Studia CDKL5 UK

Pontka vynikajlici prehlad, ktory bol aktualizovany a odraza vysledky najnovsich
vyskumov poruchy CDKL5 vo svete. Velku vdaku si zasluzi Dr. David Millar z Cardiff
University, ktory aktualne pracuje na projekte pre CDKL5 UK a skiima molekularne
defekty v géne CDKL5 (Molecular Defects in the CDKL5 gene).

Uvod

CDKL5 je serin-treoninova kindza, ktorej nedostatok zapricifiuje variant Rettovho
syndrébmu s vcasnym nastupom. CDKL5 je implikovany vo viacerych réznych
procesoch vratane alternativneho splicingu (spdjania, scelovania), neurdnovej
morfogenézy a dendritickej arborizacie a metabolizmu energie. Tento ¢lanok prindsa
prehlad sucasnych poznatkov o molekularnych defektoch, ktoré umoziuju vznik
tohto zavainého a oslabujiceho ochorenia.

Klinicky obraz

Tak ako u klasického Rettovho syndrému (RTT; OMIM 312750) niekolko roznych
variantnych foriem RTT vratane variantu so skorym ndastupom epileptickych
zachvatov popisal najprv Hanefeld v r. 1985 (Hanefeld 1985). Nasledne Kalscheuer et
al. (2003) zistil, Ze mutacie génovej molekuly podobnej kindze zavislej od cyklinu
(CDKL5) (Montini et al. 1998) spdsobili zavainé na X chromozdom viazané infantilné
spazmy a mentdlnu retardaciu. Nasledne boli zistené mutacie na tom istom géne
u pacientov s klinickymi prejavmi podobnymi Rettovmu syndrému (RTT). V literatdre
bolo doteraz uvedenych viac ako 100 pripadov CDKL5. Vzhladom na to, Ze ide
o poruchu viazanu na X chromozdme, vacsina pripadov su dievéatd, ale priblizne 10%
pripadov su aj chlapci. Klinicky fenotyp sa javi vyraznejsie u chlapcov (Fehr et al.
2015). Zistili sa viaceré konzistentné klinické prejavy: (i) normalny prenatalny
priebeh; (ii) drazdivost a malatnost v perinatdlnom obdobi; (iii) skory nastup
epilepsie vo veku mladSom ako 5 mesiacov; (iv) Rettovi podobné prejavy ako
spomaleny rast hlavy, stereotypie, nedostatoc¢né alebo absentujice dobrovolné
pouzivanie ruk, poruchy spanku; (v) zavaznd mentalna retardacia so slabym oc¢nym
kontaktom a praktickou absenciou reci (Bahi- Buisson a Bienvenu 2012). Skory
nastup kiéov pozorovany u tejto formy RTT (variant Rettovho syndromu so skorym
nastupom kréov alebo ESV RTT) sa vyvija vtroch Stadidch, menovite (1) rana
epilepsia, za nou nasleduju (2) infantilné spazmy a nakoniec (3) multifokdlna a
refraktérna myoklonickd epilepsia (Bahi- Buisson et al. 2008). Klinicky fenotyp
pozorovany u pacientov s mutdciami CDKL5 nedavno prepracovali viaceri autori
(Bahi- Buisson a Bienvenu 2012; Fehr et al. 2012; Kilstrup-Nielsen et al. 2012). Fehr
et al. (2012) ukazali, Ze vyznamny pocet pacientov s mutdciami génu CDKL5 ma
klinicky fenotyp, ktory nespifia najnovsie kritéria pre ESV RTT (Neul et al. 2010). Tito
autori uvadzaju, Ze pacienti s poruchou CDKL5 by sa mali povazovat za pacientov
inych ako pacienti s Rettovym syndrémom, a nie za dalsi variant Rettovho syndromu.
Dalsie vyznamné zistenie u pacientov s poruchou CDKL5 s potvrdenymi mutaciami
génu CDKL5 je, Ze maju zvysené hladiny 4-hydroxynonenal proteinovych aduktov
(marker oxidacného stresu) v periferalnych krvnych lymfocytoch (Pecorelli et al.
2011). Toto zistenie bolo pozorované aj u pacientov s MECP2 génovymi mutaciami,



ale nie upacientov s mutaciami FOXG1 (Pecorelli et al. 2011), ¢o ukazuje, Ze
oxidacny stres, mozny vysledok mitochondrialnej dyskfunkcie, moze zohravat ulohu
v patogenéze poruchy CDKL5. Pecorelli et al. (2015) nasledne ukdazal perturbovanu
cholesterolovi homeostazu a znizené hladiny vysokodensitného lipoproteinového
receptora SRB1. Navyse zistili aj to, Ze jeden z hlavnych ochrannych mechanizmov
proti oxidacnému stresu, aktivacia transkripéného faktoru NFE2L2, je postihnuta.
CDKL5 deficientné fibroblasty znizZili Uroven bazalnych proteinov NFE2L2 a aj
redukovali odpoved NFE2L2 na oxidacny stres (Pecorelli et al. 2015).

