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Abstrakt

Glutamatovy receptor & 2 (GluRd2) je exprimovan v dendritech Purkynovych bunck
lokalizovanych v kiife mozecku. Sprdvna funkce GIuRd2 je nezbytnd pro zdravy vyvoj mozecku,
formovani synapsi mezi paralelnimi vlakny granuldrnich bunék a Purkyiiovymi butikami a také pro
vznik dlouhodobé deprese dilezité pro utvafeni paméti. Lurcher mutace, lokalizovand na
6. autozomalnim chromosomu, méni tento receptor substituci aminokyseliny ve treti
transmembranové doméné v konstitutivné otevieny iontovy kanal. Nasledkem této zmény dochazi
k aplnému vymieni populace Purkynovych bunék a silné degeneraci granularnich bunék a bunék
olivernich neuronti. Mysi postizené Lurcher mutaci maji snizenou hmotnost a samice rodi mensi
pocty mlad’at. Fertilita samcti neni mutaci ovlivnéna. Po behavioralni strance vykazuji Lurcher
mutanti znacné deficity. Trpi ataxii, typickou pro vSechny cerebelarni neurodegenerace, maji
snizenou schopnost ve fyzickych vykonech, zhorSenou schopnost orientace a nejsou témét schopni
uceni. Tato prace shrnuje soucasné poznatky o Lurcher mutaci od jeji molekularni podstaty po
behavioralni projevy. Specifické znaky této degenerace nam dovoluji zkoumat vliv
neurodegenerativnich poruch mozecku na celkové kognitivni funkce mozku, objevovat jejich pric¢iny
a nalézat moznosti 1écby. Lurcher mutanti jsou vhodnymi modelovymi organismy pro vyzkum

puvodu a 1é¢by nemoci jako je autismus, ADHD a dalsich.
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Abstract

The glutamate receptor 6 2 (GluR62) is expressed in dendrites of Purkinje cells localized in
the cerebellar cortex. Correct function of GluRd2 is necessary for cerebellar development, synapse
formation between parallel fibers of the granular and Purkinje cells and for inducing long term
depression important in memory formation. Lurcher mutation, localized to 6th autosomal
chromosome, transforms GIluR52 into constitutively open ion channel by amino acid substitution in
third transmembrane domain. As a result, almost complete disappearance of Purkinje cells population
and a large degeneration of granular cells and olivary neurons occurs. Mice impaired by Lurcher
mutation have lower body weight and reduced litter size. Fertility of males is not affected. Lurcher
mutants display extensive behavioral deficits. Mice suffer from ataxia typical for cerebellar
neurodegenerations. They have reduced physical performance, impaired spatial orientation and
learning capabilities. The aim of this work is to summarize recent knowledge about Lurcher mutation
from molecular basis to behavioral manifestation. Specific characteristics of this degeneration allow
us to investigate influences of neurodegenerative cerebellar disorders on cognitive functions of the
brain as a whole, study causing factors and treatment possibilities. Lurcher mice are great model
organism for research of genesis and treatment of diseases like autism, ADHD and others.
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1. Seznam pouzitych zkratek

ADHD.........ccovei. hyperaktivita s poruchou pozornosti, zangl. attention deficit

hyperactivity disorder

AMP ... adenosinmonofosfat

AMPA ... a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxalon

AMPK ... AMP-aktivovana proteinova kinaza

Apg6/Vps30............. kvasinkovy gen asociovany s apoptoézou kodujici Beclinl, zangl.

autophagy-specific gene

A5 . lidsky gen asociovany s apopt6zou, z angl. autophagy related 5
ATP . adenosintrifosfat

GTPuiie guanosintrifosfat

B6CBA......cccooiee mysi kmen

BaX ..o gen asociovany s apoptozou, z angl. bcl-2-like protein 4
BCL-2....ccccovvvee. Bcl-2 protein

Clg..cooiiiiiriieeee proteinova rodina tumor nekrotickych faktora
C3H..cooiiii mysi kmen

