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Abstrakt

Patogeneze mukopolysacharidozy IHIC (MPS I1I1IC) a Gaucherovy choroby nebyla na
molekularni Grovni doposud zcela objasnéna, stejné jako nejsou zndmy divody pro vyrazné
rozdilné fenotypové projevy u pacienti nesoucich stejny genotyp. Protoze varianty v
regulacnich oblastech genti mohou byt pfi¢inou vySe zminéné fenotypové variability,
zabyvala jsem se studiem doposud necharakterizovanych promotorovych oblasti gent
HGSNAT a GBA, které jsou mutovany u téchto dvou lysosomalnich onemocnéni. Prokazala
jsem existenci alternativniho promotoru genu GBA (P2) a dale se zabyvala studiemi, které by
mohly objasnit jeho fyziologickou funkci a piipadné i roli pfi patogenezi Gaucherovy
choroby. Zjistila jsem, ze alternativni promotor genu GBA neni tkanové specificky a nevede
Kk variabilni expresi MRNA pro glukocerebrosidazu u pacientii se stejnym genotypem a
vyrazn¢ odlisnymi fenotypovymi projevy. P2 neni rGzn€ vyuzivan béhem diferenciace
monocytli na makrofagy, ani u makrofagli odvozenych od kontrolnich osob a od pacientd s
Gaucherovou chorobou, u kterych je stfddani pfitomno hlavné v bunikdch makrofagového
pivodu. Nepodafilo se tedy nalézt zmény svédéici pro moznou tlohu P2 v patogenezi nemaoci.
Dale jsem charakterizovala promotorovou oblast genu HGSNAT a prokazala jsem, ze vazba
transkripéniho faktoru Spl je dilezita pro jeho expresi. Varianty sekvence nalezené v
promotoru HGSNAT u pacientii nemély vliv na jeho expresi. Oba promotory maji charakter
promotoru housekeeping genti, neobsahuji TATA box, maji n¢kolik zacatkt transkripce,
nemetylovany CpG ostrivek a nékolik vazebnych mist pro Spl. Maji shodné rysy s fadou
promotort genti kodujicich jiné lysosomalni enzymy.

Pii studiu mySiho modelu MPS IIIC jsem detekovala v mozcich deficitnich myS$i znamky
zvySené autofagie, ktera ziejmé hraje roli pfi patogenezi choroby. Déle jsem se podilela na
optimalizaci metody pro izolaci lysosomalnich membran, ktera bude vyuzita pro biochemické
studie N-acetyltransferazy, enzymu deficitntho u MPS 1IIC, ktery nebyl zcela
charakterizovan.



Abstract

Pathogenesis of mucopolysaccharidosis type 1HIC (MPS I1IC) and Gaucher disease has not
been yet fully clarified, and the causes of phenotypical variability between the patients with
the same genotype in Gaucher disease remain obscure. Because the variants in the regulatory
regions of genes can cause phenotypical differences mentioned above, | have studied
promoter regions of HGSNAT and GBA genes mutated in these lysosomal disorders. | have
shown that there is an alternative promoter of GBA (P2). Additional studies were aimed to
elucidate possible physiological functions of P2, and its possible role in the pathogenesis of
Gaucher disease. | have found that P2 is not tissue specific, and that its variants do not
influence the variability of phenotype in Gaucher patients with the same genotype. P2 is used
differentially neither during the differentiation of monocytes to macrophages nor in
macrophages from controls and Gaucher patients, in whom there is a prominent storage only
in cells of macrophage origin. We have thus not found any changes that would suggest a role
for P2 in the pathogenesis of Gaucher disease.

| have characterized the promoter region of HGSNAT and shown that the binding of Spl
transcription factor is important for its expression. Sequence variants found in HGSNAT
promoter in patients did not influence its expression. Both promoters have features common
with the majority of housekeeping gene promoters, as they do not contain TATA box, have
multiple transcription initiation sites, contain an unmethylated CpG island and have multiple
binding sites for transcription factor Spl. They share the same features with many promoters
of genes encoding other lysosomal enzymes.

I have studied the MPS I1IC mouse model and detected increased autophagy in the brains of
HGSNAT deficient mice, which apparently plays a role in the pathogenesis of MPS HIIC.

| have also participated in the optimization of a method for isolation of lysosomal membranes,
which will be used for biochemical study of N-acetyltransferase, the enzyme deficient in MPS
I11C, which has not been completely characterized.



1 Uvod

Lysosomalni stifadava onemocnéni (LSDsS) tvoii skupinu vice nez 50 dédi¢nych
onemocnéni, pro které je charakteristické hromadéni neodbouranych makromolekul
V lysosomech zejména v disledku poruchy degradacni funkce endosomalné lysosomalniho
systému.

LSDs jsou c¢lenény do skupin podle biochemickych vlastnosti neodbouraného materialu na
lipid6zy, mukopolysacharidézy, glykoproteindzy, glykogenozy a dalsi [1].

Jedna se o vzacna onemocnéni, ale sumarné se v nasi populaci vyskytuji s frekvenci 1:7000
zivé narozenych déti [2, 3]. Maji Siroké spektrum klinickych piiznakd, mohou se objevit
kdykoli od novorozeneckého obdobi az do pozdni dospélosti. Casné formy mivaji tézky
prabéh s rychlou progresi. Postizeny jsou ¢asto metabolicky aktivni organy a tkané¢ - kostni
dren, jatra, kosti, kosterni svaly, myokard, CNS.

U LSDs mize dochazet k poruchdm autofagie v disledku akumulace autofagosomii
zpusobené jejich defektni fuzi s lysosomy. Lysosomy hraji zasadni roli v autofagii, fuzuji
s autofagosomy a umoznuji tak degradaci jejich obsahu. Autofagie byla analyzovana u celé
fady LSDs s rlizné zdvaznymi fenotypovymi projevy, v riznych tkanich a typech stfddavych
molekul. U vétSiny piipadi bylo zaznamenano zhorSeni autofagie zpisobené hromadénim
polyubikvitinylovanych proteinti a nefunkénich mitochondrii [4]. Porucha autofagie se mize
podilet na patologickém hromadéni $patné odbouratelnych proteint v neuronech u LSDs.
Gaucherova choroba (GD) je autozomalné recesivni onemocnéni zpusobené deficitem
lysosomalniho enzymu glukocerebrosidazy (B-Gluc). B-Gluc je odpovédna za Stépeni
glykolipidu relativné hojného v membranach — glukosylceramidu (glukocerebrosidu) na
glukozu a ceramid. Glukosylceramid se hromadi pfednostné v lysosomech cirkulujicich nebo
fixnich makrofagii - tzv. Gaucherovych bunkach, ty postupné nahrazuji zdravé buiiky,
predevsim v jatrech, sleziné a kostni dfeni, mohou se vSak hromadit i v jinych ¢astech téla.
Gen pro glukocerebrosidazu (GBA) se nachazi na chromosomu 121 [5], obsahuje 11 exonti
a 10 intront, pokryvéa oblast 7,2 kb. Promotor se nachazi v bezprosttedni blizkosti exonu 1 ve
sméru 3'- 5', obsahuje dva TATA boxy a dva CAT boxy, nenachézi se zde zddny GC motiv
pro vazbu transkripéniho faktoru Spl [6]. V promotorové oblasti byly popsany Ctyii motivy
pro vazbu transkripénich faktord AP-1, PEA3, OBP, CBP, které jsou zodpovédné za rtiznou
expresi GBA [7]. Dalsi regula¢ni elementy byly nalezeny v konzervovanych nekoddujicich

