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skaicius didéja ligai progresuojant. Imunohistochemiskai nudazius Iasteles Lamp?2 ir ubikvitinu nebuvo
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Tiek dryzuotame kiine tiek tinklainéje LC3-I, LC3-II ir Hsp70 pokyc¢iai nebuvo reikSmingi lyginant
skirtumus tarp atskiry amziaus grupiy ir tarp laukinio tipo ir transgeniniy peliy. Taciau nors Siuose
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SANTRUMPOS

Atg — autofagijoje dalyvaujantys baltymai

ATP (angl. adenosine-5'-triphosphate) — adenozin-5"-trifosfatas

BDNF (angl. brain-derived neurotrophic factor, BDNF) - i§ smegeny kiles neurotrofinis faktorius
CAG - citozinas — adeninas — guaninas

CMA (angl. chaperone — mediated autophagy, CMA) — Saperony reguliuojama autofagija

CNS — centriné nervy sistema

DAB - 3,3 -diaminobenzidinas

DAPI — 4°,6-diamidino-2-fenilindolas

EDTA - etilendiamintetraacto ragstis;

GABARAP (angl. y aminobutyric acid type A receptor-associated protein) — su gama aminobutrinés

ragsties A tipo receptroiumi susij¢s baltymas

GATE-16 (angl. Golgi- associated ATPase enchancer of 16kDa) — 16kDa dydzio su goldzio aparatu
susijes ATPazés stipriklis;

HAP1 (angl. huntingtin associated protein 1) —su huntingtinu asocijuotas baltymas 1
HD (angl. Huntington disease) - Huntingtono liga

HIP1 (angl. huntingtin-interacting protein 1) —su huntingtinu sgveikaujantis baltymas
Hsp (angl. heat shock protein) — kars¢io Soko baltymai

Htt — huntingtino baltymas

JSA —jaucio serumo albuminas

Lamp2a (angl. lysosome — associated membrane protein 2a) — 2a tipo lizosomos pavirsiuje esantis

receptorius

LC3 (angl. microtubule — associated protein 1 light chain 3, LC3) — su mikrovamzdeliais susijusio

baltymo 1 lengvoji grandiné 31
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LGN (lot. lateral geniculate nucleus, LGN) — lateralinis kelinis branduolys

mHtt — mutaves huntingtino baltymas

NGS (angl. normal goat serum) — normalus 0Zio serumas

NSF (angl. N-ethylmaleimide-sensitive factor) — N-etilmaleimidui jautrus faktorius
OCT (angl. optimal cutting temperature) — optimalig pjaustymo temperatiirg palaikantis tirpalas
PB (angl. phpsphate buffer) — fosfatinis buferinis tirpalas

PBS (angl. phosphate buffered saline) — fosfatinis buferinis tirpalas

PE (angl. phosphatidylethanolamine) — fosfatidiletanolaminas

PolyQ — baltymo seka turinti daug glutamino liekany

RGC (angl. retinal ganglion cell) — tinklainés ganglinés lastelés

RGCL (angl. retinal ganglion cell layer) — tinklainés gangliniy lasteliy sluoksnis
RT (angl. room temperature) — kambario temperatiira

SNARE (angl. soluble NSF attachment protein receptor) — prie tirpaus NSF prisitvirtiniusio baltymo

receptorius

SUMO (angl. small ubiquitin- related protein modifier) — maza su ubikvitinu susijusi molekulé
TBS (angl. Tris buffered saline) — Tris buferinis tirpalas

Tris (angl. tris(hydroxymethyl)aminomethane)- tris(hidroksimetil)Jaminometanas

UPP (angl. ubiquitin proteaosome pathway, UPP) —ubikvitino proteosominis kelias

WT (angl. wild type) — laukinis tipas
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IVADAS

Kasmet nuo neurodegeneraciniy ligy, tokiy kaip Parkinsono, Alzheimerio, Huntingtono,
pasaulyje mirSta daugybé Zmoniy. Neurodegeneraciniy ligy metu yra pazeidziamos smegenyse
esancios nervinés lastelés. Alzheimerio ligos atveju prarandami smegeny Zievés neuronai, Parkinsono
ligos metu zasta substantia nigra neuronai, o Huntingtono liga paZeidzia dryZuotojo kiino
GABAergines lasteles. Kadangi pazeidziamos smegenys, todél Siomis ligomis sergantys Zzmones
praranda gebéjimg vaikscioti, valdyti galtines, kalbéti, suprastéja atmintis, iSsivysto diabetas, Zmonés
tampa irzIis, pikti, nesiorentuoja aplinkoje. Iki Siol néra surasto vaisto, kuris padéty iSgydyti ar
sustabdyty $iy ligy daroma zalg organizmui.

Taciau norint gerai istirti ligg ir jos daroma poveikj organizmui, reikia geros modelinés sistemos,
su kuria biity galima nesudétingai atlikti eskperimentus. Akis yra puikus tokios sistemos pavydys. Tai
yra uzdara sistema, j kurig galima injekuoti norimg vaistinj preparatg ir, nesukélus uzdegiminio atsako
atlikti iSsamius tyrimus. Taip pat akyje esancios tinklainés ganglinés lastelés priklauso centrinei nervy
sistemai. Dirbant su smegenimis iSkyla didelé problema dél kontrolés, kadangi kiekvieno individo
smegenys yra skirtingos (net ir tos pacios linijos peliy). Tac¢iau kiekviena pelé turi dvi akis, i§ kuriy
viena gali buti naudojama kaip kontroliné.

Huntingtno liga yra gerai iStyrinéta neurodegeneraciné liga, taCiau iki Siol yra labai daug
neatsakyty klausimy, susijusiy su $ia nepagydoma liga ir koks yra jos poveikis akies tinklainei. Ar
mutaves huntingtino baltymas, kuris yra biidingas Siai ligai, kaupiasi tinklainés nervinése lastelése ir
jei taip, ar jos zusta jam esant. Galbit Sios lastelés yra atsparios mutavusiai baltymo formai ir sugeba
apsisaugoti nuo jos.

Sio darbo tikslas ir yra jvertinti mutavusio huntingtino baltymo jtaka tinklainés ganglinéms
lasteléms ir regos nervui.

Tikslui igyvendinti buvo iskelti keli uzdaviniai:

1. Nustatyti, ar mutaves huntingtino baltymas kaupiasi tinklainés ganglinése lastelése, regos
nerve ir glijos lastelése
2. Nustatyti, ar tinklainés ganglinés Iastelés ziiva Huntingtono ligos metu

3. Aptikti pokycius baltymy perdirbimo mechanizmuose.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Huntingtono liga

Huntingtono liga (angl. Huntington disease, toliau — HD) yra reta, paveldima ir gerai iStyrinéta
neurodegeneraciné liga. Paveldétas alelis yra dominuojantis ir tikimybé perduoti mutavusj genag
palikuonims yra 50 %. Yra atvejy (1 — 3 %), kai Zmogus suserga HD, nors jo Seimoje prie§ tai niekas
nesirgo. Tai jvyksta dél atsitiktinés mutacijos huntingtino gene. HD sukelia citozino — adenino —
guanino (toliau — CAGQG) tripleto, kuris koduoja glutaming, pasikartojimy skaiciaus didé¢jimas
huntingtino gene. Siuo sutrikimu serga 3 — 10 Zmoniy i§ 100 000 Europoje ir Siaurés Amerikoje
(Vonsattel et. al. 1998; Ho et. al. 2001). Afrikoje ir Azijoje Sia liga sergama 10 karty reCiau, o
Australijoje ir Okeanijoje sergamumas yra dvigubai didesnis. Pirma karta 1872 metais DZordzas
Huntingtonas (George Huntngton) iSaiskino HD. Jis nustaté klinikinius pozymius ir kaip ji
perduodama i$ kartos j kartg. Taciau tik 1993 metais buvo atrastas huntingtino genas, kuriame jvyksta

mutacija. Sis genas aptinkamas 4 chromosomos trumpajame petyje (4p63) ir koduoja huntingtino

baltyma  (htt). = Mutacijos 100 ——
rezultatas  yra  glutamino N ~
liekany pagauséjimas aal
huntingtino baltymo N gale. \“\ .
Mutaves huntingtino D; 6 \
baltymas (toliau — mHtt) yra %
ekspresuojamas visa .Eﬂn
gyvenimg. Taciau daZniausiai 1 \-.._\
pirmieji simptomai pasireiskia *
sulaukus 35 — 50 mety. Si liga 20 N \
nuolat progresuoja ir yra \-\\\‘x_
mirtina pragjus 15 — 20 mety Urfl 3 6 O 12 15 18 21 24 27 30 33 3&:%_3'_9“:5' 45
nuo pirmyy simptomy (1 Ligos trukmé, metai
pav.). HD dar vadinama 1 pav. Huntingtono liga serganCiy pacienty iSgyvenamumo kreivé

Huntingtono choréja (gr. chorea — pasirei$kus primiesiems simptomams (Ross et. al. 1997)

Sokti) deél Sios ligos sukelty nevalingy judesiy, kurie primena Sokj. Pirmieji ligos simptomai yra
nerangumas, pasireiskiantys nekontroliuojami ir keisti judesiai ir suprastéjes orientavimasis aplinkoje.
Ligai progresuojant motoriniai sutrikimai vis stipréja, kol galiausiai ligonis praranda gebéjima judéti,
bendrauti ir visiskai nesiorientuoja erdvéje (Brandtet. al.1984; Penney et. al. 1990). Taip pat keiciasi

HD sergan¢iy zmoniy psichiné biiklé — jie tampa dirgliis, apatiski (Jensen et. al. 1993). Ligoniai
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dazniausiai mirsSta dél Sirdies nepakankamumo arba aspiracinés pneumonijos (Chiu et. al. 1982).
Nepilnameciams pasireiSkia visiskai kitokie simptomai: judesiy sulétejimas, drebulys, rigidiSkumas,
distonija ir kartais pasireiskia epilepsijos priepuoliy, o choréjos gali visiskai nebiiti (van Dijk et. al.
1986).