Leoncini et al. (2015) preukazali, Ze v pripade klasického Rettovho syndromu ako aj
u poruchy CDKL5 je disregulacia cytokinu. Ukazali, Ze cytokinova dysreguldcia bola
proporciondlna klinickej zdvaznosti, zdpalovému stavu redoxovej nerovnovahe.
Autori uvadzaju, Ze tak klasicky RTT ako aj porucha CDKL5 sa spdja so subklinickou
imunitnou  disregulaciou spbésobenou defektnym zdpalovym regulacnym
signalizacnym systémom. Pozorované cytokinové zmeny boli ¢iastocne korigované
omega-3 PUFAs (Leoncini et al. 2015).

U pacientov s poruchou CDKL5 sa skimala aj funkcia Stitnej Zlazy. Stagi et al. (2015)
ukazal, ze pacienti mali aj vysSie hodnoty volnych T4 ako kontrolna skupina. Klinicka
vyznamnost tychto vysledkov vsak v siéasnosti nie je jasna.

Odhliadnuc od zavaZznych neurologickych prejavov spojenych s poruchou CDKL5 boli
u pacientov zistené aj viaceré iné fyziologické nedostatky. Signifikantnost tychto
nedostatkov v sucasnosti nie je jasna, ale je ddlezité brat do Uvahy skutoc¢nost, Ze
dopady poruchy CDKL5 na iné fyziologické systémy mdze mat dopad na zdravie
pacienta.

Struktdra a expresia génu

Po identifikacii ludského génu CDKL5 (Montini et al. 1998) bolo identifikovanych
niekolko réznych izoforiem a spojovacich variant. Gén CDKL5 je vytvoreny z 24
exonov, pricom prvé tri z nich (exény 1, 1a, 1b) nie su translatované; zostavajucich
21 exénov obsahuje kédovaciu sekvenciu. Boli zistené dva spojovacie varianty s
odliSnymi 5° netranslatovanymi regionmi: izoforma |obsahuje exén 1 aje
prepisovand v SirSom rozsahu tkaniv, zatial ¢o izoforma I, ktord obsahuje exény 1a a
1b, je vyjadrend len v teste a fetdlnom mozgu (Kalscheuer et al. 2003; Williamson et
al. 2012). Origindlny CDKL5 prepis (transkript) generuje protein 1030 amino kyselin
(CDKL5115; 115kDa), ktory je vyjadreny v teste. Dva dalSie nedavno identifikované
prepisy su podla vietkého relevantné pre mozgovu funkciu CDKL5 (Fichou et al.
2011; Rademacher et al. 2011; Williamson et al. 2012). Za prvé, alternativne
spojovand izoforma umoznuje vznik nového zaradmovaného exdnu (in-frame exon)
(exon 16b) bdz 123 medzi exdnmi 16 a 17 (Fichou et al. 2011; Rademacher et al.
2011). Nie je jasné, Ci tento variant spésobuje nejaké zmeny funkcie proteinu CDKL5,
ale Fichou et al. (2011) dokazal, Zze mnozstvo transkriptu exénu s obsahom 16b
(CDKL5-16b) sa pohybovalo v zavislosti na analyzovanej oblasti mozgu aZe tento
transkript je Specificky pre mozog. Za druhé, Williamson et al. (2012) zistili, Ze
najvacsi transkript CDKL5 mRNA vyjadreny v mozgu obsahoval len 18 exdnov.
Ukdzalo sa, Ze exdn 18 bol rozsireny o 170 baz vratane terminacného koddnu. Autori
preukdzali, Ze tento novy 107kDa (CDKL5107) protein a CDKL5115 maju rovnaké
funkéné vlastnosti (Williamson et al. 2012). Williamson et al. (2012) nevedeli
identifikovat 3’ netranslatovanu oblast (3’ UTR) variantu 107kDa, ale Montini et al



(1998) ukazal, pomocou metddy ,Northern blotting”, Ze velkost v mozgu
vyjadreného transkriptu CDKL5 bola priblizne 9500 baz tak u ¢loveka ako aj u mysi,
zatial ¢o v mySom testes sa nasiel abundantny transkript baz ~3500. To ukazuje, Ze
referencnd sekvencia CDKL5 (~3400 baz) predstavuje izoformu Specificku pre testes
a 7e eéte treba identifikovat v mozgu vyjadreny transkript v plnej dizke.

