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Anotace

Huntingtonova choroba je neurodegenerativni dédicné onemocnéni zplisobené expanzi
CAG tripletu v genu huntingtin. Tato expanze ma za nasledek produkci aberantniho
proteinu. Mutovany protein huntingtin negativné ovlivituje synaptickou funkci
a zpusobuje odumirani striatalnich neurond. I pfes to, Ze se onemocnéni nejcastéji
objevuje az kolem 35. roku zivota, mutovany protein ma velky vliv na neuronalni vyvoj.
Tato prace se zabyva studiem vlivu mutovaného huntingtinu na neuralni vyvoj
a synaptogenezi u féti ve stadiu E17.5 (embryonalni den 17.5) a sledovani vlivu
mozkového neurotrofického faktoru BDNF na synaptogenezi a synapse.

Izolace synaptozomu byla provedena z mysiho striata dospélych zQ175 mysi nesoucich
mutovanou alelu genu huntingtin a kontrolnich mys$i nesoucich normalni verzi HTT. Pro
sledovani vlivu BDNF na synaptogenezi a synapse byla provedena in vitro kultivace
nervovych kmenovych bunék (NSC) sebranych z in vivo mysich fétd zQ175/Q175,
Q175/Q7 a Q7/QT7.

Pomoci RT-gPCR nebyly na arovni synapsi detekovany zadné zmény mezi heterozygotni
a kontrolni linii na kortexu z dospélého mozku. Na proteinové trovni byl pomoci
imunobarveni v prubéhu fetalniho vyvoje (E17.5) detekovan vyssi signal synaptickych
proteini SNAP25 a SYP. U NSC na urovni genové exprese byly zaznamenany
nejvyraznéj$i rozdily mezi jednotlivymi genotypy u gent Dcx, Gfap, Darpp32, Syp
a L1cam. Ve vzorcich NSC, bun¢k spontanné¢ diferencovanych (SD) a buné¢k s pfidanym
BDNF byly pomoci Western blotli detekovany proteiny PSD95, SNAP25 a L1CAM
u kterych byly zaznamenany rozdily v koncentraci proteinli mezi jednotlivymi genotypy.
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Annotation

Huntington’s disease is a heritable neurodegenerative disorder caused by the expansion
of the CAG triplet located in the huntingtin gene. This expansion leads to the production
of aberrant protein. Mutated huntingtin protein has a negative influence on synaptic
function and is causing neuronal death of striatal neurons. Although the disease in most
cases manifests around the 35th year of life, mutated protein significantly influences
neural development. This study focuses on the impact of mutated protein on neural
development and synaptogenesis in E17.5 (embryonic day 17.5) foetuses and observing
the influence of the brain-derived neurotrophic factor BDNF on synaptogenesis and
synapses.

Synaptosomes were isolated from the striatal brain tissue of adult zQ175 mice carrying a
mutated allele of the huntingtin gene and control mice carrying the regular version of
HTT. To monitor the effect of BDNF on synaptogenesis and synapses, the in vitro cell
cultivation of neural stem cells (NSC) collected from in vivo mice foetuses zQ175/Q175,
Q175/Q7 and Q7/Q7 was performed.

By RT-gPCR, no changes were detected on a synaptic level between heterozygous and
control lines in the adult brain cortex. On the protein level, a higher signal of the synaptic
proteins SNAP25 and SYP was detected during fetal development (E17.5) using
immunostaining. The most pronounced differences between individual genotypes in NSC
at the gene expression level were recorded for the genes Dcx, Gfap, Darpp32, Syp and
Licam. Differences in PSD95, SNAP25 and L1CAM protein concentration between
individual genotypes were recorded in samples of NSCs, spontaneously differentiated
(SD) cells, and cells with added BDNF using Western blots.
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SEZNAM ZKRATEK

ADAM10  zangl. A Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10

APP amyloidni prekurzorovy protein
BCA z angl. Bicinchoninic acid assay
BDNF Neurotroficky faktor odvozeny z mozku (z angl. Brain-Derived

Neurotrophic Factor)

bFGF Bazicky fibroblastovy ristovy faktor (z angl. Basic fibroblast growth
factor)

CAG Cytosin-Adenin-Guanin (kodon kodujici aminokyselinu glutamin)

cDNA komplementarni DNA (z angl. Complementary DNA)

CNPase 2',3'-Cyklicky-nukleotid 3'-fosfodiesteraza (z angl. 2',3'-Cyclic-nucleotide
3'-phosphodiesterase

CNS centrdlni nervova soustava

CXADR z angl. Coxsackie virus and adenovirus receptor

DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol

Darpp32 z angl. Dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein

Dcx Doublecortin

DLG4 z angl. discs large homolog 4

DMEM z angl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DNM2 Dynamin 2

ECL electrochemiluminescence

ECM extracelularni matrix

EGF epidermalni riistovy faktor (z angl. epidermal growth factor)

EPR5526 anti-Huntingtin protilatka

GABA Kyselina gama-aminomaselna (z angl. Gamma aminobutyric acid)



GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
gDNA genomické DNA

GDNF Neurotroficky faktor odvozeny z gliové bunééné linie (z angl. Glial cell
line-derived neurotrophic factor)

GFAP z angl. glial fibrillary acidic protein

HAP-1 z angl. Huntingtin Associated Protein 1
HBSS z angl. Hanks' Balanced Salt Solution

HD Huntingtonova choroba (z angl. Huntington's disease)
HET heterozygot

HOMO homozygot

HRP z angl. Horseradish peroxidase

HTT Huntingtin protein (fyziologicky)

Htt Huntingtin gen (fyziologicky)

KSR z angl. KnockOut serum replacement L1cam
MES z angl. 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid
MOPS z angl. 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid
LAPA Laboratof aplikovanych proteomovych analyz

L1CAM z angl. L1 Cell Adhesion Molecule

MSN stitedné velké trnité neurony (z angl. medium spiny neurons)
mHTT mutovany huntingtin
NESTIN z angl. neuroepithelial stem cell protein

NMDAR N-metyl-D-aspartat receptor

NSC nervové kmenové buniky (z angl. Neural stem cells)
PBS z angl. Phosphate Buffered Saline
poly-Q polyglutaminovy trakt

PCNA z angl. Proliferating cell nuclear antigen



PDLIMS z angl. PDZ and LIM domain protein 5

PFA paraformaldehyd

PSD95 z angl Postsynaptic density protein 95

RIPA z angl. Radioimmunoprecipitation assay (buffer)

RNA ribonukleova kyselina (z angl. Ribonucleic acid)

RT-gPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném case (z angl. Real-

Time Quantitative Polymerase chain reaction)
SD spontanni diferenciace
SNAP25 z angl. Synaptosomal-Associated Protein 25

SNARE z angl. SNAP receptor

SOX2 z angl. Sex determining region Y-box 2
Stxla Syntaxin 1A

Svz subventrikularni zéna

Synl Synapsin |

Syn2 Synapsin 11

SYP synaptofyzin

Syt Synaptotagmin 1

Syx6 Syntaxin 6

TTBS Tween Tris buffered saline

TUBBIII Beta-I11-Tubulin

VAMP1 z angl. Vesicle Associated Membrane Protein 1
VAMP2 z angl. Vesicle Associated Membrane Protein 2
WT kontrolni linie (z angl. Wild-type)

WEHTT fyziologicky huntingtin



Uvob

Huntingtonova choroba je dédi¢né neurodegenerativni onemocnéni zplisobené expanzi
CAG tripletu v genu huntingtin. Tato expanze vede k prodlouzeni polyglutaminového
fetézce a mutaci proteinu huntingtinu (HTT). Dusledkem této mutace je degenerace
mozkovych neuront pfevazné v oblasti striata. Patogenni syntéza HTT ovliviiuje jedince
postizeného HD v mnoha smérech. U vétSiny zivocichll jsou projevy nemoci témert
shodné. Na bunécné trovni ma mutace HTT za nésledek neuronalni dysfunkci a smrt
zdivodu naruseni mnoha mechanismii napf. naruSeni proteostazy, transkripce
a mitochondridlni funkce ¢i toxicity mutantniho proteinu. Mutace tohoto proteinu
narusuje interakce s mnoha asociovanymi proteiny a také dochéazi k naruseni jejich
specifickych biologickych funkci. HTT ma také kli¢ovou roli v embryonalnim vyvoji
jedince.

Jelikoz prvni symptomy Huntingtonovy choroby se projevuji az ve 3. dekad¢ Zivota,
zdéalo se, ze mutace proteinu HTT nehraje ve vyvoji jedince vyznamnou roli. Védci
se domnivali, ze mutovany HTT dokéze ve vyvoji nahradit fyziologicky HTT, a tedy
nema vliv na vyvoj mozku. Nejnovéjsi studie vSak potvrdily, Ze mHTT vyrazné¢ méni
I velmi rana stadia vyvoje mozku. Embrya (mysi i lidskd) nesouci mutaci HD vykazuji
abnormality ve vyvoji kortexu zplisobené zménami v polarité¢ neuroepitelu, coz vede
k mensimu poctu proliferujicich bunék a k vétsimu pocétu nervovych progenitord. Vliv
mutovaného proteinu je predevsim prozkouman na trovni dospélého mozku, ale velice
malo béhem neurondlniho vyvoje. Predpokladame, Ze jiz v prib&hu fetalniho obdobi
vyvoje mozku se projevi urCitd uroven exprese genu huntingtinu.

V odborné praci jsme zkoumali vliv mHTT na synaptické funkce béhem neuronalniho
vyvoje u mysi. Pro studium vlivu mutovaného huntingtinu (mHTT) na synaptogenezi
a synapse jsme pouzili mys$i knock-in model zQ175, nesouci lidskou mutovanou alelu
HTT uvnitt vlastniho genu pro huntingtin, s opakovanim CAG tripletu okolo 179. K tomu
jsme pouzili kontrolni mysi Q7 s normalnim huntingtinem. Hlavnim cilem prace bylo
sledovat a charakterizovat zmény v synaptické funkci béhem neuronalniho vyvoje.
Dil¢imi cili pak byla izolace synaptosomili z mys$iho mozku, zkouméni vlivu mHTT
V pribéhu neuralniho vyvoje a synaptogeneze u fétl a in vitro kultivace nervovych
kmenovych bunék (NSC).

Izolace synaptozomt byla provedena z mysiho striata dospélych zQ175 mysi nesoucich
mutovanou alelu genu huntingtin a kontrolnich mysi nesoucich normalni verzi (WT) Q7
HTT. Pro porovnani izolace byl pouzit sachardézovy gradient a komeréné dostupny kit
Syn-PER Synaptic Protein Extraction Reagent. Vliv mHTT v prabéhu neuralniho vyvoje
a synaptogeneze byl studovan u fétu ve stadiu E17.5 (embryonalni den 17.5). Pro
sledovani vlivu mozkového neurotrofického faktoru (BDNF) na synaptogenezi a synapse
byla provedena in vitro kultivace NSC sebranych z in vivo mysich fétd zQ175 a Q7.



VétSina pouzitych zdroji pochdzi z odbornych impaktovanych publikaci fadné
recenzovanych casopisi. Tyto publikace byly pouzity z volné¢ dostupné databaze
odbornych ¢lank, PubMed?. Vétsina publikaci byla volné piistupna, ¢ast publikaci, které
nebyly volné pfistupné jsem ziskala od své konzultantky. Webové stranky jsem pouzila
z pocatku prace k ziskani piehledu o daném tématu. DalSimi zdroji byly manualy
k pfislusnym kitim, napf. kit na izolaci celkové RNA, ve kterych je velice dobie popsan
potfebny material, presny postup prace a popis problémd, které mohou pii praci vzniknout
a jejich feSeni. U metodik, které se nedélaji kitem, naptf. western blot, jsem vyuzila
zavedené protokoly Laboratoie aplikovanych proteomovych analyz (LAPA)?,

Prace je délena na dvé hlavni ¢asti, Cast teoretickou a Cast experimentalni. V teoretické
¢asti se zabyvam Huntingtonovou chorobou, jaké ma toto onemocnéni genetické pozadi
a co zpusobuje mHTT v bunce. V dalsi kapitole se zaméfuji na synaptické proteiny
a synapse, jak na n¢ pisobi HTT a mHTT. Popisuji zde nas zvifeci model, mys zQ175
a NSC na kterych byl vyzkum provadén. Mezi dvéma hlavnimi ¢astmi jsou popsany cile
prace, které byly stanoveny na zacatku prace. V experimentalni ¢ast jsou popsany pouzité
metody pro ziskani vyslednych dat a samotnd vyslednd data, ktera zahrnuji vysledky
Z izolace synaptosomii dvéma riiznymi metodami, jejich ovéfeni na proteinové urovni
pomoci western blotl, data z imunobarveni hlavi¢ek féti a data z charakterizace NSC
a vlivu BDNF na trovni genové a proteinové exprese. K této ¢asti zahrnuji i diskusi nad
vyslednymi daty.

Abychom identifikovali synaptické zmény z izolovanych synaptosomi a NSC, byla
pouzita metoda RT-qPCR pro zjisténi exprese gend a pro sledovani zmén v genové
expresi Vv synapsich na urovni zahrnujici synaptické vacky, pre-synaptické a post-
synaptické geny. Kvantifikace kazdého genu byla provedena na tfi houskeeping geny.
Dale byly pouzity Western bloty K identifikaci a kvantifikaci specifickych synaptickych
proteini. Nasledujicim krokem byla imunofluorescence pro vizualizaci cilového proteinu
na histologickych fezech mozku u fétii E17.5, NSC, bun€k spontanné¢ diferencovanych
(SD) a pod vlivem BDNF. Vsechny experimenty a nasledné analyzy byly provedeny
za ucelem zjisténi projevii mutace huntingtinu v pritbéhu neurondlniho vyvoje.

Pfinos prace spoc¢iva v charakterizaci momentalné nedostate¢né prozkoumaného vlivu
MHTT v embryonalnim obdobi a obecné piispiva k povédomi o Huntingtonové chorobé.

1 PubMed [online]. [cit. 2023-02-05]. Dostupné z: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov

2 Laboratof aplikovanych proteomovych analyz. Ustav Zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR, v. v.
i. [online]. [cit. 2023-02-05]. Dostupné z: https://www.iapg.cas.cz/cs/laboratore/lab-aplikovanych-
proteomovych-analyz/vyzkum/



1 TEORETICKY UVOD

1.1 Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba (HD) je nelécCitelné autozomalné dominantné dédi¢né
neurodegenerativni  onemocnéni, charakterizované motorickymi  dysfunkcemi,
psychiatrickymi poruchami a intelektudlnim apadkem v dospélosti®.

Mezi neurologické projevy patii poruchy volni hybnosti, choreatické a dystonické
dyskineze, poruchy chtuze, dysfagiec a dysartrie. Psychické symptomy jsou
necharakteristické. Dochazi k nespecifickym zménam osobnosti a chovani. Dale také
k afektivnim a kognitivnim porucham. HD pacienti trpi také metabolickymi a imunitnimi
poruchami, chfadnutim kosterniho svalstva, ztratou hmotnosti a osteopordzou.