DNA ... deoxyribonukleova kyselina

CbiInl ..o, cerebellinl

GFP.veiiiee, zeleny fluorescenéni protein, z angl. green fluorescent protein
GFP-LC3................ zeleny fluorescenéni protein-lehky fetézec protein 3, z angl. green

fluorescent protein-light chain protein 3

GluRL......ccovene. glutamatovy receptor 1

GIURG.......cccvernee. glutamatovy receptor 6

GIuR®2.......ccvev. glutamatovy receptor delta 2

GluRé82 ................ lurcher glutamatovy receptor delta 2

iIGIUR ..o ionotropni glutamatovy receptor

Grid2™ .....ocvvernn, mysi gen kodujici glutamatovy receptor delta 2

HEK 293................. lidské embryonalni ledvinové buiky, zangl. human embryonic
kidney 293

Hu-bcl2................... lidsky bcl2 protein, z angl. human bcl-2 protein

LC i Lurcher

LC3 e protein lehky fetézec, z angl. light chain protein 3

LCT e, Lurcher Jackson

LTD.oeiiiee dlouhodoba deprese, z angl. long term depression

MGI ... internetova databaze mysiho genomu, zangl. Mouse Genome
Informatics


https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=AMPA&action=edit&redlink=1

MRNA ..., mediatorova ribonukleova kyselina

NASP ..o 1-naftylacetylspermin

Na*- K" ATPaza ....s0dno - draselna pumpa

NPIST ..o PDZ protein interagujici specificky s TC10, zangl. PDZ protein
interacting specifically with TC10

NMDA ..o N-methyl-D-asparagova kyselina

NMDG".......ccovennen. N-methyl-D-glukamin

NR3B ..o N-methyl-D-aspartatovy receptor podjednotka 3B

P4 .....cccccoeeeee, 4. postnatalni den; analogicky P5., P6., P7. atd.

PCD.....coveevree degenerace Purkyniovych bunék, z angl. purkinje cell degeneration

PFC ..o prefrontalni kortex

Rora™ ......ccceevvnnns RAR-pfibuzny orfanovy receptor alfa staggerer, z angl. RAR-related
orphan receptor alpha staggerer

SPG2....coiiiie sulfatovany glykoprotein 2

TML i, transmembranova doména 1; analogicky TM2, TM3, TM4

[ 30 J Trichinella spiralis resistance 3



2. Uvod

Genova mutace typu Lurcher (Lc) byla poprvé objevena v roce 1954 v anglickém ustavu
Medical Research Council Radiobiological Research Unit v Harwelu. Prvni popis Lc mutace u mysi
pochazi z roku 1960 od vyzkumnika R. Philipse. Ten ukazal, Ze tato semi-dominantni mutace genu
Grid2, oznacovana jako Grid2", je lokalizovana na 6. autozomalnim chromozomu (Phillips, 1960).
Gen Grid2 koduje glutamatovy receptor 62 (GluRd2), ktery je exprimovan témét vyhradné v
Purkynovych buikach mozecku a jehoz mutace vede Kk Gplnému vymizeni Purkyiiovych bunék a
sekundarné také k degeneraci olivernich a granularnich bunék. Purkyfiovy buriky objevil a poprvé
popsal v roce 1837 slavny ¢esky 1ékar, biolog a ptedevsim fyziolog nervové soustavy Jan Evangelista
Purkyné. Tyto buiiky dodnes na pocest objevitele nesou jeho jméno. Purkynovy buiiky jsou zakladni
funk¢ni jednotkou mozecku a patii mezi jedny z nejvétsich neuronti v mozku.

Samice s Lc mutaci maji v porovnani s divokym typem mysi mensi poéty mlad’at. Stejné
staré¢ mysi postizené Lc mutaci maji v priméru mensi télesnou hmotnost v porovnani s kontrolnimi
jedinci ze stejného kmene (Tama et al., 2015). Homozygotni jedinci S Lc mutaci jsou zcela
nezivotaschopni a umiraji béhem narozeni v disledku velké ztraty neuronti ve stfednim a zadnim
mozku (Phillips, 1960). Heterozygotni jedinci jsou Zivotaschopni a od roku 1960 jsou ¢asto
pouzivani K vyzkumu jako vzorovy model neurodegenerativnich poruch, v sou¢asné dob¢ predevsim
jako model autismu (McKim et al., 2014; Mittleman et al., 2008; Schmahmann & Sherman, 1998;
Martin et al., 2010). Mozecek reguluje nejen pohybovou koordinaci, ale Gcastni se i procesu
motorického uceni a ma vliv i na mnohé dalsi kognitivni funkce. Mysi s timto postizenim trpi ataxii,
behavioralnimi poruchami, neschopnosti ucit se a zménami imunitniho i endokrinniho systému
(Cendelin et al., 2010; Lorivel et al., 2014; Tama et al., 2015; Vernet-der Garabedian et al., 1998;
Araki et al., 1993). Pravé degenerace mozecku u L¢ mysi dovoluje zkoumat poruchy pohybovych
schopnosti a kognitivni deficity, které se objevuji i U lidi s postizenim mozecku (Schmahmann &
Sherman, 1998).