oblastech v blizkosti GBA v riznych bunéénych liniich [8]. Pfestoze je B-Gluc exprimovana



ve vSech tkanich, mnozstvi mRNA se v riiznych bunéénych liniich 1i$i, coz svéd¢i o moznosti
tkanove specifické regulace [9]. Exprese mRNA nekoreluje s enzymovou aktivitou ve vSech
tkanich, proto se predpoklada ze, aktivita B-Gluc je regulovana jesté jinymi mechanismy [10].
Mukopolysacharidéza IIIC (MPS HIC) neboli Sanfilippav syndrom typu C je vzacné
autozomalné recesivni onemocnéni zptisobené deficitem enzymu acetyl-CoA:a -glukosaminid
N-acetyltransferazy (N-acetyltransferazy), coz vede k nedostate¢né degradaci heparan sulfatu,
linearniho sulfatovaného polysacharidu, ktery je soucasti proteoglykant na povrchu bunky
nebo v extracelularni matrix. N-acetyltransferdza neni na rozdil od ostatnich enzymi
ucastnicich se degradace heparan sulfatu hydroldza, neni strukturné podobnd zadnym zndmym
eukaryotnim ¢i prokaryotnim N-acetyltransferazam ani dal$im lysosomalnim proteinim. Je
zakotvena v lysosomalni membrané a katalyzuje acetylaci glukosaminovych zbytki heparan
sulfatu, ktery nemtze byt ptfimo hydrolyzovan. Obsahuje 11 transmembranovych domén a 5
N-glykosyla¢nich mist [11, 12].

Gen pro N-acetyltransferazu (HGSNAT) byl identifikovan v roce 2006 dvéma nezavislymi
skupinami [11, 12]. Nachazi se na chromosomu 8 Vv pericentromerické oblasti, obsahuje 18

exonl a koduje protein o velikosti 73 kDa. Promotor genu nebyl dosud charakterizovan,

.....

.....

-84 (upstream) [14, 15].

Produkce lysosomalnich enzymi je regulovana na Grovni transkripce transkripénim faktorem
EB (TFEB) [16]. V promotorech vétSiny lysosomalnich genti byla nalezena sekvence CLEAR
(Coordinated Lysosomal Expression and Regulation), na niz se vaze TFEB a pozitivné
reguluje expresi lysosomalnich gend. ZvySena exprese TFEB v bunkach zvySuje syntézu
lysosomalnich proteinti a schopnost bunky odbouravat komplexni molekuly a patogenni
proteiny. TFEB je hlavni regulator bunéénych degradacnich drah. Aktivuje transkripci gentl,
které koduji proteiny ucastnici se procesu spojenych s lysosomy jako je autofagie, exocytoza,
endocytoza, fagocytdza, imunitni odpovéd’ a katabolismus lipida [17]. V budoucnu by mohl
slouzit jako terapeuticky nastroj pro zesileni odpovédi na patogenni stfddani v LSDs a

neurodegenerativnich chorobach.



2 Cile a pracovni hypotézy

Predmétem této prace byla charakterizace promotorovych oblasti dvou genu (GBA a
HGSNAT) jejichz mutace vedou k lysosomalnim stfadavym onemocnénim (Gaucherové
chorobé a mukopolysacharidoze IIIC), dale biochemické studie na mySim modelu MPS
I11C a purifikace lysosomalnich membran pro budouci charakterizaci enzymu deficitniho u
MPS IHIC.

Promotor genu GBA byl popsan vroce 1989 vcetné regulacnich elementii ovliviijicich
genovou expresi. V riznych databazich jsme vSak nalezli alternativni transkripty, které
obsahuji na svém 5’konci jeden nebo dva exony navic, jejichz sekvence neodpovida sekvenci
v tseku DNA mezi jiz charakterizovanym promotorem a prvnim exonem, coz svéd¢ilo pro
hypotézu, ze gen GBA miize mit alternativni promotor. Hlavnim ukolem bylo ovéfit, zda tento
promotor skutecné existuje a jak ovliviluje genovou expresi GBA V riznych tkanich. Dalsi
otazkou, kterou jsem se zabyvala, byla moznost rozdilného vyuziti obou promotort v rtiznych
tkanich. Doposud neni jasn& vysvétleno, pro€ se vyskytuji vyrazné odlisné klinické pribchy
Gaucherovy choroby u pacientil se stejnym genotypem. Dalsim dil¢im ukolem této prace bylo
overit, zda by fenotypova odlisSnost nemohla byt vysvétlena riznou expresi mutantni
glukocerebrosidazy diky variantdm v obou promotorech nebo v nové nalezenych nekddujicich
exonech.

Vyrazné stiadani lipidG je u Gaucherovy nemoci pfitomno vyhradné v makrofazich, proto
jsem dale zkoumala, zda alternativni promotor neni odliSné vyuzivan pii pfeméné monocyti
na makrofagy.

Gen HGSNAT byl objeven teprve v roce 2006 a neni znamo nic o regulaci jeho exprese.
Ctecim ramci. Nasim cilem bylo zjistit, zda jsou transkripty piepisovany z obou ATG, nebo
zda je jeden z kodonu vyuzivan piednostné. Hlavnim tikolem bylo charakterizovat sekvenci
promotoru a popsat regulacni oblasti v€etné vazebnych mist pro transkripéni faktory. Déle
jsem ovétovala, zda zmény v promotorové sekvenci ovliviiuji genovou expresi HGSNAT u
pacientt s MPS IIIC.

