asti lidského mutovaného htt. Usek, ktery se do prase¢iho
genomu integroval je krat$i nez pivodni vektor, mé 124 CAG/CAA tripleti. Lokalizace
vloZeného konstruktu byla objasnéna pomoci metody FISH (z angl. Fluorescence In Situ
Hybridization) (Obr. 2).

Obr. 2: Pomoci metody FISH byl vloZeny vektor lokalizovan na chromozomu 1

v oblasti 1g24-925 [79].
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Exprese mutovaného huntingtinu byla prokazana v osmi ¢astech CNS (v motorické
¢asti mozkové kiry, hypotalamu, thalamu, mozecku, putamen, nucleus caudatus a v mise).
V perifernich oblastech téla byla jeho pifitomnost potvrzena v tenkém stfeve, plicich,
jatrech, ledvinach, vajecnicich a kiizi. Malé nebo zadné mnozstvi bylo nalezeno ve tkanich
zaludku, srdce, sleziny a v kosternim svalu.

V soucasné dobé probiha v laboratofi charakterizace fenotypu tohoto modelu a to jak
na bunééné urovni, tak na arovni celého organismu. Vyvoj i chovani FO — F3 generace jsou
srovnatelné s wt sourozenci. U kancti z F1 generace byl pozorovan pokles plodnosti
od priblizn¢ dvanacti mésicii véku (miniprasata pohlavné dozravaji ve v€ku zhruba péti
mesicll). Pomoci imunohistochemie, byla prokédzéna vyssi koncentrace mutované¢ho htt
v sedé hmoté mozkové oproti bilé hmoté. Metody AGERA (z angl.agarose gel
electrophoresis for resolving aggregates) ani filter radiation ovsem neodhalily v mozcich

Sestnactimésicnich prasat zadné proteinové inkluze [79].
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Autofagie

Autofagie je katabolickou bunéénou drahou nutnou pro pteziti bunky, jeji
diferenciaci a udrzeni homeostazy. Ma dvé zcela zésadni funkce a to zajistit buiice latky
nezbytné pro jeji preziti a zbavit buiikku intracelularnich komponentd, které by mohly
predstavovat potencialni nebezpeci. Na rozdil od proteasomil, které¢ degraduji predevsim
proteiny majici v buiice kratSi Zivotnost, je autofagie zaméiena spiSe na velké proteiny,
jejich komplexy a piipadné i na buné¢né organely [80]. Toto rozd¢leni funkci je dano
I rozméry proteasomu, jehoZz moznosti jsou omezeny velikosti vnitiniho poéru, ktera
nepiesahuje 53 angstromu [81]. Byly popsany tii hlavni formy této drahy, lisici se mezi
sebou zpisobem, jakym jsou rozkladané <astice urené k degradaci dopraveny
do lysosomu. Pokud neni specifikovano jinak, obecné se jako autofagie oznacuje jeji
konkrétni typ — makroautofagie, které je vénovana i tato prace. DalSimi typy autofagie jsou

autofagie zprostiedkovana chaperony a mikroautofagie (Obr. 3).

Typy autofagie

Autofagie zprostiedkovand chaperony

Pro autofagii zprostiedkovanou chaperony, je typické, Ze nevyzaduje tvorbu zadnych
vacku, specificky degraduje jen proteiny obsahujici aminokyselinovou sekvenci KFERQ
(lysin — fenylalanin — kyselina glutamova — arginin — glutamin). Ta je rozeznana
chaperonovym komplexem obsahujicim Hsc73 (z angl.heat shock cognate protein)
a za jeho asistence jsou proteiny transportovany pies membranu do lysosomu. PFitomnost
chaperonu je divodem pro¢ se proteiny dostavaji do lumen lysosomu Vv rozbalené formé
[82]. Jako receptor na lysosomalni membrané slouzi protein LAMP2 (z angl. lysosome-
associated protein) [83].

Stejné jako u makroautofagie je tato drdha maximalné aktivovand za podminek
pro buiiku neptiznivych, jako je naptiklad hladovéni. Obdobné zpiisoby regulace jsou
divodem, pro¢ je autofagie zprosttedkovand chaperony do jist¢é miry schopna

kompenzovat makroautofagickou drahu, v pfipadé jeji nefunk¢nosti, a naopak [84, 85].
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Mikroautofagie

Mikroautofagie je podobné jako makroautofagic méné specifickd a dalSim
spole¢nym rysem téchto dvou typt je schopnost degradace velkych struktur. Dochézi zde
k pfimému pohlceni ¢asti cytoplasmy vchlipenim lysosomalni membrany [86]. Nicméné

0 vyznamu mikroautofagie u vyssich eukaryot neni mnoho znamo.

Makroautofagie Autofagie
zprostiredkovana
Fagofor chaperony
Chaperonovy
komplex
Autofagosom Cytosolicky
) protein
LAMP2
Lysosom

Mikroautofagie

Obr. 3: Schematické shrnuti jednotlivych typi autofagie. Upraveno podle [87].

Makroautofagie

Makroautofagie je poslednim a nejrozsifenéj$im typem, této katabolické drahy.
Specificky je pro ni vznik dvoumembranovych vackl, autofagosomdu, které dopravuji
obsah ur¢eny k degradaci do lysosomu.

Na pocatku celého procesu je dvouvrstevnad membrana, fagofor. Postupné dochazi
k prodluzovani této membrany, az se uzavie a vytvori vacek, autofagosom, ktery do svého
lumen pohlti okrsek cytoplasmy obsahujici organely, proteiny, piipadn¢ i bakterie ¢i viry.

Samotny autofagosom dale splyva s lysosomem za vzniku autolysosomu (Obr. 4). Kyselé
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hydroldsy obsazené v lysosomu pak rozlozi obsah autofagosomu a jeho vnitini membranu
[88, 89]. Pfed samotnym splynutim autofagosomu s lysosomem muize dojit jesté k jednomu
mezikroku, pokud autofagosom splyne s endosomem. Tato struktura je oznaCovana jako
amphisom. Na procesu splyvani autofagosomu s lysosomem se vyznamné podili cytoskelet
bunky, konkrétné¢ mikrotubularni sit’, ktera zajistuje piesun autofagosomu k lysosomu
[90, 91]. Detailni popis vzniku autofagosomi, v¢etné jeho regulace, je obsahem nasledujici
kapitoly.

Makroautofagie ma hlavni vyznam pfedevSim v prvnich hodinach stresovych
podminek (4-6 hodin), typicky se tato funkce studuje prostfednictvim odnéti séra, Cili
hladovénim bun¢k. Pii prodluzovaném stresu se dostdva do poptfedi autofagie
zprostiedkovand chaperony, kterd dosahuje svého maxima zhruba dvacet hodin po odnéti
séra [92] .

Ani tato forma neni absolutné selektivni, ackoli se upousti od ptivodniho néazoru,
ze by byl obsah autofagosomi zcela nahodny. Jako receptorové proteiny byvaji
oznatovany napiiklad proteiny p62 (SQSTMI) [93], Alfy [94], nebo NBR1 (z angl.
neighbor of BRCA1 gene 1) [95].

Atgl2-AtgS
Q9
9

|

Izolovana membrana - fagofor Autofagosom Autolysosom
4 {a/

9

(29

LC3

Obr. 4: Makroautofagicka draha. DileZitou roli pri vystavbé fagoforu hraje
komplex proteinu Atgl2-Atg 5 (z angl. autophagy-related) a protein LC3, zajist'uji
totiZ elongaci autofagosomalni membrany. Detailné je jejich funkce rozebrana

v dal$im oddilu. Upraveno podle [96].
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Vznik autofagosomu

Vznik autofagosomtl, komplexni proces slozeny z nékolika dil¢ich krokd, je shrnut
na obrazku 5.

Autofagie je nejhloubéji prozkoumana u kvasinek, u kterych bylo identifikovano 18
klicovych Atg gent nezbytnych pro tvorbu autofagosomu — Kk vétsin€ z nich existuje i savéi
ortolog. Vzhledem k faktu, ze je ma prace zalozena na modelu miniaturniho prasete budu

Vv jednotlivych krocich uvadét nazvy savcich ortologt.