Cilem mé prace je popsat molekularni podstatu Lc mutace, jeji vliv na chovani, uceni a
pohybové schopnosti postizenych mysi, a zduraznit tak p¥inos studia tohoto animalniho modelu
cerebelarni degenerace pro poznani mechanismu vzniku a rozvoje nékterych psychiatrickych

onemocnéni.



3. Glutamatovy receptor 62

V roce 1993 byly popsany dveé nové podjednotky ionotropniho glutamatového receptoru na
zakladé homologie sekvence s ostatnimi typy glutamatovych receptorti (Araki et al., 1993; Lomeli
et al., 1993). Tyto podjednotky byly nazvany 81 a 62. Shoda mezi jednotkami &1 a 82 v poradi
aminokyselin v primarni struktufe je 56 % a s dal§imi typy glutamatovych receptorii — kainatovym,
NMDA a AMPA sdili 16-24% homologii. VSechny tyto podskupiny patii do rodiny ionotropnich
glutamatovych receptort, které patii mezi ligandy fizené kanaly.

GluR62 po dlouhou dobu vzdoroval objeveni svého vnitiniho ligandu, a byl proto oznacovan
za sirotc¢i, neboli orphanovy receptor. Teprve Matsuda et al. (2010) objevil, ze se na extracelularni
N-konec GluR42 vaze molekula Cerebellinu 1 (CbInl). Tento solubilni glykoprotein, patiici do C1q
rodiny tumor supresorovych proteint, je sekretovan granularnimi bunikami. CbInl je v mozecku
dulezity z mnoha dtvodu. Vaze k sobé presynaptické adhezni molekuly granularnich bunék a post-
synapticky exprimovany GluRd2 v Purkynovych burikach, kontroluje zptsob signalizace mezi
témito bufikami a vyvolava dlouhodobou depresi (LTD z angl. long-term depression) (Hirai et al.,
2005). Exprese GluRd42 na dendritech Purkyiovych bunék a vazba Cbinl jsou nezbytné k vytvoieni
nové synapse mezi axonem granularni buriky, neboli paralelnim vlaknem a Purkynovou buiikou, jak
Vv in vitro, tak v in vivo podminkach. Tomuto vyznamu také nasvéd¢uje mira exprese GluRd2, ktera
je nejvetsi praveé na dendritickych vybézcich Purkyiiovych bun€k, v mistech synapsi s paralelnimi
vlakny (Takayama et al., 1995).
pozici 1960 (Zuo et al., 1997). Touto zménou je zpusobena substituce nepolarni aminokyseliny
alaninu za polarni threonin v 654. aminokyselinové pozici, umisténé ve tfeti transmembranoveé
domén¢ GluRo2. Mutace je lokalizovana v konzervovaném misté¢ genetického kodu, které je
spole¢né pro v8echny ionotropni glutamatové receptory, a jsou tak zménény vlastnosti mutovaného
kanalu (Zuo et al., 1997).

Kromé Purkynovych bunék byl GluR42 nalezen v gliovych buikach epifyzy, ale pouze u
0,03 % bunééné populace (Yatsushiro et al., 2000). Autofi tohoto ndlezu spekuluji nad tim, Ze by se
tento receptor mohl podilet na regulaci syntézy melatoninu v epifyze nebo se ucastnit spravného
vyvoje bunék epifyzy. GluRd2 je intenzivné a dlouhodobé zkouman mnoha vyzkumnymi tymy,
pfesto jsem, kromé tohoto ¢lanku, nenalezl jinou relevantni zminku 0 expresi GluRd42 v epifyze
(atsushiro et al., 2000).