Dal§im ukolem bylo zjistit, zda dochazi ke zvySené autofagii a abnormalni ubikvitinylaci
proteinli v mozku mysSiho modelu MPS IIIC, coz miZe pfispét k pochopeni patogenetickych

zmén v neuronech. Podilela jsem se na detekci LC3-11 v mozcich rizné starych mysi.



V dalsi studii jsem se zabyvala optimalizaci metody pro izolaci lysosomalnich membran.
Izolované lysosomélni membrany ndm umozni studovat lysosomalni membranové proteiny,

konkrétné N-acetyltransferazu.

3 Metody

Izolace gDNA, RNA, cDNA

gDNA byla izolovéna standardni fenol-chloroformovou extrakei [18] nebo kitem QiaAmp®
(Qiagen, Hilden, Némecko), RNA podle Chomczynskiho a Sacchi [19] za pouziti
Trizol®Reagentu (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a cDNA kitem High Capacity RNA-to-
cDNA™ (Life Technologies, Foster City, CA, USA). RNA z monocytii a makrofagii byla
izolovana kitem BiOstic® Blood Total RNA Isolation Kit (MO-BIO, Carlsbad, CA).

Méreni koncentrace DNA a RNA

Koncentrace byly méfeny na pfistroji Nanodrop® ND-1000 Spectrometer (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA).

Méreni koncentrace proteint

Koncentrace proteind byla stanovena pomoci metody Bradfordové [20] na multidetekénim
destickovém readeru Synergy 2 (Dialab, Wiener Neudorf, Rakousko).

DNA elektroforéza v agarézovém gelu

Agardzovy gel byl ptipraven z 1% agaréozy a 1x BB pufru (10mM Na2B4O7*10H.0).
Vizualizace DNA byla provedena pomoci barvi¢ky GelRed (Biotium, Hayward, CA, USA) na
UV transluminatoru (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée cedex, Francie).

Klonovani DNA a izolace plasmidi

Klonovani do TOPO® vektorti (pCR®4 a pCR®-XL) bylo provedeno klonovacim kitem
TOPO® TA (Life Technologies, Foster City, CA, USA). Plasmidovd DNA byla izolovana
pomoci kitl FastPlasmid™ Mini Kit (Eppendorf, Hamburg, Némecko), JETquick Plasmid
Miniprep Spin Kit (Genomed, Lohne, Némecko) a PerfectPrep™ EndoFree Plasmid Maxi Kit
(Eppendorf).

Polymerazova retézova reakce

Vsechny PCR reakce byly provedeny podle obecnych protokoli [21] pomoci primert
navrzenych v programu Oligo 6 software (Molecular Biology Insights, Cascade, CO, USA) a
syntetizovanych firmou Generi Biotech (Hradec Kralové, CR). Amplifikace probihala na
termalnim cykleru DNA Engine Dyad® Thermal Cycler (BioRad, Hercules, CA, USA) nebo
Mastercycler® nexus (Eppendorf, Hamburg, Némecko).



Real-time PCR

Primery a TagMan sondy byly navrzeny pomoci programu Primer Express 3.0 software a
syntetizovany firmou Life Technologies (Foster City, CA, USA). Amplifikace probihala na
pristroji StepOne™ Real-Time PCR System (Life Technologies), byl pouzit TagMan®
Universal PCR Master Mix (Life Technologies). Kvantifikace byla provedena metodou
kalibra¢nich kiivek a komparativni AACq metodou [22]. Pti komparativni AACq metod¢ se
k normalizaci pouzival GAPDH a ACTB. Pro vypocet stability exprese byly pouzity programy
geNorm a NormFinder [23, 24].

Sekvenovani

Sekvenovani bylo provadéno na kapilarnich sekvenitorech ABI Prism® 3100-Avant™
Genetic Analyzer a 3500xL Genetic Analyzer (Life Technologies, Foster City, CA, USA).
Pro ptipravu sekvenaéni reakce byl pouzit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Life Technologies).

SDS polyakrylamidova elektroforéza

Separaéni i zaostfovaci gel byl ptipraven podle Laemmli [25]. Pti piipadé gradientového gelu
byla smés michana V gradientovém mixeru (Sigma-Aldrich) a nalévana za pouziti
peristaltické pumpy Varioperpex® II Peristaltic Pump (LKB, Bromma, Svédsko).
Elektroforéza probihala v aparatuie MightySmall SE250 nebo SE260 (Hoefer, San Francisco,
CA, USA) v pufru (192 mM glycin, 25 mM Tris base, 3,47 mM SDS).

Western blot

Proteiny separované na SDS-PAGE byly pteblotovany na PVDF membranu Immobilon-P
(Millipore, Bedford, MA, USA) v polosuché blotovaci aparature PHERO-multiblot (Biotec-
Fischer GmbH, Reiskirchen, Némecko). Byly pouzity primarni protilatky anti-LAMP1 rabbit
polyclonal antibody (1:5 000, darovano Dr. Carlssonem, University of Umea, Svédsko), anti-
LC3 (1:2 000, Sigma-Aldrich), 12G10 anti-a-tubulin (DSHB, lowa city, 1A, USA) a
sekundarni protilatky goat anti-mouse 1gG nebo goat anti-rabbit IgG (Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA) konjugované s reporterovym enzymem — kienovou peroxidazou (HRP).
Blot byl vyvolan chemiluminiscenénim detekénim Kkitem SuperSignal West Femto
Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) a detekovan na pfistroji
ChemigeniusQ (SynGene, Cambridge, UK).

Bioinformatika

K vyhledédvani referencnich sekvenci, transkripti a ESTs byly pouzity databize NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/), GeneBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) a



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/), k identifikaci vazebnych mist pro
transkripcni  faktory = TFSEARCH  (http://www.cbrc.jp/research/db/TESEARCH.html),

Matinspector  (http://www.genomatix.de/index.html) a  Alibaba2  (http://www.gene-

requlation.com/pub/programs.htmi#alibaba2). Alignment P2 a exonu -2 GBA genu byl

vytvofen z alignmentu kompletnich genomi dostupnych z Galaxy (http://main.g2.bx.
psu.edu/) [26].

Identifikace zacatku transkripce
Byla provedena metodou 5’'RACE pomoci kit GeneRacer ™ Kit a FirstChoice® RLM-RACE
kit (Life Technologies, Foster City, CA, USA).

Bisulfitové sekvenovani

gDNA byla osetiena bisulfitem sodnym (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) [27], ktery
konvertuje nemetylované cytosiny na uracily a pouzita jako templat pro amplifikaci
promotorové oblasti obsahujici CpG ostrivky a nasledné sekvenovana.