Nejvyraznéjsi zmény probihaji v centralni nervové soustavé (CNS). Pro Huntingtonovu
chorobu je typicka degenerace specifické oblasti mozku, striata — ztrata stfedné velkych
ostnitych GABA-ergnich neuronti (medium spiny neurons, MSN), které tvoti 95%
neurontl této oblasti. Jedna se o projekéni neurony, které slouzi k propojeni striata
S ostatnimi strukturami mozku. Nejprve odumiraji striatalni neurony produkujici GABA
a enkefaliny, na kterych jsou uloZené D2 dopaminové receptory. V dalSich fazich
odumiraji striatalni neurony s D1 dopaminovymi receptory. V disledku odumirani bunék
dochazi k atrofii striata. Postupné jsou postizeny i dal§i ¢asti mozku. Vyrazné
neuropatologické zmény byly pozorovany i v mozkové kuie (kortexu), thalamu
a mozeCku. Onemocnéni vede k marasmu a doba pteziti je 15-20 let od pocatku
onemocnéni®,

Prevalence HD je ptiblizn¢ 5-10 na 100 000 obyvatel. Velmi nizka prevalence HD
je v asijskych zemich. Primérna prevalence v Japonsku, Jizni Koreji a na Tchaj-wanu
byla od roku 1995 0,42 na 100 000 obyvatel. Pro srovnani primérna prevalence ve
stejném obdobi v Australii, Evropé (véetné¢ UK) a Severni Americe byla 9,71 na 100 000
obyvatel®. HD se ¢asté&ji vyskytuje v zemich, do kterych proudila migrace z Evropy®.
Nejnizsi prevalence choroby byla zjisténa v Jizni Africe (0-0,5/100 000) a v Zimbabwe

3 BANO, D et al. Neurodegenerative processes in Huntington’s disease. Cell Death & Disease. 2011,
ro¢. 2, ¢. 11. DOI: 10.1038/cddis.2011.112

4 JAN ROTH. Huntingtonova nemoc. . 2010.

5 RAWLINS, Michael D. et al. The Prevalence of Huntington’s Disease. Neuroepidemiology. 2016,
ro¢. 46, ¢. 2. DOI: 10.1159/000443738

6 JAN ROTH. Huntingtonova nemoc. . 2010.
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(1,00/100 000). To miize byt zplisobeno Spatnym zjiSténim piipadii, nebo neadekvatnimi
diagnézami. Rozdil v prevalenci onemocnéni mezi etnickymi skupinami souvisi
s genetickymi rozdily v genu HTT. Populace s vysokou prevalenci maji delsi praimérné
opakovani CAG. U Evropant je primérné opakovani 18,4-18,7, zatimco u Asiati 16,9-
17,47,

1.1.1 Molekularni podstata onemocnéni

Gen huntigtin (HTT) je umistén na kratkém raménku 4. chromozomu a obsahuje 67
exonu. V prvnim exonu se nachazi CAG (cytosin — adenin — guanin) repetice kodujici
aminokyselinu glutamin (GlIn, Q). U zdravych lidi HTT gen obvykle obsahuje 6 az 35
repetic CAG. Onemocnéni je zpusobené nadmérnou expanzi CAG tripletu, ktera vede
k produkci mutovaného proteinu (mHTT)®8. Kriticka hranice pro onemocnéni je 40
repetici, tzn. pii 40 a vice tripletech je zcela jisté, Ze jedinec onemocni. Pii pfenosu
mutovaného genu HTT Z jedné generace na dal§i Casto dochazi k prodlouzeni CAG
trinukleotidové repetice. Nastup a zdvaznost patologie pifimo souvisi s poctem CAG
repetic (Tab. 1). VEétsi pocet repetic je obvykle spojen s ¢asnéjs$im nastupem piiznaki
onemocnéni. U 0sob s HD miize délka dosahovat az 250 opakovani®. Expanze CAG
segmentu vede Kk produkci abnormalné dlouhé verze proteinu huntingtin. Takto
prodlouZeny protein je §t€pen na mensi fragmenty. Zejména N-termindlni fragmenty jsou
toxické, hromadi Se v neuronech a spojuji se s dal$imi proteiny za tvorby inkluzi (Obr.1),
¢imz narusuji spravnou funkci téchto bun€k. Onemocnéni se projevuje mezi 30. — 50.
rokem a obé pohlavi jsou postizena stejné. Existuji 1 juvenilni formy a HD s pozdnim
nastupem, ale ty jsou vzacné (5 % piipadir).

Tabulka 1 CAG repetice v genu huntigtinu a jeji expanze

Clovék CAG pocet Nastup nemoci Symptomy

Fyziologicky pocet repetic 6-26 - -

Intermedialni pocet repetic 27-35 - -

HD s pozdnim nastupem 36-39 Nastup nemoci ve 5 % ptipadd. Neuplna
nemoci stafi. penetrace.

7 MCCOLGAN, P. a S. J. TABRIZI. Huntington’s disease: a clinical review. European Journal of
Neurology. 2018, ro¢. 25, ¢. 1. DOI: 10.1111/ene.13413

8 JAN ROTH. Huntingtonova nemoc.

9 NANCE, M. A. et al. Analysis of a very large trinucleotide repeat in a patient with juvenile
Huntington’s disease. Neurology. 1999, ro¢. 52, ¢. 2. DOI: 10.1212/WNL.52.2.392
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HD adultni forma

40-59

Vétsinou po 35.
roku.

90 % ptipada HD.

Tridda symptomi (chorea,
kognitivni a psychiatrické
symptomy).

Q175/Q175 inkluze
ve 4 mésicich

(Obr.1).

U heterozygoti
Q175/Q7 inkluze v 6
mesicich.

Juvenilni forma 60 a vice Do 20 let véku. 5 % ptipadd. Predevsim
psychiatrické projevy,

Kolem a nad 100 ataxie a dyskineze. Chybi
CAG: malé déti — chorea, hlavn& u malych
vk 2-5 let. déti.

Mys

Normalni pocet 7 - -

zQ175 190 U homozygot: U homozygota

(Q175/Q175) je ve véku 4
tydnd pozorovan
nedostateéné silny tchop.
V 8 tydnech jsou
pozorovany motorické
abnormality.

Ve 33 tydnech dochazi k
poruse schopnosti lezeni.
Neurologické zmény se
vyskytuji kolem 33. tydne
u cca 70 % s projevem
tiesu téla. Tento projev je
ziejmy témeéf u vsech
zvitat kolem 93 tydne.

Od 3 mésice je
pozorovana ztrata
hmotnosti a atrofie mozku

pomoci MRI.

Snizeni kognitivnich
funkci kolem 1 roku.

Smrt nastdva mezi 74-104
tydny.

10 MRI ,,magnetic resonance imaging* — magneticka rezonance.
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Obr. 1 Specifické znaceni jadernych mHTT inkluzi protilatkou MWS. Jaderné inkluze
(Cerné tecky) se nachazeji ve striatu mysi zQ175/Q175, kde jsou pozorované od 4 mésice.
U kontrolnich mysi (wild type, WT) se inkluze nenachdzeji. Autor imunobarveni a
fotografie: Petr Vodicka.

1.1.2 Protein huntingtin

HTT protein je slozen z 3100 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 348 kDa. Tento
protein je kdédovany HTT genem (IT15). Ve své struktufe je polymorfni, s riznou délkou
poly-Q traktu (sekvence nékolika glutaminovych jednotek) v proteinul. Huntingtin
pfimo interaguje s dalSimi proteiny, které jsou pouzivany pii transkripci, transportu
abunétné signalizaci. V bunkach byl detekovan v jadfe, mitochondriich
a endoplazmatickém retikulu. Funkce tohoto proteinu neni zatim pln¢ znama, ale bylo
prokazéano, ze ma dilezitou roli v nervovych buiikach a je nezbytny pro normalni vyvoj
embrya/fétu, vyvoj mozku a postnatlni vyvoj'?. V preimplantaéni fazi vyvoje (2,5 dne)
je huntingtin detekovan v jadrech. Béhem stadia blastocysty (3,5 dne) zjader zmizi
a v dalsich fazich vyvoje je detekovan v cytoplazmé a spolecné s mitotickymi vieténky,
coz naznaduje, ze huntingtin je potfebny pro mitézu v cytoplazmé®®. Cilené naruseni genu
(knock-out) zptisobuje u mysi vyvojovou retardaci a embryonalni letalitu mezi 8,5.a10,5.
dnem brezosti*. K tomu dochdzi kviili apoptéze a nedostate¢nému vezikularnimu

11 NANCE, M. A. et al. Analysis of a very large trinucleotide repeat in a patient with juvenile
Huntington’s disease.

12 GOEHLER, Heike et al. A Protein Interaction Network Links GIT1, an Enhancer of Huntingtin
Aggregation, to Huntington’s Disease. Molecular Cell. 2004, ro¢. 15, ¢. 6.
DOI: 10.1016/j.molcel.2004.09.016

13 JEONG, Sung-Jin et al. Huntingtin is localized in the nucleus during preimplanatation embryo
development in mice. International Journal of Developmental Neuroscience. 2006, ro¢. 24, ¢. 1.

DOI: 10.1016/j.ijdevneu.2005.10.001

14 ZEITLIN, Scott et al. Increased apoptosis and early embryonic lethality in mice nullizygous for the
Huntington’s disease gene homologue. Nature Genetics. 1995, ro¢. 11, ¢. 2. DOI: 10.1038/ng1095-155
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transportu®®. HTT se hojné nachazi v mozku, ale i v jinych ¢astech téla, jako je kiize
a varlata'®.

Mutovany huntingtin se od normalniho huntingtinu vlivem mutace lisi v biochemickych
vlastnostech, primarni struktufe, post-translacnim sbalenim proteinu a finalni lokalizaci
Vv bunice. Pro buiiku se tak stava patogennim. Mutace zpusobuje poruchy pii interakci
S jinymi proteiny, coz vede k negativnimu ovlivnéni bunécnych pochodii a naruSeni
homeostaze bunky.

Béhem post-translacnich uprav dochazi ke Sté€peni proteinu za vzniku N-terminalnich
fragmentd, z kterych po oligomeraci a agregaci vznikaji vétsi komplexy — inkluze.
Inkluze se kumuluji v cytoplazmé, nebo se piemisti do jadra. V jadfe brani transkripci
atim zpasobuji celkové naruseni proteostaze buriky!’. Také zpisobuje zmény
V proteinovém transportu neuromodulator (neurofinil), jako je mozkovy neurotroficky
faktor (Brain-derived neurotrophic factor, BDNF), ktery je dulezity pro pfeziti a rust
neuroni’®, Zuccato a Cattaneo, 2007 poukazuji na dilezitost BDNF transportovaného
z kortexu, ktery je dulezity pro kortikostriatalni synapse, a to jak z hlediska udrzeni jejich
spravné aktivity, tak preziti MSN?®, Slouzi jako modulator neurotransmiterii a podili se na
neuronalni plasticité, coZ je nezbytné pro uéeni a pamét?’. Nedostatek BDNF miize mit
za nasledek zmény cytoskeletalnich proteinti, snizeni synaptogeneze a presynaptické
plasticity, nebo vytvofeni abnormalnich dendritickych trni?!. Vyrazné snizena hladina

15 REINER, Anton et al. Wild-Type Huntingtin Plays a Role in Brain Development and Neuronal
Survival. Molecular Neurobiology. 2003, ro¢. 28, ¢. 3. DOI: 10.1385/MN:28:3:259

16 HTT huntingtin [ Homo sapiens (human) ] [online]. 2022. Dostupné
Z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3064

17 MENALLED, Liliana B a Marie-Frangoise CHESSELET. Mouse models of Huntington’s disease.
Trends in Pharmacological Sciences. 2002, ro¢. 23, ¢. 1. DOI: 10.1016/S0165-6147(00)01884-8

18 BARRON, Jessica C., Emily P. HURLEY a Matthew P. PARSONS. Huntingtin and the Synapse.
Frontiers in Cellular Neuroscience. 2021, ro¢. 15. DOI: 10.3389/fncel.2021.689332

19 ZUCCATO, C a E CATTANEDO. Role of brain-derived neurotrophic factor in Huntington’s disease.
Progress in Neurobiology. 2007, ro¢. 81, ¢. 5-6. DOI: 10.1016/j.pneurobio.2007.01.003

20 BATHINA, Siresha a Undurti N. DAS. Brain-derived neurotrophic factor and its clinical
implications. Archives of Medical Science. 2015, ro¢. 6. DOI: 10.5114/aoms.2015.56342

21 NITHIANANTHARAJAH, J. a A.J. HANNAN. Dysregulation of synaptic proteins, dendritic spine
abnormalities and pathological plasticity of synapses as experience-dependent mediators of cognitive and

psychiatric symptoms in Huntington’s disease. Neuroscience. 2013, ro¢. 251.
DOI: 10.1016/j.neuroscience.2012.05.043
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BDNF byla prokazana u HD pacientd v oblasti striata. Toto snizeni mize mit vliv

na progres nemoci a piispivat k jejim projeviim?2,

22 ZUCCATO, C a E CATTANEDO. Role of brain-derived neurotrophic factor in Huntington’s disease.
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1.3 Synapse a Huntingtonova choroba

1.3.1 Synapse

Neurony mezi sebou musi komunikovat, a to se déje pomoci synapsi. Synapse jsou
mistem bunéného spojeni. PrenaSeji informace mezi dvéma neurony, nebo mezi
receptorovymi bunkami a efektorovymi buiikami. Kazdy neuron ma pftiblizné 1000
synaptickych zakonceni, ale synapsi mize byt na jednom postsynaptickém neuronu
i nékolik desitek tisic?.

Synapse mame dvojiho typu: elektrické a chemické. Elektrické jsou vzacné, jedna se
0 spojeni neurontl, které probihé jejich vzijemnym propojenim pies ,,gap junctions: .
VétsSinu  synapsi tvoii synapse chemické, které komunikuji prostfednictvim
neurotransmiterd?. Chemické synapse jSou tvotfeny presynaptickou &asti axonu jednoho

Neurotransmitter

\ Neurotransmitter
. e transporter
Synaptic / \ ansp Axon

vesicle ~— /< terminal
Voltage- =
gated Ca* D I/ K
channel “m . Synaptic
Postsynaptic GID ¥ ¢ ¥ Receptor cleft
desly Dendrite

Obr. 2 Prevzato z Action potentials and synapses. In: Queensland Brain
Institute [online].

23 SUDHOF, Thomas C. The cell biology of synapse formation. Journal of Cell Biology. 2021, ro¢. 220,
¢. 7. DOI: 10.1083/jch.202103052

24 Gap junctions jsou mezibuné¢né kanaly umoznujici pfenos iontit nebo malych molekul
mezi buitkami.

25 Neurotransmiter je nizkomolekularni chemicka latka slouzici k pfenosu nervového
vzruchu napt. kyselina glutamova, serotonin, dopamin.
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neuronu a postsynaptickou ¢asti vétsinou dendritu, ale mize to byt t€lo nebo axon jiného
neuronu, které jsou oddéleny synaptickou §térbinou?®.

Presynapticka cast se nazyva synapticky knoflik a obsahuje synaptické vacky
S neurotransmitery. Neurotransmitery se uvoliiuji ze synaptickych vacki vlivem akéniho
potencialu a ptes synaptickou Stérbinu se dostavaji na postsynaptickou ¢ast neuronu,
obvykle dendritickou membranu, kde se navazou na receptory. Morfologie synaptickych
vacka se odviji od neurotransmiteru, ktery obsahuji. Synaptické vacky v excitacnich
synapsich jsou kulovité a v inhibi¢nich ovalné. Neurotransmitery se ze synaptickych
vackl uvoliuji do synaptické Stérbiny v tzv. aktivni zoén€. Poté co se neurotransmitery
navazou na postsynaptickou ¢ast neuronu, dochazi k prevodu chemického signalu
na signal elektricky a naslednou odezvu v postsynaptické buice?”.

Synapse vznikaji béhem procesu nazyvané¢ho synaptogeneze. U zdravého cloveka
dochazi k synaptogenezi po cely zivot. K nejvétSimu ndrustu poctu synapsi dochazi

b&hem novorozeneckého obdobi az do prvnich dvou let po narozeni®®.

1.3.2 Synaptosomy

Pro studium synapsi, jejich fyziologickych funkci, ale i patologickych zmén se pouzivaji
synaptosomy. Synaptosomy jsou subcelularni frakce izolované z nervovych zakonceni.
Obsahuji kompletni presynaptickou ¢ast synapse, vcetné¢ mitochondrii a synaptickych
vezikul, spolu s postsynaptickou membranou a postsynaptickou denzitou (Obr.3). Také
je lze nazvat ,odstiihnuta nervova zakonceni®, protoze lipidové dvojvrstvy se znovu
ptirozené spoji, poté co jsou odtrzena zakonceni axonil. Lze je ziskat homogenizaci
a gradientovou centrifugaci mozkové tkané?. Jelikoz po centrifugaci a homogenizaci
vSechny molekuldrni mechanismy pro uvoliovani, navazovani a ukladani

26 SUDHOF, Thomas C. The cell biology of synapse formation.

27 SHIN, Mimi et al. Electrochemistry at the Synapse. Annual Review of Analytical Chemistry. 2019,
ro¢. 12, ¢. 1. DOI: 10.1146/annurev-anchem-061318-115434

28 Ql, Cai et al. Molecular mechanisms of synaptogenesis. Frontiers in Synaptic Neuroscience. 2022,
ro¢. 14. DOI: 10.3389/fnsyn.2022.939793

29 WHITTAKER, Vp, la MICHAELSON a Rja KIRKLAND. The separation of synaptic vesicles from
nerve-ending particles (‘synaptosomes’). Biochemical Journal. 1964, ro¢. 90, ¢. 2.

DOI: 10.1042/bj0900293
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neurotransmiterti zlstdvaji neporuseny, pouZzivaji se synaptosomy casto ke studiu
synaptické fyziologie a dysfunkce®.

Presynapse B Synaptosome

SV mito

-

n oy oge
Homogenization o O O §
o 0O

Og
PSD
Postsynapse

Obr. 3 Synaptosom, prevzato zpublikace od EVANS, Gareth J.O., 2015, The
synaptosome as a model system for studying synaptic physiology®L.