Iniciace tvorby autofagosomu

Na pocatku tvorby autofagosomu ma zasadni vyznam komplex 1 slozeny z proteint
ULK1 a 2, Atgl3 a FIP 200. Jedna se o stabilni komplex, jehoz dv¢ kindzy ULK1 a ULK2
interaguji s komplexem mTORC1 (z angl. mammalian target of rapamycin complex 1),
ktery obsahuje kinazu mTOR (z angl. mammalian target of rapamycin). Ta je hlavnim
inhibitorem autofagie, protoZe prostfednictvim fosforylace inhibuje obé kinazy ULKI1
a ULK2. Pokud je mTOR neaktivni (inhibovéana je za neptiznivych podminek), ULK1 a 2
jsou aktivni a fosforyluji oba své substraty — Atgl3 a FIP 200 [97]. Atgl3 je navic
stabilizovan prostfednictvim Atgl01, ktery nema sviij homolog u Saccharomyces
cerevisiae [98, 99]. U savct neni znam konkrétni mechanismus vlivu tohoto komplexu
natvorbu autofagosomu, protoze se zde netvoii PAS (z angl. pre-autophagosomal
structure), jakysi shluk proteinti davajici zaklad pro budouci autofagosom, v némz je
angazovan u kvasinek. Nicmén¢ v ptipad¢ naruSeni tohoto komplexu dochazi 1 k naruseni
tvorby autofagosomu [100].

Druhym proteinovym komplexem nepostradatelnym Vv této fazi je komplex
fosfatidylinositol-3-kinazy Ill.tfidy (PI3KC3). Kromé& PI3KC3 obsahuje jesté regulaéni
protein kindzu p150, Beclin 1 a protein Barkor (z angl. beclin 1- associated ATG key
regulator), ktery ziejmé zajistuje lokalizaci proteinu Beclin 1 na autofagofor [101].
Interakce mezi proteiny Beclinl a PI3BKC3 je zajisténa proteinem Ambral [102]. Komplex
PISBKC3 produkuje fosfatidyinositoltrifosfat (PI3P), ktery je dilezitou soucasti
autofagosomalni membrany a zprostfedkovava interakci s proteiny dualeZitymi
V nasledujicim kroku. V soucasné dobé vztah obou téchto komplext ziistava neobjasnén.

Dalsimi dtlezitymi proteiny v tomto kroku jsou WIPI 1/2 (z angl. WD-repeat protein
Interacting with Phospholnosides), fungujici jako leseni pro PI3P [103] a Atg9L1 tvorici
platformu pro dalsi proteiny a lipidy.
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Elongace autofagosomdlni membrdany

V dalsim kroku, kterym je elongace autofagosomalni membrany jsou zapojeny dva
ubiquitinu-podobné konjugacéni systémy.

Prvnim z nich je komplex Atgl12-Atg5-Atgl6L. Pti jeho tvorbé dochazi ke konjugaci
proteinit Atgl2 a Atg5, poté co je Atgl2 aktivovan prostfednictvim Atg7, k samotnému
propojeni dojde prostiednictvim Atgl0. Atg7 vystupuje v roli E1 ubiquitin-aktivaéniho
enzymu, zatimco Atgl0 ma funkci E2 ubiquitin-konjugacniho enzymu. Jeho role je
zasadni pro lokalizaci a spravny pribéh konjugacnich krokt u proteinu LC3 [104, 105].

Druhy konjugaéni systém zajist'uje vznik lipidované formy LC3 - LC3 Il. Protein
LC3 je nejdiive Stépen protedsami z Atg4 rodiny, ¢imz dochazi k odhaleni glycinového
zbytku na jeho C konci [106]. Na tomto misté je pak pfipojen k fosfatidylethanolaminu
(dale PE), soucasti fosfolipidové dvouvrstvy. Pfipojeni opét probihd v nékolika dil¢ich
krocich, za Gcasti vice proteint, Atg7 opét jako E1 ubiquitin-aktivaéni enzym, Atg3 jako
E2 ubiquitin-konjugaéni enzym a komplex Atgl2-Atg5-Atgl6L jako E3 ubiquitin-
konjugaéni enzym [107]. LC3 II je hlavnim stavebnim kamenem autofagosomalni
membrany, zajistuje jeji prodluzovani a fazi [108]. V bufice jsou tedy pfitomny dvé formy
proteinu LC3 - LC3 I solubilni forma, vyskytujici se volné v cytoplasmé a LC3II, forma
konjugovana s autofagosomalni membranou.

Po dokonceni formace autofagosomu komplex Atgl2-Atg5-Atgl6L opousti
membranu, zatimco LC3 II ziistava lokalizovan na vnitini i vnéj§i membrané. To je také
divod, pro¢ je LC3 II vyuZivan jako typicky autofagosomalni marker.

Vyjma této kanonické drahy vzniku autofagosoml byly prokédzany i jiné moZnosti
jejich tvorby, za ucasti Golgiho aparatu a membran odvozenych z endosomi, piipadné

u rakovinnych bun¢k po osetteni resveratrolem [109, 110].

Maturace a degradace autofagosomu

V prubéhu tohoto posledniho kroku se zapoji celd tfada regulacnich proteint, ale je
zavisly 1 na acidifikaci autofagosomalnich kompartmentd a mikrotubularni siti.

Dulezitymi regulatory jsou proteiny Rubicon (z angl. RUN domain and cysteine-rich
domain containing, Beclin l-interacting protein) a UVRAG (zangl. UV irradiation
resistance-associated gene), Rab proteiny, SNARE receptory (z angl.Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors), ESCRT (z angl. endosomal

sorting complex required for transport) komplex, Hrs (z angl. hepatocyte growth factor-
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regulated tyrosine kinase substrate) protein a protein DRAM-1 (z angl. Damage-regulated
autophagy modulator 1).

Rubicon a UVRAG ve spolupraci s proteiny PI3BKC3 a Beclin 1 zpomaluji dozravani
autofagosomu a rychlost endocytézy [111], zatimco Beclin 1 v interakci jen s PI3KC3
a Rubicon naopak tyto procesy urychluji [112].

UVRAG interagujici s proteinem Rab7 a Vsc (z angl. vacuolar protein sorting
complex) téidy C, stimuluji fazi autofagosomu a lysosomu [113]. Fuzi kontroluji také
proteiny z rodiny SNARE, konkrétné se jedna o VAMP-3 a VAMP-7 (z angl. vesicle-
associated membrane protein ) [114], a komplex ESCRT 111 [115].

Hrs protein interaguje s PI3P a usnadiuje maturaci autofagosomi. Protein DRAM-1,
ktery je regulovan prostiednictvim p53 a ma nékolik sestfihovych variant, mé ziejmé vliv
na pozdni stadia autofagie, neni jasné, jakym konkrétnim mechanismem se uplatiiuje [116],
nicmén¢ autofagii ziejmée ovliviiuji konkrétné jeho isoformy 4 a 5 [117].

Za acidifikaci jsou zodpovédné vakuolarni ATPasy, které pumpuji H+ ionty
do lumen lysosomu, pH klesa a aktivuji se lysosomalni enzymy nezbytné pro rozklad jeho

obsahu. Pokud jsou zablokovény, k degradaci obsahu nedochézi.

Regulace autofagie prostiednictvim mTOR kindzy

Reakce na mnoho signall, vyvoldvajicich zvySenou autofagickou aktivitu, je
zprostiedkovdna mTOR kinazou, 289kDa velkym proteinem, zdsadnim pro proliferaci
a rast bun¢k. Témito signaly mize byt naptiklad hladina gluk6zy, mnozstvi aminokyselin
nebo rustovych hormont v burice [118]. MTOR kinazova draha zahrnuje dva komplexy
mTORC1 a mTORC2, které se mezi sebou lisi citlivosti vii¢i rapamycinu. Komplex
mTORC?2 je, na rozdil od mTORCI, rapamycinem zablokovdn aZ po delSim oSetieni.
U mTORCI je jeho vliv patrny jiz po 30 minutach, zatimco u mTORC?2 jsou patrné¢ zmény
po 24 hodinach [119, 120]. Pro autofagickou drahu je podstatny komplex mTORCI.
Obsahuje mTOR kinazu, protein Raptor (z angl. regulatory-associated protein of mTOR,
PRAS40 (z angl. proline-rich Akt substrate 40 kDa, mLST8 (z angl. mammalian lethal
with Secl13 protein 8) a Deptor (z angl. DEP domain-containing mTOR-interacting
protein). Autofagie je diky mTORCI inhibovana prostiednictvim fosforylace ULK1 a 2,
¢imz je zabranéno fungovani komplexu 1 [121, 122]. Moznosti umélé stimulace autofagie,

mezi néz spada i ovlivnéni mTOR kindzy, jsou uvedeny v tabulce 1.
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Obr. 5: Vznik autofagosomu. Za inicia¢ni krok je odpovédny komplex 1 (ULK1
a 2, Atgl3, AtglOl a FIP 200) a komplex proteini okolo PI3KC3, odpovédny
za produkci PI3P, soucasti autofagosomalni membrany. Elongaci autofagosomalni
membrany zprostiedkovava skupiny proteinii Atg a protein LC3, ktery za pomoci
dalSich Atg proteinii prechazi z volné cytoplazmatické formy do formy konjugované
s autofagosomalni membranou s pripojenym fosfatidylethanolaminem. Na obrazku se
nachazi i protein p62 a NBR1, jakoZto proteiny odpovédné za vybér degradovanych
¢astic. Hlavnim regulitorem autofagie je proteinovy komplex mTOR, blokujici

ooooooo

inicia¢ni fazi tvorby autofagosomu, konkrétné pak komplex 1. Upraveno podle [123].
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Tab. 1: Zpisoby umélé stimulace autofagie

