4]

evropsky
sociélm’_
fond v CR

OP Vzdeélavani
pro konkurenceschopnost

INVESTICE
DO ROZVOJE
VZDELAVANI

Inovace predmeétu

Genetika cloveka
GCPSB

,,Propojeni vyuky oborti
Molekularni a bunecne biologie
a Ochrany a tvorby zivotniho
prostredi.*

Reg. €.: CZ.1.07/2.2.00/28.0032



Genetika cloveka / GCPSB

8. Molekularni genetika
neurologickych poruch

Radim Vrzal
2015




Molekularni genetika neurologickych

poruch




Brain
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Neu ro n - Pfrenos elektrickych impulst

- Biochemicky diferencované — acetylcholin,
LY dopamin, serotonin, y-aminomaselna kyselina

a2 (GABA)
A - 3 gasti = télo (soma), dendrity, axon
ll '/"ﬂ'
Axon hillock—'&:— , ‘*;E_,__‘;
Initial segment of axon ~ {1 A" - Soma - biosyntéza, metabolismus
& Axon - Dendrity — prijimaji signaly a prenaseji je do
: téla neuronu
L Myelin sheath - Axon (neurit) — pouze 1, odvadi impuls od
téla neuronu, milimetry az metr na délku,
transport latek
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. Synapse

i - Konec axonu - synapticka cibulka
AXCN . . vz

LS synapse neuronem = synapse (cca. 20 um)

L= V kazdé synaptické cibulce - cca 500

x| membranové vazanych vacéku
obsahujici jeden druh molekul -
neurotransmitery

Transportovany na konec axonu,
syntetizovany v téle neuronu

dendnles

3 typy neuront dle funkce:

Aferentni - transportuji impulsy z periferii do CNS (senzorické)
Eferentni - vedou impulsy z CNS do svall a zlaz (motorické)
Interneurony - prevazneé v CNS, spojuji neurony s neurony
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Ostatni bunky nervového systému

Neuroglie, glie — negeneruji a neprevadeéji nervové impulsy.
V CNS jsou 4 typy:
- astrocyty — poskytuji vyzivu a fyzickou podporu \

neuronlim, tvori

mozkomisSni’/hematoencefalickou bariéru
(blood-brain barier)

- oligodendrocyty — obklopuji vybézky neurontia §
vytvareji myelinové pochvy axonti 2%
//‘..\/ )

Y »
2

- mikroglie — malé bunky schopny fagocytosy, L
ugastni se obrannych a tklidovych reakci M=

- ependymové bunky — tvori vystelku dutin v CNS, usnadniuji
cirkulaci likvoru




Ostatni bunky nervového systému

Microglia

Neuron

Astrocyte

Capillary

Oligodendrocyte

— Ependymal

Myelinated axon
ceills

Myelin sheath (cut)

— ventricle of
prain
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Ostatni bunky nervového

V PNS - 2 typy bunék:

- satelitni bunky (amficyty) - obklopuji a ochranuji tela ganglii

- Schwannovy bunky
tvori myelinovou
pochvu opakovanym
obklopenim bunécéné
membrany kolem
axonu

- metabolicky
vyznam pro prislusny
axon

- za patologickych
podminek schopnost
fagocytosy

Axon

Schwann
cell
cytoplasm

Mesaxon Schwann

cell

nucleus

K-

"B m

Myelin
sheath



Klidovy membranovy potencial

Neuron nesirici impuls — vnéjsi povrch = pozitivne, vnitfni = negativné nabit
= membrana je polarizovana — rozdil v nabojich se nazyva klidovy
membranovy potencial

- slozen z koncentra¢nich gradientt iontd, zejména Na* , Cl-, K*

Rozdil udrzovan Na, K-ATPasou — 3 Na*

(. Cell r‘ner‘nbrane?