1.3.3 VIiv HTT a mHTT na synapse

Normalni nepatogenni forma HTT (wtHTT) je nezbytna pro synaptickou neurotransmisi,
tedy pfenos nervového vzruchu mezi neurony. Ovliviiuje axonalni transport synaptickych
proteini za do termindlnich knoflikd, dendriticky transport, uvoliovani
neurotransmiterdi, recyklaci endocytickych vezikul a lokalizaci ¢i recyklaci
postsynaptickych receptort. WtHTT funguje jako proteinové leSeni vaze na sebe dalsi
proteiny pro zrychleni axondlniho pfenosu a upevnéni receptori na plazmatické
membrang. Ovliviiuje autofagii, coz je dilezity regulator synaptické homeostazy. Dale
také ovlivituje komunikaci mezi synapsi a jadrem regulaci transkripénich faktora®2.

Béhem presynaptické endocytozy WtHTT interaguje s klicovymi presynaptickymi
proteiny a reguluje endocytézu synaptickych vezikul. V presynapsi se nachazi pouze
omezeny pocet synaptickych vezikul, které mohou byt béhem dlouhodobé nervové
aktivity vyCerpany. Aby nedoSlo k jejich vycCerpani, jsou dopliiovany b&hem nervoveé
aktivity lokalni endocytdzou zprostiedkovanou proteinem klathrinem. WtHTT interaguje

30 BAI, Fengju a Frank A. WITZMANN. Synaptosome Proteomics. In: BERTRAND, Eric a Michel
FAUPEL, eds. Subcellular Proteomics. 43. Dordrecht: Springer Netherlands, 2007. DOI: 10.1007/978-1-
4020-5943-8_6

31 EVANS, Gareth J.O. The Synaptosome as a Model System for Studying Synaptic Physiology. Cold
Spring Harbor Protocols. 2015, ro¢. 2015, ¢. 5. DOI: 10.1101/pdb.top074450

32 BARRON, Jessica C., Emily P. HURLEY a Matthew P. PARSONS. Huntingtin and the Synapse.
Frontiers in Cellular Neuroscience. 2021, ro¢. 15. DOI: 10.3389/fncel.2021.689332
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s klathrinovym adaptorovym proteinem AP-2 a slouzi jako docking protein, ktery poméaha
ziskavat AP-2 do membrany. Vlivem mHTT dochazi ke ztraté¢ docking funkce wtHTT,
coz mé za nasledek snizeni AP-2 na membrané a zhorSuje se tim endocytéoza. WtHTT
také interaguje s proteinem ADAM10. ADAM10 je transmembranova proteaza Stépici
amyloidni prekurzorovy protein APP. Interaktomy wtHTT a ADAMI10 maji spolecné
proteiny, mezi které patii protein piccolo, nezbytny pro udrzbu a recyklaci synaptickych
vezikul. Snizenim hladiny wtHTT nebo expanzi patogenniho HTT dochézi k naruseni
ADAMI10/HTT/piccolo komplexu, coz ma za nasledek vycerpani synaptickych vezikul
ze snadno uvolnitelnych zasobnich vezikul. Dal§im nasledkem narusSeni tohoto komplexu
je negativni vliv na presynaptickou homeostazi. Mysi, u kterych byl gen HTT knock-
outovan (uml&en) se pomaleji zotavuji ze synaptické deprese?®.

Dalsim dé&jem probihajicim v presynaptické ¢asti synapse je exocytodza. Proteiny tvorici
komplexy s mHTT jsou zakladnimi slozkami mechanismu pro uvoliiovani exocytarnich
neurotransmiterd. WtHTT se vaZe s proteiny, které snizuji rychlost exocytdzy, mnozstvi
glutamatu uvoliiovaného v exitatnich neuronech, nebo usnadiiuji presynaptické
uvoliiovani transmiterti. V buiikdach HeLa3* se wtHTT podili na fzi sekre¢nich vacka
s plazmatickou membranou béhem exocytdzy. Presynapticka exprese se podili
na dlouhodobé synaptické plasticité. A i pies to, ze u¢inky wtHTT na exocytézu zatim
nejsou pln& pochopeny, bylo zjisténo, ze exprese mHTT inhibuje tento proces>>.

Jednou z dobie popsanych funkci wtHTT je intracelularni transport. Komplexy, které
jsou tvoteny s wtHTT zajiSt'uji anterogradni (smérem k synapsi) a retrogradni (smérem
K télu bunky) transport. Patogenni polyQ expanze naruSuje tento axonovy transport.
Vyznamny anterogradni transport, ve kterém WtHTT participuje je dodavani BDNF
do striata z presynaptickych neuront z kortexu. Dodavani tohoto faktoru do striata
je nezbytné, jelikoz striatum samo o sobé produkuje pouze malé mnozstvi. Dale také
wtHTT zajistuje anterogradni transport prekurzorti synaptickych vezikul, coz je nutné
pro uvoliiovéni z presynapse*®.

33 BARRON, Jessica C., Emily P. HURLEY a Matthew P. PARSONS. Huntingtin and the Synapse.
Frontiers in Cellular Neuroscience. 2021, ro¢. 15. DOI: 10.3389/fncel.2021.689332

34 HeLa bunky — jedna se nesmrtelnou (buiiky maji neomezenou schopnost se délit) linii
epitelovych bun¢k maligniho karcinomu d€lozniho ¢ipku, které byly odebrany Henrieté
Lacksové v roce 1951.

35 BARRON, Jessica C., Emily P. HURLEY a Matthew P. PARSONS. Huntingtin and the Synapse.
Frontiers in Cellular Neuroscience. 2021, ro¢. 15. DOI: 10.3389/fncel.2021.689332

36 BARRON, Jessica C., Emily P. HURLEY a Matthew P. PARSONS. Huntingtin and the Synapse.
Frontiers in Cellular Neuroscience. 2021, ro¢. 15. DOI: 10.3389/fncel.2021.689332
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Huntingtin je také velmi dilezity pro funkci postsynapse. Spolu s HAP1 reguluje
transport receptort. Dale také s HAP1 a PSD95 reguluje stabilizaci receptoru

na postsynaptickém neuronu *’.

1.3.4 Synaptické proteiny

Jednim z charakteristickych znaka synaptickych specializaci je jejich zavislost na vysoce
organizovanych komplexech proteint, které se navzajem ovliviyji. Ztrata nebo
modifikace klic¢ovych synaptickych proteint ovliviluje vlastnosti celého komplexu, coz
v koneéném diisledku ovlivituje synaptickou funkci ®. V nasledujicich kapitoldch budou
popsany zakladni proteiny interagujici s proteinem huntingtin, jejich vlastnosti a jakym
zpusobem ovliviiuji synaptickou funkci/dysfunkci.

Postsynaptic density protein 95

Postsynaptic density protein 95 (PSD95), ktery je u lidi kdédovany genem DLG4
je nejhojn&jsim proteinem v synaptické denzité®®. Jedna se o hlavni postsynapticky
scaffolding protein®. Interaguje s mnoha proteiny diky PZD doméng, coz je b&zna
strukturalni doména aminokyselin dulezitd pro formovani a modulaci synaptickych

spojeni*!. Hlavni funkci PSD95 je regulace pienosu a lokalizace glutamatovych

37 Ibid.; MCKINSTRY, S. U. et al. Huntingtin Is Required for Normal Excitatory Synapse Development
in Cortical and Striatal Circuits. Journal of Neuroscience. 2014, ro¢. 34, ¢. 28.
DOI: 10.1523/JNEUROSCI.4699-13.2014

38 ANTONUCCI, Flavia et al. SNAP-25, a Known Presynaptic Protein with Emerging Postsynaptic
Functions. Frontiers in Synaptic Neuroscience. 2016, ro¢. 8. DOI: 10.3389/fnsyn.2016.00007

39 STATHAKIS, Dean G. et al. Human Postsynaptic Density-95 (PSD95): Location of the Gene (DLG4)
and Possible Function in Nonneural as Well as in Neural Tissues. Genomics. 1997, ro¢. 44, ¢. 1.

DOI: 10.1006/gen0.1997.4848; YOO, Ki-Seo et al. Postsynaptic density protein 95 (PSD-95) is
transported by KIF5 to dendritic regions. Molecular Brain. 2019, ro¢. 12, ¢. 1. DOI: 10.1186/s13041-019-
0520-x

40 PARSONS, Matthew P. et al. Bidirectional Control of Postsynaptic Density-95 (PSD-95) Clustering
by Huntingtin. Journal of Biological Chemistry. 2014, ro¢. 289, ¢. 6. DOI: 10.1074/jbc.M113.513945

41 KEITH, Dove. Excitation control: balancing PSD-95 function at the synapse. Frontiers in Molecular
Neuroscience. 2008, ro¢. 1. DOI: 10.3389/neuro.02.004.2008
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receptorii’?. M4 diileZitou roli p¥i vyvoji synapsi, v synaptické plasticité a pfi podpote
zrani synapsi®.

PSD95 ma klicovou roli v interaktomu HTT. Pfitomnost mHTT oslabuje tuto interakci
a také chybné lokalizuje PSD95 do mimosynaptickych mist. Chybnou lokalizaci PSD95
muze mHTT negativné ovlivnit bunécnou signalizaci NMDA a NMDAR receptori
(glutamatové receptory a i proteinové iontové kanaly v nervové butice)*.

Synaptosomal associated protein 25

Synaptosomal associated protein 25 (SNAP 25) je protein s molekulovou hmotnosti 25
kDa. Tento protein je u lidi kodovany genem Snap25 na chromosomu 20p12.2%°. SNAP25
je soucasti proteinového komplexu SNARE, ktery se podili na uvolhovani
neurotransmiteri béhem synaptického ptfenosu. V presynaptické casti se podili na
exocytdze synaptickych vezikul a kratkodobé plasticité synapse. Dilezitou roli mize mit
také v postsynapsi, jelikoz udrzuje rovnovahu mezi glutamatovymi receptory na dané
synapsi a tim padem zaji§tuje spravnou funkci synapse i na postsynaptické &asti*®.
Nezbytny je také pro embryonalni vyvoj, jelikoz vyznamné ovliviluje synaptogenezi

a rust axonu®’.

Synaptofyzin

Synaptofyzin (SYP) nebo také hlavni synapticky vezikularni protein p38 je integralni
membranovy protein nachédzejici se v synaptickych neurosekrecnich vaccich.
Molekulova hmotnost tohoto proteinu je 38kDa a koduje ho gen SYP. Tento protein neni

42 YOO, Ki-Seo et al. Postsynaptic density protein 95 (PSD-95) is transported by KIF5 to dendritic
regions.

43 RUBENSTEIN, John L. R. a Pasko RAKIC, eds. Comprehensive developmental neuroscience:
patterning and cell type specification in the developing CNS and PNS. Amsterdam: Elsevier/Academic
Press, 2013.; YOO, Ki-Seo et al. Postsynaptic density protein 95 (PSD-95) is transported by KIF5 to
dendritic regions.

44 PARSONS, Matthew P. et al. Bidirectional Control of Postsynaptic Density-95 (PSD-95) Clustering
by Huntingtin.

45 MAGLOTT, D. R. et al. Radiation hybrid mapping of SNAP, PCSK2, and THBD (human
Chromosome 20p). Mammalian Genome. 1996, ro¢. 7, ¢. 5. DOI: 10.1007/s003359900120

46 ANTONUCCI, Flavia et al. SNAP-25, a Known Presynaptic Protein with Emerging Postsynaptic
Functions.

47 WINKLE, Cortney Chelise a Stephanie L. GUPTON. Membrane Trafficking in Neuronal
Development: Ins and Outs of Neural Connectivity. In: International Review of Cell and Molecular
Biology. 322. Elsevier, 2016. DOI: 10.1016/bs.ircmb.2015.10.003
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nezbytné nutny pro prenos neurotransmiterd. Pfesnd funkce tohoto proteinu nebyla zatim
odhalena, ale bylo prokdzano, ze interaguje s nezbytnym vezikuldrnim proteinem
synaptobrevinem 2 (VAMP2). Mysi, u kterych byl gen SYP inaktivovan se normalné
vyvijely, pouze u nich byly detekovany niz§i hladiny synaptobrevinu®. Jelikoz
je synaptofyzin pfitomny téméf ve vSech axonech nervovych bunék, slouzi jako marker
téchto bunck.

U pacienti s HD byl detekovan pokles hladiny synaptofyzinu. To je nejspise zptisobeno
ztratou stfedné velkych trnitych neuronti ve striatu, nebo degenerativnim procesem,
kterym prochézeji striatalni aferentni axonova zakonceni, kdyz ztrati své striatalni cilové
buiiky — stiedné velké trnité neurony*°.

Synaptobreviny

Synaptobreviny, zname také jako vesicle — associated membrane protein (VAMPL,
VAMP?2) patii mezi SNARE proteiny. Maji podobnou strukturu a podileji se na flzi
a dokovani synaptickych vezikul s presynaptickou membranou, pro kterou jsou
nezbytné®. Interaguji se synaptickymi membranovymi proteiny syntaxinem I a SNAP25
za vzniku komplexu, ktery predchazi exocytéze. Synaptobrevin také interaguje
s vezikularnim proteinem synaptofyzinem °.. MHTT naru$uje spravnou funkci
synaptobrevini produkei toxint, které¢ VAMP1/VAMP2 deaktivuji. Podobné¢ je tomu tak
u proteinu SNAP25°2,

48 MCMAHON, H T et al. Synaptophysin, a major synaptic vesicle protein, is not essential for
neurotransmitter release. Proceedings of the National Academy of Sciences. 1996, ro¢. 93, ¢. 10.
DOI: 10.1073/pnas.93.10.4760

49 GOTO, S. a A. HIRANO. Synaptophysin expression in the striatum in Huntington'’s disease. Acta
Neuropathologica. 1990, ro¢. 80, ¢. 1. DOI: 10.1007/BF00294227
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L1CAM

L1CAM je transmembranovy protein patfici do L1 proteinové rodiny. Jedna se o
adhezni molekulu, kterd ma dulezitou ulohu v prubéhu vyvoje mozku, migraci a
diferenciaci bunék, riistu neuritii, synaptické plasticité a tvorb¢ synapsi ve spojeni s
ankyrin vazebnou doménou***, L1CAM ma né&kolik domén vystupujicich na povrch
buniky: 6 imunoglobulinovych, 5 fibronektinovych (FNIII). Dale m& doménu
transmembranovou a intracelularni na kterych se nachéazeji stépna mista. Délka proteinu
je 200-220 kDa>®. Vyblokovani nebo mutace v LICAM vede k porucham b&hem vyvoje
mozku, vzniké takzvany CRASH syndrom, ktery se projevuje mnoha neurologickymi
defekty jako je hydrocefalus, retardace, abnormality v riistu axoni a myelinizaci®®.
Tento protein prodélava mnoho Sté€peni riznymi enzymy, kdy vznikaji rizné¢ dlouhé
fragmenty. Stépeny L1CAM mize byt translokovan do jadra. LLCAM protein z NSC
izolovanych z féti E17.5 vykazuje na western blotu mnoho fragment na rozdil od
poctu fragmenti izolovanych ze synaptosom, kde byla zaznamendna plnéa forma
L1CAM a fragment mezi 70-80 kDa®’.
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1.4 Zvireci model

Pro odhaleni pfi¢in neurodegenerativnich lidskych nemoci na molekuldrné genetické
urovni se pouzivaji mnohé zvifeci modely, které napomahaji pochopit zakladni
mechanismy dané choroby. Nabizeji také bezpecné testovani 1é¢ebnych procest.