Huntingtono liga labiausiai pazeidzia uodeguotajj branduolj (lot. nucleus caudatus) ir kiauta
(lot. putamen), kurie sudaro dryzuotajj kiing (lot. corpus striatum), kur palaipsniui Ziiva neuronai.
Dazniausiai naudojama vertinimo skalé¢ nustatyti ligos sunkumg buvo sukurta Vonsattel et. al.
(Vonsattel et. al. 1985). Remiantis dryzuotojo kiino degeneracija, HD suskirstyta j 5 stadijas (0 — 4).
0-n¢ stadija, kai HD sergancio zmogaus smegenys atrodo taip pat kaip ir sveiko zmogaus. 1-osios
stadijos metu matoma nedidel¢ atrofija uodeguotojo branduolio uodegoje ir kartais kiine, prarandama
apie 50 % neurony. Taip pat matoma astrogliozé. 2 — 3 stadijos, kai prarandama daugiau neurony ir
dryZuotasis kiinas dar labiau sumazéja. 4 stadija, kai matoma didelio laipsnio atrofija ir Ziiva net 95 %
neruony (Vonsattel et. al.1985). Esant 3 — 4 ligos stadijai, paZeidziami ne tik dryzuotojo kiino
neuronai, bet ir galvos smegeny zievés (lot. cerebral cortex), branduolélio (lot. cerebellum), talamo
(lot. thalamus) (Vonsattel et. al. 1998) ir hipotalamo (lot. hypothalamus) neuronai (Kassubek et. al.
2004). D¢l didelio laipsnio smegeny atrofijos esant paskutinéms HD stadijoms, smegeny svoris gali
sumazeéti net iki 40 % (Gil et. al.2008). Huntingtono ligos metu dryZzuotame kiine daugiausia Ziiva
vidutiniai dygliuotieji neuronai (angl. medium spiny neurons). Sie neuronai yra atsakingi uZ judéjimo
funkcijg ir sudaro 95 % visy dryzuotame kiine esanciy lasteliy (Albin et. al. 1989). Kodél batent $i

neurony populiacija yra jautri huntingtino geno mutacijoms, iki $iol néra aisSku.

1.1.1. Huntingtino genas

Huntingtino geno, htt arba HD geno sritis apima 180 kbp ilgio rajong ir yra sudarytas i§ 67
egzony. Sis genas koduoja 347 kDa dydzio huntingtino baltyma, sudaryta i§ ~3142 aminoriig§ciy
(priklausomai nuo glutamino liekany skai¢iaus). Dél mutacijos htt geno 1 egzone ima gamintis
klaidinga htt baltymo forma. Siame egzone yra regionas, sudarytas i§ daug CAG triplety pasikartojimy
(Huntington's Disease Collaborative Reaserch Group, 1993). Mutaves alelis yra nestabilus ir mejozés
metu gali pailgéti 1 — 4 arba sutrumpéti 1 — 2 tripletais. Paprastai zmonés turi iki 36 pasikartojimy,
taCiau, virSijus S$ig riba, ima gamintis mutaves huntingtino baltymas. Jei zmogus turi 36 — 40
pasikartojimy yra tikimybé, kad jam HD simptomy visiskai nepasireik§ arba pasireiks labai vélai
(Chong et. al. 1997). Kai CAG pasikartojimy skai¢ius virsija 60, tada $ios ligos simptomus pacientai
gali pajusti jau vaikystéje, taciau taip pasitaiko gana retai (~6 % visy serganciy HD). Dél didelio CAG
triplety skaiciaus, htt baltymo N gale atsiranda ilga, lipni poliglutamino (toliau — polyQ) uodega ir
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agreguojasi su kitais baltymais. Iki Siol néra Zinomas joks baltymas, kurio struktiira blity panasi j

huntingtino baltyma.

1.1.2. Huntingtino baltymas

Laukinio tipo (angl. wild type, WT) huntingtino baltymas yra bitinas embriono vystymuisi ir bet
kokie pakeitimai, kurie visiSkai uzblokuoja htt gena, yra letalis (Duyao et. al, 1995). Taciau
tolimesniais tyrimais nustatyta, kad mutaves huntingtinas gali kompensuoti laukinio tipo baltymg ir
iSgelbéti embriong nuo Zzities (Leavitt et. al, 2001). Taigi, huntingtino baltymo funkcija embriono
vystymosi metu nepriklauso nuo poliglutamino uodegos ilgio. Taip pat htt geno mutacija nepanaikina
baltymo funkcijos, nes HD sergantys pacientai vystosi normaliai, o pirmieji simptomai pasireiskia
praéjus tik keleriems metams nuo gimimo. Be to, yra jrodymy, kad htt baltymas yra biitinas ne tik
embriogenezés metu, bet ir organizmo brendimo metu. Suaugusiai pelei nutildzius htt gena,
sutrumpéja jy gyvenimo trukme, atsiranda motoriniy fukncijy sutrikimy ir taip pat jos yra sterilios
(Dragatsis et. al. 2000).

Lasteleje WT baltymas daZniausiai aptinkamas mitochondrijose, Goldzio aparate,
endoplazminiame tinkle ir kai kuriuose citoskeleto komponentuose (Young et. al. 2003). Taip pat
nedideliais kiekiais jo yra ir branduolyje (Kegel et. al. 2002). Nustatyta net 234 su htt susijusiy
baltymy (Kaltenbach et. al. 2007). Svarbiausi i§ jy yra su huntingtinu asocijuotas baltymas 1 (angl.
huntingtin associated protein 1, toliau — HAP1), kuris turi dvi izoformas (HAP1-A ir HAP-B). HAPI
ekspresuojamas smegeny lastelése, sgveikauja su pl150 dinaktino subvienetu ir taip dalyvauja
vidulgsteliniame transporte. Kitas yra su huntingtinu sgveikaujantis baltymas 1 (angl. huntingtin-
interacting protein 1, toliau — HIP1). Jis jungiasi su a-adaptinu ir klaritinu ir yra susijes su citoskeleto
susirinkimu ir endocitoze. Taip pat huntingtinas, sgveikaudamas su HIP1 baltymu, neleidzia susidaryti
HIP1-HIP1 kompleksui, kuris aktyvuoja kaspaz¢ 8 (Gervais et. al. 2002). Htt jungiasi su fermentu
HIP2, kuris katalizuoja ubikvitino prisijungima prie vidulasteliniy baltymy ir taip pazymi juos
tolimesnei proteosominei degradacijai. WT huntingtino baltymas padidina i§ smegeny kilusio
neurotrofinio faktoriaus (angl. brain-derived neurotrophic factor, toliau — BDNF) raiska,
saveikaudamas su represoriaus kompleksu REST-NRSF citoplazmoje ir taip neleisdamas jam patekti j
branduol;j ir prisijungti prie bdnf geno operatoriaus (Zuccato et. al. 2003). Manoma, kad huntingtino
baltymas turi didelés jtakos Iastelés iSgyvenimui. WT htt smarkiai sumazina mitochondrinio
citochromo ¢ ekspresijg ir taip neleidzia susidaryti apoptosominiam kompleksui ir aktyvuoti kaspazg 9
ir kaspaze 3. Be to, buvo parodyta, kad htt tiesiogiai kontaktuoja su kaspaze 3 ir inhibuoja jos

proteolitinj aktyvumg (Zhang et. al. 2006).
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Iki Siol yra labai daug neiSaiskinty dalyky, susijusiy su huntingtino baltymu, taciau Zinant
baltymus, su kuriais jis sgveikauja, galima spresti apie htt svarbg ir funkcija lasteléje: baltymy pernasa,
organeliy transportas ir prijungimas prie citoskeleto, klaritino medijuojamos endocitozés valdymas,

transkripcijos reguliacija ir antiapoptotin¢ funkcija.

1.1.3. Mutaves huntingtino baltymas

Ilgéjanti polyQ seka huntingtinui suteikia visiskai naujg funkcijg — jis tampa toksiskas lgstelei.
Tiek tirpi, tiek agreguota mHtt forma suardo vidulgstelinius kelius, nenormaliai sgveikaudama arba
suriSdama pagrindinius Siy keliy komponentus ] agregatus. Laukinio tipo baltymo funkcijos
praradimas taip pat prisideda prie vidulgstelinés homeostazés sutrikdymo, vedancios prie neurony

disfunkcijos ir mirties.

Agregacijos mechanizmai

Yra pasiiilyti du mHtt agregacijos mechanizmai. Vienas i§ jy yra polinio uztrauktuko modelis
(angl. polar zipper model). Sia teorija teigiama, kad normali ketvirting htt struktiira yra destabilizuota
del iSsiplétusios polyQ sekos, todél mHtt baltymas ima nenormaliai sgveikauti su kitais polyQ galg
turinciais baltymais. D¢l hidrofobiniy sgveiky tarp baltymy polyQ uodegy, ima formuotis netirpios [3-
klosteés (Stott et. al. 1995).

Kitas modelis, paaiskinantis mHtt agregacija, yra transglutaminazés modelis (angl. the
transglutaminase model). Transglutaminaz¢ yra fermentas, katalizuojantis polimerizacija tarp baltymy,
turin¢iy ilga glutamino liekany seka. In vitro tyrimai parodé, kad mutavusi huntingtino forma, kuri turi
ilga glutamino liekany seka, yra transglutaminazés taikinys, kuri polimerizuoja ne tik mHtt su kita
mHtt molekule, bet taip pat ir su kitais baltymais, kurie turi polyQ seka. Taip pat yra duomeny, kad
tranglutaminazés aktyvumas yra Zymiai padidéjes HD smegenyse (Karpuj et. al. 1999).

Kadangi mHtt agregaty susidarymas visada aptinkamas sergant Huntingtono liga, todél
dauguma mokslininky mano, kad Sie agregatai yra pagrindiné priezastis, dél kurios mirSta neuronai.
Taip pat mHtt baltymas agreguojasi ne tik pats su savimi, bet ir su kitais normaliai funkcionuojanciais
baltymais, taip sutrikdydamas vidulgstelinius procesus. Vis délto mutavusio huntingtino agregatai gali
buti tik Salutinis efektas dél vykstancios Igsteliy disfunkcijos, arba gali netgi atlikti apsauging funkcijg
ankstyvose ligos stadijose (Kuemmerle et. al. 1999). Yra iSkelta hipotezé, kad Igstelé j agregatus surisa
tirpia mHtt forma, kuri galéty padaryti daug didesne Zala, ir taip nukenksmina toksiska baltyma
(Gunawardena et. al. 2005). In vitro tyrimai parodé¢, kad dryzuotojo kiino neuronai, transfekuoti mHitt,

neleidziant jam agreguotis, neiSgyvendavo. Tuo tarpu tirpios formos koncentracijos sumaZzéjimas
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padidino neurony islikima (Arrasate et. al. 2004). Iki Siol dar néra vieningos nuomonés, kuri baltymo

forma yra maziau kenksminga lastelei.

Potransliacinés modifikacijos

Laukinio tipo ir mutavusio huntingtino agregacija gali reguliuoti kelios potransliacinés
modifikacijos. Serino liekany fosforilinimas apsaugo baltyma nuo proteaziy poveikio ir tolimesnés
agregacijos. Mutavusio baltymo 421 serino fosforilinimas kinaze B sumazina baltymo kenksminguma
in vitro (Rangone et. al. 2004). Be to, mHtt 421 serino fosforilinimas yra zymiai sumazéjes
dryzuotame kiine YAC transgeninése pelése (Sios pelés ekspresuoja htt su ~128 CAG pasikartojimais)
(Warby et. al. 2005). D¢l serino fosforilinimo 434 padétyje, kaspazés negali kirpti mHtt 513 padétyje
ir taip stabdomas agregaty formavimasis ir susilpninamas baltymo toksiskumas in vitro (Luo et. al.
2005). Kita huntingtino potransliaciné modifikacija yra sumoilinimas. Jos metu maZza, su ubikvitinu
susijusi molekulé (angl. small ubiquitin- related protein modifier, SUMO) prisijungia prie lizino
liekany. SUMO prisijungimas prie lizino skatina neurony degradacija, o mutacijos Siuose lizinuose
slopina sumoilinimg ir mazina HD patologija Drosophila modelyje (Steffan et. al. 2000). Cisteino
esancio 214 padétyje palmitoilinimas, (palmitino riigsties prijungimas) su huntingtinu sgveikaujancio
baltymu 14 (HIP14), kuris yra palmitoiltransferaze, yra biitinas WT htt judéjimui ir funkcijai. Mutacija
htt baltyme sumazina afiniSkumg HIP14 ir tai Zymiai sumazina huntingtino palmitoilinima. In vitro

tyrimai parodé, kad nepalmitoilintas htt baltymas linkes formuoti agregatus (Yanai et. al. 2006).