6 @ L-;J.,,._L — - © ven a 2 K* dovnitr = iontovy kanal
oD a1 Negativni naboj uvniti = pfrevazné
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- o= ) & Kanaly - otevieny kontinualné
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Extracellular
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- zména naboje = voltage-gated
(napét’ove fizené) channels
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Prenos nervového vzruchu

Nervovy impuls - depolarizace / obraceni klidového membranového potencialu
= presun Na‘* dovnitr a K* ven = akéni potencial

Zména naboje se Siri do prilehlych segmentti bunééné membrany, coz otevira
Na* a K* kanaly a zpusobuje dalSi depolarizaci

propagation

- Po 1-2 ms se kanaly
predchazejiciho
segmentu uzaviou !!

osed inactivated open closed
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mambrane repolarized depolarized resting axon i pumpovat ionty tak ie

plasma membrane

mstantanaous view at 1 1 msec ustanOVi kI idovy
Na' channeis closed Inactivated open closed : pOtenCiéI
Y™\ ¢ ¢ ‘¢ - - (repolarizace)
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membrane repolarized depolarized resting axon cytosol



Prenos nervového vzruchu
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Ak¢Eni potencial = maximalni odpovéd' na otevreni voltage-gated kanalu

Je-li dosazeno prahové hodnoty, dojde k iniciaci akéniho potencialu. Jakmile
se vytvori, Sifi se podél axonu.



Prenos nervového vzruchu

Jakmile akéni potencial dosahne presynapse - depolarizace otevie napétim-
fizené kanaly pro Ca?* ionty

Vacky fuzuji s presynaptickou membranou a jejich obsah (neurotransmitery)
se vylije do synaptické stérbiny.
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Neurotransmiter se navaze na receptor postsynaptického neuronu =
otevreni iontového kanalu = vstup Na* = depolarizace membrany =

akcni potencial




GABA,

Gated channels

- neurotransmiter se vaze na zavreny chloridovy kanal

- po otevreni vnikaji Cl- do bunky=>» zvétsSeni negativniho
naboje (hyperpolarizace) = brani tvorbé akéniho potencialu (GABA, glycin)

Diazepam

Ethanol

M

r~;
R-(+)-Etomidate

."-'.-" kb

T -'{:-_". reee gy . LA B
A e A X K i
M, EJE;]‘ | (1L

e bLRE L0 )

Lot ol
LR (R
DY,
Yy

r?

S5o-pregnan-3o-ol-20-one

0000000 O 0 (0 Ty e S SURREL ) S-Isoflurane
o R, E.: TP
| RO MY L

Thiopental

Propofol

Nature Reviews | Neuroscience

- hyperpolarizace vede k
utlumu vzrusivosti -
potencovana léky
anxiolytické, analgeticke,
sedativni Uucinky

Thiopental — anestetikum,
sérum pravdy

Valium (Diazepam) —
sedativum, anxiolytikum

Propofol - hypnotikum

g “ \: 1>\ .‘.-

N | .
fu-.m.-‘..z VTl
- e Oy i



6 oblasti

Diencephalon,

Midbrain -
Pons

Medulla

Spinal cord

Anatomie mozku

— mozek (cerebrum), mezimozek (diencephalon), stredni
mozek (midbrain), most (pons), prodlouzena micha
(medulla), mozecek (cerebellum)

, Cerebrum

Stredni mozek — kontrola svalové
koordinace, drzeni téla

Most — pohyb oéi, chut’, vyrazy obliceje

Mozecek — drzeni téla, svalovy tonus,
kontrakce kosternich svalu

Mezimozek — thalamus — sluch, chut’,
vidéni

- hypothalamus — kontrola
autonomniho nervového systému
(srdec€ni stahy, pohyb potravy ve
strevech, agrese)

Mozek — lidské védomi, re¢, uvazovani
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Neuronalni kanalopatie

Kanalové proteiny — regulace toku iontu
lontové kanaly - vysoce specifické pro Na*, K+, Ca?*, Cl- - tvorba, potlaceni,
propagace akéniho potencialu
K* - kanaly — 4 samostatné podjednotky (alfa podjednotky s 6
transmembranovymi segmenty) (A)

Ostatni ionty — jednoduché polypeptidy s 4 membranoveé vazanymi
doménami, kazda s 6 transmembranovymi segmenty (B)

Mutace genu kédujici kanaly = kanalopatie — zachvaty, kiece, ataxie, bolesti
hlavy se zvracenim, migrény

Extracellular
space

Extracellular p]
space

U | U |U U Membrane
Membrane U - ‘\-/ U v
Cytosol

N
Cytosol \J C

M
‘\J C B — kanal pro ostatni ionty
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Channels

Location

Subunit

Function

Neuronalni kanalopatie

Clinical features

(ion current effect)