Jelikoz HTT gen je evolu¢né velmi konzervovany u vSech obratlovet, zavedeni mutace,
ktera zptisobuje HD do genomu Zivoc¢ichl vede k rozvoji symptomii podobnych tém
lidskym®®8,

Pro studium patogeneze HD bylo vyvinuto mnoho zvitecich modela zahrnujicich nejen
mysi, prasata®, ovce®, primaty®?, ale i drozofily®?. Casto se pouziva mysi knock — in
linie, coz znamend, Ze pozadovand genova sekvence téchto zvifat je vymeénéna jedna
za jednu trans genem, nebo jsou pfidany genové sekvence, které se nachazi v lokusu®?.
Knock-in s plnou délkou Htt nejlépe napodobuji fenotyp lidského onemocnéni z hlediska
genetiky, jelikoz exprese mHtt se vyskytuje ve vhodném genetickém a proteinovém
kontextu. Mysi modely, u kterych byla rozsifena repetice CAG vlozena do mysiho Htt
maji obvykle slabsi behaviordlni, histologické a molekularni fenotypy nez transgenni
modely, které nadmémné exprimuji mutantni HTT®*. ZQ175 Knock-in mysi byly
vytvofeny inzerci lidské sekvence obsahujici 140 repetic CAG do myS$iho genu pro HTT.
Po piekiizeni a selektivnim $lechténi se pocet repetic ustalil kolem 190%°.
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Homozygotni samci i samice vykazuji hlavni pfiznaky HD, které se shoduji s pfiznaky
pacienti a timto onemocnénim. U homozygoti zQ175 byl popsdn vyrazny ubytek
hmotnosti uz od 3. mésice zivota. U WT mysi a heterozygoti nebyl tento ptiznak
zpozorovan. Hlavnim ptiznakem HD je vyrazna atrofie mozku Vv disledku odumirani
jeste pred tim, nez byly detekovany motorické deficity. Ve striatu a kortexu
homozygotnich mysi byl zjiStén s vékem zvysSujici se narust poctu neuronii s jadernymi
HTT inkluzemi (obr.1).

U HD pacientli se 40-50 repeticemi dochdzi témét k Gplné striatalni degeneraci, ale
umysi, jejichz repetice jsou mnohem delsi (100 repetic a vice) nedochazi k tak
dramatické degeneraci striata®.

1.5 Nervové kmenové bunky

Nervové kmenové bunky (NSC) jsou nediferencované, multipotentni buiiky, pro které je
charakteristicka schopnost sebeobnovy, téméi neomezena proliferace a diferenciace®’.

V organismu se kmenova bunika nachdzi v anatomicky specifickém misté nazyvané ,,nika
kmenovych bunc¢k®. Nika, slozena z podplrnych bunék, poskytuje kmenové buiice
uchyceni, vyZzivu a dodava faktory pro regulaci bunécného cyklu. Nékteré z mechanismil
pro regulaci kmenovych bunék jsou pro vSechny typy kmenovych bunck stejné. Jiné
se viak 1isi, aby si buiiky zachovaly své jedine¢né vlastnosti®®.

NSC vznikaji béhem ¢asného embryonalniho vyvoje a zlistavaji po cely Zivot jedince®.

V neuralni trubici se nachdzi maly pocet kmenovych bunék, z kterych je vytvoten cely
centralni nervovy systém. NSC se déli symetricky a asymetricky. Pfi neurogenezi dochazi
nejdiive k symetrickém déleni, kdy se nervova kmenova buiika rozdéli na dvé identické
bunky pro rozsifeni zdsob NSC. B&hem neurogeneze, kterd probiha u mysi v E 9-10
prevlada asymetrické déleni. Pti asymetrickém déleni vznika z matef'ské kmenové bunky
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totozna kopie a intermedialni progenitor, nebo nezraly neuron’®. Intermedialni
progenitory jsou funkéné specializované buriky s omezenym potencialem se nadale délit.
Diferenciacni potencial NSC je tripotentni, coz znamend, ze se diferencuji do tii
bundénych typl: neuroni, oligodendrocytti a astrocyti’. Nejprve se diferencuji
do neuront (kolem E13) a poté gliové (astrocytové a oligodendrocytové) linie’2. Neurony
vytvaii neurondlni sit’ propojenou synapsemi, které zajiStuji komunikaci a pfenos
nervového signalu mezi jednotlivymi neurony’>.

Early embryo
@ Neuroblast
@ Type B stem cell
Q@ stemcel
E Astrocyle
Late embryo % Oligodendrocyte
Q_ Neuron
Stem
cell
plasicity

Adult

Obr. 4 Vyvoj kmenovych bunék. Prevzato z ,,The development of neural stem cells*,
autor: Sally Temple, 200174,
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V dospélém mozku k neurogenezi dochazi ve dvou oblastech mozku, a to
Vv subventrikularni zon¢€ (SVZ) lateralniho ventrikulu a subgranularni zon¢ v gyru dentatu
hipokampu a diky nim dochdzi k neurogenezi po cely Zivot’. To je dileZité zejména pri
poskozeni bunck nebo tkan¢ vlivem neurodegenerativniho onemocnéni nebo po
traumatickém poskozeni mozku. Déleni NSC umoziuje produkci bunék, které mohou
nahradit poSkozené neurony a glie. NSC mohou migrovat do mist, ve kterych je tkan
poskozena a podpofit funk¢ni a strukturalni opravu tkané. Také produkuji neurotrofické
faktory (BDNF a GDNF), které mohou stimulovat vnitini opravné mechanismy’®.
Naptiklad u HD byla zjisténa vys$i proliferacni aktivita (PCNA pozitivni bunky)
a vzrustajici poget novych neuronti pochazejici ze SVZ'.

1.5.1 NSC v in vitro podminkach

NSC se v in vitro podminkach mohou kultivovat dvéma riznymi metodami, pfichycené
k povrchu a jako plovouci ve formé neurosfér. Obé¢ kultiva¢ni metody vyZzaduji specifické
médium pro NSC s KSR, suplementy B27 a N2, rustové faktory Basic Fibroblast Growth
Factor (bFGF) a Epidermal Growth Factor (EGR). Toto slozeni média je schopné udrzet
bunky v proliferujicim stavu. Pokud ristové faktory odstranime z média, NSC za¢nou
spontann¢ diferencovat.

1. Pfichycené k povrchu

In vitro kultivace se provadi na skle nebo oSetieném povrchu plastiku pro in vitro
podminky. Pfed samotnym vysazenim buné¢k se aplikuje potah proteinii extracelularni
matrix (ECM), ktery umoziuje simulovat in vivo podminky v prostiedi in vitro kultivaci.
Mezi tyto proteiny patii napf. Zelatina, fibronektin, laminin a GelTrex, ktery je smési
nékolika proteind. Buiiky se k ECM pfichycuji pomoci integrini. Tyto ECM proteiny
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ovlivituji adhezi bunék, usnadiiuji mezibunécnou komunikaci a poskytuji strukturalni
podporu, reguluji bun&nou proliferaci a morfologii bunék’®.

2. Neurosféry

Jedna ze schopnosti nervovych kmenovych bunék, kterd se vyuziva pii jejich kultivaci
je tvorba neurosfér. NSC v bezsérovém médiu s rustovymi (epidermalni a fibroblastovy)
faktory se mnozi (proliferuji) a tvofi mnohobunééné kulovité Gtvary — neurosféry’®.
Neurosféry mohou tvofit 1 progenitory, ale na rozdil od kmenovych bunék nemohou
vytvofit sekundarni neurosféry z priméarnich neurosfér®.

1.5.2 NSC a neurodegenerativni onemocnéni

NSC jsou hojné¢ vyuzivané v klinickych studiich pro bunéénou terapii
neurodegenerativnich onemocnéni napf. Alzheimerovy choroby®, Parkinsonovy
choroby®? ¢&i roztrousené sklerozy®®. Pro studium Huntingtonovy choroby ale i jinych
neurodegenerativnich onemocnéni se pouzivaji buiiky kultivované v in vitro®
podminkéch izolované z fetalni mozkové tkdn€. Pti porovnavani linii NSC exprimujicich
mHTT a wt linii bylo zji§téno, Ze syntéza patogenniho proteinu ovliviiuje buiky v mnoha
smérech. Patogenni protein tvofi agregaty v perinuklearnim prostoru bunék. mHTT
narusuje axondlni transport mitochondrii a ovliviiuje mitochondridlni dynamiku tim, Ze

zvySuje Sté€peni a snizuje fuzi. U HD NSC je naruSena funkce ubiquitin-proteazomového
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systému a autofagie, které vedou ke snizeni odbouravani toxického materialu a jeho
hromadéni v cytoplazmé buiiky®. Tento jev 1ze pozorovat i u pacientd s HD, u kterych
se projevuje progresivni ztratou neuronti®®. NSC nesouci mHTT vykazuji snizeni hladiny
cholesterolu a pohyblivosti bunék a zaroven dochazi ke zvySeni hladin reaktivnich forem
kysliku, coz vede k oxida¢nimu poSkozeni bunék. U homozygotnich NSC kultivovanych
vin vitro podminkach byla zjiSténa pomalejsi kinetika ristu a po vicenasobnych
pasazich®’ poskytly méné neuronti oproti wt NSC. Odlisna je také bundéna struktura
ovlivijici diferenciaci do neuronti®.
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2 CIiLE PRACE

Hlavnim cilem prace je sledovat a charakterizovat zmény v synaptické funkci pod vlivem
MHTT u mysiho kmene zQ175 (B6J.129S1-Htttm1Mfc/190ChdiJ®).

1. Izolace synaptosomti z mysSiho striata dospélych zQ175 myS$i nesoucich
mutovanou alelu Q175 v porovnani s kontrolnimi mySmi Q7.

a) Porovnani izolace synaptosomi pomoci sachar6zového gradientu a komeréné
dostupného Syn-PER Synaptic Protein Extraction Reagent.

2. VIiv mHTT v prubéhu neuralniho vyvoje a synaptogeneze u fét ve stadiu E17.5
(embryondlni den 17.5).

3. Invitro kultivace NSC izolovanych z in vivo mysich fétt zQ175 a Q7 a sledovani
vlivu Brain-derived neurotrophic factor BDNF na synaptogenezi/synapse.

89 B6J.129S1-Htttm1Mfc/190ChdiJ. In: The Jackson Laboratory [online]. [cit. 2023-01-28]. Dostupné z:
https://www.jax.org/strain/027410
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3 METODY

Pro pokusy byly pouzity mysi zQ175 (The Jackson Laboratory, 027410). VSechny mysi
jsou genotypizovany par dni po narozeni. Pro pokusy na dospé€lych jedincich jsme pouzili
homozygoty (Q175/Q175), heterozygoty (Q175/Q7) a kontrolni mysi (Q7/Q7).

Pro ziskani féti byli navzajem pfipusténi heterozygoti (Q175/Q7). Féty byly nésledné
ziskany E17.5 (embryonalni den), byla u nich provedena genotypizace a ureni pohlavi.

Vzorky ziskané z dospélych jedincii zahrnovaly striatum a kortex. Striatum bylo pouzité
pro izolaci synaptosomu a western bloty. Kortex pro testovani primeri pomoci RT-qPCR.

Z fétu byly pouzity pro nasledné pokusy celé mozky. Pokusy zahrnovaly izolaci
synaptosomt, izolaci a kultivaci nervovych kmenovych bun¢k (NSC) a imunobarveni.

3.1 lzolace synaptosomii

Synaptosomy byly izolovany dvéma riznymi metodami, 1. sachar6zovym gradientem
s ultracentrifugaci a 2. komeréné dostupnym kitem Syn-PER (Syn-PER Synaptic Protein
Extraction Reagent kit, Thermo Scientific, 87793).

Mozek byl opatrné vyjmut z lebky a udrZzovan na ledu. Striatum bylo vypreparovano pod
binokularni lupou Zeiss Stemi 508 Stereo Microscope.

Placenta s féty byla vypreparovéna z téla matky. Nasledné byly féty zbaveny plodovych
obalt a byly z nich vyjmuty mozky pod binokularni lupou.

3.1.1 Sacharo6zovy gradient za pouziti 0,32 M a 1,2 M sacharézy

Ke vzorkiim striata byly ptidany 2 ml 0,32 M sacharozy, ktera obsahovala inhibitory
proteaz/fosfataz (Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitory, Single-Use Cocktail,
Thermo Scientific, 1861281) a 70 ul 1M Sample Reducing agent (SRA, 500 mM
dithiothreitolu). Vzorky byly homogenizovany pomoci Dounce homogenizatoru s tésnym
pistem. Kazdy vzorek byl v homogenizatoru stlaten 8x. Homogenizovany vzorek byl
pienesen do 15 ml zkumavky s 5 ml 0,32M sacharézy s inhibitory a SRA, nasledné byly
homogenizované vzorky centrifugovany 10 min. pfi teploté 4 °C na 1000 rcf (Allegra X-
22R, Beckman Coulter). Po centrifugaci bylo sebrano 400 ul pro dalsi analyzy (PN
vzorek) a 6,5 ml supernatantu a navrstveno na 6,5 ml na 1,2 M sacharozy
Vv ultracentrifugacnich zkumavkéch. Pelet ze dna zkumavky (P1) byl natfedén 0,32 M
sachardzou a uchovéan pro dalsi analyzy. Navrstvené sachardzy byly centrifugovany
35 min. pfi 4 °C na 32 000 rpm ve vykyvném rotoru SW32.1 a ultracentrifuze Optima
XPN90 (Beckman Coulter). Pomoci ultracentrifugace doslo k odd¢€leni synaptosomové
¢asti mezi 1,2 M a 0,32 M sachardzu. Synaptosomova ¢ast byla sebrana pomoci injekéni
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jehly a strikacky pres sténu zkumavky. Nasledné byly sebrany jednotlivé frakce 1 a 3
a pelet 2, ktery byl rozpustén v sachardze. Vzorky byly zmrazeny a uchovany pfi teploté
-80 °C do pouziti.

A
Homogenate in
0.32M sucrose

1.2M surcrose bed

Fraction 1 —p»
Synaptosomes —p»

Fraction 3 —9>

Obr. 5 A) ukazuje navrstveni homogenatu v 0,32M sacharoze po prvni centrifugaci na
1,2M sacharozu. PO ultracentrifugaci vznikaji dvé rizné frakce (1 a 3) mezi kterymi se
nachazi vrstva synaptosomu. Na dne zkumavky vznikd pelet. Prevzato z c¢lanku
VALENCIA, Antonio et al. Striatal Synaptosomes from Hdh140Q/140Q Knock-in Mice
have Altered Protein Levels, Novel Sites of Methionine Oxidation, and Excess Glutamate
Release after Stimulation. Journal of Huntington’s Disease. 2013, roc. 2, ¢. 4.
DOI: 10.3233/JHD-130080%.

Pro nasledné metody a analyzy byly sebrany vzorky ze vSech frakci: Po prvni
centrifugaci: supernatant (PN, postnuclear), Pelet 1 (P1). Po ultracentrifugaci: Frakce
1(F1), synaptosomy (SYN), Frakce 3 (F3) a pelet 2 (P2) (Obr. 5)).

3.1.2 Izolace synaptosomi pomoci Syn-PER Synaptic Protein
Extraction Reagent kit

Ke vzorkim bylo pfiddno 10 ml Syn-Per reagent (¢inidla) s inhibitory protedz a fosfataz
na 1 gram tkané. Striatum dospélého jedince vazi kolem 40 mg. Poté byly vzorky

90 VALENCIA, Antonio et al. Striatal Synaptosomes from Hdh140Q/140Q Knock-in Mice have Altered
Protein Levels, Novel Sites of Methionine Oxidation, and Excess Glutamate Release after Stimulation.
Journal of Huntington’s Disease. 2013, ro¢. 2, ¢. 4. DOI: 10.3233/JHD-130080
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homogenizovany Dounce homogenizdtorem — 10 pomalych stlaeni. Nasledné byly
vzorky centrifugovany 10 min. na 1200 rfc (Allegra X-22R, Beckman Coulter) pii teploté
4 °C. Po centrifugaci byl odebran supernatant a prfemistén do nové zkumavky, ve které
byl centrifugovan 20 min. na 15 000 rcf (Allegra X-22R, Beckman Coulter) pii teploté
4 °C. Synaptosomy byly ziskdny po dvou centrifugacich ve formé peletu.
K synaptosomovému peletu bylo piidano 1-2 ml Syn-Per reagent (¢inidla) s inhibitory
na 1 gram vzorku. Vzorky byly zmrazeny pfi teploté -80 °C do nasledného pouziti.