Zptsob osetieni

Mechanismus ptlisobeni

Reference

3-methyladenin (3MA)

pusobi jako aktivator pouze za podminek, kdy ma
bunka dostatek zivin

nastup ucinku po delsi dobé ptisobeni (alespoii 9h)

v nedostatku zivin naopak autofagii blokuje

rozdilné ptsobeni vlivem ucinku na rizné tfidy PI3K,

které ovliviiuji aktivaci mTOR kinazy

[124]

Bafilomycin A;

rizné ucinky s ohledem na délku plsobeni

v prvnich hodinach zvySena detekce proteinu LC3
Vv disledku nefunkénosti hydrolaz

pti prodlouzeném plisobeni (okolo 12 hodin)

blokovano splyvani autofagosomil s lysosomy

[125]

Hladoveéni

nejvetsi efekt mél byt patrny po 4-6 hodinach
vyhodou jsou prakticky nulové néklady, buiiky jsou
inkubovany v médiu bez séra

dochazi k inhibici mTOR kinazy

[126]

Rapamycin

op¢t inhibice mTORkinazy » aktivace autofagie

po ctyfech hodinach patrné rozdily

[46]

Chlorid amonny
(NH,CI)

neutralizace pH lysosomu, snizeni aktivity proteaz
zvySeni mnozstvi autofagosomt po osetreni bunék
ukazuje, ze v bunikach autofagie bézi na

bazalni Grovni

autofagosomy nejsou odstraniovany pies lysosomy

[127]

Thapsigargin

blokace fuze autofagosomti a lysozomu, Cili stejné
jako u NH,Cl hromadéni autofagosomii, nikoli piima

aktivace tvorby

[128]

Makroautofagie a Huntingtonova choroba

Jak je patrné z pfedchozich kapitol, méd autofagie v Huntingtonové chorobé

nezanedbatelnou roli, protoZze pravé jejim prostiednictvim by mély byt z buiky

odstrafiovany proteinové agregaty, které pti tomto onemocnéni vznikaji.
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Na striatalnich bunikach mysiho knock-in HD modelu prokazal kolektiv autord, Ze na
bunécné urovni jsou rozdily mezi wt a Kknock-in jedinci patrné jiz velmi brzy,
coz podporuje fakt, ze aktivace autofagické drahy patii mezi dalezit¢ a rané odpovédi
bunky [129].

Vyzkum provedeny na transgennim mySim modelu ukazal snizenou hladinu
degradace proteini prostfednictvim makroautofagie, ale zaroven zvySené mnozstvi
autofagosomalniho markeru, proteinu LC3 II, vbunce. Na zakladé¢ elektronové
mikroskopie a analyzy autofagosomalni frakce vytvofili autoii hypotézu, podle které by
nem¢l byt u transgennich zvitat problém pii tvorbé autofagosomt (hladina LC3 II dolozena
prostfednictvim western blotd a imunocytochemického barveni je oproti wild-type
zvitatim vyssi), ale pfi samotném plnéni autofagosomd, které postradaji typicky obsah
pozorovatelny u wt jedinct [126].

V tomto ptipadé by mohl hrat velmi dulezitou roli protein p62, ktery je bézné
nachdzen jako soucdast proteinovych agregatii v buiice, a navic rozeznava protein LC3 I,
soucast autofagosomalni membrany [130, 131]. Jeho exprese je zvySena v burnikach, které

obsahuji polyglutaminové inkluze, mél by mit pro buriku protektivni funkci [132].
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Cile prace

Ve své praci se zabyvam autofagii na modelu libéchovského miniprasete, nesoucim
N-termindlni ¢ast lidského mutovaného huntingtinu. Pro ovéteni fungovani této drahy jsem
zvolila analyzu hladiny dvou pro autofagii zasadnich proteinii a to LC3 a p62.

Cile prace jsme stanovili takto:
Porovnat vliv in vitro osetfeni (rapamycin, NH,Cl) na autofagickou drahu.
Srovnat funkci autofagosomalni drahy u wt a tg jedinci

Vyhodnotit souvislost autofagosomalni dysfunkce a rozvoje onemocnéni

Srovnat hladiny obou proteinii u riznych mozkovych tkani
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3. Material a metody

Material a chemikalie

Kultivace bunék

KCI, KH;PO4, Na;HPO,, gentamycin, EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova),
trypsin, rapamycin, NH4Cl (v8e Sigma Aldrich); FBS (fetilni bovinni sérum)
(GE Healthcare, Sigma-Aldrich); NaCl (Carl Roth); Heparin forte (Zentiva); Ficoll-Paque
PLUS (STEMCELL Technologies); kultivaéni médium Minimum Essential Medium -
Alpha Medium (Gibco)

Priprava vzorka

urea, thiourea, NP-40 (Nonidet P-40), TCEP [tris(2-carboxyethyl)phosphine] (vse
Sigma Aldrich); inhibitory proteaz, inhibitory fosfataz (vSe Roche); Pierce 660nm Protein
Assay (Thermo Scientific); NuPAGE® LDS Sample Buffer 4x, NuPAGE® Reducing
Agent 10x (v8e Life Technologies); CHAPS [3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-
1-propanesulfonate hydrate] (Carl Roth)

Western blot

3-8% gradientové gely NuPAGE® Novex Tris-Acetate, NuPAGE® Novex 4-12%
Bis-Tris Gel, NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running Buffer, NuPAGE® MES SDS
Running Buffer, NuPAGE® Antioxidant, iBlot® Transfer Stack PVDF, iBlot® Transfer
Stack Nitrocellulose (vse Life Technologies); Tris-HCI, glycin (Carl Roth); SDS
(dodecylsulfat sodny), NaCl, Tween 20 (polyoxyethylensorbitan monolaurat) (vSe Sigma-
Aldrich); metanol (Lachner); netu¢né mléko; primarni a sekundarni protilatky (tabulky 4 a
5); Luminata Crescendo Western HRP substrate (Merck Millipore); fotograficky film CL-

Xposure (Thermo Scientific)
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Experimentalni zviirata

K veskerym experimenttli jsem pouzivala model libéchovského miniprasete. Seznamy
prasat pouzitych pro jednotlivé experimenty, vcetné jejich charakterizace jsou uvedeny
v tabulkach 2 a 3. U transgennich jedinct byla prokazana pfitomnost mutovaného htt
(vlozeny konstrukt s N-termindlni C¢asti lidského htt) i htt endogenniho (praseciho).
Vsechna pouzitd zvifata, mimo nepiibuznych kontrol, jsou vyznacena V nasledujicim

rodokmenu (obr. 6).
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Obr. 6: Rodokmen s vyzna¢enymi jedinci pouZitymi pro experimenty.
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Metody

Odbér a kultivace mezenchymalnich kmenovvch bunék

Odbér byl provadén u prasete v celkové anestezii z kiidla kycelni kosti pomoci
bioptické jehly. Ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu byla kostni dfenl natfedéna
v poméru 1:1 s roztokem 2 % FBS v PBS s heparinem a navrstvena na separacni roztok
Ficoll-Paque Plus (hustota 1,077 g/ml) v poméru 4:3. Béhem centrifugace doslo
k rozd€leni kostni krve na jednotlivé frakce, pifi¢emz pro izolaci MSC byla vyuzita
opalescencni vrstva mononuklearnich bun¢k. Celkovy pocet bun€k a jejich viabilita byla
stanovena pomoci piistroje Vi-Cell (Beckman Coulter), ptficemz z jedné izolace bylo
ziskano ptiblizné 60 miliond jadernych buné¢k a jejich Zivotnost se pohybovala v rozmezi
95 — 98%. Bunky byly kultivovany po dobu pfiblizné 3 — 4 tydntt v MEM Alpha mediu
obohaceném o 10 % FBS (z angl. Fetal Bovine Serum) a 50 mg/ml gentamycin
pii 37°C/5% CO2 s vyménou kultivaéniho média jednou za 3 dny. Buiiky byly pasazovany
po dosazeni 80% konfluence pomoci 0,5% roztoku trypsinu s EDTA (5 minut; 37°C).