Chromatinova imunoprecipitace (ChIP)

Byla provedena pomoci ChIP kit (Abcam, Cambridge, UK). Do HepG2 byl transfekovan
pN3-Spl (darovany od Prof. Guntrama Suskeho, Marburg, Némecko) elektroporaci na
piistroji Neon® Transfection System (Life Technologies, Foster City, CA, USA). Sonikace
DNA probihala na pfistroji E210 Focused-ultrasonicator (Covaris, Woburn, MA, USA).
Fragmetny DNA pouzité pro amplifikaci promotorovych oblasti HGSNAT a SLC22A18 byly
vychytany protilatkou anti-Sp1 (Abcam).

Méreni luciferazové aktivity

Sekvence promotoru byly pteklonovany pomoci restrikénich enzymti do vektoru pGL4.16
(Promega, Madison, WI, USA), ktery byl transfekovan do HepG2 pomoci transfekénich
¢inidel Tfx™ — 20 and FuGENE® HD Transfection Reagent (Promega). Po 48 h inkubaci
v termostatu v atmosfére sycené 5% CO2, pii 37°C byly buiky pouzity pro méfeni
luciferazové aktivity pomoci kitu Dual-Luciferase® Reporter Assay Systém (Promega).
Chemiluminiscence byla méfena na luminometru (Berthold Technologies, Bad Wildbad,
Némecko). Luciferazova aktivita byla vyjadfena jako pomér luminiscence Photinus pyralis
ku Renilla reniformis po odecteni pozadi (RLU, relativni luciferazova jednotka).

Cilena mutageneze

Delece a substituce promotorovych sekvenci byly vytvoieny kitem QuickChange XL site-
directed mutagenesis kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) [28].
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Izolace a kultivace monocyti

Monocyty byly izolovany z krve negativni selekci komplexem protilatek obsazenych v
RosetteSep™ Human Monocyte Enrichment Cocktail (Stemcell Technologies, VVancouver,
BC, Kanada) a kultivovany s Human Interleukin-3 (IL-3) a Human Macrophage-Colony
Stimulating Factor (M-CSF) (Biochrom, Cambridge, UK) regulujicim diferenciaci monocyti
na makrofagy [29].

Méreni enzymovych aktivit

Aktivity alkalické a kyselé fosfatazy, sukcinatdehydrogenazy, katalazy a NADPH-cytochrom
¢ reduktazy byly méteny podle protokold Graham 1993 [30]. Aktivity glukocerebrosidazy,
chitotriosidazy a hexosaminidazy byly méteny fluorimetricky [31].

Izolace lysosomalnich membran

HEK293 a HeLa buiniky byly homogenizovany ve sklenéném homogenizatoru Dounce
homogenizer (Kimble Chase Kontes, Vineland, NJ, USA) a centrifugovany. Organelova
peleta byla inkubovana s 20 mM metyl esterem methioninu (MME) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) a pouzita pro separaci na linearnim nebo krokovém gradientu. Linearni
gradient byl piipraven z 15 ml 32,5% a 15 ml 55,5% sachardzy (Lach-Ner, Neratovice, CR)
v gradientovém mixeru (Sigma-Aldrich) za pouziti peristaltick¢é pumpy Varioperpex® II
Peristaltic Pump (LKB, Bromma, Svédsko), krokovy gradient z6 ml 41% nebo 35%
sachardzy prevrstvené 5 ml 20% sachar6zy. Gradienty byly centrifugovany pies noc pii 112
700 gmax V ultracentrifuze Optima L-90K, rotor SW32 nebo SW32,1 (Beckman-Coulter,
Miinchen, Némecko) a jednotlivé frakce byly postupné odebirany.

Méreni zmény pH pomoci akridinové oranze

Zmény pH byly méfeny pomoci akridinové oranze (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
podle metody Dell’ Antone [32].

4 Vysledky a diskuze

4.1 Gen GBA ma alternativni promotor, jehoZ vlastnosti a exprese jsou
charakteristické pro housekeeping geny

4.1.1 Gen GBA ma pét transkrip¢nich variant

V nukleotidovych databazich NCBI (GenBank, cerven 2010) jsme nasli pét alternativnich

transkriptd genu GBA, z nichz Ctyfi jsou zjevné pfepisovany z alternativniho promotoru,
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nebot’ obsahuji na svém 5'konci jeden nebo dva exony (-1 a -2), které neobsahuji sekvenci
odpovidajici sekvenci v useku DNA mezi popsanym promotorem a prvnim exonem.

V databazi UCSC (Genome browser, 2010) se nachazi 146 ESTs a plnodélkovych klona
téchto variant, coz podporuje jejich existenci. Tyto varianty neméni aminokyselinovou
sekvenci a vedou ke stejnému proteinovému produktu. Sekvenovanim RT-PCR produktt
amplifikovanych z RNA izolované z lidské placenty jsme nalezli sekvence odpovidajici

transkripénim variantam obsahujicim exon -2 nebo oba exony -1 a -2.

4.1.2 Gen GBA ma alternativni promotor P2

Na zékladé nalezeni riznych transkripénich variant genu GBA jsme ovéfovali, zda tyto
alternativni transkripty mohou byt pfepisovany z alternativniho promotoru.

Pomoci luciferazové eseje jsme prokazali, ze sekvence lezici ve sméru 3°-5" od exonu -2 (-
1509 az -353) slouzi jako alternativni promotor genu GBA (P2 promotor). P2, jehoz
luminiscencni signal je asi Sestkrat nizsi, je tudiz in vitro slab$im promotorem nez P1.
Fragment vSak nemusi obsahovat vSechny dulezité regulacni elementy promotoru vcetné
enhanceri bézn¢ se nachdzejicich tisice bazi od zacatku transkripce ve sméru 3°-5" a
regulacnich sekvenci lezicich ve sméru transkripce.

Pro blizsi charakterizaci P2 byly provedeny cilené delece na 5'konci P2 a ukazaly, ze pii
deleci useku -1164 az -920 doslo k vyraznému sniZeni luciferdazové aktivity. V této oblasti se
zfejmé¢ vazou elementy pozitivné ovliviiujici transkripci. Nejvyssi luciferdzova aktivita byla
naméfena u deleéniho konstruktu pGL4 -1311/-353, zatimco aktivita delecniho konstruktu
pGL4 -1164/-353 byla srovnatelna s celkovym usekem promotoru P2 (-1509/-353). V oblasti
-1509 az -1311 se mlze nachdzet negativni regulator transkripce.