3.2 Invitro kultivace NSC

Bunky byly izolovany z mozku mySich féta (E17.5). Mozky byly ponechany ve 12
jamkové desticce (TPP) ve studeném HBSS na ledu do pouziti. Poté byly mozky
oplachnuty 2 ml oplachovym médiem obsahujicim DMEM/F12 (Gibco, 31330038), 50
pg/ml Gentamicin (Sigma-Aldrich), 5 pg/ml Heparinu (Sigma- Aldrich, H3149) a 5 %
KnockOut serum replacement (KSR, Gibco, A31815-02), nasledné¢ bylo médium
nahrazeno kultivaénim NSC médiem obsahujici DMEM/F12, 50 pug/ml Gentamicinu,
5 ug/ml Heparinu a 1 % B27 (Gibco, 12587-010) a 0,5 % N2 (Gibco, 17502-048), 5 %
fetal bovine serum (Sigma- Aldrich, F7524) a 20 ng/ml Basic Fibroblast Growth Factor
(, PeproTech, 100-18C) a 20 ng/ml Epidermal Growth Factor (EGF, PeproTech, 3015-
09). Mozky byly pomoci 1 ml S§pi€¢ky mechanicky rozvolnény, nésledn¢ 10x
propipetovany a prefiltrovany pres 70 um cell strainer. Piefiltrovana bunééna suspenze
z kazdého mozku byla vysazena na kultivaéni jamku 6 jamkové desticky s dvéma
riznymi potahy: 1. potazené 1 h pii pokojové teploté 5 pg/cm? fibronektinem (Sigma-
Aldrich, F1141), 2. 2 % GelTrexem (Gibco, A14132) 1 h pti 37 °C. Dale byla ¢ast bunék
vysazena na 24 jamkovou desti¢ku (TPP) bez potahu pro tvorbu neurosfér (NS). NSC
byly kultivovany v NSC médiu v termostatu pii 37 °C/5 % CO». Po 24 h bylo NSC
médium s 5 % FBS nahrazeno za NSC médium s 5 % KSR. V pribéhu kultivace byly
obden pfidavany rustové faktory (bDFGF a EGF) v koncentraci 20 ng/ml nebo vyménéna
%2 NSC média. Pii konfluenci kolem 90 % procent byly buiky pasaZovany akutdzou
(Sigma Aldrich, A6964) a nasledné¢ centrifugovany 450 g (Hettich, Universal 320R,
Schoeller), 5 min., pokojova teplota s obvyklou pasazi 1:3.

NSC pro naslednou charakterizaci pomoci PCR a western blota

Buiiky byly vysazeny na kultivaéni misky o velikosti 22,1 cm? (TPP, 93060) v poétu
30 000 bunék/cm? a kultivovany v NSC médiu s pfidanymi rGstovymi faktory bFGF
a EGF o koncentraci 20 ng/ml média. Pro nasledné pokusy bylo médium na miskach
vyménéno:1. za NSC médiu bez faktorti, kdy buniky spontanné diferencuji (SD) 2. NSC
médium s piidanym BDNF (Peprotech, 450-02) o koncentraci 10 ng/ml média. Vymeéna
média nebo ptidani BDNF probihalo v intervalech obden po dobu 10 dnd. Den 10 byly
buiiky sklizené na sucho.
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Sklizeni bunék na sucho:

Z NSC bylo odsato médium a bunky byly oplachnuty PBS, nejprve pokojové teploty a
nasledné studenym PBS. Na bunky byl pfidan 1 ml studeného PBS a bunky byly
seSkrabnuty bunécnou Skrabkou (TPP, 99002) a pieneseny do 2 ml zkumavky.
Nasledovala centrifugace 700xg/5 min./4°C (Allegra X-22R, Beckman Coulter). Po
centrifugaci se ud¢lal na dné zkumavky bunécny pelet, PBS bylo odsato a bunky ihned
zamrazeny v suchém ledu a pieneseny do -80 °C, kde byly uchovany do nasledného
pouziti.

NSC pro imunobarveni

Buniky byly vysazeny na LabTeky (Thermo Scientific, 154941), které jsou kupovany
s potahem polylysinu. LabTeky byly pfed pouzitim potahnuty 1 % GelTrexem. Na
potazené LabTeky byly NSC vysazené v koncentraci 30 000 bunék/cm? a kultivovany v
NSC médiu s rastovymi faktory bFGF a EGF o koncentraci 20 ng/ml média. Pro nasledné
pokusy bylo médium na miskach vyménéno: 1. za NSC médiu bez faktord — SD, 2. NSC
médium s piidanym BDNF (Peprotech, 450-02) o koncentraci 10 ng/ml média. Vymeéna
média nebo ptidani BDNF probihalo v intervalech obden po dobu 10 dnti. D10 byly NSC
fixovany 4 % paraformaldehydem (PFA, Sigma-Aldrich, P-6148).

Fixace NSC za pouziti 4 % PFA:

M¢édium bylo z buné€k odsato a buniky byly nasledné oplachnuty PBS (pokojové teploty).
Po oplachu bylo do kazdé¢ jamky piidano 200 pul 4 % studeného PFA a buiiky byly s PFA
inkubovany po dobu 10 min. pfi pokojové teploté. Po inkubaci bylo PFA odstranéno
a buiiky oplachnuty studenym PBS (2x5 min. a 1x10 min.). Po oplachu bylo na bunky
pfidano studené PBS a uchovéano v lednici do nasledného imunobarveni.

3.3 Molekularni a biochemické metody

K identifikaci synaptickych zmén z izolovanych synaptosomti a NSC byly pouzity tyto
molekularni metody:

1. Real-time qPCR pro zjisténi urovné exprese gend.
2. Western bloty k identifikaci specifickych proteind.

3. Imunofluorescence k vizualizaci cilového proteinu na histologickych fezech
mozku u fétti E17.5 a nervovych kmenovych buikach.
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3.3.1 Real —time gPCR

Real-time qPCR byla pouzita pro sledovani zmén v genové expresi v synapsich, a to na
urovni zahrnujici synaptické vacky, pre-synaptické a post-synaptické geny. Déle byla
sledovana exprese gend pro NSC (Nestin), neuront (Bl tubulin, DARPP-32) a BDNF.
Primery na tyto geny byly navrzeny v LAPA a jsou znizornény v priloze €. 1.

Bunky byly lyzovany v RLT pufru s f-Merkaptoetanolem (Serva, 28625) a nasledné
homogenizovany pies QIAShredder (Qiagen, 79654) kolonky. Po homogenizaci byly
vzorky naneseny na kolonky pro DNA eliminaci (gDNA Eliminator spin) a nasledné byla
izolovana RNA pomoci RNeasy Plus Mini kit (Qiagen, 74136) dle manudalu vyrobce. Po
naneseni vzorku na membranu (po RW1 a RPE pufru) byly eluaty skladovany pro analyzu
proteini western blot metodou. Vzorky byly eluovany ve 30 ul Nuclease-free H2O (Life
Technologies, AM9937), 2x na kolonku nanesen stejny eluat. Nasledn¢ byla zméfena
koncentrace izolované RNA pomoci spektrometru (NanoDrop, software ND-1000
V3.7.1, Thermo Fisher Scientific).

Do reverzni transkripce (QuantiTect Reverse Transcription Kit, Qiagen, 205313 byly
pouzity 2 pg RNA jednotlivych vzorkl. Reverzni transkripce se sklada ze dvou krokd,
nejprve dochazi k eliminaci genomické DNA (gDNA) a v nasledném kroku k samotné
reverzni transkripci.

RT-gPCR byla provedena na pfistroji CFX96 (BioRad) s detekci pomoci barvy Eva
Green (5% Hot FIREPol EvaGreen qPCR mix, Solid Biodyne, 08-24-00020). Samotna
reakce obsahovala 4 ul EvaGreen Supermix, 125 nM obou primert (0,25 pl forward
a 0,25 ul reverse) a 14,5 ul H20 (nuclease free) a vzorek cDNA odpovidajici koncentraci
25 ng puvodni RNA. Pomoci software BioRad CFX Manager byly nastaveny nasledujici
parametry reakce: 95 °C, 12 min pro aktivaci polymerazy, cyklovani: 95 °C 15 sec
(denaturace), 57 °C 30 sec (nasednuti primeru), 72 °C 30 sec (elongace produktu).
Cyklovani bylo nastaveno na 40 cyklt. Melting analyza: 72 °C 10 sec. Kvantifikace
kazdého genu byla normalizovana na tfi houskeeping geny: Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), p-actin (ACTB) a ribosomal protein L13A (Rpl13a).

Z programu CFX Manager byly exportovany Ct hodnoty, tedy ¢islo cyklu, kdy hodnota
detekované fluorescence piesahla detekéni limit (¢im vySs§i Ct, tim méné bylo
V ptiivodnim vzorku analyzované RNA/cDNA).

3.3.2 Western bloty

Metoda western blot byla pouzita pro detekci a kvantifikaci specifickych proteint.
Vzorky byly lyzovany v RIPA pufru s ptidanymi Halt™ Protease and Phosphatase
Inhibitory, Single-Use Cocktail (Thermo), nasledné byla zméfena koncentrace proteint
pomoci BCA metody.
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Piiprava vzorki

Ke vzorkiim byl ptidan lyzacni pufr RIPA s inhibitory o koncentraci 10 ul/ml. Vzorky
byly nésledné vortexovany a inkubovany 15 min na ledu. Po inkubaci byly vzorky
sonikovany ponornym sonikatorem (UP200St, Hielscher) s nastavenim: ¢as 10 sec,
cyklus 40 %, amplituda 20 %. Nésledovala 15 min. inkubace na ledu a zméfeni
koncentrace proteinit BCA metodou.

Piiprava vzorkii a stanoveni koncentrace proteini

Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, 23225), Pre-Diluted Protein Assay
Standards BSA (Thermo Scientific, 23208). Standardy byly pouzity v rozmezi od 125
do 2000 pg/ml. BCA assay byla inkubovana 30 min, pti 250 rpm a 37 °C. Po inkubaci
nasledovalo méteni koncentrace proteint ve spektrometru (Multidetekéni reader Synergy
HTX, BioTek) pomoci softwaru Gen5 (v. 2.09) pro méfeni absorbance pii 562 nm.

Western blot

Vzorky byly zahtaty na 70 °C po dobu 5 min, schlazeny na ledu a nasledné naneseny
na gel v mnozstvi 5 pg/jamku. Jako markery byly pouzity PageRuller (PageRuler™
Prestained Protein Ladder,10 to 180 kDa, Thermo, 26616) a Sharp (Novex, Sharp Pre-
Stained Protein Standard, LC5800). Gely a pufry byly vybrany v zavislosti na délce
analyzovaného proteinu. Pro separaci proteini byly pouzity 4-12 % Bis Tris gely
(Invitrogen, NP0323BOX) nebo 12 % (Invitroen, NW00120BOX) s MES SDS (Thermo,
NP0002) nebo MOPS SDS (Thermo, NP0001) pufrem®. Protein huntingtin vzhledem
k jeho délce (350 kDa) byl separovan na 3-8 % Tris-acetatovém gelu (Invitrogen,
EA03785B0OX) s tris-acetatovym pufrem (Thermo, LA0041). Do vsech pufri byl piidan
antioxidant (Thermo, NPO0005). Separace jednotlivych proteini probiha pomoci
elektroforézy (Elektroforéza Power/PAC 1000, BioRad), ktera byla vzdy nastavena
na konstantni napé&ti 150 V. Celkovy ¢as rozdé€leni proteint byl kolem 1:10 h. Po separaci
byly proteiny z gelu pfeneseny na nitrocelulézovou membranu pomoci pfistroje Trans-
blot Turbo (BioRad) a Transfer buffer for Turbo blot (BioRad, 10026938) s nastavenim
dle tloustky gelu (1,5 mm). Poté byla membrana nékolikrat oplachnuta v dH.O
a obarvena Novex Reversible Membraine Protein Stain kitem (Invitrogen, I1B7710) podle
instrukci vyrobce. Membrana byla nasledné blokovana 5 % susenym mlékem (NutriStar,
8592310621621) v TTBS (0,05 % Tween 20 v Tris-buffered saline) pro zabranéni
nespecifickych vazeb. Po blokovani byla membrana inkubovana se specifickou primarni
protilatkou (p¥iloha €. 2) pfes noc na vale¢kovém michadle pii teploté 4° C. Membrana

91 Pro proteiny LICAM, PDLIM5 SYP, SNAP25 a PSD95 byl pouzit MOPS SDS pufr
a 4-12 % Bis Tris gel. Pro proteiny VAMP1 a VAMP2 byl pouzit pufr MES SDS pufr a
12 % gel.
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byla promyta od primarni protilatky TTBS pufrem 6x5 min. Po promyti od primarni
protilatky byla membrana inkubovana se sekundarni protildtkou s HRP%2, Membrana byla
promyta od sekundarni protilatky TTBS pufrem 6x5 min a inkubovana 5 min. s ECL (GE
Healthcare, 28980926) pro vznik svételné reakce, ktera byla detekovéana
V chemiluminiscen¢ni komoife (BioRad ChemiDoc MP Imaging system, BioRad)
a pomoci softwaru Image Lab (verze 5.2.1, Bio-Rad) s nastavenim ChemiHi Resoulution.
Nasledn¢ byly membrany piipraveny pro detekci kontrolniho proteinu (GAPDH, 3
tubulin). Membrany byly oplachnuty v dH>O a inkubovany 15 min v 15 % H>O> pro
inaktivaci HRP s naslednym oplachem v dH.O a TTBS, nasledovala inkubace
s ptislusnou sekundarni protilatkou proti kontrolnimu proteinu. Promyti po sekundérni
protilatce, vyvolani membrany v ECL a vyfoceni. Po vyfoceni byla membrana oplachnuta
v dH20 a ususena.

Pomoci softwaru Fiji/lmageJ (https:/fiji.sc/) byla z obrazki western blot stanovena
densitometrie specifickych proteini a jejich pfislusnych kontrol: byla zméfena
integrovana optickéd denzita jako soucet intenzity vSech pixeld, které odpovidaji signalu
daného proteinu (patii do proteinového bandu).

3.3.3 Imunofluorescence

Imunofluorescence na fezech mozku

Celé hlavicky féta (E17.5) byly oplachnuty 1xPBS (phosphate buffer saline, Sigma-
Aldrich, P4417), nasledné fixovany 4 % paraformaldehydem (PFA, Sigma-Aldrich, P -
6148) ptes noc ve 4 °C. Druhy den byly hlavicky promyty 2x5 min v 1x PBS a pfeneseny
do 30 % sachardzy a ponechany do Uplného prosyceni ve 4 °C. Den 3 byly hlavicky
prosyceny a zality do OCT (23-730-571) média a do pouziti uchovany pii -80 °C. Vzorky
byly krajeny na kryostatu (40 pm silné fezy) a fezy byly pieneseny do 24 jamkové
desticky s 1x PBS. Rezy byly blokovany 1 hodinu v BPS (5 % kozi sérum, 0,3 % TritonX-
100, 1 % BSA v 1x PBS) pii pokojové teploté. Poté byly fezy promyvany 3x5 minut
Vv promyvacim roztoku (0,05 % Tween 20 v 1xPBS). Rezy byly inkubovany v primarni
protilatce (pFiloha €. 3) 1:500 s ABD (0,1 % TritonX-100, 1 % BSA v 1xPBS) po dobu
15 min. pfi pokojové teploté a pres noc pfi teploté 4 °C.

Po primérni protilatce byly vzorky promyvany 4x10 minut v promyvacim roztoku
a nasledn¢ inkubovany se sekundarnimi protilatkami Goat-anti-rabbit, AF647 (A32733),
Goat anti-rabbit 1gG, AF488 (A32731), Goat anti-mouse 1gG, AF647 (A32728), Goat

92 HPR je enzym, ktery se bézné nachazi v kienu (horseradish). Sekundarni protilatky
jsou konjugovany s HPR, aby se zvysila jejich citlivost a zesileni signalu pfi testovani.
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anti-mouse AF488 (A28175). Vsechny sekundarni protilatky byly fedény 1:1000 a bylo
k nim pfidano DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) v koncentraci 1 pg/ml pro obarveni
jaderné DNA. Inkubace se sekundarnimi protilatkami: 15 min pii pokojové teploté a 1
noc pii teploté 4 °C ve tmé. Poté byly fezy promyvany 4x10 minut v promyvacim
roztoku, 1x10 min v 1XPBS a nasledné pieneseny na mikroskopicka sklicka
a zamontovany montovacim médiem ProLong Glass Antifade Mountant (Invitrogen,
P36980). Rezy byly naskenovany konfokalnim mikroskopem Leica TCS SP5.

Féty byly genotypizovany a bylo u nich uré¢ené pohlavi.
Imunofluorescence na buinkach

Po fixaci NSC, SD a kultivovanych BDNF buné¢k 4 % PFA nasledovala permeabilizace
bunék 0,1 % Triton-X100 (Sigma-Aldrich, T8787) 10 min/RT a odstranéni aldehydovych
skupin 50 mM NH4ClI v 1xPBS (2,28mg/ml) 10 min/RT, poté byly bunky promyté PBS
po dobu 5 min. a blokovany po dobu 1 h pfi pokojové teploté v 5 % kozim séru, které
bylo rozpusténé v 1 % BSA v PBS. Po blokovani byla na builky pfidadna ptislusna
primarni protilatka (pfiloha ¢.4) v 1 % BSA v PBS. NSC byly inkubovany v primarni
protilatce 3 h pfi pokojové teploté. Nasledné byly builkky promyty v roztoku 0,05 %
Tween20 (Sigma-Aldrich, P7949) v PBS 3x 5 min. Po promyti byly buriky inkubovany
se sekundarnimi protilatkami Goat anti-mouse 1gG, AF647 (A32728) a Goat anti-rabbit
IgG, AF488 (A32731). Sekundarni protilatky byly fedény 1:1000 v 1 % BSA v PBS. K
sekundarnim protilatkdm bylo piiddno DAPI o koncentraci 1 pg/ml. Inkubace
se sekundarnimi protilatkami probihala 45 min za pokojové teploty a ve tmé&. Po inkubaci
byly butiky promyty v roztoku 0,05 % Tween20 v PBS 3x 5 min. a 1x 5 v PBS. Po promyti
byla odfiznuta vrchni ¢ast LabTeku. Na buriky (jednotlivé jamky) byla pfidana kapicka
montovaciho média ProLong Glass Antifade Mountant a ptilozeno kryci skli¢ko. Bunky
byly naskenovany konfokalnim mikroskopem Leica TCS SP5.