Po tieti pasazi byly vystaveny riznym oSetienim za ucelem stimulace autofagie.
Prvni populace bun¢k byla osetiena 10mM NH4Cl po dobu 4 hodin, druha byla oSetiena
100nM rapamycinem po dobu 6 hodin, tieti NH4Cl 4 hodiny a rapamycinem 6 hodin
a ¢tvrtd, posledni, bunécna populace byla ponechéna jako kontrolni, bez oSeteni. Nasledné
byly buiky sklizeny, opét pomoci roztoku trypsinu s EDTA, 3x promyty v PBS a sucha
peleta byla okamzité zmrazena pii — 80°C [133].
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Tab. 2: Experimentalni zvifata vyuZita pro odbér mezenchymalnich kmenovych

bunék.

Oznaceni Stari pri odbéru
Generace Genotyp Pohlavi
zvirete (mésice)

K224 tg 4

15
K226 wt 3
K150 tg 3
K151 wit 48

18
K152 tg 3

F2

K153 wt Q
K63 tg 3
K64 wt 3

21
K65 tg Q
K66 wit Q
G117 tg 3

F1

G118 tg 3

30
G142 wit Q

nepiibuzna

G143 wt Q

Odbér mozkovych tkani

V celkové anestezii byla prasatim (tab. 3) provedena transkardialné celotélova
perfuze ledové vychlazenym roztokem PBS. Nasledné byl z usmrceného zvifete odebran
mozek a vzorky z jednotlivych jeho Casti zmraZzeny v tekutém dusiku a uchovany
pii teploté — 80 °C, ptipadné ponechany pro okamzité zpracovani.

Vzorky cerstvych tkani jsem ulozila na led a zahajila jsem jejich dalsi zpracovani.

Pro kazdého jedince jsem vyuzivala vzorky tkani kiiry mozkové, mozecku a striata.
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Tab. 3: Experimentalni zviirata vyuZita pro odbér mozkové tkané

Oznaceni Stari pri odbéru
Generace Genotyp Pohlavi
zvirete (mésice)

K8 tg 3

K10 tg Q

F2 K55 tg Q

24

K56 wit Q

K54 wit 3

nepiibuzna G363 wit Q

Priprava vzorkia

Mezenchymalni kmenové buriky

K jesté zmrzlé pelet¢ zamrazenych MSC jsem piidala lyzacni pufr (7M urea, 2M
thiourea, 3% CHAPS, 2% NP-40, 5mM TCEP) s inhibitory fosfataz a protedz v mnozstvi
50 pl na jeden milion bunék. Po pfidani pufru jsem vzorky zvortexovala, aby doslo
Kk uvolnéni pelety ze dna, 1yza vzorkl probihala ve 4°C za mirné rotace po dobu 30 minut.
Nasledovala sonikace na ledu po dobu 10 minut a centrifugace po dobu 15 minut, pfi 4°C
a20000g (centrifuga Allegra X-22R, Beckman Coulter). Vysledny supernatant jsem
pouzila pro méfeni obsahu proteini ve vzorku. Veskeré piipravné prace se vzorky

probihaly na ledu za u¢elem zabranéni degradace proteind.

Mozkové tkané

Cerstvé 1zolované tkdné jsem homogenizovala v lyzaénim pufru pomoci
homogenizatoru dle Douce. Mozkovou kliru a mozecek jsem homogenizovala osmi tahy
homogenizatoru, striatum Sesti tahy. Pocet tahli zavisel na mnoZzstvi vaziva v dané tkéni.

Dalsi postup byl totozny s ptipravou vzorkt u MSC.

Mé¥eni obsahu proteinu ve vzorcich

Pro zjisténi obsahu proteinu v jednotlivych vzorcich jsem vyuzivala Kit Pierce 660nm

Protein Assay. Mnozstvi proteinu jsem méfila pomoci ELISA readeru (Synergy HT
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Microplate Reader, BioTek) a programu Gen 5 verze 1.05 (BioTek). Ke vzorkiim jsem
nasledné ptidala SDS (z angl. sodium dodecyl sulphate) redukujici pufr (LDS Sample
Buffer, NuPAGE® Reducing Agent) a vzorky zahfala na teplotu 95°C na 5 minut,
aby doslo k jejich uplné denaturaci. Vysledna koncentrace vzorkd byla 2ug/ml, vzorky

byly uchovavany na ledu.

Western blot a vvhodnoceni vysledki

Elektroforeticka separace proteinii

Na separaci proteinll jsem vyuzivala metodu SDS-PAGE (z angl. sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), pfi niz jsou proteiny rozdélené na zakladé
jejich molekulové hmotnosti. Pro naslednou detekci proteini LC3, p62 a B-tubulinu jsem
pouzivala 4-12% gradientové bis-tris gely (NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gel),
pro detekci huntingtinu a B-tubulinu 3-8% gradientové tris acetatové gely (NuPAGE®
Novex 3-8% Tris-Acetate Gel). Ukazalo se, ze jiz pfipravené gradientové gely jsou
schopné 1épe rozliSit proteiny nez gel nalévany (zejména pii rozliSovani forem proteinu
LC3, kde je velmi maly rozdil v molekulové hmotnosti).

Vzorky jsem nanaSela v mnozstvi 5-20 pg, v zavislosti na pouzité protilatce. Nanaska
byla optimalizovana v zavislosti na mnozstvi tubulinu, ktery patii mezi tzv. housekeeping
proteiny a jeho hladina je v bunikdch téméf neménna. Separace proteinil probihala
za konstantniho napéti 125V piiblizné 100 minut. Pouzivala jsem vychlazeny pufr
s piidavkem antioxidantu (NuPAGE® Antioxidant), ktery slouzi k zabranéni reoxidace
proteind. V piipadé 3-8% gelu §lo o pufr NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running Buffer,
na gely s vétsi hustotou 4-12% jsem pouzivala pufr NuPAGE® MES SDS Running Buffer.

Pienos a detekce proteinit

Po skonceni elektroforézy jsem 3-8% gely inkubovala 10 minut
Vv ekvilibra¢nim pufru (25mM Tris-HCI, 125mM glycin, 0,1% SDS, 20% metanol, pH 8,1—
8,4), ktery mél usnadnit pfenos velkych proteini na membranu. Z téchto gelti jsem pomoci
aparatury iBlot (iBlot dry blotting system, Life Technologies) ptenasela proteiny
na nitrocelulozovou membranu, pro 4-12% gely jsem pouzivala PVDF (z angl.
polyvinylidene difluoride) membranu. Membranu jsem blokovala po dobu jedné hodiny
v 5% mléce v TTBS (zangl. Tris- Tween Buffered Saline) (136mM NaCl, 0,0005%
Tween, 2M Tris-HCI, pH 7,6), abych ptedesla nespecifickému navazani protilatky
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na oblastech membrany, kde se vzorek nevyskytoval. Po blokaci jsem membrany vlozila
do blokovaciho roztoku s pfidanou primarni protilatkou, v némz byly inkubovany pies noc
pii 4°C.

Dalsi den jsem membrany vyjmula, promyla 3x10 minut v TTBS, ¢imZz doslo
K odmyti nenavazané protilatky a vlozila je do roztoku 5% mléka v TTBS s obsahem
druhové specifické sekundarni protilatky s konjugovanou kienovou peroxidazou.
Po hodinové inkubaci pii pokojové teploté jsem membrany opét promyla 3x10 minut, i zde
za ucelem odmyti piebytecné protilatky. Nasledné¢ jsem membrany inkubovala 5 minut
s chemiluminiscen¢nim ¢inidlem (Luminata Crescendo, Merck Millipore), které funguje
jako substrat pro kienovou peroxiddzu. Tim byl vyvolan svételny signal, ktery jsem

zachytila na fotograficky film.