Sekvencni alignment ukézal, Ze P2 je konzervovany u primatli. Nenachézi se u mysi a dalSich
druhti, nenalezli jsme u nich zadné odpovidajici mRNA, coz znemoziuje jejich studium na
mysich modelech.

Bisulfitovym sekvenovanim jsme prokazali, Ze CpG ostriivek v oblasti P2 je nemetylovany,
coz také svédci pro aktivni promotor. Zhruba polovina promotorovych oblasti u savcl se
nachazi v oblasti CpG ostravku [33], které jsou nemetylované a jsou tak pfistupné pro vazbu

transkripcnich faktort.

4.1.3 Gen GBA ma nékolik zac¢atki transkripce
Metodou 5'RACE jsme identifikovali tfi zacatky transkripce nachazejici se v pozicich -347,

-380 a -413 bp (vztazeno k A v 1. ATG). Vétsina klonii méla 5'konec transkriptu v pozici -
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347 a pouze nékolik klont v pozicich -380 a -413. Nasli jsme i dva klony se zacatky
transkripce v pozicich -452 a -563. Zaroven jsme byli schopni amplifikovat RT-PCR
produkty vice nez 500 bp od 1. ATG ve sméru 3°-5". Mnozstvi transkriptli zacinajicich
distalné ve sméru 3'- 5" od tii nalezenych zacatki transkripce jsme proto méfili pomoci real-
time PCR a potvrdili jsme, ze vétSina transkriptl zac¢ind v pozici -347, jak bylo zjisténo
pomoci 5'RACE. Transkripty zacinajici vice nez 413 bp od 1. ATG ve sméru 3°-5" jsou

minoritni a pravdépodobné predstavuji tzv. promoter upstream transcripts (PROMPTSs) [34].

414 Exprese z P1aP2v raznych tkanich

Studovali jsme, jak se lisi exprese transkriptti z P1 a P2 ve 20 riznych tkanich a porovnavali
jsme ji se dvéma bézné pouzivanymi housekeeping geny GAPDH a ACTB, které jsou
exprimovany stabilné ve tkanich. Navrhnout TagMan sondu pro transkripty z P2 bylo velmi
slozité z divodu vysoké sekvenéni homologie s pseudogenem GBA, proto jsme nejprve
testovali jeji specificitu. Ct hodnoty ziskané metodou kvantitativni real-time PCR pro
transkripty z P1, P2, GAPDH a ACTB slouzily pro vypocet stability exprese. Programy
geNorm a NormFinder vyuZzivané pro identifikaci vhodnych referenénich housekeeping genti
vypocitaly podobnou stabilitu exprese transkriptl z P1 a P2 a dokonce vyssi stabilitu nez u
obou bézn¢ pouzivanych housekeeping geni.

Zjistili jsme, Ze relativni exprese genu GBA je ve 20 ruznych tkénich na podobné Urovni.
Piestoze pfedchozi studie ukazuji, Ze mnoZstvi absolutni mRNA se 1i§i v rliznych bunéénych
liniich, mdze byt exprese f-Gluc ¢astecné regulovana, nebot’ mnozstvi mRNA exprimujici se
Vv riznych tkanich vzdy nekoreluje s enzymovou aktivitou. Je tedy ziejmé regulovana jinymi
mechanismy [10]. Tyto vysledky vSak nejsou porovnatelné s naSimi, nebot’ jsme neméfili
absolutni mnoZzstvi transkritptli. NaSe vzorky celkové RNA byly izolovany z normalnich
lidskych tkani, které jsou smési buné¢k razného pivodu. Ve vySe zminénych studiich byly
pouzity nadorové bunécné linie, jejichz vlastnosti se 1i$i od zakladnich bunéénych typi.

To, ze jsme nenalezli podstatné rozdily v expresi z obou promotorti v riznych tkanich,

prakticky vylucuje, Ze fyziologickou roli P2 je tkanové specificka exprese GBA.

4.1.5 Zmény v sekvenci P1, P2 a exonii -1 a -2 u pacienti

Sekvenovanim P1, P2 a exond -1 a -2 u pacientd z populace Askenazskych zida
S Gaucherovou chorobou, ktefi jsou homozygoty pro mutaci N370S, nebyla nalezena zadna
zména vedouci k objasnéni fenotypu Gaucherovy choroby. Nepotvrdila se tak hypotéza, ze

rozdily v projevu Gaucherovy choroby u pacientd se stejnym genotypem mohou byt
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zpuisobeny riiznou expresi mutantni glukocerebrosidazy diky variantdm na 5" konci
transkriptli a v obou promotorech. Zistava tedy neobjasnéno, jakou roli hraje P2 v regulaci

exprese glukocerebrosidazy a mozna i v patogenezi Gaucherovy choroby.

4.1.6 Analyza vazby transkrip¢nich faktoria v P2

Pomoci predikénich programt bylo v P2 sekvenci nalezeno nékolik konzervovanych
vazebnych mist pro transkripéni faktory. Zadny TATA box nebo CAT box nebyl nalezen, ale
bylo nalezeno nékolik vazebnych mist pro Spl a dalsi transkripcni faktory GATA-1, AP-1,
YY1, CREB, CRE-BP, E2F. N¢kolik vazebnych mist pro Spl, nepfitomnost TATA boxu a
CpG ostruvek, ktery je v oblasti P2 nemetylovany, jsou vlastnosti charakteristické pro
promotory housekeeping genti. P2 ma tedy charakter promotoru housekeeping genu, zatimco
P1 mé jiné vlastnosti, obsahuje TATA box a nasvédcuje tomu, Ze se jedna o regulovany
promotor [10, 35].

V sekvenci P2 jsme nasli dva potencidlni CLEAR motivy, které se hojné vyskytuji
v promotorech lysosomalnich gent. Na tuto konvencni sekvenci se vaze transkripcni faktor
EB (TFEB), ktery se podili na regulaci exprese lysosomalnich genti [16]. CLEAR motivy
vV P2 se nachdzeji v pozicich -764 a -1238, coz je 417 a 891 bp ve sméru 3'-5" od hlavniho
zacatku transkripce nalezenym 5'RACE. Prestoze CLEAR motivy lezi obvykle v blizkosti
zacatku transkripce, -300 az +100 bp od 5’konce genu, byly nalezeny i distalni CLEAR

motivy v promotorech, které jsou zvySené regulovany TFEB [17].