Pomoci softwaru Fiji/Imagel] (https://fiji.sc/) byly z konfokalnich z-stackd ptipraveny
maximalni projekce (obrazek, kde se v kazdém obrazovém bodé€ zobrazuje nejsilné;si
signal z jednotlivych rovin z-stacku) a vlozeny kalibra¢ni usecky. Findlni obrazky byly
slozeny a popisky pfidany v programu Inkscape (https://inkscape.org/).

Konfokalni mikroskopie
Sotware Leica LAS-AF

Proteinova exprese pomoci imunobarveni byla vizualizovana vyuzitim konfokalni
mikroskopie. Konfokalni data byla snimana pomoci mikroskopu Leica TCS SP5 za
pouziti objektivu pro olejovou imerzi HCX PL APO lambda blue 20x/ NAO.7.
Fluorescenéni kanaly, které byly snimany: DAPI (Ex. 405 nm/ Em. 415-490 nm),
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AlexaFluor 488 (Ex. 488 nm/ Em. 495-560 nm) a AlexaFluor 647 (Ex. 633 nm/Em. 640-
750 nm). Rozliseni pofizenych fotek je 1024x1024 pixeld pti 12bitovém rozliSeni
intenzity a byly nasnimany jako z-stack. Mezi jednotlivymi optickymi fezy byla
vzdalenost 1-1,5 um. Pro zpracovani dat byl pouzit program Fiji/lImageJ a jednotlivych
z-stackl byla generovana maximalni projekce.

3.3.4 Analyza dat a priprava grafi

Western blot

Dalsi zpracovani dat a ptiprava graf probihala v statistickém prostiedi R (https://cran.r-
project.org/). Pro data z metody western blot byly hodnoty integrované optické denzity
nejprve znormalizovany v rdmci kazdého gelu skélovanim (vydélenim hodnot druhou
odmocninou sumy ¢tvercll)) a déle vydélena data pro sledovany protein hodnotou
ptislusné nanaseci kontroly. Toto zpracovani umoziuje porovnavat hodnoty mezi vzorky
1 jednotlivymi gely.

Pro metodu PCR byly z Ct hodnot exportovanych z programu CFX manager spocitany
ACt hodnoty (rozdil mezi primérnou Ct housekeeping gent a Ct hodnotou sledovaného
transkriptu). Protoze PCR amplifikace probihd exponencialné (zdvojnasobeni mnozstvi
produktu v kazdém cyklu reakce), ACt hodnoty odpovidaji logy transformovanému
normalizovanému mnozstvi transkriptu a AACt hodnoty (ACt v jedné podmince — ACt
v druhé podmince) odpovidaji logz FC (fold-change, nasobku zmény). FCag = 1 tedy
odpovida 2!, dvojnasobnému mnoZstvi transkriptu ve vzorku A oproti vzorku B, FCag =
-1 pak polovi¢nimu mnozstvi ve vzorku A oproti B.
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4  \/YSLEDKY

4.1 Synaptické proteiny

4.1.1 Stanoveni hladiny wtHTT a mHTT

Protein huntingtin byl detekovan Vv peletu 1 vznikajicim v pribéhu izolace synaptosomu
pomoci western blotu. Za pouziti EPR5526 protilatky rozliSime wtHTT od mHTT
(Obr.6). Po normalizaci intenzity HTT na intenzitu kontrolniho proteinu B-TUBULINU
(normalized density — normalizovana denzita) vykazuji Q175/Q7 mysi vyssi hladinu
WtHTT oproti Q7/Q7 a zaroven i vyssi hladinu mHTT v porovnani s Q175/Q175 (Obr.7).

3 o g 19 .20 5 PZ3 104

EPR55260 il wd — s
B tubulin s s - —

Obr. 6 Membrdna s detekovanym proteinem HTT, a to ve form& WtHTT a mHTT. U vzorkii ¢,
3,16, 74 a 5 je detekovan pouze WHTT, jedna se kontrolni mysi (Q7/Q7). U vzorkii ¢. 19 a PZ3
je detekovan jen mHTT, homozygotni mysi (Q175/Q175). U vzorkii ¢.20 a 104 jsou detekoviny
obé formy HTT (WIHTT i mHTT), jednd se o heterozygotni mysi (Q175/Q7). Ve spodni cdsti

obrazku je K tomu prislusna nandaseci kontrola B-TUBULIN.
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Obr. 7 Protein HTT byl detekovan z peletu 1. Po normalizaci signalu HTT na signal
kontrolniho proteinu (normalizovana denzita) byla prokdzana vyssi hladina WtHTT
U heterozygotii (QL175/Q7) v porovnani se zdravymihomozygoty (Q7/Q7). MHTT
je detekovan o vyssi hladiné u heterozygotit (Q175/Q7) v porovnani s jedinci nesoucimi

obé mutované alely (Q175/Q175).

4.1.2 Detekce synaptickych proteini Western bloty

Pomoci western bloti byly detekovany specifické synaptické proteiny ziskané po izolaci
sachar6zovym gradientem a komer¢né dostupnym Syn-PER kitem. Vzorky 3,16, 19, 20,
3 a PZ3 byly izolovany sachar6zovym gradientem (Obr. 8 A) a vzorky 74 a 104 byly
ziskany izolaci Syn-PER kitem (Obr.8 B). Pro ovéfeni nabohaceni specifickych
synaptickych proteintl v urcitych frakcich byly detekovany proteiny SNAP25, PSD95,
SYP na vSech synaptickych frakcich po izolaci obéma metodami. Bylo ovéteno, Ze
k nabohaceni specifickych synaptickych proteini dochazi ve dvou frakcich, P1
a synaptosomov¢ frakci. Po tomto ovéfeni jsme ndsledné detekovali specifické
synaptické proteiny pouze na synaptosomové frakci, kde byly dekovany proteiny
VAMP1, VAMP2 (Obr.8 C), PDLIM5 a L1CAM (Obr.8 D). LICAM je znazornén
ve dvou formach, v plné délce (LICAM _fl) a ve Stépené formeé (LICAM_cl). Detekce
proteinu LICAM u vzorkl 3 a 16 vykazuje nizkou hladinu u proteinu v jeho plné délce.
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Obr. 8 Western bloty: A) na specifické synaptické proteiny SNAP25, PSD95 a SYP po
izolaci sacharozovym gradientem na vSech izolovanych frakcich vykazuji nabohaceni
proteinit v P1 a synaptosomové frakci. B) na specifické synaptické proteiny SNAP2S,
PSD95 a SYP po izolaci kitem Syn-PER dochazi k nabohaceni téchto proteinii v P1
a synaptosomové frakci. C) Na synaptosomoveé frakci byly detekoviny proteiny VAMPI
a VAMP2. D) Synaptosomovd frakce u proteinit PDLIMS a L1CAM. L1CAM je zndzornén
V plné délce (LICAM-fl) a ve Stépené formé (LICAM cl). Detekce proteinu LICAM

U vzorku 3 a 16 vykazuje nizkou hladinu u proteinu v jeho plné délce.

4121 Ovéreni nabohaceni specifickych proteini v urcitych frakcich

Izolace frakci SynPER kitem i pomoci gradientové metody vede k nabohaceni
synaptickych proteini v P1 a synaptosomové frakci. Obrazek 9 znazoriiuje kvantifikaci
synaptickych proteinii (signdl normalizovdan na mnoZstvi kontrolniho proteinu —
normalizovana denzita) a prokazuje jejich nabohaceni v synaptosomové a P1 frakci oproti
ostatnim frakcim po izolaci sacharézovym gradientem. Obr.10 zndzorfiuje porovnani
nabohaceni specifickych synaptickych proteinii po izolaci sachar6zovym gradientem
a komeréné dostupnym Syn-Per kitem. Komeréné dostupny kit vykazuje navySeni
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specifickych synaptickych proteinli oproti izolaci metodou sachardézového gradientu.
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Obr. 9 Porovnani hladiny specifickych synaptickych proteini v jednotlivych frakcich po
izolaci sacharozovym gradientem, ktery ukazuje nabohaceni v Pl a synaptosomové

frakci.
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Obr. 10 Porovnani hladiny specifickych synaptickych proteinii v peletu 1

a Vv synaptosomové frakci po izolaci Syn-PER kitem (zelend barva) a pomoci
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sacharozového gradientu (Zluta barva). U Syn-PER kitu pozorujeme nabohaceni

specifickych proteinii v porovnani s izolaci pomoci sacharozového gradientu.

4122 Porovnani hladiny proteinii v synaptosomech pripravenych
Syn-PER Kkitem a sachar6zovym gradientem

Porovnani rozdili mezi izolacemi synaptosomi pomoci kombinace sachar6zového
gradientu s ultracentrifugaci a komer¢né dostupného kitu Syn-PER na Grovni proteint
pomoci metody western blot.

V synaptosomech pfipravenych komeréné dostupnym kitem Syn-PER jsme zjistili vyssi
zastoupeni pre — a post-synaptickych proteini (SNAP25, PSD95 a SYP) oproti
sachar6zovému gradientu, kde bylo vétsi mnozstvi vesicle-associated membrane proteind
(VAMP1 a VAMP2) (Obr.11).

zQ175 - Synaptosome preparation

SNAP25 PSD95 SYP VAMP1 VAMP2

N}
N
1
—_——
N
w
N

Normalized density

-
—_——
[N
R N—
[N
1
—_——
-
—_——

T T T T T T T T T T
Syn-Per Gradient Syn-Per Gradient Syn-Per Gradient Syn-Per Gradient Syn-Per Gradient

Obr. 11 Porovndni hladiny specifickych synaptickych proteinii v Synaptosomech
pripravenych pomoci kitu Syn-PER a sacharozového gradientu. Vyssi hladina proteini
po izolaci Syn-PER byla zaznamendna u SNAP25, PSD95 a SYP, oproti vyssi hladiné

VAMP1 a 2 po izolaci sacharozovym gradientem.

4.1.2.3 Synaptické proteiny v synaptosomové frakci pod vlivem mHTT

Normalizované hladiny proteinii ve vzorcich synaptosomt byly detekovany pomoci
metody western blot a srovnany mezi vzorky z kontrolnich a HD mysi. Zjistili jsme, Ze
hladina specifickych synaptosomalnich proteint se s pfitomnosti mHTT méni. Hladina
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proteini. SNAP25, VAMP1 (Obr.12) a L1CAM (vplné délce, Obr. 13) stoupa
U heterozygotii. U Stépené formy proteinu LICAM vidime nartist i u homozygotni
populace (obr.13). Hladina proteinu VAMP?2 stoupa s mMHTT (obr.12). U proteint SYP,
PSD95 a PDLIMS se hladina téméf neméni. (Obr.12 a obr.13).
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Obr. 12 Znazornuje rozdilné koncentrace specifickych synaptickych proteinu pod vlivem
mHTT u SNAP25, VAMP1 a VAMP?2. Proteiny PSD95 a SYP ziistdvaji nezménény.
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Obr. 13 Rozdily v koncentraci specifickych synaptickych proteinii mezi kontrolnimi a HD
zviraty. Hladina PDLIMDS se nemeéni, ale protein LLCAM se zvysuje v pritomnosti mHTT
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a to zejména u heterozygotni populace u plné délky proteinu a u stépené formy dochazi

ke zvyseni LICAM proteinu i homozygotii.
4.1.3 Genova exprese

Pro stanoveni genové exprese jsme vybrali geny na trovni nervovych kmenovych bunék
(Nestin), neuronu (Tubb3, Darp32), Bdnf, synaptickych proteina (Snap25, Psd95, Syp,
Synl, Syn2, Stxla, Syx6, Syt, Vampl, Vamp2, L1cam, Pdlim5), Dnm2, Cxadr. Vysledky
testovani primert na tyto geny na kortexu dospélych mysi Q7/Q7 a Q175/Q7 znazornuje
Obr. 14 s normalizovanou expresi danych genti, kde nevidime velké rozdily mezi Q7/Q7
a Q175/Q7. Pro zvyraznéni malych rozdild jsou v Obr. 15 data znazornéna formou
relativni exprese (log2 pomér, kde 0 odpovidad nezménéné expresi).

Mouse cortex
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Obr. 14 Normalizovand genova exprese na vzorcich kortexii dospélych mysi (Q7/Q7)
a heterozygotni populaci (Q175/Q7).
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Obr. 15 Relativni genova exprese na kortexu dospélého mozku (Q7/Q7) a heterozygotni
populaci (Q175/07).

4.1.4 Imunofluorescence

Pomoci konfokalni mikroskopie jsme detekovali vybrané proteiny p¥imo v histologickém
fezu mozku fétu ve stari E17.5. Na histologickych fezech mozkt byly detekovany cilové
proteiny (SNAP 25, ACETYLOVANY TUBULIN, SYP, L1CAM). U ftezit wtHTT
(Q7/Q7) byl detekovan vyssi signal u pre-synaptického proteinu SNAP25 a proteinu SYP
(obr. 16 A a C) oproti signalu detekovaném v fezech mHTT (Q175/Q175) zobrazeném
vobr.16 BaD.
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SNAP 25 (zelend), ACETYLOVANY TUBULIN (&ervena), DAPI (modra)

Q175/Q175

SYP (zelend), LICAM (Cervend), DAPI (modrd)
3 Ry ¥ D

Q175/Q175

Obr. 16 Imunobarveni histologickych rezii mozku fétii ve veku E17.5 specifickymi
protilatkami vykazuje vyssi signal SNAP25 (zelena) u Q7/Q7 (A) oproti Q175/Q175 (B)
a silnejsi signal proteinu SYP u Q7/Q7 (C) v porovnani s Q175/Q175 (D). M¢iitko

je 100 um.
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4.2 Nervové kmenové bunky

4.2.1 In Vvitro kultivace NSC izolovanych z in VIiVO mysich fétd zQ175
a Q7 a sledovani vlivu Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

na synaptogenezi/synapse

4.2.2 Genova exprese

Pro stanoveni hladiny genové exprese byly vybrany vzorky bun¢k (Q175/Q175 (HOMO),
Q175/Q7 (HET) a Q7/Q7 (WT)) po 10denni in vitro kultivaci v BDNF o koncentraci 10
ng/ml média. Pro urCeni genové exprese jsme vybrali geny otestované na kortexu
dospélych jedinct (viz. kapitola 4.2). Obr.18 znazorfuje rozdily v expresi sledovanych
genu pii porovnani jednotlivych linii HOMO/WT, HET/WT a HOMO/WT. U zadného
genu nebyla zaznamenana vyraznéjS$i hladina transkripce u homozygotni linie.
Nejvyraznéjsi rozdily byly zaznamenany u gent Dcx, Gfap, Darpp32, Syp a LICAM. U
heterozygotni linie byla zaznamenana zvysSend hladina expresu u genti Dcx a Llcam
u kontrolni linie (WT) k vyssi expresi dochazi u gent Gfap, Darpp32 a Syp.

HOMOMT
5
L]
o . - ™ 5 -
. L ]
. .
.
5 . .
.
HETAWT
z 5
e L
g o . . .
T . -
s . . . . .
) - *
Jds
HOMOMET
5
.
0 . . 5 .
. .
. . b
. .
5 .
.

NESTIN DCX TUBB3 DARPP32Z BONF GFAP SNAP25 PSD95 8YT1

sYP
Target

SYN1 SYNZ STX1A VAMP1 VAMPZ L1CAM PDLIM5 DNMZ2 CXADR

Obr. 18 Ukazuje rozdily v expresi genii mezi jednotlivymi genotypy (HOMO/WT,
HET/WT a HOMO/WT). Pro zvyraznéni rozdilit jsou data zndazornéna formou relativni

exprese (log2 pomer, kde 0 odpovida nezmeénéené expresi).