Mutaves huntingtinas paZeidZia daug vidulgsteliniy mechanizmy

Proteazés kaspazé 3 ir kalpainas kerpa htt baltyma uz 550 aminortigs¢iy liekany ir kuo ilgesné
polyQ uodega, tuo proteaziy efektyvumas didesnis. Manoma, kad proteaziy atkirptas N galas yra
kenksmingesnis lastelei nei pilno ilgio mHtt ir yra linkgs agreguotis. Dél mazo dydzio Sis fragmentas
pasyvios difuzijos biidu patenka j branduolj (Sun et. al. 2002). Sie agregatai aktyvuoja proteazes ir
inicijuoja kity baltymy proteolitinj skaldyma, dé¢l kurio galiausiai Igstelé Ziiva. Be to, ilga glutamino
grandiné neleidzia htt jugntis ir inhibuoti kaspaze¢ 3. Taip pat mutaves baltymas nesijugnia prie HIP1,
kuris tampa laisvas ir gali aktyvuoti kaspaze 8. Si kaspaz¢ 8 yra iniciatoriné — ji aktyvuoja kitas
kaspazes, kurios sukelia apoptoze (Gervais et. al. 2002).

Kars¢io Soko baltymai (angl. heat — shock proteins, toliau — HSP), HSP40 ir HSP70 yra
Saperonai, atsakingi uz klaidingai susilanks¢iusiy baltymy taisyklingos erdvinés struktiiros atstatymg.
D¢l ilgos polyQ uodegos mHtt netaisyklingai susilanksto ir Sie Saperonai bando atstatyti teisinga
strukttirg. Taciau in vitro tyrimai parodé¢, kad Sie baltymai agreguojasi kartu su mHtt ir taip, laikui
bégant, prarandama HSP40 ir HSP70 normali funkcija, todél ima kauptis netaisyklingai susilankste
vidulgsteliniai baltymai (Wyttenbach et. al. 2000).
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Taip pat keletas su proteasominiu baltymy degradacijos keliu susijusiy komponenty, tokiy kaip
ubikviting konjuguojantys fermentai, reguliaciniai ir katalitiniai subvienetai yra aptinkami agregatuose.
Tai reiskia, kad yra sutrikes ubikvitino — proteosominis baltymy degradacijos mechanizmas. Kadangi
ubikvitino liekanos aptinkamos mHtt agregatuose, manoma, kad lgstelé mégina pazyméti mutavusj
baltyma proteosominei degradacijai. Bandymai atlikti naudojant salyginj HD peliy modelj, kuriame
mHtt ekspresijos nutildymas vedé prie agregaty iSnykimo. Tai parodé, kad agregaty formavimasis
priklauso nuo mHtt sintezés greicio ir jo degradacijos greic¢io. Taciau normalios HD patologijos metu
genas néra nutildomas ir agregaty skaicius didéja progresuojant ligai. Taip yra todél, kad proteosomos
yra perkrautos mutavusiais ir netaisyklingai susiklosciusiais baltymais ir nespé¢ja atlikti savo funkcijos.
Dél to neuronai gali pritriikti funkcionaliy proteosomy ir ima kauptis agregatai. (Jana et. al. 2001).

Yra jrodymy, kad WT htt dalyvauja valdant medziagy transporta per HAP1 baltyma tiek i
aksong tiek i§ jo. Mutaves baltymas praranda gebéjimg jungtis su HAP1, todél medziagos keliauja
chaotiskai, netvarkingai. htt/HAP1/p150 kompleksas palaiko ry$j tarp motoriniy baltymy ir
mikrovamzdeliy. Kadangi mHtt nebegali jungtis su HAP1, nesusidaro §is kompleksas ir medziagy

apytaka tarp lastelés kiino ir aksono yra nekontroliuojama (Gauthier et. al. 2004).

1.1.4. R6/2 transgeninés pelés

Norint atlikti i§samius ir patikimus tyrimus su Huntingtono liga, reikia turéti daug pacienty.
Taciau $i liga yra reta ir sukaupti duomeny apie Sia liga gali biiti sudétinga. Todél 1996 m. Mangiarini
et. al. sukonstravo R6 linijos transgenines peles, kurios turéjo zmogaus htt geno pirmajj egzona (~3 %
viso geno). Simptomai, pasireiSske Sioms peléms, buvo labai panasiis | HD liga serganciy pacienty
pozymius: motoriniy ir kognityviniy gebéjimy sutrikimas, svorio praradimas, sumazéjes smegeny
dydis, pakites neuromediatoriy lygis, branduolyje ir citoplazmoje atsirandantys mHtt agregatai,
diabetas ir prieslaikiné mirtis (Gilet. al. 2009). I§ 5 sukurty linijy populiariausios ir geriausiai iStirtos
buvo R6/1 (115 CAG pasikartojimy) ir R6/2 (150 CAG pasikartojimy). Sioms peléms, ypa¢ R6/2
linijjos peléms HD ligos simptomai pasireikSdavo anksti ir liga progresuodavo labai greitai. Paprastai

pelés iSgyvendavo nuo 12 iki 17 savai¢iy (Mangiarini et. al. 1996).

1.2. Baltymuy degradavimo mechanizmai

Lastelés homeostazé yra palaikoma tiksliai reguliuojamo balanso tarp susintetinty ir
degraduoty Igstelés komponenty. Nauji baltymai yra sintetinami i§ aminoriig§¢iy gauty suskaldzius
senus, mutavusius, klaidingai susilanksCiusius ar lgstelei nebereikalingus baltymus. Eukariotinése

lasteléje yra du svarbiis degradacijos mechanizmai: autofagija ir ubikvitino proteosominis kelias (angl.
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ubiquitin proteaosome pathway, toliau — UPP). Buvo manoma, kad $ie mechanizmai vienas nuo kito
nepriklauso, taciau atsiranda vis daugiau duomeny, kad egzistuoja rysys tarp Siy degradacijos keliy

(Korolacuk et. al. 2009).

1.2.1. Autofagija

Autofagija (gr. auto — save, phagy — valgyti) yra homeostatinis baltymy ir organeliy
degradavimo procesas. Yra trys autofagijos riiSys: mikroautofagija, makroautofagija ir Saperony
regulivojama autofagija (angl. chaperone — mediated autophagy, toliau — CMA) (2 pav.). Visos §ios
autofagijos rusSys skiriasi reguliacijos mechanizmais, aktyvavimu, degraduojamomis medziagomis,
taciau galutinis skaldymo procesas vyksta lizosomose (Pedersen et. al. 2009). Lizosomos (gr. lysis —
tirpdymas, soma — kiinas) yra lgstelés organelés, apsuptos vienguba membrana. Jose yra fermenty —
fosfataziy, karbohidraziy, proteaziy ir nukleaziy, — kurie ardo ] lizosomg patekusius baltymus,
polisacharidus, nukleoriigsis. Lizosomos pH yra labai riigStinis, tai palengvina ir pagreitina fermenty
darba. Taip pat jose yra degraduojamos ir blogai funkcionuojancios lastelés struktiiros. Kai lizosomos
sienelé suplysta, prasideda II tipo uzprogramuota lastelés zitis.

Makroautofagija — dazniausiai aptinkama autofagijos raisis. Siuo biidu lastelé suskaldo tiek
mazus tirpius baltymus, tiek didelius agregatus bei neveiksnias lastelés dalis. Makroautofagija
prasideda, kai C formos dvigubos membranos struktiira atsiranda citoplazmoje. Tuoment abu Sios
membranos galai ima augti ir galiausiai susijungia suformuodami vakuole (autofagosoma). Si vakuolé
nugabena viduje esantj ,.krovinj* prie lizosomos ir iSoriné¢ autofagosomos membrana susilieja su
lizosoma, o viduje esantis turinys sulizuojamas.

Kitas vidulasteliniy medziagy degradavimo procesas yra mikroautofagija. Jos metu mazais
ilinkimais lizosomos pavirSiuje yra praryjamos tik mazos citoplazmos porcijos. Atvirksc¢iai nei
makroautofagija, kur svarbiausia aktyvacija vyksta po trumpalaikio badavimo, mikroautofagija yra
atsakinga uz pastovia, ilgai gyvuojanciy baltymy skaldyma. CMA yra selektyvi autofagijos rusis. Jos
metu molekuliniai Saperonai, Hsp70, Hsp40, Hsp90, atpazjsta Lys-Phe-Pro-Arg-Gln baltymo seka.
Tada Saperonai nugabena netinkamai susilanksc¢iusj baltymg prie 2a tipo lizosomos pavirsiuje esancio
receptoriaus (angl. lysosome — associated membrane protein 2a, toliau — Lamp2a). Per $j receptoriy

baltymai patenka j lizosomos vidy ir yra perdirbami (Yang et. al. 2005).

19



Makroautofagija

e)

autofagosoma Lizosoma

Mikroautofagija

[3lankstytas baltymas

Saperonu medijuojama autofagija

2 pav. Autofagijos riasys. Mikroautofagija — lizosomos membranos jlinksta i vidy ir apgaubia medziagas.
Makroautofagija — susiformuoja autofagosoma, kuri atgabena krovinj j lizosoma. Saperony reguliuojama
autofagija — karS¢io Soko baltymai atpazjsta netaisyklingai susilanksCiusius baltymus ir atgabena juos i
lizosoma (Pedersen et. al. 2009)

Makroautofagija

Anks¢iau buvo manoma, kad autofagosomos membrana yra kilusi i§ ribosomy neturincio
gridétojo endoplazminio tinklo ir Goldzio aparato. Taciau atsiranda vis daugiau duomeny, kad
fagoforai yra pagrindinis autofagosomos membranos Saltinis. Lastelei augant naturaliomis sglygomis,
makroautofagija nevyksta, taciau visi autofagijos genai (toliau — Atg) yra ekspresuojami. Buvo rasti 25
specifiniai genai, dalyvaujantys makroautofagijoje ir 40 papildomy geny, kurie be autofagijos
dalyvauja ir kitose sistemose. Buvo pastebeta, kad didelj vaidmenj autofagosomos susidaryme turi
Atgl2-Atg5 ir Atg8-fosfatidiletanolaminas (angl. phosphatidylethanolamine, PE). Abu $ie kompleksai
dalyvauja membranos elongacijoje ir vakuolés uzsidaryme. Atg8 kompleksas taip pat dalyvauja ir
atpazjstant ubikvitinu pazymétus baltymus ir pritvirtinant prie autofagosomos. Atg8 ortologas
zinduolinése lgstelése yra su mikrovamzdeliais susijusio baltymo 1 lengvoji grandiné 3 (angl.
microtubule — associated protein 1 light chain 3, toliau — LC3). Egzistuoja dvi LC3 formos: LC3-I
(14kDa) ir LC3-II (16kDa). Norint gauti aktyvig citoplazming LC3-1 forma, naujai susintetinto
baltymo 22 C galinés aminoriigstys turi biiti nukirptos Atg4 proteaze. Taciau LC3-I negali jungtis prie
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membranos, tam ji turi biiti modifikuota. Atg7 modifikuoja LC3-1 molekule, prijungdama PE ir
paversdama j LC3-II, kuri tvirtai prisijungia prie autofagosomos membranos per fosfolipida. Taciau
Atg4 proteazé gali nukirpti PE inkarg nuo LC3 ir taip sugrazinti jj j tirpig buseng. Tokiu budu
palaikydama balansg tarp tirpios ir netirpios LC3 formos (Kabeya et. al. 2004). LC3 yra daZnai
naudojamas kaip autofagijos Zymuo.