Studia Williamsona et al. (2012) ukazuje, Ze jediné tkanivo, ktoré vyjadruje CDKL5
izoformu Il a CDKL5115 je testes. Dokdzali, Ze vsSetky ostatné tkaniva vratane
fetdlneho mozgu vyjadruju CDKL5 izoformu | a CDKL5107. KedZe CDKL5107
pozostdva z len 18 exdnov, uvazuje sa, Ze skrinovanie na funkéné mutacie v exénoch
19-21 génu CDKL5 mozZno nie je aktudlne (Diebold et al. 2013). Doposial nebolo
identifikované preukazané ochorenie, ktoré by spésobovalo mutdcie na exénoch 19-
21.

Expresia CDKL5 vo vyvijajucom sa mozgu mysi je nizka vembryonickom dni 16.5
(E16.5), ale odvtedy aZ do postnatalneho dna 14 (P14) sa expresia zvySuje a potom
pomaly klesa v priebehu postnatdlneho Zivota. Expresia CDKL5 je osobitne vysoka
v prednom mozgu v porovnani s ostatnymi oblastami mozgu (Wang et al. 2012).
Pritomnost ostrovéeka CpG prekryvajiceho exdn 1 génu CDKL5 naznacuje, Ze jeho
expresia moze byt ¢iastocne sprostredkovana MeCP2. Nedavna studia (Carouge et al.
2010) ukazuje, Ze u potkana zredukovanie hodn6t MECP2 s pouzitim siRNA
spOsobuje zvysenie expresie CDKL5. Iné Studie vSak uvadzaju, Ze expresia CDKL5
zostava nezmenena v lymfoblastovych bukovych liniach od pacientov s klasickym RTT
(Mari et al. 2005) a v mozgoch MECP2 deficientnych mysi (Weaving et al. 2004), ¢o
naznacuje, Ze na Urovni transkripcie nedochadza k interakcii medzi CDKL5 a MECP2.

Funkcia

CDKLS5 je serin/treoninova kinaza z rodiny kindz CMGC. Charakterizuje ju katalyticka
doména (amino kyseliny 13-297), ktora obsahuje ATP-viaZujucu oblast (amino
kyseliny 13-43), aktivnu lokalitu serin/treonine protein kinazy (amino kyseliny 131-
143) a Thr — X — Tyr (TEY) motiv u amino kyselin 169-171. Putativne signaly pre
nuklearny import a export su lokalizované v C-terminal doméme proteinu. Ma
schopnost fosforylovat niekolko proteinov a — ¢o je dolezité — autofosforylovat svoj
TEY motiv.

Lokalizacia

Zda sa, ze funkcia CDKL5 je aspon CiastoCne regulovand prostrednictvom svojej
subceluldrnej lokalizacie ako aj jej syntézy a degradacie. V pripade mozgu sa mysi
CDKL5 nachadza predovSetkym v cytoplazmovom kompartmente, ale po P14 sa
zacina akumulovat v jadre, kde sa da detegovat priblizne 40% celkového CDKL5. Zda
sa vSak, Ze tato translokacia nastdva len v urcitych oblastiach mozgu: v mozocku
priblizne 80% CDKL5 zostava v cytoplazmovej forme, ale v kortexe je CDKL5
rovnomerne distribuované medzi cytoplazmové a jadrové kompartmenty (Rusconi et
al. 2008). Exogénne CDKL5 sa presiva medzi jadrovymi a cytoplazmovymi
kompartmentmi v kultivovanych ne-neurénovych bunkach; do toho vstupuje C-
terminus proteinu areceptor CRM1 jadrového exportu. Ale tento mechanizmus
nemusi platit pre neurénové bunky, vzhladom na to, Ze v odpocivajucich
hypokampovych neurénoch translokdcia mysieho CDKL5 z jadra do cytoplazmy sa
zda byt regulovana Specifickymi stimulmi.



Napriklad glutamatova lie¢ba indukuje nuklearny export CDKL5, ¢o vedie k jeho
akumuldcii v cytoplazme (Rusconi et al. 2011). Williamson et al. (2012) preukazali, ze
izoforma CDKL5107 md podobnu subceluldrnu lokalizaciu ako CDKL5115, ale nie je
jasné, Ci izoforma CDKL5-E16b ma podobny lokalizacny vzorec.