49



4.2.3 Detekce specifickych synaptickych proteinii pomoci western
bloti

Pro detekei specifickych synaptickych proteint byly pouzity buiiky z in vitro kultivaci ve
stadiu NSC, po 10denni kultivaci bez rustovych faktort (SD) a 10denni kultivaci s 10
ng/ml BDNF. Obr.19 A, B znazoriuji detekci synaptickych proteinti a pfislusnych
nanasecich kontrol (BETA TUBULIN A GAPDH) u NSC a bunék s rozdilnou kultivaci
(SD a BDNF) v rtiznych liniich (homozygotni, heterozygotni a kontrolni). Proteiny
VAMPI a SYP nebyly detekovany v zadném vzorku. V ostatnich vzorcich jsou
detekované proteiny PSD95 a SNAP25, které pfed normalizaci vykazuji zvySenou
hladinu u NSC v homozygotni linii. Protein LICAM (v pIné délce) je nejvice nabohacen
u WT linie. Bunky kultivované v BDNF maji detekovany PSD95 a SNAP25
U homozygotdt. Obr.19 C znazorfiuyje celou membranu s detekovanym
proteinem LICAM. Jedna se o obrazek membrany s prodlouzenou délkou expozice pro
zviditelnéni $tépenych forem proteinu (110 a 55 kDa).
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Obr. 19 Membrany s detekovanymi proteiny ve vzorcich NSC, SD a BDNF ve vzorcich
Q7/07 (WT), Q175/Q7 (HET) a Q175/Q175 (HOMO). A) Zobrazeni detekce SNAP25
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a PSD95 proteinu. Proteiny VAMPL a SYP nebyly pomoci western blotii detekovany.
BETA TUBULIN je prislusna nandseci kontrola. B) Detekce L1ICAM_fl s prislusnou
nandaseci kontrolou GAPDH. C) Celd membrana s dtekci LICAM_fl a jeho stepenych
forem. Jedna se o detekci LLCAM s prodlouzenou délkou expozice na 700 sec.

Pro porovnani hladin proteini byly vybrany nasledujici proteiny: PSD95, SNAP25
aL1ICAM fl, LICAM cl 55 kDa a LICAM cl 110 kDa. Po normalizaci na nanéseci
kontrolu byla zjisténa zvySend hladina proteinu PSD95 ve vzorcich NSC a BDNF
U homozygotni linie. SNAP25 vykazuje zvySenou hladinu u NSC v homozygotni linii.
L1CAM_fl m¢l nejvyssi hladinu u kontrolni linie ve vzorcich NSC a BDNF. Oproti tomu
Stepené formy L1ICAM o délce 55 kDa jsou zvySené ve vSech vzorcich homozygotni linie,
zejména NSC a SD, a stépené formy s délkou 110 kDa v homozygotni linii ve vzorcich
NSC a vyrazné zvySené ve vzorku SD.

2Q175
L1CAM cl 55kDa L1CAM cl_110 kD L1CAM fl PSD95 SNAP25
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L L L

Normalized density
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Obr. 20 Porovnani hladiny detekovanych proteinii u NSC, SD a BDNF. Po normalizaci
na nandseci kontrolu byla zaznamendna vyssi hladina PSD95 ve vzorcich NSC a BDNF
u homozygotni linie. Homozygotni linie ma vyssi hladinu proteinu SNAP25 ve vzorku
NSC. Protein L1CAM fl vykazuje vyssi hladinu v kontrolnich (WT) vzorcich NSC
a BDNF. LICAM cl o délce 55 kDa ma vyssi hladinu ve vsech vzorcich u homozygotni
linie a LICAM cl o délce 110 kDa je zvysen u homozygotni linie v NSC a vyrazné vyssi

hladina byla zaznamenana v SD vzorku homozygotni linie.

4.2.4 Imunobarveni

Specifické proteiny byly detekovany ve vzorcich NSC a nésledné 10denni kultivaci bez
ristovych faktorti (SD) a 10denni kultivaci v 10 ng/ml BDNF. V Tab. 2 je znazornén
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seznam vSech detekovanych proteinii zahrnujici detekci proteinu huntingtin, specifické
markery NSC (SOX2 a NESTIN), markery pro NSC a neurony (ACETYLOVANY
TUBULIN a N-CADHERIN). Specifické markery: neuronti (TUBBIII), astrocytl
(GFAP), oligodendrocyti (CNPase) a synaptickych proteinti (PSD95, SYP, SNAP2S5,
VAMP2, L1CAM a PDLIM). V tabulce je vyznacena sila signalu (+++ nejsilnéjsi, ++
sttedni, + je detekovan, - neni detekovan). Ve vSech liniich je detekovan protein
huntingtin. Markery NSC, SOX2 a NESTIN jsou detekovany nejen v NSC, ale
ptetrvavajiiv SD a BDNF vzorcich, krom& WT linie u BDNF, kde neni detekovan SOX2.
Vsechny linie ve viech vzorcich maji silny signal ACETYLOVANEHO TUBULINU.
Hladina N-CADHERINU je nejvyssi u NSC homozygotni linie. Nejvice diferencujici
linie je linie kontrolni (WT) kultivovana v SD podminkach, u které jsou detekovany
markery pro neurony, astrocyty a oligodendrocyty. U synaptickych proteinii vidime
nejvyssi hladinu proteinu SNAP25 u vSech vzork a linif, k jeho mirnému sniZeni dochazi
po kultivaci v BDNF u heterozygotni a homozygotni linie. Proteiny PSD95 a SYP maji
nizky nebo zadny signal. VAMP?2 protein byl detekovan v NSC a BDNF vsech linii, niZ$i
hladina byla detekovana v SD u heterozygotii a bez signalu u vzorkd SD kontrolni (WT)
linie. Proteiny LICAM a PDLIM byly detekovany ve vSech vzorcich vSech linii.

Tabulka 2 Zobrazuje silu signdlit proteinii ve vzorcich (NSC, SD a BDNF) v jednotlivych
linii (homozygoti, heterozygoti a kontroly), zahrnujici protein huntingtin, markery NSC,

markery diferencovanych bunek (TUBIII, GFAP a CNPase) a synaptickych proteinii. Sila

signdlu (+++ nejsilnéjsi, ++ stiedni, + je detekovan, - neni detekovan).

NSC SD BDNF
Primarni protilatka Detekce WT HET HOMO WT HET HOMO 'WT HET HOMO
EPR5526 Huntingtin + ++ ++ ++ ++ ++ + + ++
sOX2 NSC + + + + + + - + +
NESTIN NSC ++ + +++ ++ + ++ ++ ++ ++
ACETYLOVANY TUBULIN NSC/neurony +++ +++ ++ +++ +++ ++ +++ +++ +++
N-CADHERIN NSC/neurony - + +++ + + - + + -
TUBBIII neurony - - - ++ - - +
GFAP astrocyty ++ - + +++ - - ++ +
CNPASE oligodendrocyty - + ++ ++ + + +
Synaptické proteiny
PSD-95 - - - ++ - - + - +
SYP ++ + - - + - + +
SNAP25 +++ +++ ++ +++ 4+ +++ +++ ++ +
VAMP2 ++ +++ ++ - + ++ ++ ++ ++
L1CAM +++ ++ ++ +++ + + ++ ++ ++
PDLIM ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++
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Obr. 21 Imunobarveni na vzorcich NSC, SD a BDNF' v jednotlivych liniich (homozygotni,
heterozygotni a kontrolni). A) Imunobarveni na proteiny ACETYLOVANY TUBULIN
(cervena), SNAP25 (zelena), DAPI (modra). Signal je zaznamenan ve vSech vzorcich.
Mg¢titko je 100 um. B) Stejné imunobarveni na proteiny ACETYLOVANY TUBULIN
(Cervend), SNAP25 (zelend), DAPI (modrd) u kontrolni line v BDNF a k tomu negativni
kontrola. Meéritko 20 um.

Obrazky z konfokalni mikroskopie jsou zobrazeny v Obr. 21 A), kde je zndzornéno
imunobarveni na proteiny ACETYLOVANY TUBULIN (&ervena), SNAP25 (zelena),
DAPI (modré) na vSech vzorcich (NSC, SD a BDNF) ve vsech liniich (homozygotni,
heterozygotni a kontrolni). V Obr 21 B) je stejné barveni pii vétSim zvétSeni 40x pro
lepsi zobrazeni detekovanych proteind a prislusna negativni kontrola.
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3) DISKUSE

Cilem mé prace bylo sledovat a charakterizovat vliv mHTT na vyvoj mozku
a synaptogenezi. Pro sledovani vlivu mHTT na tyto déje byla zvolena mys$i embrya ve
stadiu 17.5 a dospéli jedinci ve véku 1 rok a 2 mésice. Byli pouzity tii linie: homozygotni
(Q175/Q175), heterozygotni (Q7/Q175), a kontrolni (Q7/Q7). Tito jedinci byli nasledné
porovnani z hlediska specifickych synaptickych proteinii z izolovanych synaptosomi
pomoci metody western blotu a bun¢k. Cilem bylo identifikovat zmény v koncentracich
detekovanych proteinti souvisejicich s rozvojem onemocnéni.

Aby bylo mozné porovnavat koncentrace proteini v mozkové tkani, bylo potfeba izolovat
synaptosomy, na kterych byly nasledné provadény experimenty a analyzy potfebné pro
mtj vyzkum. Synaptosomy jsou dlouhodobé vyuzivany jako vyzkumné objekty
neuroveédy. Pro odlisné vyzkumné cile a metodické postupy se vyuZzivaji riizné metody,
protoze ne kazd4 metoda je vhodna pro kazdy smér vyzkumu. V experimentech, které se
zaméfuji na biologii synapsi je nutné, aby vzorek synaptosoml obsahoval dostatek
proteinového materidlu pro naslednou analyzu, byl nabohacen o synaptické struktury
a proteiny. Také je nutné, aby byl vzorek zbaven jinych typd bunék a kontaminujicich
subcelularnich organel®,

Z tohoto duivodu jsem v praci porovnavala izolaci synaptosomli pomoci kombinace
sacharozového gradientu s ultracentrifugaci®* a komeréné dostupného Syn-PER Kkitu
na trovni proteinli pomoci metody western blot. Ob¢ tyto metody jsou funkéni a vhodné
k izolaci synaptosomu. Izolace SynPER kitem i pomoci grandientové metody vykazovaly
nabohaceni synaptickych proteinli v synaptosomové frakci. Komer¢éné dostupnym kitem
Syn-PER bylo zjisténo vyssi zastoupeni presynaptickych a postsynaptickych proteini
oproti sachar6zovému gradientu. Po izolaci za pomoci sachar6zového gradientu vzorky
obsahovaly vétsi mnozstvi vesicle-associated membrane protein (VAMP1 a VAMP?2).

Gulyassy et al., 2020 ve své studii porovnavali rizné metody piipravy synaptosomuil
zZzmozku krysy na urovni proteinii. Vysledky vyhodnocovali pomoci western blot
analyzy. Jako presynapticky proteinovy marker zvolili synaptofyzin a postsynapticky
proteinovy marker zvolili PSD95, jelikoz je hlavni sloZkou postsynaptické denzity.
Z jejich vysledkl vyplyva, Ze po izolaci Syn-PER kitem jsou vzorky vice kontaminovany
ve srovnani se vzorky, které byly izolovany za pomoci sachar6zového gradientu. Izolace
synaptosomil pomoci sachar6zového gradientu dle jejich vysledki poskytla

93 GULYASSY, Péter et al. Proteomic comparison of different synaptosome preparation procedures.
Amino Acids. 2020, ro¢. 52, ¢. 11-12. DOI: 10.1007/s00726-020-02912-6

94 HAJOS, F. An improved method for the preparation of synaptosomal fractions in high purity. Brain
Research. 1975, ro¢. 93, ¢. 3. DOI: 10.1016/0006-8993(75)90186-9
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presynaptické i postsynaptické proteiny v nejvy$$im poméru®. V tomto pripadé se mé
vysledky patrné 1i8i od zminované studie.

Studie Valencia et al. (2013) uvadi, ze synaptosomova frakce byla nabohacena
0 presynaptické i postsynaptické proteiny®®, coZ se shoduje s nagimi vysledky. Tato studie
také uvadi, ze hladina mHTT u HD linie byla vyssi nez hladina wtHTT u wt linie. Z naSich
vysledki vyplyva, ze hladina wtHTT 1 mHTT je vyS$i u dospélych heterozygoti.
Domnivame se, Ze je to zpisobeno rozdilnym staiim mysi pouzitych pro experimenty.
Jedna z nami pouzitych mysi byla stara 1 rok a ta druha pouze 2 mésice. Stafi mysi
ovlivituje miru agregace mHTT. Ve vzorku, ktery byl odebran ze star$i mysi se nachéazi
vice inkluzi, které jsou tvofeny agregovanym mHTT a ten tedy neni detekovan western
blotem.

Protein huntingtin je scafolldovy protein, jehoz funkce vyznamné ovliviiuje synaptickou
neurotransmisi. Patogenni expanze mHTT ovliviluje funkce a plsobeni proteind, které
tvoii komplexy s HTT. Casna synapticka dysfunkce charakteristicka pro Huntingtonovu
chorobu je zpiisobena zménou hladin kli¢ovych proteini pro synaptickou
neurotransmisi®’. V této praci jsem zkoumala, jak pfitomnost mHTT ovliviiuje hladinu
proteint, které interaguji S HTT. Pro vyzkum byly vybrany hlavni presynaptické
I postsynaptické proteiny: SNAP25, PSD95, synaptofyzin, VAMP1, VAMP2, LICAM
a PDLIMS. Bylo zjisténo, ze hladina proteinit SNAP25 a L1CAM (v plné délce)
je nejvyssi u heterozygotd. Hladina proteini synaptofyzin a PSD95 se témét neméni.
Protein PDLIMS5 ma4 nejvyssi hladinu u heterozygott a hladina proteinu VAMP2 roste
s ptitomnosti mHTT. Hladina proteinu VAMP1 nepatrné klesla u homozygotii.

Valencia et al., (2013) ve své studii také zkoumali vliv mHTT na hladinu 11ti
synaptickych proteinti. 5 Z nich jsou shodné s mnou zkoumanymi proteiny. V této studii
byly pouzity 3, 6 a 12 mésict staré mysi HD linie Q140. Pro izolaci synaptosomu byla
vyuzita metoda sacharézového gradientu kombinovaného s ultracentrifugaci. Kvalita
synaptosomalniho preparatu byla vyhodnocena western blot analyzou. Valencia et al.
(2013) uvadi, ze hladiny synaptosomalnich proteinti se vyznamng¢ li§i u HD linie ve véku
12 mésich oproti wt linii. Vyznamny pokles hladiny zaznamenali u proteini SNAP2S,
VAMP1, synaptofyzin a PSD95. Protein VAMP2 byl vyrazné nabohacen®.

95 GULYASSY, Péter et al. Proteomic comparison of different synaptosome preparation procedures.

96 VALENCIA, Antonio et al. Striatal Synaptosomes from Hdh140Q/140Q Knock-in Mice have Altered
Protein Levels, Novel Sites of Methionine Oxidation, and Excess Glutamate Release after Stimulation.

97 BARRON, Jessica C., Emily P. HURLEY a Matthew P. PARSONS. Huntingtin and the Synapse.

98 VALENCIA, Antonio et al. Striatal Synaptosomes from Hdh140Q/140Q Knock-in Mice have Altered
Protein Levels, Novel Sites of Methionine Oxidation, and Excess Glutamate Release after Stimulation.
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Mnou ziskané vysledky po western blot analyze se shoduji pouze u proteini VAMPI,
VAMP2 a PSD95. Vysledky imunofluorescenéni mikroskopie naznacuji niz§i hladinu
proteini SNAP25 a synaptofyzin u féti E17,5, coz odpovida vysledkiim vySe zminéné
studie. To, Ze nase vysledky a vysledky Valencia et al., 2013 nejsou naprosto shodné je
nejspise zpusobeno rozdilnym staiim mys$i pouzitych pro experimenty, riznou délkou
polyQ oblasti a také nizkym poctem nami provedenych experimentd.