Tab. 4: Piehled pouZitych primarnich protilatek. Redéni vidy v 5% © mléka
v TTBS.

Cilovy Nazev Katalogové .
_ Vyrobce Redéni Druh
protein protilatky ¢islo
LC3 Anti-LC3B ) ) )
) Sigma - Aldrich L7543 1:10 000 rabbit
(formalall) antibody
Anti-
p62 SQSTM1/ Abcam ab91526 1:5 000 rabbit
p62 antibody
huntingtin
(endogenni i AB1 [9] 1: 1000 rabbit
transgenni)
: anti-p- : :
B - tubulin ) Sigma-Aldrich T4026 1:50 000 mouse
tubulin
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Tab. 5: Piehled pouZitych sekundarnich protilatek. Redéni vidy v 5% O mléka
v TTBS.

Cilovy Nazev Katalogové | |
) Vyrobce Redéni Druh
protein protilatky cislo
_ Peroxidase Jackson
rabbit 1gG o 711-035-152 | 1:10 000 | donkey
AffiniPure | ImmunoResearch Inc.
Peroxidase Jackson
mouse 1gG 715-035-151 | 1:10 000 | donkey

AffiniPure ImmunoResearch Inc.

Vyhodnoceni vysledkii

Vyvolané filmy jsem naskenovala na kalibrovaném denzitometru GS-800 (Bio-Rad)
a hladiny jednotlivych proteind jsem stanovovala proméfenim optické denzity v softwaru
Quantity One 4.6.5. (BioRad). Statistické vyhodnoceni probéhlo na zakladé¢ dvou
technickych replik, pfi¢emz pro experiment zalozeny na MSC jsem méla k dispozici
v ramci kazdé skupiny dvé biologické repliky daného genotypu. Vyjimku tvoii skupina
patnactim&si¢nich prasat, kde byla k dispozici jen jedna biologicka replika kaZdého
genotypu. Pro tkan¢ mozkd jsem méla k dispozici data od tii biologickych replik s velmi
podobnym biologickym pozadim. Az na vyjimky se jedna o zvifata ze stejnych vrhi, tedy
0 sourozence, nebo z vrhi velmi blizkych. Navic by mél byt minimalizovan vliv prostiedi,
vzhledem k faktu, Ze vSechna prasata jsou chovana za stejnych podminek.

Pro statistické testovani jsem vyuzivala software GraphPad Prism. Normalitu dat
jsem testovala pomoci Shapiro — Wilkova testu normality, vzhledem k malému objemu dat
se ji ale nepodatilo prokazat. Na zaklad¢ literatury a konzultace se statistikem jsem dal
predpokladala normalni rozlozeni dat. K dal§imu testovani jsem pouzivala dvouvybérovy
studentuv t-test a test two-way anova pro testovani dvojného tiidéni. V grafech jsou

zobrazeny aritmetické primeéry se stiedni chybou praméru.
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4. Vysledky

Detekce endogenniho a mutovaného huntingtinu u dale vyuzivanych

vzorku

U vzorkt MSC i mozkovych tkani, které jsem vyuzivala pro dalsi experimenty, jsem
ovefila pritomnost respektive nepfitomnost N-termindlni casti lidského mutovaného
huntingtinu. Krom¢ mutovaného htt u tg jedinci jsem detekovala i piitomnost htt
endogenniho, a to jak u tg tak i u wt jedincii. Obtizna detekce endogenni formy huntingtinu
je pravdépodobné zptisobena jeho velkou molekularni hmostnosti, kterd mize komplikovat
jak separaci proteini v gelu, tak i jejich pfenos z gelu na membranu. Reprezentativni

ukéazkou western blotli wt a tg jedince je obrazek 7.

MsSC Tkané mozku

wt tg wt tg
N K RNR| N K R NR MK M S MK M S
Endogenni htt— 330 kDa i..l “l‘[i - .H .L .4
Transgenni htt —120 kDa -l e e
p— tubulin—55kDa - e e e | E—— D D | e e

Obr. 7: Reprezentativni obrazek detekce obou forem huntingtinu ve vzorcich
MSC a mozkové tkané. Na pritomnost htt byly testovany vSechny dale pouzité
vzorky, zobrazeny jsou vidy vzorky z jednoho tg a jednoho wt jedince pro kazdy typ
vzorku. (MK — mozkova kiira, M — mozecek, S — striatum; N — buiiky oSetiené
chloridem amonnym; K - Kkontrolni, neoSetfené buiiky; R — buiiky oSetfené
rapamycinem; NR — buiiky osetifené NH,Cl i rapamycinem; wt — wild-type jedinci;

tg — transgenni jedinci)
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Experiment zaloZeny na mezenchymalnich kmenovych burikach

V ramci tohoto experimentu jsem sledovala hladinu proteinu LC3, ktery je obecné
uznavany jako autofagosomalni marker [134]. Druhym sledovanym proteinem byl p62,
ktery se také pouziva pro sledovani Grovné autofagie, nicméné Vv naSem piipadé jsme ho
vybrali zejména proto, ze je oznaCovan jako receptor zodpovédny za vybér obsahu
autofagosomu [95]. Vzhledem Kk tomu, Ze jsme chtéli ovéfit hypotézu stanovenou v praci,
ze které jsme vychazeli [126], Ze mnozstvi autofagosomt je u populace bunék s HD vyssi,
avSak autofagosomy se neplni pfislusSnym obsahem, byla volba sledovani receptoru
logicka.

Mezenchymalni kmenové bunky jsme vybrali zejména sohledem na jejich
dostupnost. Ziskavaji se z kostni diené, coz je zasah do organismu, ktery nevyzaduje
usmrceni zvifete. Experiment byl naplanovan pro skupinu ¢trnacti zvirat ve véku 15 — 30
mésict. Ke kazdému tg jedinci byla k dispozici wt kontrola pro moznost odhaleni
pfipadného fenotypu. Vzorek kaZzdého zvifete jsem zpracovavala ve trech riznych
oSetienich (+ kontrolni, neoSetfené burky), ktera méla zvyraznit piipadné rozdily - celkem
Ctyti vzorky z jednoho jedince.

Sledované proteiny jsem detekovala pomoci western blotu (Obr. 8). Protein LC3
jsem detekovala dle ocekavani ve dvou formach ve spodni casti gelu - formu LC3 |
v oblasti 18kDa, zatimco formu LC3 |l voblasti 16kDa. Forma konjugovana
s autofagosomy LC3 I ma sice po ptipojeni PE vétsi molekulovou hmotnost, nicméné diky
své hydrofobicité putuje gelem rychleji. Protein p62 jsem detekovala v oblasti odpovidajici

60 kDa, B-tubulin slouzici jako kontrola mnozstvi naneseného proteinu v oblasti 55kDa.

wt tg
N K R NR N KR NR
p62 - 60kDa - — - -— ey
f-tubulin —=55kDa - - - - —— -

LC31-18 kDa

LC3 Il - 16 kDa B~ ="

Obr. 8: Reprezentativni obrazek detekce sledovanych proteini v MSC buiikach.

(K - kontrolni, neoSetirené buiiky; R — buiiky oSetiené rapamycinem; N — buiiky
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oSetiené chloridem amonnym; NR - buiiky oSetfené NH,Cl i rapamycinem,;

wt — wild-type jedinci; tg — transgenni jedinci)

Nejdiive jsem analyzovala vliv jednotlivych typti oSetfeni na autofagickou drahu
nezavisle na véku zvirat (Obr. 9). Z grafu A je patrné, ze na cytoplazmatickou formu
proteinu LC3 | nema oSetieni prakticky zadny vliv — statistické testy neprokazaly vliv
oSetfeni na zménu hladiny proteinu, ani fakt, Ze se hladina proteinu 1i$i mezi transgennimi
a wild-type jedinci.

U formy autofagosomalni (graf B) jsem na hladiné vyznamnosti P < 0,001 potvrdila
vliv oSetfeni chloridu amonného i jeho kombinace srapamycinem oproti kontrolnim
bunkam, mechanismus vlivu téchto latek na buriku je shrnut v tabulce 1. Samotné oSetfeni
rapamycinem ma na bunku vliv minimalni, statisticky nevyznamny. Rozdil mezi
transgennimi a Wild-type zvifaty neni statisticky vyznamny.