Modely zaloZzené na bunke

Lokalita CDKL5 vramci bunky sa javi ako dolezitd pre jej funkciu. CDKL5 ma
schopnost fosforylovat sa ajadro dokaze fosforylovat DNA metyl transferazu |
(DNMTI; Kameshita et al. 2008) a existuju urcité dokazy, Ze dokaze fosforylovat
MECP2 in vitro (Mari et al. 2005; Bertani et al. 2006; Williamson et al. 2012). Navyse,
kindzova aktivita CDKL5 je spojend s poctom RNA splicingovych faktorov, ktoré su
uloZzené v jadrovych skvrnach (“speckles”) (Ricciardi et al. 2009), kde CDKL5 moze
plnit vyznamnu Ulohu pri fosforylacii SR domény v splicingovych faktoroch bohatych
na serin (SR). Fosforylacia tychto splicingovych faktorov je nevyhnutna na ich
uvolnenie of jadrovych sSkvin aich nasmerovanie na miesta, kde dochdadza
k splicingu este pred mRNA. Ricciardi et al. (2009) uvadzaju, ze CDKL5 posobi na
demontaz jadrovych Skvin ndslednu redistriblciu niektorych z tychto so Skvrnami
spojenych splicing faktorov. Tieto vysledky naznacuju, Zze CDKL5 modze hrat tlohu pri
kontrole génovej expresie prostrednictvom fosforyldcie DNMTI azmeny CpG
metylacie, ktorda mbze ovplyvnit transkripciu pocetnych génov. NavySe, zmena
mechanizmu distribucie splicing faktora v ramci jadra moze viest k alternativnemu
splicingu roznych RNA a k vzniku podmnoziny proteinov, ktoré maju trochu zmenené
funkcie. Rosas Vargas et al. (2008) skumali efekt na bunkovu distribuciu v pripade
dvoch mutacii s odliSnym zmyslom (p.Ala40Val a p.Leu220Pro), ktoré sa spajaju so
zavaznou infantilnou encefalopatiou. Obe tieto mutdcie su lokalizované v ramci
katalytickej domény CDKL5, a preto sa da u nich predpokladat, Ze maju vplyv na
fosforylaciu. V oboch pripadoch proteiny nedokazali prejst do jadra, ¢o naznacuje, ze
stav fosforylacie CDKL5 mozZe regulovat jeho schopnost preniknut do jadra.

Zda sa, Ze aj v pripade cytoplazmy plni CDKL5 celu skdlu funkcii. CDKL5 ovplyviiuje
neurdnovu morfogenézu a dendritickd arborizaciu prostrednictvom preusporiadania
cytoskeletu. Ko-lokalizuje s F-actinon ainteraguje s Rac-1, Rho GTPazou, ktord
podporuje formovanie a/alebo dozrievanie tffiov tym, Ze pretvara aktinovy
cytoskelet (Chen et al. 2010). Predpoklada sa, Ze CDKL5 p6sobi smerom hore Rac -1
s ciefom ovplyvnit neurénovd morfogenézu. Od mozgu odvodeny neurotrofny faktor
(BDNF), ktory prechodne fosforyluje CDKLS5, je tiez potrebny na aktivaciu Rac-1. Ked'
CDKL5 absentuje, BDNF neaktivuje Rac-1 (Chen et al. 2010). Ricciardi et al. (2012)
preukdzali, Ze CDKL5 lokalizuje takmer vylu¢ne pri post synaptickej denzite (PSD)
excitatérnych synapsii tak in vivo ako aj in vitro. Navyse, td ista skupina preukazala,
Ze v iPSC-odvodenych neurénoch od pacientov s CDKL5 mutacie vykazovali
aberantné dendritické tfne. VycCerpanie CDKL5 u hipokampovych neurdnov
u potkana naznacuje, ze CDKLS5 je potrebny na zabezpecenie spravneho poctu dobre
tvarovanych triiov. Tieto morfologické zmeny boli spojené sredukciou poctu
excitatérnych synapsii  avyznamnym poklesom spontannych miniatdrnych
excitatérnych postsynaptickych pradov (mEPSCs). Nebol pozorovany vyznamny efekt
na hustotu inhibicnych synapsii ani Ziadne vyznamné zmeny v miniatdrnych
postsynaptickych prudoch (Riciardi et al. 2012). Ukazalo sa, Ze CDKL5 interagoval a
fosforylatuje Netrin G1 receptor (NGL-1), synaptickou molekulou na adhéziu bunky,