Technologie zalozené na nervovych kmenovych buinkach piedstavuji novy nadéjny
zpisob 1é¢by. U HD je cilem nahradit ztracené neurony anebo zabranit smrti nervovych
kmenovych buné¢k. Fetdlni tkan se v zakladnim vyzkumu vyuziva jiz mnoho let. Klinické
studie zamétujici se na fetdlni tkdn se zabyvaji pifestavbou mozkovych struktur
anervovych okruhll transplantaci fetalni tkdné do poskozeného nervového systému®.
Vyznamnou roli pii pieziti, expanzi a diferenciaci ma neurotroficky faktor BDNF. BDNF
je Siroce distribuovan v mozku dospélych savcil®. Je velmi dileZity pro neurogenezi,
synaptickou plasticitu a synaptickou transmisi.’’>192 WtHTT je nutny pro spravny
vezikularni transport BDNF a mHTT tento transport blokuje, jelikoz zpomaluje rychlost
transportovanych vezikul%,

Chen et al. (2012) ve své studii zkoumali, zdali ptidani BDNF stimuluje proliferaci
a diferenciaci nervovych kmenovych bunék. Z jejich vysledkt vyplyva, ze BDNF
stimuluje proliferaci a diferenciaci neuronalnim smérem a oligodendriocytalnim smérem,
ale neovliviiuje diferenciaci do astrocytii'®. Dal§i studie zabyvajici se diferenciaci HD
NSC v embryonalnim stadiu (E16) popisuje, ze bunék s markerem TUBBIII (neuronovy
marker) z HD linie (Q140/Q140) bylo po 20denni kultivaci v 100ng/ml BDNF vyrazné

99 HADDAD, Moénica Santoro et al. Cell-based technologies for Huntington’s disease. Dementia &
Neuropsychologia. 2016, ro¢. 10, ¢. 4. DOI: 10.1590/s1980-5764-2016dn1004006

100 KIM, Hyun Sook et al. Intracerebral Transplantation of BDNF-overexpressing Human Neural Stem
Cells (HB1.F3.BDNF) Promotes Migration, Differentiation and Functional Recovery in a Rodent Model
of Huntington’s Disease. Experimental Neurobiology. 2020, ro¢. 29, ¢. 2. DOI: 10.5607/en20011

101 KOWIANSKI, Przemystaw et al. BDNF: A Key Factor with Multipotent Impact on Brain Signaling
and Synaptic Plasticity. Cellular and Molecular Neurobiology. 2018, ro¢. 38, ¢. 3. DOI: 10.1007/s10571-
017-0510-4

102 LEAL, Graciano et al. Regulation of hippocampal synaptic plasticity by BDNF. Brain Research.
2015, ro¢. 1621. DOI: 10.1016/j.brainres.2014.10.019

103 Mutant Huntingtin Blocks BDNF Transport. Science’s STKE. 2004, ro¢. 2004, ¢. 241.
DOI: 10.1126/stke.2412004tw250

104 CHEN, Bei-Yu et al. Brain-derived neurotrophic factor stimulates proliferation and differentiation of

neural stem cells, possibly by triggering the Wnt/-catenin signaling pathway. Journal of Neuroscience
Research. 2012. DOI: 10.1002/jnr.23138
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mén¢ oproti kontrolni linii. Buiky s trofickou podporou BDNF vice diferenciovaly do
neuront u HD linie i kontrolni linie. Na proteinové urovni bylo vice GFAP pozitivnich
buné&k v HD linii oproti kontrolni linii Q7%%,

V nas$i praci jsme porovnavali buiiky po spontanni diferenciaci (bez rastovych faktort
EGF, bFGF) a bunky s trofickou podporou BDNF. Byla pouzita homozygotni linie
Q175/Q175, heterozygotni Q175/Q7 linie a kontrolni wt linie Q7/Q7. U vSech linii jsme
sledovali vybrané markery, které jsou charakteristické pro prubéh bunécné diferenciace
do neuronalnich linii. Sledovani téchto markerti probihalo na irovni genové exprese
a hladiny proteini pomoci metody Western blot a imunobarveni bunék. Vybrali jsme
geny, které jsou markery uritych druhti diferenciace. Gen Dcx je exprimovan
neuronalnimi prekurzory a nematurovanymi neurony. TUBBIII (v n¢kterych studiich
Tujl) je markerem neuronti. GFAP je marker zralych neuronii a CNPase je marker
oliodendrocytl. Pfitomnost huntingtin proteinu jseme ovéfili pomoci imunobarveni.

Z nasich vysledkii vyplyva, ze u zadného genu nebyla zaznamenana vyraznd zména
hladiny transkripce v homozygotni linii. V heterozygotni linii doslo k vys$si expresi genu
Dcx, coZ je prekurzor neuroni a také doslo k mirnému zvySeni exprese TUBIIIL. To mtze
byt zplisobeno ptisobenim BDNF, jelikoz ve vySe zminéné studii dosli ke stejnym
zavérum. Gen Gfap byl vice exprimovany u wt linie. V tomto piipadé¢ se nase vysledky
lisi od studie Ritch et al. (2012). Rozdily mezi nasimi vysledky a vysledky Ritch et al.
(2012) jsou nejspise zpisobeny tim, ze Ritch et al. (2012) pouzili vice koncentrovany
roztok BDNF a také bunky kultivovali témét dvakrat déle. Nestin pietrvava
i v diferencovanych buiikach, coz se shoduje s vysledky uz zminénych studii.

To, ze doddvani BDNF podporuje NSC dokazuji 1 studie Zimmerman et al. (2016),
ve které byly NSC overexprimujici BDNF transplantovany do mozku dvou linii HD mysi
(R6/2 a N172-82Q) a mysi u kterych byla provedena 1éze pomoci quinolinic acid, ktera
ma neurotoxicky ucinek a v mozku vyvolava zmény, které jsou podobné zménam jako
u HD. Ve studii bylo prokazano, ze NSC migrovaly do mista poSkozeni a byly schopné
diferencovat do specifickych striatalnich bunék (Darpp-32 pozitivnich bunék), coz vedlo
ke zlep$eni behavioralnich testli, motorickych funkci a snizeni zanétu®,

Kim et al. (2020) se ve své studii zabyvali uZitecnosti lidskych kmenovych bunck
s overexpresi BDNF. Nervové progenitory Snadmérnou expresi BDNF pochazejici

15 RITCH, James J. et al. Multiple phenotypes in Huntington disease mouse neural stem cells.

106 ZIMMERMANN, Tina et al. ESC-Derived BDNF-Overexpressing Neural Progenitors Differentially
Promote Recovery in Huntington’s Disease Models by Enhanced Striatal Differentiation. Stem Cell
Reports. 2016, ro¢. 7, ¢. 4. DOI: 10.1016/j.stemcr.2016.08.018
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Z embryondlnich kmenovych bunék prokazaly wcinnost pii podpofe zotaveni kvuli
7

preferen¢ni diferenciaci neuralnim smérem'%’.
L1CAM protein nebyl dosud podrobné zkouman ve vztahu k HD. U vsech linii NSC
(WT, HET a HOMO) byl zaznamenan fragment kolem 140-150 kDa, ktery odpovida
posttranslaénimu §tépeni plazminem v my$im mozku v podminkach in vivo'®, Zajimavé
jsou fragmenty kolem 110 kDa, jde pievazné o ten vyrazné zvySeny u homozygotti v SD
podminkach a fragmenty kolem 55 kDa, které vykazuji vyssi hladinu u NSC, SD i BDNF
homozygotni linie. Zde bude muset probéhnout dalsi bliz§i zkoumani, o jaky fragment se
jedna, protoZze mame zvysenou proteinovou uroven v bandu kolem 55 kDa. Zde vyvstava
otazka, jestli se miize jednat o produkt §tépeni protedzou PC5A?. Kleene, 2021 ve své
praci popisuje interakci fragmentu L1CAM o délce 55 kDa s heterochromatinovym
proteinem HP1 v jadrech neuront. Tato interakce ovliviiuje migraci neurond a rust

axonuti?,

107 KIM, Hyun Sook et al. Intracerebral Transplantation of BDNF-overexpressing Human Neural Stem
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6 ZAVER

Porovnali jsme izolaci synaptosomu ze striata dospelych mysi pomoci ultracentrifugace
v sachar6zovém gradientu a komerc¢né dostupnym kitem Syn-PER Synaptic Protein
Extraction Reagent. Oba typy izolaci ukéazaly nabohaceni synaptickych proteind
V synaptosomov¢ frakci. Pomoci western bloti bylo zjiSténo vySs$i zastoupeni
pre — a post-synaptickych proteintt (SNAP25, PSD95 a SYP) po izolaci komercné
dostupnym kitem Syn-PER oproti sachar6zovému gradientu, kde bylo vétSi mnozstvi
synaptobrevini (VAMP1 a VAMP2).

Genova exprese na urovni porovnani kortexti dospélych jedinci mezi heterozygotni
a kontrolni linii neukazala zadné vyznamné rozdily transkripce v synaptickych genech
ani v genech nervovych kmenovych bun¢k a neurond.

V priibéhu vyvoje mozku dochazi ke zméndm na urovni proteinu, které jsme pozorovali
ve fetdlnich (E17.5) mozcich pomoci imunobarveni. Tyto mozky vykazuji zmény
Vv proteinu Syp a SNAP25 u kterych byl zaznamenan silngjsi signal v kontrolni linii
V porovnani s homozygotni linii.

Z fetalnich mozku (E17.5) jsme také izolovali NSC, kde jsme na urovni genové exprese
zaznamenali nejvyraznéjsi rozdily u gentt Dcx, Gfap, Darpp32, Syp a Llcam mezi
jednotlivymi genotypy.

Ve vzorcich NSC nebyly pomoci Western blot detekovany proteiny VAMP1 a SYP
na rozdil od proteinti PSD95 a SNAP25, které byli detekovany ve vSech vzorcich. Protein
L1CAM (v plné délce) byl nejvice nabohacen u kontrolni linie. U bunék kultivovanych
v BDNF byly detekovan protein PSD95 u homozygoti. LICAM fl mél nejvyssi
koncentraci u kontrolni linie ve vzorcich NSC a BDNF. Oproti tomu $tépené formy
L1CAM_cl 55 kDa méla zvysenou koncentraci ve vSech vzorcich homozygotnich linii
aL1CAM cl 110 kDa v NSC a zejména v SD vzorku. Pomoci imunobarveni bylo
zjisténo, ze nejvice diferencujici linie je kontrolni, u které jsou detekovany markery pro
neurony, astrocyty a oligodendrocyty. Ze synaptickych proteind byla zjisténa nejvyssi
hladina proteinu SNAP25 u vSech vzorku a linii, k jeho mirnému snizeni dochazi po
kultivaci v BDNF u heterozygotni a homozygotni linie. Proteiny PSD95 a SYP mély
snizenou nebo téméf zadnou koncentraci. Protein VAMP2 byl detekovan v NSC
a kultivaci s BDNF u vsech linii, nizs$i hladina byla detekovana v buiikach po spontanni
diferenciaci (SD) u heterozygotli. Nenachazel se u vzorki SD kontrolni linie. Proteiny
L1CAM a PDLIM byly detekovany ve vSech vzorcich vSech linii.

Na zaklad¢ v této praci popsanych vysledki miizeme potvrdit hypotézu, ze syntéza
patogenniho proteinu huntingtinu ovliviiuje synaptickou funkci a synaptogenezi
v prubéhu neuronalniho vyvoje. In vitro kultivace v SD a BDNF podminkach probihaly
po dobu 10 dnti, zde nemiZeme prokazat vliv BDNF na synaptickou funkci, protoze délka
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kultivace nebyla dostacujici na vznik synapsi. Na zdklad¢ dosazenych vysledkl jsme
ziskaly spoustu informaci, které povedou k dal$im experimentim v LAPA, zejména co se
tyka synaptogeneze a L1CAM proteinu na my$im zQ175 modelu.
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PRILOHY

Ptiloha 1 Seznam primerii pouzitych pri analyze genové exprese pomoci gRT-PCR:

Foward (F)
Délka Accession
Zkratka Reverse (R) | Primery produktu number NCBI
F ATCAACCCGATTACGGGCAG
Syp 141 NM_009305.2
R GTGGGCTTCACTGACCAGAT
F ACTGGTGGAAAAACCTCAAGATGA
Vamp2 176 NM_009497.3
R GGGGGCTGAAAGATATGGCT
F CTGGACGTCCCGCCAAAC
Synl 114 NM_013680.4
R GAGACTGGGATTTGTTGAGCTG
F TCGCTCCAAGCTAAAGAGCAT
Stxla 155 NM_016801.4
R AGTCTGACTGAGTGGCGTTG
F AGCTGAGGAACAATCTCCGC
Stx6 171 NM_021433.3
R TCTGATCCTTCATGTCCCTGAC
F GACCATGAAGGATCAGGCCC
Sytl 168 NM_001252341.1
R TCAGCAGCCTGGATGATTCC
F AGCTTCTTCAGCTCGCTGTC
Syn2 148 NM_013681.3
R GAAAGCATTTGGCCCAGTCG
F TGGTGGAAAAACTGCAAGATGAT
Vampl 109 NM_001080557.1
R CCACCTCTTCACCCCATCAG
F GGATGAGCAAGGCGAACAAC
Snap25 134 NM_011428.3
R GCTTGTTACAGGGACACACAC
F AGCCCCAGGATATGAGTTGC
Psd95 132 NM_007864.3
R TCACCGATGTGTGGGTTGTC
F CGGGAGAGTCGCTTAGAGGT
Nes 141 NM_016701.3
R TTCCACAGCCAGCTGGAAC
Tubb3 F GCCAAGTTCTGGGAGGTCAT 132 NM_023279.3
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R GGGCACATACTTGTGAGAGGA
F GAGCAAAGCCGAACTTCTCA
Bdnf 129 NM_007540.4
R CTCACCTGGTGGAACATTGTGG
F CCCGACAGGTGGAGATGATCC
Darpp-32 177 NM_144828.2
R CTTTCAGTGATGGGGGCGTA
F GCCCTTGAGCTAGGACTGGA
Gapdh 174 NM_008084.3
R TCTACGGGACGAGGCTGG
F TATAAAACCCGGCGGCGCA
Actb 117 NM_007393.5
R TCATCCATGGCGAACTGGTG
F GCGGATGAATACCAACCCCT
Rpl13a 179
R CCACCATCCGCTTTTTCTTGT NM_009438.5
F CTTCGGCGAGTACAGGTCC
Llcam R TACTGGCCGATGAAAGAGCC 171 NM_008478.3
F TTTCCGTCCAGAAGCCCAC
Pdlim5 R GTTGCGCTCCACAATGTGTT 137 NM_001190856.1
F CCATACCCAATCAGGGGGAG
Dnm2 R GTCCAGTGGCAGCATGTACT 173 NM_001253893.1
F CTCCTTGGATGAGAATGAATGC
Dcx R GTTACCTGAGTCAGCTGGAG 145 NM_001110223.1

Priloha 2 Seznam protilatek pouzitych pri analyzdach hladin proteinii metodou western

blot:
Primarni protilatka | Molekulova hmotnost | Vyrobce Katalogové &islo | Redéni
PSD95 95kDa Abcam An13552 1:1000
B-TUBULIN 55kDa Sigma — Aldrich T4023 1:3000
SYNAPTOFYZIN 39kDa Cell Sinaling 36406S 1:1000
SNAP25 23kDA Abcam Ab109105 1:1000
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VAMP1 13kDa Abcam Ab1517112 1:1000
VAMP2 13kDa Abcam Ab181869 1:30000
LICAM 200, 220, 140, 80 kDa | Abcam ab24345 2:1000
PDLIMS5 64 kDa Abcam ab24345 1:1000
GAPDH 37 kDa Sigma — Aldrich G9545 1:1000

Ptiloha 3 Seznam pouzitych primarnich protilatek pro imunobarveni na rezech mozkem

mysich fetii.
Primarni protiliatka Vyrobce Kat.c, Redéni
L1CAM Abcam Ab24345 1:100
SYNAPTOPHYSIN Cell Signaling 36406S 1:100
ACETYL TUBULIN Sigma T6793 1:500
SNAP 25 Abcam Ab109105 1:150

Priloha 4 Seznam primdrnich protilatek pro imunobarveni NSC, SD a BDNF..

Primarni protilatka Vyrobce Kat.c. Redéni
N-CADHERIN Cell Signaling 14215 1:200
SOX2 Cell Signaling 3579S 1:400
TUBBIII Exbio 11-264-C100 1:500
EPR5526 Abcam Ab109115 1:1000
PSD-95 Abcam ab13552 1:100
PDLIM Abcam ab196559 1:50
L1CAM Abcam abh24345 1:100
SYNAPTOPHYSIN Cell Signaling 36406S 1:100
ACETYLOVANY TUBULIN Sigma-Aldrich T6793 1:500
SNAP25 Abcam Ab109105 1:150
CNPASE Abcam ab6319 1:100
NESTIN Cell Signaling 10959 1:100
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GFAP

Sigma-Aldrich

G3893

1:1000

VAMP2

Abcam

ab181869

1:500
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