3.1 Struktura a vlastnosti GluRo2

Na zékladé mnoha podobnosti s ostatnimi ionotropnimi glutamatovymi receptory (iGluR)
(Lomeli et al., 1993; Araki et al., 1993) je struktura GluRd2 odvozovana podle obecné stavby téchto
receptort. GIuR62 mé podle pfedpokladu N-terminalni konec vystupujici na extracelularni strané
membrany a C-termindlni cast lokalizovanou v cytoplasmé buiky. Déle se skladd ze 4
transmembranovych domén (TM), TM1-4, ze kterych se vyjima TM2 tvotici por iontového kanalu
(obr.1; Nichollis et al., 2013; rev. Yuzaki, 2003).

Doména TM2 ovliviiuje selektivni propustnost kandlu. Kli¢ovou tlohu v iontové selektivnim
filtru celého kandlu mé typ aminokyseliny, ktery se v ném nachazi. V AMPA a kainatovych
receptorech glutamatovy zbytek umoziiuje jen mirnou propustnost pro Ca?*. Asparaginovy zbytek
NMDA receptorti dovoluje vysokou propustnost pro vapnikové ionty, zatimco argininovy zbytek
kanal pro Ca® zcela uzavira (Burnashev et al., 1995).

V transfekovanych buiikach se na GluR32 nevaze glutamat ani jeho analogy a receptor sam
o0 sob¢ nevytvaii funkeni ionotropni glutamatovy kanal ani ve spojeni s jinymi podjednotkami iGluR
(Araki et al., 1993; Lomeli et al., 1993; Kohda et al., 2003). Bodova mutace L¢ z GIuR&2 vytvaii
konstitutivné aktivovany receptor a to i bez pfitomnosti ligandu. Experimenty z konce devadesatych
let prokazaly, ze zvySend propustnost membrany pro sodikové ionty v heterolognich buikach
exprimujicich mutantni GluR$2, byla piimo zptisobena konstitutivni aktivaci mutovaného kanalu
bez ptitomnosti vazebného ligandu. Autofi této studie poukazuji na shodné vlastnosti mutovanych
kanalt GluR1 a GluR6 ve stejném misté jako Lc mutace u GIuR®&2, zapficinujici téz konstitutivné
otevieny kanal (Zuo et al., 1997; Kohda et al., 2000).

N
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o
M1 TM3:

Obr. 1 - Struktura glutamatového receptoru 92; prevzato a upraveno z (rev. Yuzaki,

Il

C

2003)
N-terminalni konec vystupuje do extracelularniho prostoru, C-terminalni konec je umistén
Vv cytoplasmé. Transmembranové domény TM 1, 3 a 4 prostupuji skrze plasmatickou membranu,

zatimco TM2 vytvati smycku formujici kanal.



3.2 Genova struktura

Lc degenerace je zpusobena semi-dominantni mutaci na 6. autosomalnim chromosomu
(Phillips, 1960; Zuo et al., 1997). GIuR52 je kddovan 16 exony. Nejdel$im z nich je exon16 kodujici
141 aminokyselin, nejkratsi exon5 koduje jen 17 aminokyselin. VSech 5 intronti svym kodem
presahuji 100 kb a nejdelsi z nich, intron2, ma 408 kb. Celkova délka genu tak ¢ini 1,4 Mb. Primérna
délka genu glutamatového receptoru z ostatnich skupin je jen okolo 190 kb. Nejvétsi gen pro
kainatovy receptor GluR6 ma délku 690 kb, zatimco nejkratSim kddujicim usekem pro receptor je
pouze 6 kb dlouhy gen pro NMDA receptor NR3B (Wang et al., 2003). Nadprimérna velikost genu
Grid2 je moznym vysvétlenim velkého mnozstvi spontannich mutaci vznikajicich v tomto genu. U
mysi je vtomto genu v soucasné dobé znamo minimalné 22 spontannich mutaci (MGl — Mouse
Genome Informatics 2016). Koédovani jednotlivych receptorovych podjednotek je silné
konzervovano a byva charakteristické pro kazdou rodinu. TM1 a TM2 GluRd2 jsou spole¢né
kédovany exoneml 1, zatimco TM3 je kodovana az exonem nasledujicim. V kazdém typu receptoru
je kédovani umisténo v jiném uspotadani, a tak napiiklad kainatova rodina receptort ma kazdou
transmembranovou doménu kédovanou v jiném exonu zatimco V NMDA rodin¢ receptortt NR2 jsou
TM2 a TM3 kodovany jedinym exonem. Podjednotky TM1 a TM2 AMPA receptort jsou kddovany
spole¢né jedinym exonem, tak jako v GluR&2. Tento zpisob zakdédovani GluRa2 je tedy shodny
pouze s geny pro AMPA receptory, nikoliv vSak pro kainatové ¢i NMDA receptory. Z tohoto diivodu
je GIuR&2 receptor blize piibuzny systému AMPA receptorii nez dvéma dal§im (Wang et al., 2003).