ktord hrad dolezitu ulohu pri v€asnom vytvdrani synapsii a naslednom dozrievani.
NGL-1 sa viaze na PSD95, protein, ktory hrd vyznamnu ulohu pri uéeni a pamatani si
a tieto vazby sa stabilizuju fosforylaciou NGL-1 na Ser631 pomocou CDKL5. Tato
stabilizacia interakcie NGL-1/PSD95 zabezpecluje zacielenie na PSD95 na tvorbu
novych dendritickych protruzii (Riciardi et al. 2012). CDKL5 sa tiez viaze priamo na
PSD95 (Zhu et al. 2013; Zhang et al. 2014). Ked sa PSD95 palmitoyluje na svojom
amino terminale CDKL5 sa nan dokaZe naviazat, ¢o podporuje zacielenie CDKL5 na
excitatérne synapsie (Zhu et al. 2013). PSD95 palmitoylacia je dynamickd a
reverzibilna: de-palmitoyldcia sa urychluje aktivaciou glutamatového receptora,
kdezto palmitoylacia sa zvysSuje blokovanim synaptickej aktivity (El-Husseini et al.
2002; Noritake et al. 2009; Yoshii et al. 2011). Palmitoylovany PSD95 sa spdja so
synaptickou membranou a CDKL5 asluzi ako Strbinka (“slot”) pre glutamatovy
receptor typu AMPA (AMPAR) prostrednictvom interakcie s TARP/Stargazinom. Ked'
je stimulovany glutamdatom, dochadza k prilevu Ca2+ cez receptor NMDA, co
indukuje viazanie Ca2+/calmodulinu k PSD95 a blokuje palmitoylaciu a umoziiuje de-
palmitoylaciu PSD95 (Zhang et al. 2014). To vedie k disociacii PSD95 od synaptickej
membrany ako aj CDKL5, ¢o vedie k redukcii poctu strbin AMPAR a redukcii AMPAR
sprostredkovaného synaptického prenosu (Zhang et al. 2014). Neurdnova
depolarizicia s vyuzitim potassium chloridu indukuje rychly narast hladin proteinu
CDKL5, zvacsa sprostredkovany translaciou mimo sémy v dendritoch (La Montanara
et al. 2015). U mladych neurdnov je tato indukcia dlhsia, ale u zrelych neurdnov je
indukcia tranzitérna a vracia sa do bazalnych hodnét v priebehu 10 minut. Ci tento
rozdiel v indukcii je sposobeny tym, Ze na rozdiel od zrelych neurdnovych kultur,
v nezrelych neurdnovych kultirach nie su pritomné zrelé synapsie, nie je jasné.
Ukdazalo sa, zZe prilev Ca2+ je nevyhnutny pre syntézu proteinu CDKL5, ktora zas
indukuje protein phosfatase-1 (PP1) dependentnu defosforylaciu CDKL5 a jej
degradaciu. PP1 sa aktivuje stimulaciou receptora NMDA inhibovanim jeho
fosforylacie pomocou CDK5 (Hou et al. 2013). Dalsi regulator aktivity CDKL5 je
ubikvitin ligdza Mind Bomb 1 (Mib1), ktora ubikvituje CDKL5 a meni jeho lokalizaciu,
hojnost a funkéné ucinky (Mertz 2015). Ukazalo sa, ze Mib1l reguluje neutritové
vyrastky (Choe et al. 2007) a synapticku plasticitu (Yoon et al. 2012), ale nie je jasné,
¢i Mib1 pIni nejaku ulohu pri regulovani CDKL5 pri synaptickej aktivacii.

Tieto udaje implikuju, Ze pri sprostredkdvani synaptickej funkcie CDKL5 su dblezité
minimalne dve cesty: CDKL5 spolu s Rac-1 a BDNF formuje jednu cestu a druha
obsahuje CDKL5, PSD95 a NGL-1 komplex. Je moiné, Ze interakcia medzi tymito
dvoma cestami je sprostredkovand Kalirinom-7. Kalirin-7 je Rho guanin nukleotidovy
vymenny faktor (GEF), ktory podporuje vymenu GDP za GTP, a tak stimuluje aktivity
Specifickych Rho GTP4z, v tomto pripade je to Rac-1 (Mandela and Ma 2012). Kalirin-
7 je asociované takmer vyluéne s post-synaptickymi excitatéornymi terminalmi, kde
interaguje s PSD95. U Kalirin-7 deficientnych mysi bol 15% pokles hustoty tffiov a
PSD’s izolované z tychto mysi vykazalo deficit v CDKLS5, Co je kinaza, o ktorej sa vie, Ze
fosforyluje Kalirin-7 a hrd podstatnu ulohu pri Kalirin-7-sprostredkovanej tvorbe
tfiov a synaptickej funkcii (Ma et al. 2008). Cyklin dependentnd kindza 5 (CDK5) je
dalsi ¢len rodiny CMGC kinazy abolo by zaujimavé vediet, ¢i aj CDKL5 dokaze
fosforylovat Kalirin-7.

Identifikovany substrat pre fosforylaciu pomocou CDKL5 bol identifikovany ako
amfifysin 1(AMPH1), ¢o je multifunkénd adaptorovd molekula, ktora sa zapdja do



neurotransmisie a recyklovania synaptickych vezikulov prostrednictvom clathrin-
sprostredkovanej endocytdézy (Sekiguchi et al 2013; Katayama et al. 2015). CDKL5
fosforyluje AMPH1 vyluéne na Ser 293 a tato fosforyldcia je prerusend mutaciami
CDKL5 katalytickej domény. Je zaujimavé, Ze CDK5 tiez fosoforyluje AMPH1, ale na
odlisnych poziciach (Ser-272, 276 a 285) ako CDKL5 (Sekiguchi et al 2013). Nie je
jasné aky je vplyv fosforylacie AMPH1, ktord uskutocriuje CDKL5 na jeho funkciu, ale
Amph1 deficientnd mys vykazuje zavaznejsie tazkosti s u¢enim a epileptické zachvaty
rezistentné na liecbu, ¢o naznacuje, Zze hrd ulohu pri vyvoji neurénov a prenose (Di
Paolo et al.2002).