LC3 taip pat buvo rasta ir ant fagofory. Po to, kai LC3-II prisitvirtina prie fagoforo, aktyvis §io
baltymo centrai suklijuoja vieng fagofora prie kito. Fagofory membranos susilieja suformuodamos
dvimembrang struktiirg. Véliau prie §io darinio prisijungia kiti fagoforai ir taip formuojama
autofagosoma (3 pav.) (Weidberg et. al. 2010). Buvo rasti dar du Atg8 ortologai, su gama
aminobutrinés ragsties A tipo receptroiumi susijes baltymas (angl. y aminobutyric acid type A
receptor-associated protein, toliau — GABARAP) ir 16 kDa dydzio su Goldzio aparatu susijes ATPazés
stipriklis (angl. Golgi- associated ATPase enchancer of 16 kDa, toliau - GATE-16). Sie du baltymai
yra taip pat modifikuojami ir turi tirpig (I) ir netirpig (II) formas. Taciau $iy baltymy funkcijos néra
identiSkos. Manoma, kad vienas baltymas gali dalyvauti autofagosomos elongacijoje, o kiti —

uzsidarant autofagosomai, kai ji pasiekia reikiama dydj (Tanida et. al. 2004).

Fagoforas

. Autofagosoma

ATGS
:l N - galas
Serdis

PE lipido inkaras

3 pav. Autofagosomos formavimasis

LC3-II molekulé, esanti vidingje autofagosomos pusg¢je, yra svarbi ne tik vakuolés formavimosi
etape, bet ir per p62 molekule atpazjstant ubikvitinu pazymétus baltymus. p62 yra ubikvitilinty
baltymy receptorius, kuris selektyviai nugabena juos j autofagosoma, kur susirisa su LC3-II molekule

(4B pav.). Si molekulé yra linkusi oligomerizuotis su kitoms p62 molekuléms per PB1 domena ir esant
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autofagijos sutrikimams citoplazmoje aptinkamos p62 sankaupos (Bjorkoy et. al. 2005). Taip pat p62
turi su ubikvitinu susijusj domeng (angl. ubiquitin — associated domain, UBA), kuris atpaZjsta
ubikvitinu pazymétus balltymus, ir su LC3 sgveikaujanty/LC3 atpazjstantj domeng (angl. LC3 —
interacting region/LC3 recognition sequence, LIR/LRS), per kurj saveikauja su LC3-PE kompleksu
(4A pav.) (Moscat et. al. 20006).

A Ubikvitilinti baltymai
LIRILRS
[ PBA1 J [ ZZ [ TB] [ UBA ]
Oligomerizacija I
I LC3
PB1

p62 LC3

‘ M O

Mn
T -
Vv

Ubikhitilint Jv Y
baltymai pb62 - ubikitilinty baltymu pb2 sav Eﬂ{a su
X komplekso agregacija LC3 Autofagosomos formavimasis

-

4 pav. A. p62 molekulés strukttura. Per PB1 domeng $is blatymas jungiasi su kito p62 baltymo PB1 seka ir taip
sudaro agregatus. LIR/LRS domenas prisijgunia prie LC3 molekulés. UBA seka atpazjsta ubikvitinu pazymétus
baltymus. B. Ubikvitinu pazymeéty baltymy atpazinimo ir prijungimo prie autofagosomos mechanizmas
(Ichimura et. al. 2010).

Autofagosomai susijungiant su lizosoma dalyvauja tie patys baltymai, kaip ir susijungiant kitoms
lastelés vakuoléms. Dauguma jy priklauso prie tirpaus NSF prisitvirtiniusio baltymo receptoriy (angl.
soluble NSF attachment protein receptor, SNARE) Seimai. Taciau iki Siol néra aisku, kokig funkcija
atlieka konkretus baltymas. Autofagosomos ir lizosomos susijungimo metu labai svarbu yra tinkamas
laitko momentas. Jeigu susijungimas jvyks per anksti, kai vakuolé néra uZzsidariusi, tuomet visas
vakuolés turinys liks citoplazmoje. Todél susijungimo laikas turi buti tiksliai reguliuojamas. Atg8-PE
kompleksas, kuris yra aptinkamas iSorinéje autofagosomos pusgje, yra perkerpamas Atg4 proteaze,
taip gali buti sustabdoma nesusiformavusios vakuolés susijungimas su lizosoma (Kirisako et. al.
2000). Atg8-PE esantis vidingje vakuolés dalyje yra degraduojamas kartu su kitais baltymais

lizosomos proteazémis. Zinduoliy Igstelése autofagosomos ir lizosomos susijungimas yra sudétingas
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procesas, kurio metu autofagosoma turi biiti subrandinama. Brandininimo procese yra svarbios
GTPazés, zinduoliy SNARE ortologai ir NSF baltymai. Taip pat svarbiis yra mikrovamzdeliai, nes jy
destabilizavimas citohalasinu D (agentas, kuris suardo aktino gijas) zymiai sulétina autofagosomos

brendimg (Blankson et. al. 1995).

1.2.2. Proteasominis blatymy degradavimo kelias

Atsiranda vis daugiau duomeny, kad autofagija ir UPP yra tarpusavyje susij¢ mechanizmai.
Peliy, kurioms buvo sutrikusi autofagija, proteasominis baltymy degradavimo kelias buvo sulétéjes.
Manoma, kad tai yra dél p62 baltymo akumuliacijos citoplazmoje, kur jis jungiasi prie ubikvitinu
7yméty baltymy. Sie blatymai yra atpaZjstami p62, ta¢iau néra degraduojami dél autofagijos sutrikimy.
Ubikvitinu zymimi ne tik baltymai, kurie bus degraduojami lizosomose, bet taip pat ir proteasomose.
Taip p62 inhibuoja trumpai gyvenanéiy baltymy patekimg j proteasoma (Korolchuk et. al. 2009).
Proteaosoma yra daugiakatalitiné, multifunkciné proteinazé. Tai endopeptidazés, susidedancios i$
daugybés subvienety. Sie fermentai skiriasi nuo kity Zinomy proteinaziy ir atstovauja ypatingai
proteolitiniy fermenty grupei specifiskai degraduojanciy ubikvitilintus baltymus. Dazniausiai baltymus
degraduoja 26S proteasomos. Si proteasoma degraduoja baltymus, jtrauktus j daugelj vidulasteliniy
procesy (diferenciacija, proliferacija, atsakas j stresg, metabolizmo reguliavimas) arba defektyvius,
mutavusius baltymus. PrieS patenkant j proteasoma baltymai turi biiti modifikuoti, kovalentiSkai
prijungus ubikviting. Ubikviting turi visos eukariotinés lastelés. Sis baltymas gali polimerizuotis, tai
yra daugybé ubikvitino molekuliy gali susijungti j vieng granding tol, kol pazymétas baltymas
nenukreipiamas degradacijai j proteasomg. Susidar¢ konjungatai, turintys daugiau nei vieng ubikvitino

molekule, degraduojami proteasomose (Hershko et. al. 1998).

1.3. AKkies sandara

Akies obuolys yra netaisyklingos rutulio formos, 23 — 24 mm skersmens. Jj sudaro kapsulé ir
viduje esantis akies turinys. Kapsulé sudaryta i§ trijy dangaly: iSorinio skaidulinio, vidurinio
kraujagyslinio ir vidinio akies obuolio (Baltrusaitis ir kt. 1990).

ISorinj skaidulinj dangalg sudaro skaidri ragena ir likusi neskaidri odena. Ragenos storis centre
0.8 — 0.9 mm, periferijoje 1 — 1.1 mm. Ji yra sudaryta i§ 5 sluoksniy ir dalyvauja Sviesos spinduliy
refrakcijoje. Odena uzima 5/6 viso akies obuolio skaidulinio dangalo ploto. IS iSorés odeng dengia
antodeniné plokstelé, prie kurios tvirtinasi raumenys. Savoji odenos medziaga sudaryta i$ tankaus
skaidulinio jungiamojo audinio, iSsidésCiusio lygiagreciai akies pavirSiui, todél odena yra

nepermatoma. ISorinis dangalas ir vidinis akispudis palaiko akies obuolio formg (Klotz et. al. 2000).
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Vidurinj kraujagyslinj dangala sudaro rainel¢, ties lgSio pusiauju esantis krumplynas ir
gyslainé. Gyslainés storis yra 0.1 — 0.2 mm. Per jg yra maitinama tinklainé (retina). Rainelé ir
krumplynas yra gyslainés dariniai. Rainelé reguliuoja Sviesos kiekj patenkant] j akj ir skiria prieking
akies kamerg nuo uzpakalinés. Ji yra disko formos, 0.4 mm storio. Rainelés centre yra 4 mm
skersmens apvali anga — vyzdys. Rainelé susiaurindama ar iSplésdama vyzdj reguliuoja Sviesos srauta,
patenkantj j akj. Krumplynas yra sustoréjusi gyslainé. Pagrinding jo dalj sudaro mezenchiminés kilmés
lygusis krumplyno raumuo ir krumplyno stroma, sudaryta i§ puriojo jungiamojo audinio. Krumplynas
yra atsakingas uz akomodacijg (5 pav.)(Klotz et. al. 2000).

Vidinis akies obuolio dangalas skirstomas ] raineling dalj, krumplynine dalj ir reging dalj.
Priekiné raineliné tinklainés dalis dengia visa uzpakalinj rainelés pavirSiy. Ja sudaro rainelés
pigmentinis sluoksnis ir tinklainé, susidedanti i§ vieno sluoksnio zemy prizminiy lgsteliy. Viduriné
krumplyniné tinklainés dalis sudaryta i§ krumplyno pigmentinio sluoksnio ir tinklainés, susidedancios
i§ vieno sluoksnio nepigmentiniy lasteliy. Arciau rainelés Sios Ilgstelés yra zemensnés, kubinés.
Raineliné ir krumplyiné tinklainés dalys priklauso akies akomodaciniam aparatui bet regéjimo procese
nedalyvauja.