Treti graf (C) ukazuje vliv oSetfeni na pomér autofagosomalni formy proteinu
k celkovému mnozstvi proteinu LC3 v bunkach, tedy procentualni zastoupeni formy II
Vv burice. I zde se potvrzuje zavér, ktery jsem vyvodila z piedchoziho grafu opét na hlading
vyznamnosti P < 0,001 jsem prokazala, ze oSetieni chloridem amonnym, pfipadné
v kombinaci s rapamycinem ma na MSC vliv a to bez ohledu na genotyp, kde se opét
neprokazal vyznamny rozdil.

Statistické hodnoceni hladiny proteinu p62 v bufice (graf D) prokazalo statisticky
vyznamny vliv oSetfeni NH4Cl a NH4Cl v kombinaci s rapamycinem (hladina vyznamnosti
P <0,001) u vzorkti wt jedinct, nikoli v§ak u transgennich zvitat. Pro transgenni prasata se
vliv zadného oSetfeni oproti kontrole nejevi statisticky vyznamny. Mezi transgennimi
awild-type zvitaty je statisticky vyznamny rozdil pouze mezi kontrolnimi populacemi

bunék na hladiné vyznamnosti P < 0,05.
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Obr. 9: Vliv oSetieni na hladinu proteini v buiikkach nezavisle na véku zvirat:
A - hladina proteinu LC3 I, B - hladina proteinu LC3 I, C - pomérna ¢ast proteinu
LC3 Il k celkovému mnozstvi LC3 v buiice, D - hladina proteinu p62. (K — kontrolni,
neoSetifené buiiky; R — buiiky oSeti'ené rapamycinem; N — buiiky oSetiené chloridem
amonnym; NR — buiiky oSetiené NH,Cl i rapamycinem; wt — wild-type jedinci;

tg — transgenni jedinci)

Nasledujici série grafii (Obr. 10) znazoriuje rozdil v poméru mnozstvi proteinu LC3
Il, k celkovému mnozstvi proteinu v buice u wild-type a transgennich jedincti v ramci
jednotlivych veékovych skupin, opét pro vSechna oSetfeni. Ani u jednoho oSetfeni jsem
nezaznamenala signifikantni zménu v zavislosti na véku a genotypu experimentalnich

zvirat.
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Obr. 10: Srovnani poméru formy LC3 Il/celkovému mnoZstvi LC3 v buiice
u jednotlivych vékovych skupin: A - zvifata ve véku 15 mésict, B - zviFata ve véku 18
mésici, C - zvifata ve véku 21 mésicu, D - zviiata ve véku 30 mésicti. (K — kontrolni,
neosetiené buiiky; R — buiiky oSetiené rapamycinem; N — buiiky oSetfené chloridem
amonnym; NR - buiiky oSetfené NH,Cl i rapamycinem; wt — wild-type jedinci;

tg — transgenni jedinci)

Graf spomérem LC3 II/p62 (Obr. 11) vypovidd o zménach v hladinach obou
proteinll v zavislosti na genotypu a oSetfeni. Zatimco u wt pomér nekolisd, u tg dochazi
k nardstu hodnoty po osetfeni NH4Cl a NH4Cl v kombinaci s rapamycinem oproti kontrole,
coz jsem prokazala na hladin¢ vyznamnosti P<0.01. Mezi hladinami wt a tg zvifat je

signifikantni rozdil pouze mezi kontrolnimi buiikami na hladiné vyznamnosti P < 0.05.
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Obr. 11: Pomér mnozZstvi LC3 II/p62. (K — Kkontrolni, neoSetiené buiiky;
R — buiilky oSetfené rapamycinem; N — buiiky oSetfené chloridem amonnym;
NR — buiiky osetirené NH4Cl i rapamycinem; wt — wild-type jedinci; tg — transgenni
jedinci)

Analyza mozkovych tkani

Vzhledem Kk neurodegenerativnimu charakteru Huntingtonovy choroby, by mél byt
jeji dopad patrny zejména v mozkové tkani. Pro nasledujici experiment jsme meéla
k dispozici skupinu Sesti prasat (tfi transgenni a tfi wild-type jedinci), kterym byly
odebrany vzorky z mozkové kiiry, mozecku a striata. Opét jsem sledovala hladiny proteinti
LC3 a p62, ve dvou technickych replikdch. Proteinova nanaSka byla u vSech vzorki

kontrolovana pomoci -tubulinu (Obr. 12).

wt tg
MK M S MK M S
p62 - 60kDa — — — E K N J
f - tubulin —55kDa -_— . S — ——
oThe aew | m=ee
LC3 Il - 16 kDa

Obr. 12: Reprezentativni obrazek detekce sledovanych proteintii v mozkovych
tkanich. (MK — mozkova kiira, M — mozecek, S — striatum; wt — wild-type jedinci,

tg — transgenni jedinci)

46



Hladina cytoplazmatické formy LC3 I se s ohledem na tkang, ani na genotyp neméni.
Signifikantni zménu jsem neprokazala ani u autofagosomalni formy proteinu LC3 II,
kde vsak je pozorovatelny trend narustu hladiny v mozecku a striatu, zatimco v mozkové
ke je pozorovatelny trend poklesu u transgennich jedincti. Pomér formy II k celkovému
mnozstvi proteinu v bufice, pak tento trend jest¢ zvyraziuje. Analyza hladiny proteinu p62
neodhalila zadné signifikantni zmény, nicméné u mozkové kiry a mozecku hladiny

kopiruji trend hladin LC3 II (Obr. 13).
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Obr. 13: Hladina proteini v mozkovych tkanich: A - hladina proteinu LC3 I,
B - hladina proteinu LC3 11, C - pomérna ¢ast proteinu LC3 II k celkovému mnoZstvi
LC3 v buiice, D - hladina proteinu p62 (MK — mozkova kiara, M — mozedek,

S — striatum; wt — wild-type jedinci, tg — transgenni jedinci)

Srovnani proteinti p62 a LC3 II ukazuje podobné kolisani v hladinach obou proteint
(Obr. 14). Trend nardstu hladiny v mozecku a striatu oproti mozkové kuie je tedy patrny
I u proteinu p62. Statisticky test neodhalil zadny signifikantni rozdil mezi wt a tg vzorky
u LC3 Il ani u p62.
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Obr. 14: Hladiny proteinia LC3 II a p62 v mozkovych tkanich. (MK — mozkova

kira, M — mozecek, S — striatum; wt — wild-type jedinci, tg — transgenni jedinci)

Podobné jako u experimentu s MSC jsem hodnotila i relativni pomér proteinti LC3 11
a p62 (Obr. 15). Statisticky test poméru proteini LC3 II/p62 v mozkovych tkanich
neprokazal signifikantni rozdil mezi wt a tg prasaty, avSak u vzorku striata je patrny mirny

trend nartstu, ¢ili vétsitho mnoZstvi LC3 II vic¢i p62 oproti zbylym dvéma mozkovym

tkanim.
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Obr. 15: Pomér mnozstvi LC3 11/p62. (MK — mozkova kiara, M — mozecek, S —

striatum; wt — wild-type jedinci, tg — transgenni jedinci)
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5. Diskuze

Neurodegenerativni onemocnéni jsou stfedem zajmu mnoha védeckych skupin
po celém svété. Mezi nimi je Huntingtonova choroba jedine¢na tim, Ze jeji podstata je
odhalena jiz dvacet let [1], ale stale neni znamo dost o jejich molekularnich principech
na to, aby byla vytvofena adekvatni 1éCba. V soucasné dobé je mozné pacientim podavat
pouze latky na zmirnéni projevli nemoci.

S nariistajicim mnoZzstvim poznatki o mechanismech, kterymi nemoc na buiku
pusobi, nartstad i potfeba vhodného modelu, na kterém by bylo mozné testovat ptipadna
1é¢iva. Pozornost je upfena zejména k velkym modelovym organismiim, které by umoznily
vyuziti diagnostickych metod i chirurgickych pfistupi vcetné in vivo zobrazovacich
technik, pouzitelnych diky komplexité mozku u vétsich zvitat, napiiklad ovci a prasat.