Neddvna Studia zistila, Ze GRID1 kédujuci Glutamat D1 receptor (GluD1) bol
regulovany nahor u MECP2- aj u CDKL5- mutovanych ludskych buniek iPS (Livide et
al. 2015). GluD1 ma rozsiahlu expresiu v mozgu (Hepp et al. 2015) a mysi
s odstranenou funkciou GluD1 vykazovali vysSi pocet dendritickych tfriov, vacsiu
excitatérnu neurotransmisiu a vyssi pocet synapsii v strednom prefrontalnom
kortexe (Gupta et al. 2015). Zvysené hladiny GluD1 proteinu mdzu spbsobovat
pokles mnozstva dendritickych tfiiov a excitatérnych synapsii azmenenu
neurotransmisiu, ako ukazal Riciardi et al. (2012).

Ukdzalo sa, ze CDKL5 bol regulovany nahor vtedy, ked sa neuroblastomove bunkové
linie diferencovali v pritomnosti kyseliny retinovej (Valli et al. 2012). Tato regylacia
nahor ma dva efekty v SH-SY5Y neuroblastomovej bunkovej linii: podpora
neurdnovej diferencidcie aredukcia proliferacie buniek blokovanim progresie
bunkového cyklu. Ukazalo sa aj, Ze MYCN, transkripény faktor prinalezZiaci do rodiny
MYC, reguluje CDKL5 negativne (Valli et al. 2012). MYCN je primarne vyjadreny
v normalne sa vyvijajucich embryach a ma sa za to, Ze je kriticky dolezity pre mozog
a dalsi neuralny vyvoj, kedZe podporuje rychle delenie buniek. Valli et al. (2012)
uvadza, Ze prechod od vyvinu embryonického k postnatdlnemu mozgu vedie
k redukovanej expresii MYCN a zvySenej expresii CDKL5, ¢o vedie k posunu od
proliferacie buniek k ich diferencidcii.

Tieto Studie naznacuju, ze CDKL5 plini pri synaptickej funkcii vyznamnu ulohu, ale
presné ulohy,resp. Ulohu treba dalej objasnit. Dosposial je velmi malo informacii na
aké ciele CDKL5 fosfosryluje v ramci synapsie, ¢o bude dolezité, aby sme pochopili
jeho funkciu. Tiez sa zd3, ze CDKL5 moze hrat doéleZita dlohu pri proliferacii a rozvoji
neuralnych buniek, iked toto sa ukdzalo len vjednej Studii s pouzitim
neuroblastomovej bunkovej linie.

Mysie modely s CDKL5 deficienciou

Fenotypové aj funkéné aspekty straty CDKL5 sa skumali dva r6zne mysSie modely
CDKL5 deficiencie so stratou funkcie génu. Wang et al. (2012) generovali mys na
zaklade mutacie Specifickej pre pacienta, ktord ma za nasledok vynechanie exénu 6
CDKL5 mysi a vysledkom bolo predc¢asné ukoncenie kodénu v N-terminal kinaszovej
doméne. Tato mysS vykazuje vacSinu symptomov, ktoré su pritomné u ludskych
pacientov, s vyraznejSou vynimkou v tom, Ze tieto mysSi nemaju spontanne zachvaty.
To moze byt zapri¢inené kmenom mysi pouzitej v tejto studii alebo to mbze odrazat
vyrazny funkény rozdiel medzi fudskym a mysSim homoldégom CDKL5. Wang et al.
(2012) poutzili tento model na preskimanie vplyvu straty CDKL5 na ¢innost kinazy.
Zistili, Zze doslo k vyraznému poklesu aktivity adenozin monofosfatom aktivovanej
protein kindazy (AMPK), protein kindzy A (PKA) a AKT substratu v prednom mozgu



CDKL5-/y mysi muzského pohlavia. Postihnuté boli aj iné substraty, vratane tych pre
mitogen-aktivovani protein kindzu (MAPK), ataxia-telangiectasia zmutovana/
ataxiatelangiectasia a Rad3 suvisiace (ATM/ATR), a cyklin-dependentnych kinazovych
(CDK) substratov (Wang et al. 2012). Dalsie hodnotenie cesty AKT ukdazalo, Ze tak
fosforylacia AKT na Ser473 a mechanisticky Target of Rapamycin (mTOR) na Ser 2448
boli zredukované napriek normalnym hladinam celkového AKT a mTOR proteinu
(Wang et al. 2012).