Reginé tinklainés dalis yra nuo tos vietos, kur i§eina optinis nervas iki dantytojo krasto. Si dalis
yra prigludusi prie gyslainés pavirSiaus, bet nesusijungusi su ja ir todé¢l patologiniais atvejais gali
lengvai atSokti nuo jos. Reginé retinos dalis susideda i$ Sviesai jautrios nervings ir iSorin€s pigmentinés

daliy. Pigmenting tinklainés dalj sudaro Zemos, prizminés SeSiakampés lgstelés. Pamatinis lgsteliy

-‘ﬁ// Ragena

\)ﬁ..( P—‘n zdys

\'_'-,_: f ,\ Lesis
Tinklaing — \&_‘-_., —— Vo

Rainelé

Tinklainés ganglinés lastelés —_ .
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TZorinis branduolin shiokcsnis Iﬁww s

Vidinis branduolin shioksnis

ISorinié fotoreceptorin dalis je——

5 pav. Akies sandara
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galas guli ant pamatinés membranos, atkreiptos j gyslaine. Vidinis lgstelés pavirSius turi 10 — 40
citoplazmos ataugy, kuriuose yra pigmento melanino intarpy. Pigmentinés ataugos skiria jungiamasias
lasteles viena nuo kitos. Kai akis apSviesta, pigmento griideliai nuslenka j lastelés ataugas tarp
juntamyjy lasteliy. Tamsoje pigmentas vél grizta i ataugy j pigmentings lastelés citoplazma.

Tinklainés viding dalj sudaro trys neurony grandinés (6 pav.): iSoriné fotoreceptoriné, viduring
asociaciné ir vidiné gangliné (Jeon et. al, 1998). Fotoreceptoring dalj sudaro dvejopos regos lastelés:
lazdelinés ir kolbelinés. Jos priima Sviesos spindulius, fotonus. Kiekviena lgstelé turi iSorinj ir vidinj
segmentg. Lazdeliy iSorinis segmentas yra vienas ant kito gulin¢iy disky visuma ir yra jsiterpgs tarp
iSoriniy pigmentiniy lasteliy. Disko viduje yra lipidy ir regéjimo pigmento rodopsino. Jis sudarytas i$
baltymo opsino ir retineno. Veikiamas Sviesos jis iSblunka, ir fotoreceptoriaus jautrumas Sviesai
sumazéja. Tamsoje jis vél atsinaujina ir jautrumas padidéja. Vidinj segmenta sudaro Iastelés
gyvavimui reikalingos organelés. Kolbeliy struktira yra labai panasi tik skiriasi forma ir dydis. Jos taip
pat turi iSorinj ir vidinj segmenta, taCiau vietoj baltymo rodopsino yra jodopsinas. Reg¢jimo receptoriai
issideste visoje tinklaingje, i¥skyrus aklaja déeme. Zmogaus regimojoje tinklainés dalyje yra apie 130
milijony lazdeliniy ir apie 6-7 milijonai kolbeliniy lasteliy. Centringje tinklainés duobeléje yra vien
kolbelinés regos lastelés. Jos reaguoja i spalvinius dirgiklius. Lazdelinés Iastelés i spalvinius dirgiklius
nereaguoja ir veikia prieblandoje (Jeon et. al, 1998).

Vidurinigjg asociacing granding sudaro trijy riiSiy nervinés lastelés: horizontaliosios, bipolinés
ir amakrinés. Horizontaliniai neuronai vieny fotoreceptoriy priimtus Sviesos ar spalvy impulsus gali
perduoti kitiems fotoreceptoriams ir taip zilirimus objektus padaryti kontrastingesnius. Bipoliniai
neuronai sujungia fotoreceptorines lgsteles su ganglinémis lgstelémis. Amakriniai neuronai neturi
aksono, o turi tik dendritus, kurie bipoliniy neurony perduotus signalus gali perduoti net keliems
gangliniams neuronams (Fernald 1997).

Gangling granding sudaro retinos ganglinés lastelés (angl. retinal ganglion cells, toliau — RGC).
Tai dideli, apie 30pm skresmens multipoliniai neuronai. Jy dendritai sinapsémis pasibaigia vidiniame
tinkliniame sluoksnyje, o nemielininti aksonai prie tinklainés vidinio pavirSiaus sudaro tinklainés
nerviniy skaiduly sluoksnj ir regos nerva. RGC perduoda signalg j talame (lot. thalamus) esantj
lateralinj kelinj branduolj (lot. lateral geniculate nucleus, toliau — LGN). Tinklainés ganglines lgsteles

i$ iSorés dengia astrocity sluoksnis (Fernald 1997).
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6 pav. Tinklainés viding dalj sudarancios lastelés

Astrocitai (astroglija) yra zvaigzdés pavidalo centrinés nervy sistemos (toliau — CNS) lastelés,
priskiriamos neuroglijai. Anksc¢iau buvo manoma, kad Sios lgstelés neatlieka svarbios funkcijos, taciau
atsiranda vis daugiau duomeny, jrodanéiy jy svarbg CNS (Maragakis et. al. 2006). Astrocitai tarp
neurony reguliuoja sinapse¢, per glutamato receptoriy, kuris pernesa glutamatg j greta esantj astrocitg
(Danbolt et. al. 2001). Astroglijos lastelés tarpusavyje komunikuoja per ATP, kurj i$skiria viena lastelé
ir prisijungia greta esanti, per purino receptoriy. Tai suaktyvina fosfolipaz¢ C, kuri aktyvuoja
inozitolio trifosfata, o tai skating Ca>* jony mobilizacija j lastele. Taip pat tarp astrocity yra plysinés
jungtys (angl. gap junction), kuriomis astrocitai apsikei¢ia mazomis molekulémis (Simard et. al.
2004). Astrocitai transportuoja jvairias maisto medziagas ] nervines lgsteles per malato-asparto
Saudykle. Taciau pati svarbiausia sgsaja tarp neurony ir astrocity yra glutamo — glutamino Saudykleé.
Astrocitai pasiima i§ aplinkos didZiaja dalj glutamato ir paveréia jj j glutaming. Sis glutaminas yra
perduodamas j neuronus ir yra biitinas neurotransmitoriaus glutamato gamybai. Astrocitai taip pat
sintetina gliukoze i§ galaktozés, kuri véliau transportuojama j nervines lasteles ir ver¢iama j piruvata.
Taip pat jie atlieka svarbig funkcija reguliuojant jony koncentracija smegeny lastelése ir jy iSor¢je.
Karboanhidraze, anglies dioksidg, kuris yra produkuojamas nerviniy lasteliy, ir vandenj, astrocitai
verCia ] vandenilio ir bikarbonato jonus. Yra gauta daug duomeny, jog astrocitai yra svarbis
reguliuojant smegeny kraujotaka. Siy glijos lasteliy ataugos jungiasi prie kraujagysliy, kartu

apgaubdamos neurony sinapsiy vietas. Kadangi astrocitai kontaktuoja ir su neuronais ir su smegeny
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kraujagyslémis, todél jie yra centrinis elementas, reguliuojantis neurony aktyvumg ir kraujo tékme.
Eksperimentiskai jrodyta, kad sinapsiy vietose iSsiskyres glutaminas aktyvuoja metabotropinj
glutamino receptoriy, esantj astrocity membranoje. Sis receptorius skatina Ca®" jony astrocity
atsiSakojimuose didéjima, o tai skatina Salia esanéiy arterioliy iSsiplétimg (Takano et. al. 2006).

Kita glijos lasteliy grupé, esanti tinklaingje, yra Miilerio lastelés. Sios pagalbinés lastelés
aptinkamos tiktai Zinduoliy tinklainéje. Yra duomeny, kad Sios lastelés gali diferencijuotis i
multipotentines lasteles, kurios toliau gali diferencijuotis j jvairias tinklainés Igsteles, kurios buvo
pazeistos. Taip pat Miilerio I3stelés nukreipia fotonus j fotoreceptorius. Sios lastelés eina nuo i3orinés
limituojan¢ios membranos, kur susijungia su fotoreceptoriy kinu, iki vidinés limituojancios
membranos, kur susijungia tarpusavyje. Ilgas Miilerio lasteliy kiinas uzpildo tarpus tarp nerviniy
lasteliy. Miilerio glijos lasteliy kiinas yra vidiniame branduoliy sluoksnyje ir turi daug smulkiy ir
stambiy ataugy, iSsikerojusiy j visas puses, kurios jsiskverbia tarp neurony kiiny branduoliy sluoksnyje
ir apgaubia neurony ataugas plexiform sluoksnyje. Miilerio Iasteles sudétinga pastebéti Sviesiniu
mikroskopu, taciau esant nerviniy lasteliy pazeidimams, jos suaktyvéja ir ima intensyviai ekspresuoti
GFAP (angl. glial fibrillary acidic protein, toliau — GFAP) baltyma visame lgstelés kiine (Edwards
1994).

27



2. MEDZIAGOS, METODAI, JRANGA

2.1. Reagentai, jranga, eksperimentiniai gyviinai

2.1.1. Medziagos

Acto rugstis (Merck, JAV), amonionitratas (Sigma, JAV), amoniopersulfatas (Sigma, JAV), bis—
akrilamidas (Biorad, JAV), boro riigstis (Riedel de Haen, Vokietija), Bradfordo reagentas (Sigma,
JAV), jaucio serumo albuminas (Sigma, JAV), 3,3'-diaminobenzidino (DAB) substrato rinkinys
(Zymed, Vengrija), 4°,6-diamidino-2-fenilindolas (DAPI) (Life Technologies, Suomija), depeksas
(Life Technologies, Suomija), etilendiamintetraacto ragstis (EDTA) (Merck, JAV), etanolis (Lappoa,
Suomija), formaldehidas (Sigma, JAV), glicerolis (Sigma, JAV), glicinas (MP Biomedicals,
Pranciizija), auksochloridas (Merck, JAV), vandenilio peroksidas (J.T. Baker, JAV), Hario
hematoksilinas (Merck, JAV), Histostain Plus Bulk rinkinys (Zymed, Vengrija), Imobilon™ Western
(Millipore, JAV), merkaptoetanolis (Sigma, JAV), metanolis (Lappoa, Suomija), pieno milteliai
(Valio, Suomija), mini PAP piestukas (Zymed, Vengrija), moviolas (Sigma, JAV), dinatriofosfatas
(Merck, JAV), NaCl (Thermo scientific, JAV), natriodihidroksido fosfatas (Merck, JAV), natrio
hidroksidas (J.T. Baker, JAV), normalus oZio serumas (NGS) (Life Technologies, Suomija), nuclear
fast red (Sigma, JAV), ponceau S (Sigma, JAV), kalio jodidas (Merck, JAV), natrio dodecilsulfatas
(SDS) (MP Biomedicals, Pranciizija), sidabro hidratas (Merck, JAV), natrio karbonatas (Sigma, JAV),
natriotiosulfatas (Sigma, JAV), temed (Biorad, JAV), T-PER (Thermo scientific, JAV), Tris bazé (MP
Biomedicals), Tris HCl (Sigma, JAV), Triton (Riedel de Hean, Germany), tween (Sigma, JAV),
ksilenas (Lappoa, Suomija), ApopTag Peroxidase rinkinys S7101 (Chemicon, JAV).