V Laboratofi bunééné regenerace a plasticity na Ustavu Zzivogisné fyziologie
a genetiky v Libéchové byl vytvofen svEétové unikatni model miniaturniho prasete
transgenniho pro N-terminalni ¢ast lidského mutovaného huntingtinu [79]. Nejedna se
o prvni pokus o vytvofeni transgenniho prasec¢iho modelu Huntingtonovy choroby,
ale ptedchozi snaha ¢inské skupiny se nesetkala s ispéchem, nebot’ jejich model se ukazal
jako nestabilni a prasata rychle umirala [135]. Na rozdil od tohoto pokusu je libéchovsky
model stabilni a u vlozeného konstruktu nedochazi k detekovatelnym zménam jiz po tii
generace. Nez by mohl byt tento model vyuzity pro klinické ucely, je nezbytna
co nejdokonalejsi charakterizace. Ta se provadi na mnoha urovnich, néktefi jedinci jsou
monitorovani pomoci MRI, pozornost je v€novana plodnosti kancii, poskozeni DNA,
mitochondrialnim dysfunkcim, B-kateninové draze, ale i autofagii. V neposledni fad¢ jsou
provadény i behavioralni testy a o¢ekava se projev fyzickych piiznakli onemocnéni.

Autofagie (konkrétn¢ji makroautofagie), je vedle degradace zprostiedkované
proteasomem druhou zésadni cestou degradace bunééného obsahu. V buiice je kontinudlné
aktivni a za nepfiznivych podminek, jako je na pfiklad nedostatek n€kterych aminokyselin,
svou aktivitu jeSt€¢ navySuje. V organismu postizeném Huntingtonovou chorobou
by autofagie méla mit zna¢né protektivni G¢inky, méla by totiz predchazet hromadéni
toxickych proteinovych agregatii v buiice. Tento piedpoklad je ovSem platny pouze
V pfipadé€, ze tato bunétna draha samotnd neni chorobou nijak poznamenéna. V rdmci své
prace jsem se snazila zjistit, zda autofagie funguje stejné u transgennich i wild-type

jedinct, jestli jsou patrné néjaké rozdily u riznych veékovych skupin (Cili souvislost
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s pritbéhem rozvoje onemocnéni v preklinické fazi), jaké osetfeni zvolit, budeme-li chtit
autofagii uméle stimulovat u odebranych buné¢k v kultute, pfipadné zda jsou n&jaké zmény
patrné na mozkovych tkanich prasat ve véku dvou let. Zakladni idea experimentl
vychézela ztvrzeni skupiny A. M. Cuevro, ze v bunkdch mysi nesoucich mutovany
huntingtin je vy$$i mnozstvi autofagosoml oproti mySim s wild-type fenotypem. Tyto
autofagosomy by ov§em mély postradat sviyj obsah [126]. Pro studovani této problematiky
jsme zvolili metodu western blot, ktera by méla objektivné ukazat hladiny sledovanych
proteintl, konkrétn¢ LC3 a p62.

V prvnim  experimentu jsem se vénovala sStudiu autofagie in vitro
na mezenchymalnich kmenovych bunkach, které byly izolované z kostni dfen¢ odebrané
skupin€ c¢trnacti prasat v celkem cCtyfech rtiznych vékovych skupinach, ptfi¢emz bunky
kazdého z nich byly oSetfeny tfemi riznymi zpisoby a jeden vzorek byl vzdy ponechdn
jako kontrolni, bez oSetfeni. Celkem se tedy jednalo o 56 vzorkl. Prvni moZnosti oSetfeni
byl rapamycin, jehoz G¢inkem by méla byt inhibice mTOR kinazy, negativniho regulatoru
autofagie [46]. Druhou alternativou bylo oSetfeni chloridem amonnym, ktery blokuje
rozklad autofagosomil v lysosomu, ¢imzZ dochazi k jejich hromadéni v bufice [127]. Treti
moznosti pak bylo oSetfeni obéma vyse zminénymi latkami.

Hladina cytoplazmatické formy proteinu LC3 — LC3 | se po oSetfeni nijak statisticky
vyznamné nezménila, zatimco u autofagosomalni formy doslo ke znacnému naristu
po oSetfeni NH4Cl, ptipadné¢ NH4Cl a rapamycinem, coz potvrzuje princip pusobeni
chloridu amonného - zabranéni degradace autofagosomil a jejich akumulaci v bunce.
Pro lepsi pfedstavu o dopadech oSetieni na obé formy proteinu jsem zpomérovala hladinu
formy LC3 II vici celkovému mnozstvi proteinu LC3 v buiice. I zde byl patrny nardst
hodnoty, ¢ili pomérmného zastoupeni formy LC3 II po oSetfenich NH4Cl a NH4CI
s rapamycinem (Obr. 9). Osetfeni NH4Cl se tedy ukazalo jako nejefektivnéjsi, zatimco
oSetfeni samotnym rapamycinem nemélo prakticky Zadny vliv. Slaby projev G¢inku mohl
byt zpisoben piili§ slabou koncentraci nebo dobou inkubace (100nM, 6 hodin). Vzhledem
k tomu, Ze nikdo z laboratofe nemé¢l se stimulaci autofagie zkuSenosti nastavovali jsme
podminky experimentu na zékladé tdajl z literatury, kde se mnou zvolena koncentrace
rapamycinu bézné pouziva [120]. Dalsim relevantnim faktorem by mohl byt i ptvod
bunék.

U proteinu p62 jsem s ohledem na oSetfeni prokazala u wt zvifat prakticky stejné

vysledky jako u LC3 II. Tg kontrola ovSem vykazuje vyssi hodnoty (rozdil oproti wt je
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signifikantni), takze ani po oSetfeni chloridlem amonnym nedoslo k tak velkym zménam,
aby je bylo mozné povazovat za statisticky vyznamné. Rozdil mezi wt a tg se po osetienich
nezveétSil, naopak ztratil statistickou vyznamnost. Z toho by se dalo usuzovat, ze tg
populace bun¢k nedokazala odpovédét na zvySenou potiebu p62 jako wt burika. Tento fakt
je jesté vice zvyraznén, pokud je dana do poméru hladina proteinu LC3 Il k hladiné p62
(Obr. 11). Uwt zvitat tento pomér témét nekolisd, zatimco u tg jsem zaznamenala
signifikantni narast po oSetfeni NH4Cl a NH4Cl srapamycinem. To miZze znamenat,
ze V bunkach klesa mnozstvi p62, nebo se hladina udrzuje zhruba na stejné urovni
a nartsta mnozstvi LC3 II. Z ptedchozich grafii usuzuji, ze se jedna spi$ o druhy piipad,
tedy narGst autofagosomdlni formy pifi stdvajicim mnozstvim autofagosomalniho
receptoru. To by podporovalo hypotézu vétsiho vyskytu prazdnych autofagosomi [126].
U kontrolnich populaci bunck jsem prokazala statisticky vyznamny rozdil, ktery ziejmé
prameni z vysokych hodnot p62 namétenych u kontrolnich bunék. S ptihlédnutim k datim
je ovSem nutné pripustit moznost jisté statistické chyby vzhledem k pomérné velkému
rozptylu dat u kontrolni skupiny.

Vzorky odebrané z téchto ¢trnacti prasat pouzité pro piedchozi analyzy jsem dale
rozdélila do skupin podle stafi, v jakém jim byly vzorky kostni dfen¢ odebirany. Vznikly
tak Ctyfi skupiny: a) prasata stard 15 mésicu, zde se bohuzel jednalo pouze o dva jedince,
protoze u dalSich stejné starych zvifat se v danou dobu odbéry neprovadély; b) prasata
stard 18 mésici, celkem Ctyfi zvifata; c) prasata stard 21 mésicl, Ctyfi zvifata a d) prasata
stara 30 mésict, opét Ctyfi zvifata. V ramci kazdé skupiny byli vZdy rovnym dilem
zastoupeni wild-type a transgenni jedinci. Maly pocet jedinct je kompenzovan tim, Ze jsou
prasata chovana ve stejném prostiedi a podminkach, coz by mélo minimalizovat variabilitu
zpusobenou vné&jsimi vlivy. Genetické vlivy jsou minimalizovany vysokou mirou
ptibuznosti mezi jednotlivymi experimentalnimi zvifaty.