Druhd mys so stratou funkcie CDKL5 bola generovand deléciou zdrodocnej linie
exénu 4 génu CDKL5 (Amendola et al. 2014). Behaviordlne nedostatky boli
pozorované u homozygétnych mysich samiciek a hemizygdtnych mysich samcéekov so
stratou funkcie CDKL5, uktorych bolo pozorované nenormdlne zakliesfiovanie
zadnych labiek, hypolokomaécia a znizené sledovanie hlavou v porovnani s mySami
z divého vrhu (Amendola et al. 2014). Tieto mysi tiez vykazovali nizSiu dendriticku
aborizaciu a znizenu fosforylaciu AKT a ribozémového proteinu S6 (rpS6). Amendola
et al. (2014) tiez samostatne a Specificky odstranili funkciu CDKL5 z GABAergickych
a glutamatergickych neurdnov a skiumali aky to malo vplyv na spravanie. Zistili, ze
defekty so zakliesiovanim zadnych labiek a defekty sledovania hlavou sa spajali
s odstranenim CDKL5 v glutamatergickych neurénoch, zatial ¢o defekty
v hypolokomadcii sa spdjali s odstranenim funkcie v GABAergickych neurdnoch, ¢o
poukazuje na to, Ze r6zne behavioralne charakteristiky sa daju lokalizovat do réznych
Casti neurondlnych populacii predného mozgu (Amendola et al. 2014). Tak ako
v pripade modelu Wang et al. (2012), ani v tejto studii sa nenasli dokazy spontannych
zachvatov konstitutivnych ani u kondicionalnych mysi so stratou funkcie génu a toto
nebolo Specifické pre kmen. Ale administracia kyseliny kainovej mysiam bez CDKL5
ako aj divym mysSiam ukdazala zmeny pulznej aktivity na EEG u mysi s odstranenou
funkciou génu, ¢o mbze byt uzitoény poznatok pri lepSom porozumeni epileptického
mechanizmu u ¢loveka s poruchou CDKL5 (Amendola et al. 2014).

Na rovnakom mySom modeli CDKL5 ako bol pouzity v pripade Amendola et al.
(2014), Fuchs et al (2014) skamali neuralny vyvoj v hypokampovom dentate gyrus, ku
ktorému dochadza prevazne v postnatalnom obdobi. Zistili, Ze nedostato¢nost CDKL5
spoOsobila zvySenu proliferaciu IPC buniek (intermediate progenitor cells), ale aj
zvysSenie apoptdzy nezrelych neurénov odvodenych od IPC, ¢o naznacuje, Zze CDKL5
podporuje prezivanie a dozrievanie postmitotickych neurénov (Fuchs et al. 2014).
Zistilo sa, Ze bola prerusena aj signalizacia prostrednictvom AKT/GSK-3pB. Bol zisteny
pokles GSK-3B na serine 9, ¢o viedlo k zvySenej aktivite K-3B. Ked' bola pritomna re-
expresia CDKL5, obnovila sa tak signalizacia AKT/GSK-3B ako aj prezivanie neurénov,
¢o ukazuje, Zze CDKL5 hra klucovua ulohu pri neurogenéze a dendritickom vyvoji
v hypokampovom dentate gyrus (Fuchs et al. 2014). Najnovsie Fuchs et al. (2015)
ukazali, Ze inhibitor GSK-3B, SB216763, tiez dokazZe obnovit preZivanie a dozrievanie
neurondlnych prekurzorov v hypokampe hemizygdtnych mysich samcekov
s odstranenou funkciou CDKL5. Hipokampové dependentné pamatové testy sa tiez
zlepsili liecbou SB216763, ¢im s stali podobnymi tym u divych mysi (Fuchs et al.
2015). Tieto data poukazuju na to, Ze inhibicia GSK-3B mdze mat pre poruchu CDKL5
terapeuticky prinos, ale bolo by uZito¢né urcit v prvom rade terapeutické efekty
SB216763 na heterozygétové mysSie samicky s deficitom CDKL5. Tiez by bolo
zaujimavé zistit, ¢i inhibicia GSK-3B obnovila AKT a rpS6 fosforylaciu na normalnu
uroven.



Tieto mysie Studie naznacuju, ze CDKL5 hrd udlohu pri regulacii neurogenézy ako aj
neurdlnom dozrievani a ma vplyv na cesty AKT/GSK-3B (Fuchs et al. 2014) a mTOR
(Wang et al. 2012; Amendola et al. 2014). mTOR je katalyticka subjednotka dvoch
odlisnych komplexov nazyvanych mTOR complex 1 (mTORC1) a mTORC2, ktoré sa od
seba odliSuju jedine¢nymi aksesérnymi proteinmi, ktoré funguju ako leSenie
umoziujuce viazanie inych reguldtorov a definovanie ich substratovej Specifickosti
(revidoval Zoncu et al. 2011). Cesty mTOR a AKT interaguju: o mTORC2 je zndme, Ze
fosforyluje AKT na Ser473, ktoré zas, ked je fosforylované, dokaze fosforylovat
MTOR, ¢o vedie k aktivacii mTORC1 a fosforylacii rpS6. To znamen3, Ze defekty na
jednej alebo druhej ceste budd mat dopad na tu druhl, ako to vidno u obidvoch
mysich modelov s deficientnou funkciou CDKLS5.