V roce 1997 byl ohlasen nalez nové alely postihujici Lc gen Grid2"¢. Tuto alelu objevil tym
De Jager et al. (1997) a pojmenoval ji Lurcher Jackson (Lc’). Projevy Lc’ mutace jsou u
heterozygotnich jedincti shodné s ptiivodnéjsi Lc mutaci. Postizenym jedincim v mozecku degeneruji
Purkyfiovy buiiky a s nastupem motility se projevuje ataxie. VEt$i rozdily mezi Lc a Lc’ vynikaji u
homozygotii. Cast Lc’ homozygotli umird v den porodu, zbyvajici jedinci, na rozdil od Lc, viak
umiraji az okolo 25. dne. Tento markantni rozdil vyzkumnici vysvétluji vlastnostmi ptivodniho

kmene mysi, nebo rozdilnou povahou mutace. Lc’ mutace je rovnéz semi-dominantni.



4. Mutace Lurcher
4.1 Stavba mozecku, jeho funkce a odlisnosti u Lurcher mutanta

Pro lepsi pochopeni vyznamu Lc mutace ve fyziologii centralni nervové soustavy je
nezbytné znat stavbu a funkci mozecku, ktery je touto mutaci silné ovlivnén. U ¢lovéka je mozecek
svym vzhledem a stavbou podobny koncovému mozku. Jeho povrch je zvrasnén zavity nazyvanymi
folia, které vyrazné zvétSuji jeho plochu, podobné jako gyrifikace koncového mozku. Koncovy
mozek laboratornich hlodavct jako je mys ¢i potkan vSak gyrifikaci postrada a zvrasnén je pouze
mozecek. Mozecek se sklada ze dvou hemisfér a prostiedni casti zvané vermis. Na povrchu mozecku
se nachazi Sedd hmota, vnitini ¢ast je vyplnéna bilou hmotou, podobné jako v ostatnich
¢astech mozku. Jeho kura se déli na 3 vrstvy, které obsahuji nékolik zakladnich typt nervovych
bunék; Purkynovy bunky, granularni buiiky, Golgiho buiiky, hvézdi¢kové bunky a kosickové bunky.
V prostiedni vrstvé se nachazeji Purkynovy bunky, které jsou nejdulezitéjsi ¢asti mozecku, nebot’
jejich axony vytvari jediny vystup z mozeckové kiry. Buiiky jsou sefazeny v jedné vrstve. Maji silné
rozvétvené dendrity, které jsou ale ¢lenény pouze v jedné roving a jsou ¢asto pripodobiiované koruné
stromu. Husté€ vétvené dendritické vybézky stoupaji do molekularni vrstvy, kde se na n€ napojuji dva
hlavni excita¢ni typy neuronalnich vlaken, $plhava a paralelni vlakna (rev. Cerminara et al., 2015).
Splhava vlakna stoupaji z olivového jadra mozkového kmene a piimou synapsi inervuji 1 az 10
Purkynovych bun¢k (Nichollis et al., 2013a). Purkyfiova butika dostava vstup vzdy pouze z jednoho
Splhavého vlakna, netvoti tedy paralelni synapse. Tato synapse je natolik silna, Ze vytvaii nejsilngjsi
depolarizaci v celém nervovém systému (Eccles et al., 1966). Dalsi vstup vzruchi do mozecku tvoii
aferentni mechova vlakna ovliviyjici Purkynovy bunky nepiimo pies excitatni synapse na
granularnich buiikdch. Axony Purkynovych bun€k maji inhibitorni synapse spojené s neurony
v mozeckovém jadre, které je lokalizovano hluboko uvnitf bilé hmoty mozecku. Neurony uvnitt
mozeckového jadra vytvari nejvice vystupl jdoucich z mozecku a zajist'uji spojeni do celé centralni
nervové soustavy (rev. Cerminara et al., 2015).