4.1.7 Exprese z P1 a P2 béhem diferenciace monocytii na makrofagy

ProtoZze k masivnimu stfddani glukosylceramidu dochdzi u Gaucherovy choroby pouze
Vv buitkkdch makrofagového ptvodu, které maji charakteristickou morfologii Gaucherovych
bunck, méfili jsme, jak se méni exprese z Pl a P2 b&hem diferenciace monocyti na
makrofagy. V prubéhu diferenciace se exprese z obou promotori vztazena na mnoZzstvi
celkové RNA zvySovala u kontrol, u pacientt, ktefi jsou 1é¢eni ERT a u vzorkd s inhibovanou
B-Gluc pomoci specifického ireverzibilniho inhibitoru CBE. Exprese z P1 byla u vsech
vzorkl vys$$i nez z P2, coz odpovida vysledkiim z luciferdzové eseje, které svédci pro to, ze
P2 je slabsi promotor.

K identifikaci diferencovanych makrofagii jsme pouzily nékolik markerti - CHIT1, ACP5,
CD163, CD68 a CD14. Pomoci Real-time PCR jsme 5. a 12. den kultivace naméfili zvySenou
expresi vSech markert oproti 0. dni, kdy se exprese métila pfimo z izolovanych monocyti.

Markantni zvySeni exprese béhem diferenciace jsme pozorovali pii expresi CHIT1 a ACPS.
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Dale jsme méfili zménu exprese TFEB v monocytech a diferencovanych makrofazich, nebot’
motivy CLEAR pro vazbu TFEB byly podle predikénich programt nalezeny v obou
promotorech. Z vysledka real-time PCR nelze vyvodit jednoznaény zavér, nebot’ exprese
TFEB byla v méfenych vzorcich velmi variabilni. U vétSiny vzorka byla exprese
v makrofazich zvySena, to svédci o aktivaci lysosomalniho systému, coz se v makrofazich
ocekava, nebot” zde dochdzi rozsifeni lysosomalniho systému v souvislosti s fagocytarni
funkci makrofag. U vzorkl pacientl s Gaucherovou chorobou doslo k vyraznému zvyseni
exprese TFEB v makrofazich, zatimco u kontrolnich vzorkt byla exprese v makrofazich
pouze mirné zvySena nebo srovnatelna s expresi v monocytech. V dal§im pokusu jsme
name¢fili markantné zvySenou expresi v makrofazich jak u kontrolnich vzorkd, tak i u vzorkt
vystavenych pusobeni CBE. Tyto rozdily v jednotlivych pokusech mohly byt zplisobeny
riznymi podminkami pii kultivaci a diferenciaci monocyti na makrofagy in vitro. Je
pravdépodobné, ze kultivaéni podminky mohou mit vliv na expresi TFEB. Ta je indukovana
napiiklad pfi autofagii, kterou mohou vyvolat zménéné podminky kultivace bunék.

Tyto vysledky nesvédéi pro to, ze by alternativni promotor u Gaucherovy choroby byl odlisné
regulovan a ani pro to, ze by oba promotory byly odlisn¢ exprimovany béhem vyvoje

makrofagu.

4.2 Promotor genu HGSNAT neobsahuje TATA box a ma nékolik zac¢atku
transkripce

4.2.1 Gen HGSNAT ma dva hlavni za¢atky transkripce

kodony, které jsou ve ¢tecim ramci. Metodou 5'RACE jsme identifikovali dva hlavni zacatky
transkripce v oblasti promotoru, v pozicich -1 a -15 (vztazeno k A v 1. ATG, downstream),
coz svédci o prednostnim vyuzivani 1. ATG.

Pomoci bisulfitového sekvenovani jsme zjistili, ze CpG ostrivek piekryvajici se s misty

zacatku transkripce je nemetylovany.

4.2.2 Promotor HGSNAT se nachazi v 1054 bp tuseku ve sméru 3°-5" od exonu 1

Pro vymezeni promotorové oblasti v blizkosti obou potencidlnich ATG kodonli na 5’konci
genu jsme piipravili pét délkovych variant promotoru a méfili jejich aktivitu pti spousténi

reporterového genu. Relativni luciferazova aktivita z promotorové oblasti (-1305/-20) byla
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zhruba 1,5 krat vyssi nez z oblasti (-1305/-61) a 2,5 krat vyssi nez z oblasti (-1305/-101).
Oblast -101 az -20 je ziejmé dulezita pro Gplnou transkripéni aktivitu.

Konstrukty pGL4 se zaklonovanymi sekvencemi (-1305/-20, -1305/+50) v opa¢né orientaci
také spoustély transkripci reporterového genu. To by mohlo ukazovat na pfitomnost
bidirekcionalniho promotoru, ktery byl dfive spojovan piedev§im s transkripci gent
kédujicich proteiny v obou smérech (na vlakné sense i antisense). I kdyz dochazi k ptepisu
geni v obou orientacich, obvykle je jeden z genti upfednostnén. Nedavné studie zaméfené na
nekddujici RNA (ncRNA), véetné luciferazovych eseji ukéazaly, ze nekodujici transkripty se
Casto vyskytuji v blizkosti protein-kodujicich genti a sdileji snimi stejny promotor.
Vysvétlenim je, ze RNA polymeraza II spousti transkripci bidirekcionalng, zatimco jednim
smérem dochdzi k pfepisu protein-kddujici RNA, druhym smérem vznikd nestabilni RNA,
ktera je zahy odbourana [36]. Pfitomnost ncRNA piedpokladame i u promotoru HGSNAT,
nebot’ v databdzi se v blizkosti promotoru v opacném sméru nenachazi zadny zndmy gen a
luciferazova aktivita je timto smérem vyrazné niz$i. Jakmile jsme oblast promotoru
prodlouzili na 5konci a vytvofili konstrukt (-2905/-20), relativni luciferazova aktivita byla na
podobné trovni jako z pGL4 (-1305/-20). Avsak luciferazova aktivita tohoto konstruktu
S promotorovou sekvenci v opacné orientaci dramaticky poklesla na troven kontrolniho
pGL4. Je to ziejmé zpusobeno oddalenim dtlezitych promotorovych elementd od
reporterového genu nebo vloZenim represoru pfitomného ve sméru 3°-5".

Postupnymi delecemi na 5’konci promotoru (-1305/-20) jsme nalezli oblast -1073 az -716,
kde se zfeyjm¢ nachazi elementy pozitivné ovliviujici transkripci, nebot’ luciferazova aktivita
pii deleci tohoto useku vyrazné poklesla.

Tyto vysledky z luciferazovych eseji nasv&€dcuji tomu, ze oblast -1073 az -20 je dlleZita pro

spousténi transkripce genu HGSNAT.