1 lentelé. Eksperimentuose naudoti pirminiai ir antriniai antiktinai

Metodas Pirminiai antiktinai Specifiskumas Antriniai antiktinai

Pelés anti — mHtt

(tinklainé:100; regos  [Mutaves huntingtino OZkos antikiinai pries pelés antigenus su

fluoresuojancia Zyme Alexa Fluor 568

nervas 1:50 ) (Millipore, baltymas (Life Technologics, Suomija)
JAV)
Triusio anti — GFAP Glijos Iasteliy Ozkos antikiinai pries triusio antigenus su

Imunofluorescencinis dazymas | (1:10000) (StressGen,
Belgija)

fluoresuojancia zyme Alexa Fluor 488

Zymuo (Life Technologies, Suomija)

Ozkos antikiinai pries triusio antigenus su
fluoresuojancia zyme Alexa Fluor 488
(Life Technologies, Suomija)

Triusio anti — Iba-1(1:500)| Mikroglijos lasteliy
(Wako, Vokietija) Zymuo
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1 lentelés tesinys

Triusio anti — Lamp2

Imunoblotingas

(1:200) (Millipore, JAV) CMA zymuo Histostain Plus Bulk rinkinys

Triusio anti — p62 (1:100) . . L
(Abcam, Anglija) p62 baltymas Histostain Plus Bulk rinkinys

Imunohistocheminis dazymas TriuSio anti — GFAP Glios Lastel
(1:10000) (StressGen, Jos Tasteliy Histostain Plus Bulk rinkinys
. Zymuo
Belgija)

Triusio anti — ubikvitinas Baltymy . . s

(1:200) (Dako, Danija) perdirbimas Histostain Plus Bulk rinkinys
70kDa dydzio

Ozkos antikiinai prie$ pelés antigenus
kojunguoti krieny peroksidaze (1:10000)
(GE healthcare, Anglija)

Pelés anti — Hsp70 (1:50) kars¢io Soko
(StressGen, Belgija) baltymo indukuota
forma

Ozkos antikiinai prie$ pelés antigenus
kojunguoti krieny peroksidaze (1:10000)
(GE healthcare, Anglija)

Pelés anti — a-tubulinas | Baltymy uzneSimo
(1:8000) (Sigma, JAV) kontrolé

Ozkos antikiinai prie$ triusio antigenus
Autofagijos zymuo | kojunguoti krieny peroksidaze (1:5000)
(GE healthcare, Anglija)

Triusio anti — LC3 (1:250)
(Millipore, JAV)

2.1.2. Aparatiira

Laminarinis boksas (Telemerkki, Suomija), centrifuga Centrifuge 5417 (Eppendorf, Vokietija),

Saldanti centrifuga Fresco (Biofuge, Anglija), automatinés pipetés: 10, 20, 100, 200, 1000, 5000 pL
(BioHit, Suomija), svarstyklées GF-1200 (A&D, Japonija), purtyklé Rotamax 120 (Heidolph,

Vokietija), gyro-rocker (Stuart Scientific, Anglija), KS250 basic (Kika Labortechnick, Kinija),

vertikali elektroforezés sistema V15-17 (Life Technologies, Suomija), imunoblotingo sistema (Biorad,

JAV), mikrotomas SM2000R (Leica, Vokietija) ir kriotomas CM3050S (Leica, Vokietija).

Mikroskopai:

1. Olympus BX40, Olympus DP50 kamera, Olympus U-RFL-T gyvsidabrio lempa ir
Viewfinder lite programiné jranga, Japonija;

2. Nikon E600  mikroskopas, 01-MBF-2000R-F-CLR-12 kamera, Nikon HB-10104AF
gyvsidabrio lempa, Stereoinvestigator 10.0 programiné jranga (MicrobrightField Inc., JAV);

3. Zeiss AX10, AxioCam Erc5s ir AxioCam Mrm kameros, Colibri 1.2 LED lempos, ZEN2011
programiné jranga, Vokietija;

4. Zeiss Stemi 2000C, Vokietija;

5. Zeiss Axio Observer 700 invertuotas mikroskopas, Zeiss LSM 700 konfokalinis modulis,

ZEN 2009 programiné jranga, Vokietija.
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2.1.3. Laboratoriniai gyviinai

Bandymai su laboratoriniais gyvinais atlikti jy eiga suderinus su Laboratoriniy gyviny
naudojimo etikos komisija. Eksperimentui buvo naudojamos R6/2 linijos pelés (n=42) ir jy laukinio
tipo pirmtakai (n=40). Gyviinai laikomi specialiuose narvuose pastovioje temperaturoje (22+1°C),
Sviesa kontroliuojancioje patalpoje (Sviesa jjungiama nuo 7h iki 19h). Maitinami jprastu paSaru ir

girdomi vandeniu ad libidum.

2.2. Metodai

2.2.1. Audiniy paruoSimas

Dalis 4 — 19 savaiciy peliy buvo anestezuojamos ] pilva suleidus ketamino ir perfuzuojamos 3
min. druskos tirpalu ir véliau 5 min. paraformaldehidu istirpintu 0.1M fosfatiniame buferiniame tirpale
(angl. phosphate buffer, toliau — PB), pH 7.4. Akys kartu su regos nervu buvo iSpreparuotos ir jkeltos j
parafing arba jy tinklainés buvo iSimtos i§ odenos ir 24h fiksuotos paraformaldehide. Tada tinklainés
buvo iSplautos 0.1 M PB, pH 7.4 ir paruoSiamos imunohistocheminiam dazymui. Kitai peliy grupei
buvo atlikta cervikaliné dislokacija pries tai jas anestezavus ketaminu. Tinklainés buvo iSimtos i

odenos ir uzsaldytos iki jy tolimesnio panaudojimo.

2.2.2. Visos tinklainés imunofluorescencinis daZymas

Tinklainés, iSimtos i§ perfuzuoty akiy odenos, 4 x 20 min. iSplaunamos 0.1 M PBS, pH7.4 ir tada
2 x 10 min. 0.05 TBS, pH 7.4. ISplautos tinklainés blokuojamos 30 min. TBS-Triton (0.5 %) tirpale,
turin¢io 10 % normalaus ozio serumo (angl. normal goat serum, toliau — NGS). Po to méginiai
iSplaunami TBS-Triton (0.5 %) tirpale, turin¢io 1 % NGS ir inkubuojami pelés anti-mHtt pirminiais
antiktinais (1:100) 2 paras 4°C. Po inkubacijos lastelés tris kartus po 15 min. praplaunamos TBS-
Triton (0.5 %) tirpale, turinéio 1 % NGS ir laikomos 3h kambario temperatiiroje (angl. room
temperature, toliau — RT) su 0zio anti — pelés konjunguotais fluorescencine zyme Alexa Fluor (toliau —
AF) 568 antiktinais. Tris kartus praplovus tinklaines 1 % NGS-TBS-Triton (0.5 %) tirpalu, tinklainés
inkubuojamos per naktj 4°C temperatiiroje antriniais anti — GFAP antikiinais ir tada Zymimos oZio anti
— triusSio AF488 antikiinais pries tai jas praplovus 1 % NGS-TBS-Triton (0.5 %) tirpalu. NudaZzytos
tinklainés uzneSamos ant stikliuko Zeiss Stemi 2000C mikroskopo pagalba ir stebimos stereologiniu

fluoresenciniu mikroskopu Nikon Y-FL bei fotografuojamos Olympus BX40 mikroskopu.
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2.2.3. Parafinizuoty tinklainiy imunohistocheminis dazymas

Perfuzuoty peliy akys jkeliamos ] parafing, mikrotomu supjaustomos 5 um storio pjiiviais ir
uzneSamos ant stikliuko. Tada méginiai deparafinizuojami ksilene, rehidratuojami pamazu mazinant
etanolio koncentracija ir praplaunami distiliuotu vandeniu. Endogeninés peroksidazés blokuojamos
laikant méginius 10 min. 3 % vandenilio peroksido tirpale. Nespecifinio prisijungimo vietos
blokuojamos 30 min. inkubuojant méginius Invitrogen Histostain Plus rinkinio blokavimo reagentu.
Tada méginiai inkubuojami drégnoje kameroje per naktj 4°C temperatiiroje su pirminiais antikiinais
(antikiiny tipas ir skiedimas pateikti 1 lenteléje). Kita dieng méginai praplaunami 2 x 5 min. TBS ir 30
min. inkubuojami su biotinilintais antriniais antiktinais. Tada méginai vél praplaunami ir 30min.
inkubuojami krieny peroksidaze konjunguotu streptavidinu. DAB buvo naudojamas kaip substratas
krieny peroksidazei. Méginai nudazomi Hario hematoksilinu, dehidratuojami didinant etanolio
koncentracijg ir perkeliami j ksileng. Galiausiai méginiai yra padengiami depeksu ir uzdengiami
stikleliu. Nudazyti pjuviai fotografuojami Olympus BX40 mikroskopu ir nusidaziusios RGC

skaiCiuojamos stereologine programine jranga, prijungta prie Nikon E600 mikroskopo.

2.2.4. Apoptotiniy lasteliy nustatymas TUNEL metodu

Apoptotiniy lasteliy nustatymui naudotas TUNEL (angl.terminal deoxynucleotidyl transferase
(toliau — TdT) — mediated dUTP nick end-labeling) metodas pagal gamintojo rekomendacijas
(ApopTag Peroxidase Kit S7101, Chemicon). Parafinizuotos retinos pjuviai veikiami ksileno ir
etanolio deparafinizuojami ir rehidratuojami. Tada méginiai nuplaunami Tris-HCI buferiniu tirpalu su
3 % jaucio serumo albuminu (toliau — JSA) ir du kartus praplaunami PBS. Méginiai dedami j TUNEL
reakcijos misinj (TdT ir Zyméti nukleotidai) 60 min. 37°C ir nuplaunami PBS. Tada inkubuojama su
antikiinais, konjunguotais peroksidaze. DAB buvo naudojamas kaip substratas peroksidazei. Galiausiai
pjuviai nudazomi Herio hematoksilinu dehidratuojami, padengiami depeksu ir uzdengiami stikleliu.

Nudazyti pjiviai fotografuojami Olympus BX40 mikroskopu.