Voltage-gated
Potassium

Calcium

Sodium

Ligand-gated

F-Aminobutryic
acid (GABA,)
receptors

Micotinic
acetylcholine
(ACh) receptors

Glycine
receptors

KCNAT

KCNQ2

KCNQ3

CACNATA

SCNTA
SCN2ZA

SCNTR

GABRG2

CHRNA4

CHRNB2

GLRAT

12p13

20q13.3

8024

19p13

2024
2q23-

q24.3
19q13.1

5q31.1-
q33.1

20q13.2-
q13.3

1p21

5032

Kyl o

KCNQ2a

KCNQ 3o

Ca2.la

Na,1.1a
Nay1.20

Brain B,

¥z

Repolarization of axons

Low threshold current
modulated by
muscarinic receptors

Low threshold current
modulated by
muscarinic receptors

Current in Purkinje and
granule cells; presynaptic
terminals

Somatodendritic Na® influx

Axonal fast Na* influx

Accessory protein

Fast inhibition

Presynaptic transmitter
release

Presynaptic transmitter

release
Fast inhibition

Episodic ataxia; neuromyotonia
(decreased)

Benign familial neonatal
convulsions (decreased)

Benign familial neonatal
convulsions (decreased)

Unilateral migraine; episodic
ataxia; spinocerebellar
ataxia (decreased)

Seizures with high fever; infant
epilepsy (increased)

Benign familial neonatal-infantile

BFNC —

1 mésic po
narozeni
zachvaty, po
prvnim roce
ustup
zachvatu

seizures (increased)
Seizures with high few\ BENIS —
(increased)

Seizures with high fever
(decreased CI)

Mocturnal frontal lobe epilepsy
(increased Ma

Mocturnal frontal lobe epilepsy
(increased MNaY)

Extreme startle response, i.e.,
hyperekplexia (decreased CI)

“0oaky
- foncd v Rl EVROPINA LI
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nastup 6
meésicl po
narozeni, po
12 mésicich
uz zadné
zachvaty



Alzheimerova choroba

Demence = poskozeni intelektualnich schopnosti, paméti, usudku a osobnosti
v rozsahu, ze kazdodenni fungovani a kvalita zivota jsou vazné naruseny.

Klinické priznaky — neschopnost tvorby novych vzpominek,
ztrata kratkodobé pameéti, snizena schopnost koncentrace

Smrt casto jako nasledek respiracniho selhani.

Histologie mozku — ztrata synapsi a neuronti v hipokampu
1) Degenerace neuronu Vv cerebralnim kortexu

2) Prevladajici tvorba Brain Cross-Sections
senilnich plaku (husté kulovité
struktury) vné neuronu
hipokampu

Alois Alzheimer
(1864 — 1915)

Tvorba neuritickych plakli = senilni plaky o b ,
obklopené bunécnymi zbytky s SRR Py sl

3) Adregqaty fibril se Ef e R 0

akumuluiji uvnitr bunék




Alzheimerova choroba: BiOChemie SenilniCh Q|akl°l

Jadro senilnich plaki — amyloid <== amyloidéza

Hlavni soucast - amyloid beta (4 kDa, AB) — tvofen isoformami s obsahem
AK 39-43 (dva hlavni — AB1-40, AB1-42)

Proteiny amyloidovych télisek = abnormalni degradacni produkty ¢i
zmutovana verze prekurzorovych proteint

Normal Alzheimer’s

FT

- Amyloidova vlakna jsou rovna,
hladka a maji cca 10 nm v
priméru — husté shluky se barvi
kongo cerveni

- Amyloidové shluky obsahuiji i
nefibrilarni peptidy — ApoE, alfa-
anti-chymotrypsin




Alzheimerova choroba: BiOChemie SenilniCh E|akl°l

- Isoformy Amyloidu beta — odvozeny z proteolytického stépeni — amyloid
precursor protein (APP) —21g21.2

- APP — transmembranovy protein, 3 isoformy, 695 AK isoforma v celé CNS,
751 a 770 AK formy jsou produkovany glialnimi burikami

vembrene AK cislovani je zalozeno
na 770 AK isoformeé

AB43 isoforma zahrnuje
AB region oblast od 672-714

NH; : 3 —— COOH

Exterior Interior

‘ ‘ ‘ Za normalnich podminek
{5?1}(5[55?; 711 or 713) — APP stépena o/3-
sekretasou za 687/671
AK = NEamyloidogenni
fragmenty