4.2.3 Analyza vazby transkrip¢nich faktora v promotoru

Sekvence promotoru -1073/-20 byla analyzovana pro pfitomnost vazebnych mist pro
transkripéni faktory pomoci predikénich programili. Nebyla nalezena Zadna konvencni
sekvence pro TATA box ani CAT box. Bylo nalezeno n¢kolik potencialnich vazebnych mist
pro transkripéni faktory Spl a déle vazebna mista pro, AP-1, AP-2, CREB, NRSF, EGR. Sest
vazebnych mist pro Spl bylo nalezeno v oblasti -101 az + 50. Vazebna mista pro Spl jsou
hojna v promotorech lysosomalnich gent, u cystindézy, onemocnéni zptisobeného deficitem

lysosomalniho transportniho proteinu cystinozinu [37], byla popsana mutace ve vazebném
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mist¢ pro Spl, ktera byla pfi¢inou onemocnéni. Proto jsme se rozhodli zjistit, kterd
z predikovanych vazebnych mist jsou autentickd a zda zmény jejich exprese mohou ovlivnit
expresi genu.

Protoze jsme uz diive méfili luminiscenci pGL4 (-1305/+50), u kterého nedoslo ke zvyseni
signalu v porovnani s pGL4 (-1305/-20), bylo ziejmé, Ze dvé vazebna mista pro Spl v oblasti
-20 az +50 nemaji zdsadni vliv na zvySeni aktivity promotoru. Vliv dalSich ¢ty Spl na
promotorovou aktivitu jsme dale ovétovali vytvofenim mutovanych konstrukti ve vazebnych
mistech pro Spl. V konstruktech s mutovanym vazebnym mistem pro Sp1-A a Sp1-D doslo k
vyraznému poklesu luciferazové aktivity oproti pGL4 (-1305/-20), z ¢ehoz usuzujeme, Ze tato
dvé vazebna mista jsou dilezitd pro regulaci HGSNAT promotoru. Naopak u konstruktt Spl-
inhibi¢ni funkci Spl [38] nebo vytvoienim novych vazebnych mist pro transkripéni faktory,
které nebyly odhaleny predikénimi programy pfi kontrole mutovanych konstruktt.

Pfitomnost vazebnych mist pro Spl v oblasti -101 az -20 byla potvrzena pomoci ChIP.
Amplifikace useku obsahujiciho vazebnd mista pro Spl zimunoprecipitdtu piipraveného
s protilatkou anti-Spl potvrzuje vazbu Spl.

V sekvenci promotoru jsme pomoci predikénich programii nalezli dva motivy CLEAR, které
jsou rozpoznany TFEB ucastniciho se regulace exprese lysosomalnich gent [16]. VétSina
CLEAR motivl byla nalezena v tseku -300 az +100 bp od zacéatku transkripce, 1 kdyz byly
nalezeny i vzdalenéjsi motivy, na kterych vazba TFEB ovliviiovala expresi genu [17]. Tyto
dva nalezené motivy se nachazi 737 a 867 bp od 1. ATG ve sméru 3°-5, tedy v oblasti -716
az -1073, kde doslo k vyraznému poklesu aktivity reporteru. Nelze tedy vylouéit vliv TFEB
na expresi HGSNAT.

4.2.4 Promotor HGSNAT ma charakter promotori housekeeping gent

HGSNAT promotor je podobny promotorum housekeeping geni [39], nebot neobsahuje
TATA box, ma nckolik zacatkd transkripce, nemetylovany CpG ostriivek a néckolik
vazebnych mist pro Spl. Spl je velmi bézn¢ se vyskytujici transkripéni faktor, ktery hraje

dulezitou roli v promotorech housekeeping gend [40].

4.2.5 Zmény v sekvenci HGSNAT promotoru u pacienti
Sekvenovanim promotorové oblasti -1305/-20 u pacientd MPS IIIC z riznych populaci jsme

nalezli jeden bézny polymorfismus rs4523300 u tfi pacientli a jednu mutaci g.4875G>A u
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jednoho pacienta. Cilenou mutagenezi a luciferazovou eseji jsme zjistili, ze tyto zamény

nevedou ke zménam genové exprese.

4.3 MySi model ukazuje MPS IIIC jako neurodegenerativni poruchu

S mitochondrialni dysfunkci
Ve spolupraci se skupinou Prof. Psezhetského (University of Montréal) se ndm podaftilo
technikou gene trap vytvofiit mysi model MPS IIIC.
Ve tkanich homozygotnich mysi byl prokazan uplny deficit HGSNAT, u heterozygota
aktivita poklesla na 50% hodnotu, stejné jako je tomu u lidi. Az do v€ku 5 - 6 mésict nebyly
u mysi s deficitem HGSNAT pozorovany zadné zmény chovani a rustu, zavazné znamky
onemocnéni se objevily aZ po 11 - 12 mésicich. Nebyly zaznameniny Zadné kosterni
abnormality ani facidlni dismorfie pozorované u lidskych pacientt a jinych modeld MPS III
Pticinou imrti byla vétSinou retence moc¢i v mocovém meéchyii ve 12 — 16 mésici.
U HGSNAT deficitnich mysi bylo zjisténo stfddani glykosaminoglykanti v jatrech, slezin¢ a
mozku. Stejné jako u pacientli a mySich modell jinych MPS III bylo pozorovéano sekundarni
V jatrech mysi s deficitem HGSNAT ve véku 2 az 12 mésici bylo detekovano zvysené
mnozstvi LC3-II ukazujici na zvySenou autofagii. V mozku bylo detekovdno zvySené
mnozstvi LC3-1II az od véku 6 mésicii, zdroven bylo zjiSténo vyrazné zvyseni podjednotky c
mitochondrialni ATP syntazy a ubikvitinu svédéici o mitofagii a poruSe lysosomalni
proteolyzy. ZvySena autofagie spojena s poruchou proteolyzy a akumulaci chybné sbalenych
proteint byla zjisténa v bunkach u mnoha LSDs [41].
Od casného véku byly vmozku pozorovany zndmky neuroinflamace vcetné aktivace
mikroglii, astrocyti a produkce cytokini, v5 — 6 mésicich bylo v mikroglii pfitomno
vyznamné lysosomalni stfadani.
Nase data charakterizuji MPS IIIC jako neurodegenerativni chorobu s pozorovanymi
zménami mitochondrii. Abnormalni autofagie, konkrétné¢ mitofagie, se miize podilet na
akumulaci neodbouraného materialu v lysosomech neuronti. Zmény v neuronech véetné

Mrve

systému.