2.2.5. Gallyas sidabrinis daZymas

Optinis nervas jkeliamas j OCT (angl. optimal cutting temperature) ir kriotomu supjaustomas j
5 pm storio pjuvius, kurie véliau deparafinizuojami ir rehidratuojami. Méginiai nuplaunami distiliuotu
vandeniu ir jmerkiami 5 min. { 5 % perjodating riigstj. Prie§ pamerkiant méginj i sidabro jodido tirpala,
plokstelé nuplaunama distiliuotu vandeniu. Po 1 min. plokstelé jmerkiama j 0.5 % acto riigsties tirpalg

ir ten laikoma 2 x 5 min. Tada nuplaunama distiliuotu vandeniu ir panardinama j iSrySkinimo tirpalg ir
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laikoma, kol méginys jgaus Sviesiai pilka/ruda spalva. ISryskinus 5 min. laikoma 0.5 % acto riigstyje ir
praplaunama distiliuotu vandeniu. Méginiai pamerkiami Smin. i 0.1 % aukso chlorido tirpalg ir vél
praskalaujami vandeniu. Praplovus pjuviai laikomi 5 min. 1 % natriotiosulfato tirpale ir praskalaujami
vandeniu. Tada 2 min. dazomi regos nerve esanciy lasteliy branduoliai su nuclear fast red ir
praplaunami vandeniu. Galiausiai méginiai dehidratuojami, padengiami depeksu ir uzdengiami
stikleliu. Degeneruoti aksonai kaupia sidabro jonus, kurie detektuojami ir fotografuojami Olympus

BX40 mikroskopu. Gautos nuotraukos analizuojamos Adobe Photoshop CS4 programa.

2.2.6. Lasteliy skaic¢iavimas stereologiniu mikroskopu

Skaic¢iavimams naudojamas Nikon E600 stereologinis mikroskopas ir stereoinvestigator 10.0
programiné jranga. Astrocity ir mHtt turinCiy Igsteliy skaiciui nustatyti taikomas optical fractionator
metodas, kur rémelio poslinkio Zingsnis buvo 1000 x 1000 pm, o rémelio dydis 100 x 100 pm
(astrocitams) ir 50 x 50pm (mHtt Iateléms). Parafinizuoty akiy pjtviy imunoreaktyviy RGC skaiciui

nusakyti buvo naudojama ta pati programiné jranga.

2.2.7. Regos nervo imunofluorescencinis daZymas

UzS8aldyti regos nervai panardinami j 0.05 M TBS, pH 7.4 tris kartus po 5 min. Tada 30 min.
blokuojamos nespecifinés antikiiny prisijungimo vietos 10 % NGS-TBS-triton (0.5 %). Audiniai
praplaunami 1 % NGS-TBS buferiniu tirpalu ir inkubuojami per naktj 4 °C temperatiiroje su pelés
anti-mHtt pirminiais antiktinais. Kitg dieng neprisitvirting antiktinai nuplaunami 3 x 5 min. 1 % NGS-
TBS buferiniu tirpalu ir 3 h RT inkubuojami oZkos anti—pelés antikiinais, kojunguotais
fluorescencinise zyme (AF 568). Méginiai veél 3 x 5 praplaunami 1 % NGS-TBS tirpalu ir inkubuojami
pirminiais antikinais (su triusio anti-GFAP arba triuSio anti-Iba-1) per naktj 4 °C temperatiiroje.
Regos nervai iSplaunami 3 x 5 min.l1 % NGS-TBS ir inkubuojami 3 h RT su ozkos anti—triuio
antriniais antiktinais kojunguotais fluorescencinise zyme (AF 488). Audiniai dar karta iSplaunami 1 %
NGS-TBS tirpalu ir regos nervo branduoliai 30 min. RT dazomi 4°,6-diamidino-2-fenilindolu (toliau —
DAPI). Galiausiai méginiai 2 x 5 min. praplaunami TBS buferiniu tirpalu, padengiami mowiol — glue
klijais ir uzdengiami stikleliu. Nudazyti regos nervai fotografuojami Olympus BX40 fluorescenciniu

mikroskopu.
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2.2.8. Imunoblotingas

Imunoblotingo analizei tinklainés lgstelés baltymai izoliuojami panaudojus T-PER baltymy
iSskyrimo i§ audiniy reagentus pagal gamintojo instrukcijg. [pilama T-PER reagento tinklainéms — 100
pL, dryZuotojo kiino baltymy iSskyrimui — 200 pL ir homogenizuojama. Lasteliy nuolauzos
nucentrifuguojamos 10 000 x g 5 min. prie 4 °C ir surenkamas supernatantas. Bradfordo metodu
apskaiCiuojama baltymy koncentracija. ParuoSiami baltymy tirpalai, kiekviename méginyje yra po 25
pg baltymo, 15 pL dazo ir vanduo. Méginiai praleidziami pro 15 % SDS PAAG elektroforeze 2 h,
naudojant 200 V jtampag ir per nakt] perneSami ant nitroceliuliozinés membranos naudojant 17 V
jtampg. Kita diena membrana nudazoma Ponceau S dazais ir nuskanuojama. Tada praplaunama
distiliuotu vandeniu ir 30 min. blokuojama 5 % neriebiais nugriebto pieno milteliais iStirpintais TBS-
Tween (0.1 %). Tada per naktj 4 °C temperattroje inkubuojama su pelés anti — Hsp70 antik@inais. Po to
nuplaunama su TBS - 0.3 % Tween 20 ir 1 val. inkubuojama su antikliniais prie§ pelés antigenus,
konjunguotais su krieny peroksidaze (Yang et. al. 2008). Membrana isryskinama Imobilon™ Western
rinkiniu ir analizuojama Scion Image jranga.

Membrana iSplaunama 0.3 % PBS-Tween tirpalu ir inkubuojama 1h RT su triusio anti — LC3
antiktinais. Tada membrana nuplaunama 0.3 % PBS-Tween tirpalu ir Zymima su antriniais antikiinais
prie triusio antigenus, konjunguotais su krieny peroksidaze. Membrana isryskinama Imobilon™
Western rinkiniu ir analizuojama Scion Image jranga. Baltymy jneSimo kontrolei buvo naudojamas

pelés anti-a-tubulinas.

2.2.9. Statistiné rezultaty analizé

Eksperimenty rezultaty analizé buvo atlikta SPSS (v. 19.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
programine jranga. Buvo skaicCiuoti duomeny aritmetiniai vidurkiai, koreliacijos koeficientai,

vidutiniai kvadratiniai nuokrypiai bei skirtumy patikimumai.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Mutavusio huntingtino baltymo depozitai tinklainés ganglinése lastelés

Jaunose 4 sav. amziaus R6/2 transgeninése pelése dominuoja tirpi mHtt forma, taciau ligai
progresuojant, tirpus baltymas kaupiasi ir sudaro agregatus ir vyresnio amziaus pelése dominuoja
netirpi forma (Mann-Whitney U testas, P >0.05, 7 pav.). Laukinio tipo pelése mHtt depozity nebuvo
pastebéta.
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m Netirpus mbhit

RGCL neuronu skaiéins
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Amiiaus grupé

7 pav. RGCL neurony skaicius turintis tirpig ir netirpia mutavusio huntingtino baltymo forma

Literatiiroje yra daug duomeny apie mHtt akumuliacija dryZuotojo kiino neurony branduoliuose,
taciau iki Siol néra atlikta eksperimenty apie mHtt pasiskirstymg tinklainés ganglinése lastelése.
Nudazius lasteliy branduolius DAPI ir sujungus gautas nuotraukas, paaiskéjo, kad Huntingtono liga

serganciy peliy RGC tiek tirpi, tiek agreguota baltymo formos kaupiasi branduolyje (8 pav.).
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8 pav. Lastelés branduoliy (mélyna, rySkesne mélyna spalva yra nusidazes branduolélis) ir mutavusio huntingtino
(raudona) kolokalizacija

3.2. Apoptotiniy lasteliy detekcija tinklainéje ir paZeisty aksonuy aptikimas
regos nerve

mHtt baltymo depozitai buvo aptikti RGC, taciau apoptotiniy, TUNEL - teigiamy, Igsteliy
skai¢ius R6/2 peliy tinklainés gangliniy lasteliy sluoksnyje nesiskyré nuo WT peliy. Taciau buvo
pastebétas apoptotiniy lgsteliy skaiciaus padidéjimas fotoreceptoriy sluoksnyje (9 pav.). PanaSis
duomenys buvo gauti ir i§ Gallyas sidabrinio dazymo, kurio metu juoda spalva nusidazo pazeisti RGC
aksonai. ApskaiCiavus pazeista optinio nervo plota ir palyginus gautus duomenis, R6/2 pelés nesiskyré

nuo WT peliy (10 pav.).

A nRtavQetn,
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9 pav. TUNEL metodu nudazytos 18 sav. tinklainés. Raudonom rodyklém paZymétos apoptotinés lgstelés.
Tinklainés gangliniy lasteliy sluoksnyje nebuvo aptiktos TUNEL-teigiamos lastelés, taciau fotoreceptoriy
sluoksnyje buvo pastebétas apoptotiniy Igsteliy skaiciaus padidéjimas palyginti su laukinio tipo pelémis.
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10 pav. Aksony degeneracija regos nerve

3.3. Mutavusio huntingtino baltymo akumuliacija tinklainés ir regos nervo
astrocituose

Nudazius tinklainés astrocitus (zaliai) ir mHtt baltyma (raudonai) (11A pav.) pastebéta, kad keli
astrocitai galimai kolokalizuoja su mHtt (11B pav.). Tadiau iSnagrinéjus tinklaing trimatéje erdvéje
konfokaliniu mikroskopu , buvo aiSkai matoma, kad po astrocitu yra kita lastelé, turinti mHtt, taciau

pats astrocitas mutavusio baltymo neturi (11C pav.).

11 pav. Astrocity ir mutavusio huntingtino baltymo imunofluorescentinis dazymas (A). Rastos kelios vietos,
kur astrocitai kolokalizuoja su mHtt (B), tac¢iau konfokaliniu mikroskopu darytoje nuotraukoje matoma, kad
po astrocitu yra kita lgstelé turinti mHtt, taciau pats astrocitas baltymo neturéjo (C). Mélyna spalva nudazyti
branduoliai
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Taip pat kaip ir tinklainéje, regos nerve mutavgs huntingtino baltymas kaupiasi ligai
progresuojant. Jaunose 4 sav. amziaus pelése mHtt aptinkami nedideli kiekiai, taCiau vyresnése pelése
mHtt skaiCius iSauga (12A pav.). Optiniame nerve pagrindinés glijos lastelés, supancios RGC aksonus,
yra astrocitai. Miilerio Igstelés ¢ia neaptinkamos, todél padidéja astrocitams tenkantis kriivis. Manoma,
kad regos nervo astrocitai savo funkcija skiriasi nuo tinklainés astrocity.. Atlikta analize parodé, kad
optinio nervo astrocitai, skirtingai nei tinklainés astrocitai, savo kiine kaupia mutavusj huntingtino

baltymag (12B pav.).