$tépeni B- a y- sekretasou & AMYLOIDOGENNI FRAGMENTY (AB40, Ap42)
Stépeni a- a y-sekretasou = NEamyloidogenni fragment
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Alzheimeroya_chgrobaz BiOChem ie séen i I n iCh |akl°l

Cell y i
Membrage Lk

[ secretase

Funkce APP a fragmentul neni zcela
pochopena — 695 AK isoforma muze
usnadniovat mezibunécny kontakt,
synaptickou stabilitu, adhesi na
extraneuronalni matrix.
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Alzheimerova choroba: BiOChemie SenilniCh Q|akl°l

Hlavni viaknité jednotky neurofibril jsou sparovana helikalni filamenta.
Skladaji se ze dvou propletenych vlaken s pripojenym proteinem t (tau).
t kédovan MAPT genem (17g21) — vaze se na tubulin a usnadnuje

usporadavani do mikrotubul_.__

t tvorici plaky =

hyperfosforylovany
(HP-tau) — nevaze

se na tubulin,
blokuje vznik
mikrotubul

- zfrejmé funguje
jako agregacni
centrum

N\

N s
*

Microtubules

Neurone malade

Stabilizing

et

s 94

La protéine Tau
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A

Microtubule Subunits
Fall Apart

>, Tangled Clumps
e of Tav Protoins
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1 4 )

a /

w

—__ Tangled Clumps
of Tau Proieins



Genetika Alzheimerovy choroby (AD)

Komplikované onemocnéni
- cca 10 % AD s uplnou penetraci — nastup nemoci mezi 55-60 rokem
(EOAD — Early Onset Alzheimer Disease)
- cca 90 % pozdni nastup > 65 letech — 25 - 40 % ma prfibuzného — neni ziejmy
zpusob dédic¢nosti = geneticka heterogenita
Casny nastup (EOAD) — mezi 55 - 60 lety
- missense mutace meénici AKv 717 (V7171) APP

- dvojita mutace v APP (K670N) a (M671L) — prilehla k strané stépeni
y-sekretasou

- kromé nastupu onemocnéni — jedinci vykazuji stejny fenotyp

Biochemické nasledky APP mutaci vedouci k fenotypu choroby
- transfekce expresniho vektoru pro mutovany APP in vitro

- bunky a plasma jedincu s APP mutaci byly sledovany na relativni
vyskyt AB40 a AB42/43

- byla sledovana pritomnost AB40 a AB42/43 v transgennich mysich
nesoucich mutantni APP gen

¥

Vetsi produkce AB40 a AB42/43 nez
u zdravych jedinct K- B0




Genetika Alzheimerovy choroby (AD)

Zajimava mutace — APP (E693Q) — tvori se amyloidova téliska, ale zadny ze
znaku choroby neni pfitomen

Typickym fenotypem jsou vazna prasknuti malych krevnich kapilar
(krvaceni) — v kortexu a mozecku - jako nasledek difuznich A télisek

= cerebralni amyloidni angiopatie (CAA)
- dédéna jako AD, nastup mezi 45 - 55 lety

Studie identifikovaly lokus nemoci s EOAD do oblasti 14924.3 = gen
presenilin-1 (PSEN1) — mutace prispivaji k cca 40 % vSech rodinnych
pripadi choroby s EOAD mezi 30 - 55 rokem zivota

Brzy nato identifikace presenilinu-2 na 1932-942 (PSENZ2)

\ 4

Participuji v Stépeni y-sekretasou = mutace zvysuji produkci AB42

- Mutace APP, PSEN1, PSENZ2 = cca 50 % EOAD

-



Genetickeé rizikové faktory AD

Spojeni mezi LOAD a 19913.2 - v oblasti gen APOE pro apolipoprotein E
- Je polymorfni — 3 allely - APOE*2, APOE*3, APOE*4 - s frekvencemi 8, 78

a 14 % v bézné populaci

- Syntetizovan primarné v mozku astrocyty

- Vychytava TAG a cholesterol

APOE*4
- vyznamneé asociovan s AD

- pfitomnost neni nutna ani postacujici

- rizikovy faktor
- prispévek k AD neni znam —
,shad“ poskozené neurony

v pritomnosti ApoE4 mohou vyvolavat

nadprodukci HP-t nebo AB

Migration Axon guidance
Synaptic Microtubule
plasticity f stability

e ® @,
®e @ N

Regeneration * Survival
,@é ot

Amyloid deposition \l \

= iy

0

Nature Reviews | Neuroscience
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Huntingtonova nemoc (HD