4.4 1Izolace lysosomalnich membran z kultivovanych bunék
Pro ucely vyzkumu lipidi a proteini lysosomalnich membran jsme vyvinuli jednoduchou

metodu pro izolaci lysosomalnich membran z kultivovanych bunéénych linii HEK293 a
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HeLa. Organelovy koncentrat jsme inkubovali s 20 mmol/l MME po dobu 45 minut pro
dosazeni optimélni lyzy lysosoml. Poté byla frakce lysosomalnich membran ziskdna
rozdélenim nejprve na linearnim 32,5%-55,5% sachar6zovém gradientu, kde byla pozorovana
zvySena aktivita B-Gluc ve frakcich s 30-41% a 45% sachar6zou, ale zaroven byla patrna
zvySena aktivita SDH svéd¢ici o vyrazné mitochondridlni kontaminaci. Mitochondridlni
kontaminaci jsme eliminovali snizenim koncentrace sachardzy ve spodni ¢asti krokového
gradientu z41% na 35%. Obohacené lysosomalni membrany byly ziskany z rozhrani
20%/35% sachar6zy na krokovém gradientu a naslednym promytim v 10 mmol/l Tris pufru.
Frakce promytych lysosomalnich membran byla obohacena 30-krat oproti homogenatu a
davala vytéznost vice nez 8%. Vytéznost je tedy porovnatelna s metodou izolace magnetickou
chromatografii [42], ktera vyuziva magnetické Castice, které nefyziologicky zatézuji lysosomy
a muze tak dojit k jejich poskozeni.

Ve frakci promytych lysosomélnich membran jsme pomoci Western blotu detekovali
lysosomélni membranovy protein LAMP1.

Pro zjisténi kontaminace jinymi organelami jsme méfili aktivity dalSich enzymi - sukcinat
dehydrogenédzy (marker mitochondrii), alkalické fosfatdzy (plazmatickd membrana), katalazy
(peroxisomy), NADPH-cytochrom ¢ reduktazy (endoplazmatické retikulum). Aktivity
kontaminujicich enzymi byly velmi nizké (méné nez 1%) s vyjimkou katalazy (2,6%), coz
svédc¢i o malé kontaminaci peroxisomy.

Métfenim zmény pH pomoci akridinové oranZe jsme zjistili, ze ve frakci promytych
lysosomalnich membran zlstdvd zachovana funkce lysosomalni vakuolarni ATPazy,
protonové pumpy v lysosoméalni membrané, kterd je zodpovédnd za udrzeni kyselého
prostiedi v lysosomech.

Vytéznost metody byla podobnd u obou bunéfnych linii HEK293 a Hela, z ¢ehoZz lze
vyvodit, Zze se jedna o metodu vyuzitelnou pro izolaci lysosomalnich membran z SirSiho

spektra bunéénych linii, nebo tkani.
S5 Zavér
Hlavnim tématem této prace bylo studium regulac¢nich oblasti genii mutovanych u dvou

lysosomalnich metabolickych chorob — Gaucherovy choroby a MPS 11IC - a zkoumani jejich

mozného podilu na patogenezi téchto onemocnéni.

Podaftilo se mi potvrdit existenci alternativniho promotoru (P2) genu GBA, ze kterého jsou

piepisovany transkripty obsahujici jeden nebo dva nekodujici exony navic oproti popsané
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mRNA. P2 a alternativné sestfizené exony jsou pfitomny u primati. Dale jsem zkoumala, zda
je v nékterych situacich P2 rozdiln¢ vyuzivan. Zjistila jsem, ze relativni exprese z P2 1 z
bézného promotoru P1 byla ve 20 riznych tkanich na podobné urovni, coz svéd¢ilo proti
tkanové specifické expresi z P2. Protoze hlavnim bunécnym typem postizenym lysosomalnim
sttddanim u Gaucherovy choroby jsou buiitky makrofagového ptivodu, zkoumala jsem vyuziti
P1 a P2 béhem diferenciace monocytti na makrofagy in vitro. Béhem diferenciace dochazi ke
zvySovani exprese z obou promotord, ale pomér mezi vyuzitim obou promotorti se neméni,
navzdory tomu, Zze P1 a P2 maji odlisny charakter. P2 neobsahuje TATA box a je asociovan
s nemetylovanym CpG ostrivkem, naproti tomu P1 obsahuje TATA box a odpovida 1épe
kanonickému core promotoru. VySe uvedené studie ukazaly, Ze pomér exprese z P2 vii¢i Pl
se ve zkoumanych situacich neméni a tak nesvéd¢i pro diferencidlni vyuziti P2. Zjistila jsem,
ze vyrazné odlisné fenotypové projevy u pacientll se stejnym genotypem (homozygoti pro
béznou mutaci N370S) nebyly asociovany s variantami v obou promotorech nebo v nové

nalezenych exonech.

Popsala jsme promotorovy usek genu HGSNAT a charakterizovala oblasti dilezité pro
regulaci jeho exprese. V sekvenci promotoru jsem identifikovala dvé vazebna mista pro
transkripéni faktor Spl, ktera maji vliv na aktivitu promotoru. Nalezla jsem dva hlavni
zacatky transkripce, které svéd¢i o prednostnim vyuzivani 1. ATG (downstream ATG).
Ovéfila jsme, Ze zmény nalezené v sekvenci promotoru u skupiny 23 pacientti s MPS Il1C

nemaji vliv na expresi HGSNAT.

Ve spolupraci se skupinou Prof. Psezhetského jsme studovali mySi model MPS 1IIC. V této
studii jsem se podilela na detekci autofagie v mozku jedinct ridzného véku. V mozku
deficitnich mysi ve v€ku 6 mésicl a vice bylo detekovano zvySené mnozstvi LC3-II ukazujici
na zvySenou autofagii. V neuronech byla pozorovana akumulace abnormalnich mitochondrii
ukazujici na poruchu mitofagie, kterd se pravdépodobné podili na patogenezi postizeni

nervovych bun¢k.

Podilela jsem se na optimalizaci metody pro izolaci lysosomélnich membréan z tkanovych
kultur, kterd bude vyuzita pro charakterizaci enzymu deficitntho u MPS IIIC, N-
acetyltransferazy. Vytézek a Cistota lysosomalnich membran izolovanych nasi metodou je
porovnatelnd s jinymi metodami, jeji vyhodou pro planované pouziti je jeji jednoduchost a

robustnost.
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