Statistické vyhodnoceni neprokdzalo Zadny vyznamny rozdil v hladinach proteint
Vv zavislosti na v€ku a to ani u transgennich, ani u wild-type prasat u zddného oSetfeni
(Obr. 10). Vzhledem ke slozeni skupin maji nejvyssi vypovidaci hodnotu skupiny o stafi
18 a 21 mé&sicl — nejen, Ze jsou tyto skupiny sloZzené pouze se sourozencl, navic mé vSech
osm prasat stejného otce. Hodnoty u patnactimési¢ni skupiny vykazuji velké stfedni chyby,
C0Z muze byt zpisobeno mensim mnozstvim jedinct. Ve skupiné 30 mésict starych prasat
jsou jako kontroly pouzita nepiibuzna prasata, protoze k t€émto témet nejstarSim zviratim

cey

je pouze jeden Zzijici sourozenec G122 Berry (Obr. 6). Tato prasnice byla ovsem v dob¢
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odbérti po jiném chirurgickém zakroku a nebylo tedy mozné ziskat jeji vzorky jako
kontrolni. Diivodem pro¢ se mezi vékovymi skupinami neprojevil zadny rozdil, mize byt
i relativné nizky veék experimentalnich zvifat. HD se u lidi projevuje mezi tficatym
a padesatym rokem zivota, prasata sice nesou inzert s mnozstvim repetic, které¢ by u lidi
odpovidalo juvenilni chorobé, ovSem nelze pifedvidat, jak na n¢j zareaguje praseci
organismus. Navic by se mohl vyskytnout i jisty protektivni ¢inek dvou kopii praseciho
endogenniho htt, coz je vyznamny rozdil oproti lidskym pacientim, ktefi maji jednu kopii
mutovaného a jednu kopii normalniho htt [26, 136, 137].

Ve druhém experimentu jsem se zaméfila na studium hladin proteint in Vvivo,
na vzorcich mozkové tkané€. K dispozici jsem méla skupinu Sesti prasat, 3 wild-type a tii
transgenni zvitata. Od kazdého z nich jsem zpracovala vzorky z kiry mozkové, mozecku
a striata, tedy oblasti, kde by se méla HD projevovat nejmarkantnéji. Mezi wt a tg zvitaty
neni pozorovatelny signifikantni rozdil v hladin¢ LC3 I, LC3 II, ani p62 (Obr. 13).
U hladiny autofagosomalni formy LC3 je ovSem patrny trend nartstu hladiny proteinu u tg
prasat v mozecku a striatu. Pokud je v poméru autofagosomalni forma viéi celkovému
obsahu LC3 v burice, je tento trend jesté vyraznéjsi — u transgennich zvitat je tedy vétsi
procento proteinu ve formé¢ konjugované s autofagosomalni membranou. To nasvédcuje
nardstajicimu mnozstvi autofagosomu, coz lze vysvétlit jako intenzivngj$i aktivitu
makroautofagické drahy u zvifat nesoucich N-termindlni ¢ast lidského mutovaného htt.
VloZeni hodnot hladiny LC3 II a p62 do jednoho grafu ukazuje, ze kolisdni v hladinach
obou proteini ma stejny prub&éh (Obr. 14). Pomér LC3 II/p62 opét neodhalil zadné
signifikantni rozdily, ale i zde je ve striatu patrny nardst hodnoty u trangennich jedincd
oproti wt (Obr. 15). I zde se, obdobn¢ jako v experimentu zalozeném na mezenchymalnich
kmenovych burikach, pfiklanim k ndzoru, Ze nardst hladiny ve striatu je zpisoben
zvySenim hladiny LC3 II a tim i poctu autofagosomi, zatimco p62 nekolisd. Absence
signifikantnich rozdili je patrn€¢ zplsobena nedostateénym rozvinutim choroby
u studovanych zvifat, ktera se zatim nachazi v preklinickém stadiu onemocnéni. Tomu
odpovida i nedavné zjiSténi, ze u mysi dochazi k velkému nartstu hladiny proteinu p62
V oblasti striata ve stddiu pln€ rozvinuté nemoci, zatimco v jejich ranych stadiich muze
dochazet i k poklesu [138].

Vysledky analyz proteini na vzorcich mozkl, zejména pak striata, vypadaji jako
slibna cesta pro sledovani pocinajicich zmén v autofagické draze. Jejich nespornou

nevyhodou oproti prvnimu experimentu vSak je nutnost usmrceni zvifete pro ziskdni
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takovychto vzorkd. Vzhledem ktomu, Ze se Huntingtonova choroba projevuje
az v pokrocilejSim ve€ku, je snaha uchovat co nejvétsi mnozstvi zvifat a nechat je
dosahnout vyssiho véku a tim i klinickych projevi onemocnéni. Zaroven se zde ukazuje
nevyhoda velkych modelovych organismu a to limitace poctu zvifat a tim i biologickych
replik, které je mozné zahrnout do experimentu. Z tohoto hlediska je moznost vyuziti
mezenchymalnich kmenovych bunék preferovanou volbou, ptfedevsim diky moznosti
opakovanych odbéra u stejnych jedinct, coz by mohlo vést k mnohem efektivnéjsi tvorbé
Casové fady s minimalizaci biologické variability. Adekvatni vybér oSetieni by pak mohl
hledany fenotyp jesté zvyraznit a ulehcit tak jeho identifikaci.

Vyhledové bych chtéla v rdmci charakterizace patologie autofagosomdlni drahy
pokracovat ve studovani téchto dvou klicovych proteinli, zejména pak na vzorcich
mozkové tkan&, v momenté kdy budou dalsi k dispozici. Dalsi vyuzivani MSC bych
povazovala za velmi efektivni v okamziku odhaleni signifikantnich zmén na mozkové
nejvice postizenou c¢asti téla. V tivahu pfipada 1 objasiiovani interakci mezi studovanymi
proteiny na piiklad pomoci koimunoprecipitace. Charakterizace tohoto modelu je velmi
obsdhlou praci, vramci které jsou podstatné nejen projekty jiz probihajici (zminéné
v uvodu diskuze), ale i projekty planované. Velkou mérou by do objasnéni postupu
choroby mohly pfispét také jiZ probihajici behavioralni studie a to ptedev§im po spojeni

S jinymi experimentalnimi daty.
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6. Zavér

Huntingtonovoa choroba je zavaznym neurodegenerativnim onemocnénim
s autozomaln¢ dominantni dédi¢nosti. Vzhledem kjejimu projevu mezi tiicatym
a padesatym rokem zivota, tedy mnohdy po reprodukénim obdobi, se stile udrzuje
V populaci a navic ji stale nedokdzeme efektivné 1&Cit, prestoze je jeji podstata znama jiz
dvacet let.

V objastiovani vlivii choroby na buiiku i nasledné testovani moznych 1é¢iv hraje
zasadni roli existence vhodného modelu. Ve své praci jsem se zabyvala patologii
autofagosomalni drahy na modelu miniaturniho prasete transgenniho pro N-terminalni ¢ast
lidského mutovaného huntingtinu, které bylo vytvofeno na Ustavu Zivo&isné fyziologie
a genetiky Akademie véd v Libéchové.

Sledovala jsem hladinu dvou proteinl, které mély vypovidat o mnozZstvi
autofagosomii a jejich receptori zodpovédnych za vybér ndkladu, ktery bude
prostiednictvim autofagosomt degradovan. Priace byla rozdélena do dvou stézejnich
experimentll, z nichz prvni byl zalozen na mezenchymaélnich kmenovych buiikdch a druhy
na mozkovych tkanich miniaturnich prasat. Na zaklad¢ hladin proteini u MSC jsem jako
nejucinngjsi latku pro stimulaci autofagie stanovila osetieni chloridem amonnym, ptipadné
jeho kombinaci s rapamycinem, ktery ovSem sam o sob&é nema témét zadny Géinek. Vliv
veéku se u mnou zpracovavanych vzorki nijak signifikantné neprojevil, Coz mize byt dano
vice faktory vcetné biologické variability. Tkané mozku vykazuji zajimavé vysledky,
zejména pak ve striatu, kde je patrny jisty trend naristu autofagosomalni formy proteinu
LC3, coz prokazuje nartst poctu autofagosomu a tim i vyssi aktivitu této bunééné drahy,
pficemz hladina receptorového proteinu p62 zlistdva nezménéna.

Tato prace je jednim z mnoha projektd, které vSechny dohromady usiluji o co
nejpodrobnéjsi charakterizaci zminéného modelu. Piestoze nebude autofagie hlavnim
pfedmétem mého dal$iho studia, chtéla bych se tomuto tématu 1 nadale vénovat.

Porovnani vzorkll od stejnych jedincti odebranych v rizném véku, tedy v rizném
stadiu rozvoje HD, by bylo tim nejobjektivnéjSim piistupem, ktery lze zvolit v piipadé
MSC. V ptipadé mozkové tkan¢ se pak nabizi srovnani s experimentalnimi zvitaty vétsiho
staii. Na zékladé takovych vysledki bychom mohli potvrdit/vyvratit domnénku vyplyvajici

zZ dat pouzitych v této praci.
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