- Postihuje 1 : 10 000 na celém svéte
- Prvni znamky kolem 35. roku zivota

- Zhorsena svalova koordinace, zapomeétlivost, zmény osobnosti, deprese,
paranoidni deziluze, nekontrolovatelna zurivost

Ventrolateral
thalamic nucleus Cerebrum

Caudate/putamen

_— Subthalamic
- nucleus

B -
' % Pr | Red nucleus
-

/-_ﬂ} (::jr--— -"_F Purkinje cell layer
)4_;1?1 .'# "
/._._.- 4 H-""_'
/ / J :_—I ——%— Cerebellum

S LY
) VI~ W
/ O O B~ Dentate nudeus
S :

Globus pallidus

—Substantia nigra P ‘}{] "‘“:. -
Pontine nucleus <~ VI~
S ;?' J ‘ Lateral cuneate nucleus
Cranial motor nerve /

nuchei V, VI, VII, XII f.-“'
/ \

Olivary nuclei Anterior horn

Senilni €i neuritické plaky typické
pro AD nejsou pritomny.

Dochazi k akumulaci granularniho
a filamentozniho materialu v
neuronech. Na konci HD ztraci
mozek 25 % puvodni hmotnosti.

AD, geneticky homogenni, 4p16.3
HD gen — isolovan 1993

Neprerusené rozmnozeni
CAG/GTC repetic HD genu
V_prvhim exonu !!!

Y,
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Huntingtonova nemoc

- CAG je kodon pro GIn (Q)
- HD mutace je vysledek narustu délky trinukleotidové repetice

- Huntingtin (produkt HD genu) se nachazi v cytoplasmé neuronu —
asociovan s membranou, cytoskeletem

| 7z

34y

- Trinukleotidové
repetice jsou ‘ &
ilni 1
nestabilni !!! @ [] ] . @ |
35y 38 35y 38y 34y 39y
51 49 55 48 50
- Geneticka anticipace
| Shermanuv paradox ‘ “ ‘ ,
— nékteré nemoci (HD) m £
= e 21y l6y 31y 18y 22y 30y
JSOU vaznejsi 66 58 51 82 64 47
v nasledujicich
generacich v ®
gy
76
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Huntingtonova nemoc

T A
- L C
Nestabilita repetici neni piné e=C "
pochopena ComG ComG
G e G
Pravdépodobné odrazi vznik =L —
”, ’ v (5 o (o
vlasenkovych smycek S Y
i I - L C
(hairpin) e e
T=T A=A
C o C
G e G
T=T A=A
- L C
G e G
T=T A=A
TACCGCAAGC e GCATCACTTA CCCOTOCAGC mm CTACCAATTA
5!
3'\\ _~Lagging strand template
Lagging strand =" >
¥ 1. vlakno syntetizovano kontinualne

_ 2. vlakno diskontinualné
Leading strand

H‘--Leading strand template



Huntingtonova nemoc

Trinucleotide repeat

a
Hairpin

MNonexpanded strand

Expanded strand

Monexpanded chromosome

LIS NS

Expanded chromosome

Vlasenka posune zacatek
opozdujiciho se fragmentu
(a) = fragment (b) se muze
replikovat az do mist

s repetici

PolyQ retézec se
nespravné slozi = tvorba
agregatu — neurotoxické !!!




Huntingtonova hemoc

Alternativni teorie — produkce polyQ vyplytva neuronalni zasoby Gin =
shizena syntéza Glu z GIn = inaktivace a ztrata neuronti v CNS
pouzivajici Glu jako neurotransmiter

ProC néekteré neurony uniknou poskozeni i pres
syntézu mutantu ?

- specifické proteiny v nékterych neuronech se vazi s huntigtinem
- huntingtin-asociated protein 1 (HAP1)
- huntingtin-interacting protein 1 (HIP-1)
- cystathione B-synthase
- HAP1 a HIP-1 — asociovany s cytoskeletem a transportem vacku
- Expanze polyQ muze odstranit tyto proteiny z mista uc¢inku

\ 4

Rozpad cytoskeletu a neuronalni degenerace gfm hd,



Zaver

At funkcni synapse
vam zpusobuji jen
usmev !!!