Ve svrchni molekularni vrstvé kiry mozecku se vyskytuji paralelni vlakna z granularnich
bun¢k a interneurony — hvézdickové a koSickové bunky, které zprostiedkovavaji Purkynovym
bunkam vstupy ze vzdalenych paralelnich vlaken. V nejspodnéjsi ¢asti se nachazi granularni vrstva,
ve které jsou husté sefazeny malé granularni buniky. Paralelni vlakna z granularnich bunék stoupaji
do svrchni molekularni vrstvy, kde se vétvi do tvaru T, vedou n€kolik milimetr podél mozeckovych
zavitd (folii), aby se zde napojili na vlakna Purkynovych bunék. Kazda granularni bunka vytvafi
synapse s velkym mnozstvim Purkynovych buné¢k (obr. 2; Apps & Garwicz, 2005; Cerminara et al.,
2015).

Kortex mozecku obsahuje vice nervovych bunck, nez cely zbytek centralni nervové
soustavy dohromady, coz odpovida velké kapacité jeho regulacnich procesi (Herculano-Houzel,
2009).
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Obr. 2 - Neuralni propojeni v cerebelarnim kortexu; pfevzato a upraveno z (Apps &
Garwicz, 2005)

Migrace vyvijejicich se Purkynovych bunék ze zarodecnych zon neuralni trubice probiha az
po porodu. V tomto stadiu se formuji do jednovrstevné fady pod molekularni vrstvu mozecku
(Uzmann, 1960; Miale & Sidman, 1961). Vyvoj bunék dale prochazi nékolika morfologickymi a
fyziologickymi stadii. Behem prvnich deviti dni po porodu se buitka méni jen minimalné. V této
dobé se jesté neprojevuji ani charakteristiky Lc mutace. V dal§im tydnu vyvoje bunka prochazi
silnymi morfologickymi a fyziologickymi proménami, aby sviij vyvoj dokoncila zhruba do 18
postnatalniho dne. Dospéla Purkyniova bunka se méni uz jen minimalng, jen v nejranéjsi fazi
dospélého stadia jesté dochazi k obrovskému nardstu velikosti a komplexnosti jejiho dendritického
stromu (McKay & Turner, 2005).

Biscoe & Caddy (1979) uvetejnili prvni rozsahlou studii, ktera zpracovavala vliv Lc mutace
na pocet a vlastnosti bunék mozecku. Béhem vyzkumu byla zpracovana data z experimenti na
mysich ve véku od 4. postnatalniho dne (P4) az po P730. Vyzkum ukazal, ze velikost mozecku
Lc mutantd je mensi, neZ u zdravych mysi, zatimco velikost neuronti je srovnatelna, mutované mysi
je vSak maji vice st€snané. Prvni morfologické zmény v mozecku téchto mutantl zacinaji byt patrné
mezi P3 a P4. Do té doby probiha jeho vyvoj standardnim zpisobem. V nékterych ¢astech lalokt
zacinaji Purkynovy buiniky béhem P4 odumirat a objevuje se pyknotizace jader v molekularni vrstve.
V P5 se ve vrstvé Purkynovych bunék objevuji prvni mezery. Prvni velké ztraty Purkynovych bunck
jsou zfejmé mezi P8-10 a do P26 je pocet Purkyiovych bun¢k zredukovan na 10 % standardni
velikosti. Tii mésice od narozeni vymizi z mozec¢ku posledni Purkynovy bunky. Béhem prvniho

tydne vyvoje se oliverni neurony drzi standardnich poctl jako u zdravych jedinct. V druhém tydnu
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40 % mens§i oproti zdravym jedinctim. Tento pokles pokracuje dale az do vymizeni 75 % olivernich
neurontl. Pocet granularnich bungk je jiz v P4 mensi o 25 % oproti standardu a jejich pocet klesa az
do 90 % zredukovanych bunék. U téchto dvou typt bunék tedy nedochazi nikdy k uplnému vymizeni.
Navzdory redukci poctu ruznych typi bunék, nejsou jadra mozecku lezici v nejhlub$i vrstvé

degeneraci zasazena (Biscoe & Caddy, 1979).