Aktivita mTORC1 a mTORC2 je dblezitad pre rozvoj neurdnov, hra Ulohu pri smerovani
axonov, vyvoji dendritov a morfogenéze dendritickych tfiiov (Campbell and Holt
2001; Jaworski et al. 2005; Kumar et al. 2005; Tavazoie et al. 2005; Urbanska et al.
2012; Lipton and Sahin 2014). mTORC1 plIni podstatnu ulohu aj u viacerych foriem
synaptickej plasticity, ktoré su za procesmi ucenia a formovania pamate (Cammalleri
et al. 2003; Hou and Klann 2004; Parsons et al. 2006; Tang et al. 2002; Tischmeyer et
al. 2003). Predpokladd sa, Ze mTORC2 sa zapdja do aktinovej dynamiky
prostrednictvom rodiny malej Il GTPazy Rho, ktord zahfna Rac-1 (Jacinto et al. 2004)
avie sa, ze posobia ako pozitivne reguldtory dendritického rastu (Murakoshi et al.
2011; Woo and Gomez 2006). Saci et al. (2011) preukazali, Ze expresia Rac-1, ale nie
jeho GTP vazobna aktivita, reguluje komplex mTORC1 ako aj mTORC2. Preukazali, ze
karboxy terminal Rac-1 je délezity pri urCovani lokalizdcie mTOR v perinuklearnej
oblasti a plazmovej membrane (Saci et al. 2011). TiezZ sa ukazalo, Zze mTOR a Rac-1 su
nevyhnutné pre axonalne vetvenie (Grider et al. 2009) a pri kontrolovani hustoty
dendritickych tfiiov v reakcii na hormonalnu liecbu (Lee et al. 2011). Tieto vysledky
naznacuju, ze CDKL5 mozZe hrat Ulohu pri regulovani aktivity mTOR prostrednictvom
svojej interakcie s Rac-1 na synapsii.

Treba poznamenat, Ze $tudia na sam¢om modeli MECP2tml.lJae mysSi model RTT
(Chen et al. 2001) vykazala podobny pokles AKT, mTOR a rpS6 fosforylacie ako
v pripade mysi s odstrdnenou funkciou CDKL5 (Ricciardi et al. 2011), ¢o poukazuje na
to, Ze deficiencia (nedostato¢nost) CDKL5 a MECP2 mozZe mat dopad na podobné
cesty vratane cesty mTOR. Fuchs et al. (2014) tiez zistili, Ze boli postihnuté podobné
cesty, ale poznamenali, Ze u mysi s nedostatocnym MECP2 nie su dékazy zmenenej
neuronovej proliferacie alebo prezivania. TieZ uvadzaju, Ze dendritickd hypertrofia
mbze vysvetlovat spolocné vlastnosti u RTT a poruchy CDKL5 u ¢loveka (Fuchs et al.
2014). Este treba preskumat, ¢i fosforylacia GSK-3B sa meni u mysi s nedostatoénym
MECP2.

Obnovenie funkcie GSK-3B u mysi s nedostatoénym CDKL5 s pouZitim SB216763
stacilo na korigovanie kognitivnych defektov pozorovanych u tychto mysi (Fuchs et
al. 2015). To naznacuje, Ze aj ked vmozgu mysi s nedostatocnym CDKL5 su
dysregulované pocetné signalizacné cesty (Wang et al. 2012), zd4 sa, Ze obnovenie
funkcie len jednej cesty dokaZe obnovit funkciu na takmer normalnu uroven.
Délezité je zistit, ¢i iné nedostatocnosti zistené v ramci poruchy CDKL5 u ¢loveka sa
obnovia na normal pri pouziti inhibitorov GSK-3pB.

Zaver



Nedostatocnost proteinu CDKL5 zapri¢ifiuje zavazné problémy s ucenim a epileptické
zachvaty. Ukazalo sa, Ze CDKL5 je multifunkény protein, ktory ma viaceré dopady na
neurondlne bunky. Ako jedna zjeho hlavnych funkcii sa javi funkcia pri vyvijani
neurdnov a synaptickych Struktdr anajma ich aktivity. To viedlo k moZnosti
potencidlne cielenej terapeutickej intervencie v pripade poruchy CDKLS5.

Tento prehlad bol zostaveny pre CDKL5 UK v juli 2013 a aktualizovany v auguste
2015. Je dusevnym vlastnictvom CDKL5 UK a autora David Millar, ktory prednasa
molekulovi genetiku ¢loveka na Ustave lekarskej genetiky, Institute of Medical
Genetics, School of Medicine, Cardiff University. Ziadosti o sthlas s kopirovanim
tohto ¢lanku adresujte na CDKL5 UK cez carolanne@cdkl5uk.org
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