12 pav.MHtt (raudonas) baltymo
agregaty skaiCiaus didéjimas regos nerve
progresuojant Huntingtono ligai (A).
Regos nervo  astrocitai (zali)
kolokalizuoja su mutavusiu huntingtinu

(B)

3.4. Glijos lasteliy pokyc¢iu nustatymas

Pazyméjus parafinizuotos akies pjivius anti-GFAP antiklinais, buvo méginama aptikti Miilerio
lasteliy suaktyvéjimg, taCiau Siose lgstelése nebuvo pastebéta pakitimy (13A pav.). Taip pat
suskaiciavus tinklaing¢je esancius astrocitus ir juos palyginus tarp skirtingo amziaus R6/2 peliy ir tarp
WT ir transgeniniy peliy, nebuvo pastebéta zymiy pokyciy. Ligai progresuojant astrocity struktiira
iSliko nepakitusi (14pav.). Taigi, glijoze, kuri yra budinga esant nerviniy lgsteliy pazeidimams, nebuvo

pastebéta.
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13 pav. Parafinizuotos tinklainés imunohistocheminis dazymas anti-GFAP antikiinais. Miilerio Iasteliy
aktyvumas isliko nepakitgs ir nebuvo pastebéta glijozé, lyginant su teigiama kontrole (Cerebriné iSemija
(Kalesnykas et. al. 2008)).
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14 pav. Imunofluorescencinis visos tinklainés dazymas anti-GFAP antikiinais. Astrocity strukttra ir skaicius
i8liko nepakite palyginus tiek su laukinio tipo pelémis, tiek skirtingo amziaus R6/2 peles tarpusavyje.
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3.5. Lamp2, ubikvitino ir p62 raiSkos poky¢iy nustatymas

Lamp?2 ir ubikvitino raiSkos lygis tinklainés ganglinése Igstelése isliko nepakitgs. Buvo matoma
variacija tarp skirtingo amziaus peliy (senstant ubikvitino ir Lamp 2 raiSkos lygis didéjo), taciau lygiai
tokia pati tendencija buvo matoma ir laukinio tipo pelése. Tadiau p62 baltymo raiskos lygis buvo
zymiai didesnis R6/2 pelése negu WT (15 pav.). Tai rodo, kad Igsteléje esantis mutaves huntingtino

baltymas inicijuoja makroautofagijos procesa.

R6/2

WT

)
o

o
o

Ly =
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% pB2- teigiamu lastelin

o

4savR6/2 12 savR6/2 16 savR6/2 WT

15 pav. A. Tinklainés imunohistocheminis dazymas anti-p62 antikiinais R6/2 ir WT pelése. B.
Transgeninése pelése p62 ekspresijos lygis ganglinése lastelése yra zymiai auksStesnis negu WT pelése.
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3.6. Autofagijos markeriy LC3 ir Hsp70 raiskos lygio nustatymas

Imunoblotingu buvo nustatomas LC3 ir Hsp70 raiskos lygis lasteléje (16 pav.). Lasteléje tirpi
LC3 — I baltymo forma ekspresuojama konstitutyviai, o LC3 — II yra ekspresuojama tiktai baziniame
lygyje, taciau suakyvinus autofagija prie LC3 — I i§ karto prisijungia PE ligandas ir per ji §i molekulé
prisitvirtina prie autofagosomos. Taigi, normaliomis salygomis, kuomet lastelé nebadauja ir jai
netrilksta amino rugsciy baltymy sintezei, yra ekspresuojama tik tirpi LC3-I forma. Taciau esant
pazeidimams, badavimui ar susikaupus daug klaidingy baltymy, kuriy kiti mechanizmai negali

likviduoti, suaktyvéja autofagijos mechanizmas ir imama ekspresuoti LC3-1I forma. LC3 ir Hsp70

Dryzuotasis kiinas Tinklainé
4 sav 13 sav 4 sav 18sav Teigiama
WT Tg WT WTI Tg

LC3-T 151D e e - -

LC3-I =
o-tubulinas Lo

10 kDa
HSp?U — " — — —

16 pav. Dryzuotojo kiino ir tinklainés imunoblotingas nustatant LC3 ir Hsp70. a-tubulinas buvo naudojamas kaip
baltymy jneSimo kontrolé. Teigiama kontrolé buvo ARPE-19 lastelés paveiktos bofilomusinu

imunoblotingai buvo pakartotinai atlikti 3 kartus su skirtingy peliy tinklainémis. Duomenys buvo
statistiSkai apdoroti SPSS programa (v. 19.0, SPSS Inc., JAV). Tiek dryzuotame kiine tiek tinklainéje
LC3-I, LC3-II ir Hsp70 poky¢iai nebuvo reikSmingi lyginant skirtumus tarp atskiry amziaus grupiy ir
tarp laukinio tipo ir transgeniniy peliy (Mann-Whitney U testas, visu P> 0.05). Kadangi LC3-II
molekulés raiskos lygis lasteléje buvo nepakites, o p62 baltymo raiska buvo suintensyvéjusi, galima

manyti, kad lastel¢je autofagijos mechanizmas tik inicijuojamas, bet tolesné jo eiga yra sutrikusi.
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ISVADOS

1. Jauny peliy (4sav.) nervinéms lgsteléms bidingas tirpaus mHtt baltymo kaupimasis, o senose
dominuoja baltymo agregatai

2. Tinklainés ganglinés lastelés iSgyvena, nors mHtt ir ekspresuojamas branduolyje

3. Huntingtono ligai progresuojant nebuvo pastebéta jokiy glijos Iasteliy pokyc¢iy

4. Tinklainés astrocitai savo kiine neturi mHtt baltymo, o regos nervo astrocitai kaupia baltyma

somoje
5. Huntingtono liga nesuaktyvina Saperony reguliuojamos autofagijos
6. Transgeninése pelése p62 baltymo koncentracija yra zymiai didesné negu laukinio tipo pelése

7. Tuo tarpu LC3-II molekulés raiskos lygis transgeniniy peliy tinklainése tik nezymiai skiriasi nuo

laukinio tipo peliy

PASTABA. Dalis tyrimy medZziagos pristatyta treCiojoje mokslinéje Lietuvos Neuromoksly
asociacijos konferencijoje (1 priedas) ir ,,The Association for Research in Vision and

Ophtalmology* kasmetinéje konferencijoje, Fort Lauderdeilyje, Majamyje, JAV (2 priedas).

Symantas Ragauskas .........ccccccceevreieennn.
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1 PRIEDAS

Mutaves Huntingtono baltymas nesukelia tinklainés gangliniy lasteliy ir astrocity
Zuties

S. Ragauskasl’z, A-M. Haapaniemiz, S. Rénkko?, L. Podracka?, J. Puranen?, J. Puolivili®, J.M.
Yrjanheikki’, G. Kalesnykas®

'Vilniaus Gedimino technikos universitetas, Chemijos ir bioinZinerijos katedra
Ryty Suomijos universitetas, Oftalmologijos katedra
3Cerebricon Ltd/Charles River Labs

Huntingtono chor¢jos (HC) metu ziva dryZuotojo kiino corpus striatum neuronai.Darbo tikslas - istirti
ar 1) tinklainés ganglinése lastelése (TGL) ir astrocituose kaupiasi mutaves Huntingtino (mHtt)
baltymas, 2) Sios lgstelés ztiva progresuojant HC.

Tyrimams panaudotos 4-19 savaiciy laukinio tipo (LT) ir R6/2 transgeninés pelés. Tinklainé ir optinis
nervas istirti histologiskai, taip pat imunohistocheminiu, biocheminiu bei imunoblotingo metodais.

Jauny peliy (4 savai¢iy grupé¢) TGL dominuoja tirpi mHtt forma. Ligai progresuojant, matoma
baltymo  agregacija, taiau mHtt depozitai nesukelia =~ TGL ir astrocity  Zities.
Nikotinamidadenindinukleotido kiekis, parodantis Igsteliy metabolizmo lygj tinklainéje, optiniame
nerve ir keturkalnio virSutiniuose kalneliuose superior colliculi, nesiskiria LT ir R6/2 transgeninése
pelése. Ligai progresuojant, suaktyvéja proteosominis lastelés baltymy perdirbimo mechanizmas.Tuo
tarpu autofagija iSlieka nepakitusi.

mHtt depozitai kaupiasi TGL, optinio nervo astrocituose ir makrofaguose. Didéjant mHtt depozity
sankaupoms, TGL metabolinis aktyvumas iSlieka nepakitgs. HC nesukelia TGL Ziities.
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2 PRIEDAS

Insoluble aggregates of mutant Huntingtin protein do not cause degeneration of
retinal ganglion cells in R6/2 mice

S. Ragauskas1’2’3, L. Podracka®, S. Rénkkd?, J. Puranen®, A-M. Haapaniemi2, T. Heikkinen®, O.
Kontkanen4, J. Puolivéili4, J.M. Yrjéinheikki4, G. Kalesnykas2

'Chemistry and bioengineering laboratory, Faculty of Fundamental Sciences, Vilnius Gediminas
Technical university, Vilnius, Lithuania; *Department of Ophthalmology, Institute of Clinical
Medicine, University of Eastern Finland, Kuopio, Finland; ; 3State Research institute for Innovative
Medicine, Vilnius, Lithuania;*Cerebricon Ltd/Charles River Labs, Kuopio, Finland

Purpose: To study mutant Huntingtin protein (mHtt) accumulation and its clearance in retinal
ganglion cells (RGCs) of R6/2 mice during the disease progression.

Methods: Four to 19-week-old R6/2 mice and their wild-type (WT) littermates were used. Retinal
wholemounts, paraffin-embedded retinal and frozen optic nerve sections were processed for histology,
immunohistochemistry and TUNEL-based staining. The total number of RGC layer (RGCL) cells,
glial fibrillary acidic protein (GFAP)-positive retinal astrocytes and RGCL cells containing mHtt were
counted using stereology. The protein levels of heat shock protein 70 kDa (HSP70), p62 and LC3 were
compared using Western blotting. Metabolic state of retinal cells, optic nerve and superior colliculus
were assessed by measuring NAD+, NADH and total NAD levels using resazurin-based assay.

Results: At young age (4 weeks) mainly soluble form of mHtt was present in neurons of RGCL,
whereas at the age of 8, 12 and 16 weeks the vast majority of neurons had aggregated form of mHitt.
R6/2 and WT mice did not differ in TUNEL labeling of RGCL or the total number of RGCL neurons
and GFAP-positive astrocytes. Soluble mHtt was found in GFAP-positive astrocytes and Iba-1-
positive macrophages of optic nerves, but not in GFAP-positive retinal astrocytes. Western blotting of
retinas showed an increased protein level of p62, but decreased HSP70 and a single 16 kDa band of
LC3.

Conclusions: Cellular accumulation of the aggregated form of mHtt increases with age, but does not
induce autophagy or cause degeneration of retinal astrocytes and RGCL neurons. Metabolic state of
retinal cells, optic nerve and cells from superior colliculus is unaltered even at the late stage of the
disease.
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