4.2 Bunééna smrt Purkynovych bunék

Excesivni smrt Purkyniovych bunék je jednoznacné zplisobena Lc mutaci. Pri¢iny a zpisob,
kterym buniky umiraji, je stale cilem vyzkumt a zdrojem mnoha otdzek. Tento zasadni fenotyp
Lc mutace byl zkouman od zac¢atku jejiho objeveni a v prubehu let bylo zjisténo nékolik moznych
divodt a zpusobt smrti Purkyniovych bunék. Lc mutace je zpusobena substituci aminokyseliny
alaninu threoninem v silné€ konzervované oblasti kodujici transmembranovou doménu 3 v GluRd2.
Tato vyména aminokyselin v primarni struktufe méni vlastnosti GIuR52, a ten se tak stava stale
otevienym kanalem propustnym pro kationty. Tuto selektivitu prokazal Zuo et al. (1997) nahrazenim
extracelularniho Na+ organickym kationtem NMDG+ (N-methyl-D-glukamin), po kterém se stale
zvySena depolarizace Lc Purkynovy butiky (-32,8 mV) vratila do hodnot namétenych u kontrolnich
bunék (-54,3 mV). V zavéru studie autofi z vysledkll vyvozuji, Ze apoptoticka buné¢na smrt
Purkynovych bunék zapfi¢inéna Lc mutaci v GluRd2 je spojena s excitotoxickou smrti zptisobenou
zvySenou koncentraci intracelularniho Ca2+ (Zuo et al., 1997). Chronickou depolarizaci je nejspise
energetického piisunu a klade naroky na mnozstvi ATP v téle buniky. Stoupa tedy i aktivita
mitochondridlni cytochrom-oxidazy, aby pokryla pozadavky na zvySené mnozstvi ATP. ZvySeni
buné¢né respirace vede k nartistu mnozstvi kyslikovych radikalu, které silné buriku poskozuji (Vogel
etal., 2001). Starsi studie (Dumesnil-Bousez & Sotelo, 1992) popisujici pozorované znaky, jako jsou
axonalni otoky, perinukledrni kondenzace chromatinu a navic rozsitené kristy ve zvétSenych
mitochondriich, vyhodnocuje tato fakta jako diikaz nekrotického zptisobu smrti Purkynovych bunék.
Tento nazor je dale podpoien popisem nekrotickych télisek, ktera jsou pohlcovana prevazné
makrofagy nebo v mensi mife astrocyty.

Pro apoptotickou smrt Purkyiiovych bunék se vyslovil Norman et al. (Norman et al., 1995).
Pod elektronovym mikroskopem nasel v postizenych Purkynovych bunkach typické apoptotické
znaky, které se v kontrolnich bunikdch zdravych jedinci nevyskytovaly tj. axonalni
otoky, kondenzaci chromatinu, vznik nepravidelnych zahybi membrany zpisobenych rozvolnénym
cytoskeletem, doprovazené omotavanim umirajicich Purkynovych bunék gliemi. Dalsi dikaz
apoptotické smrti Purkyiovych bunék Norman nachazi v typické degradaci DNA na malé fragmenty,
nalezené v Purkynovych bunkach pted jejich smrti. Jako tfeti nezavisly dikaz apoptozy Norman dale

sledoval expresi sulfatovaného glykoproteinu 2 (SGP2). Molekula SPG2 je sekretovana Sertoliho
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burikami a vyskytuje se ¢asto v buiikach centralni nervové soustavy podstupujicich programovanou
bunécnou smrt (Michel et al., 1992). Pomoci in situ hybridizace vizualizoval expresi SPG2 mRNA,
ta se podle ofekavani siln¢ exprimovala v Lc Purkynovych bunikach, zatimco v Purkyiovych
bunkach kontrolnich jedincti nebyla detekovana. Tyto dikazy spole¢né s pozorovanymi apoptickymi
télisky, které jiz byly pohlceny gliemi, svéd¢i podle této studie o apoptotickém zptisobu smrti.

Narast prokaspazy 3 v Purkyiiovych buiikach Lc mutantd, exprimované zhruba ve ¢tvrtine
bunék v obdobi od P12 do P20, pozoroval Selimi et al. (2000). Prokaspaza 3 je prekurzorem pro
protein kaspazu 3 podilejici se na aktivaci procesu apoptozy. Kaspazu 3 vSak védci nalezli jen v
n¢kolika roztrouSenych Purkynovych buiikach po celém mozecku. Tento fakt vysvétlili tim, Ze
Purkynovy buiiky po aktivaci kaspazy 3 rychle degeneruji a nebo apoptdza hraje pouze minoritni roli
ve smrti Purkynovych bunék.

Rada vyzkumi se zabyvala zménou exprese pro-apoptotickych a anti-apoptotickych proteint
za ucCelem zablokovani apoptdézy. Tyto pokusy, navzdory pozorovanym morfologickym a
molekularnim znamkam apoptozy, nebyly pfili§ uspésné. ZvySeni mnozstvi anti-apoptotického
proteinu BCL-2 v mozecku Lc mutatni bylo docileno zktizenim dvou transgennich kment mysi
exprimujicich lidsky Hu-bcl-2. Zvysena exprese tohoto proteinu zpozdila nastup bunéné smrti,
pfesto nezamezila degeneraci Purkynovych bunék (Zanjani et al., 1998). Pokusy snaZici se piedejit
procesu apoptozy blokaci pro-apoptotického proteinu Bax byly rovnéz neuspésné (Selimi, VVogel, et
al., 2000). Piestoze zablokovanim, ¢i zesilenou expresi jen uréitych proteinli, mohla byt apoptdza
ovliviiovana jinymi proteinovymi drahami, byly témito vysledky podpotfeny nédzory, podle kterych
je apoptdza pouze minoritni pfi¢inou smrti Purkynovych bunék.

Poslednim z diskutovanych zptisobti bunééné smrti probihajicim v Purkynovych bunkach
Lc jedinct je autofagie. Podle studie (Yue et al., 2002) se na GluR32 skrze protein nPIST vaze
Beclinl. nPIST je protein vazici se na C-konec GluRd2. Beclinl je sav¢i protein ortologni k
autofagnimu genu kvasinek Apg6/Vps30, ktery se pii zvySené expresi Gcastni zahajeni autofagie
v kultivovanych lidskych bunikach (Liang et al., 1999). Ve své studii autofi hypotetizuji, ze by
chronickou aktivaci GluR62 mohlo dojit k uvolnéni Beclinul a tim vzniku autofagie vedouci
k bun&¢né smrti neuront.

V diskuzi studie se autofi pfiklanéji k autofagickému typu smrti Purkynovych bunck
z mnoha dtvodu. Objevili vazbu mezi GluR32 a Beclinl a proteiny Beclin a nPIST se vyskytuji
v autofagickych vakuolach. Proto navrhuji hypotézu, podle které je vznik apoptdzy zahajen aktivaci
proteinového komplexu GluR$2-nPIST-Beclinl. Na zakladé nefunkcénosti omezeni exprese pro-
apoptotického genu Bax autofi navrhuji, ze smrt Purkynovych bunék probiha drahou, ktera je na
proteinu Bax nezavisla. Pozdé&jsi nalezy autofagosomu v otocich axonalnich vybézkt Purkynovych
bunék vsak hypotézu o autofagické smrti ponekud zpochybnuji. Tyto autofagosomy byly hojné
lokalizovany Vv hlubokych jadrech mozecku, av§ak ne v télech nebo dendritech Purkynovych bun¢k

(Wang et al., 2006). Autofi studie tohoto zjisténi docilili zkiizenim Lc mysi s transgennim kmenem
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exprimujicim protein light chain 3 (LC3) oznaéeny zelenym fluorescenénim proteinem (GFP).
LC3 protein je silné¢ asociovan s mikrotubuly autofagosomti, a proto slouzi jako marker autofagie.
Pouze mala ¢ast Purkyniovych bunék exprimovala GFP-LC3 protein v téle nebo dendritech po P14.

Zajimavé vysledky pfinesl vyzkum tymu Nishiyama et al. (2010). Autofi exprimovali
GluR32 nebo mutovany GIuR32- v heterolognich buiikich HEK293 nebo v hipokampélnich
neuronech in vitro. Autofagie byla vyvolana v téch bunkach, do kterych byl navic pfidan zesileny
GFP-LC3. Zménami koncentrace extracelularniho Na* nahrazenim nepermeabilnim NMDG" a také
vlozenim mutaci do kanalu GluR&2', které zabratiovaly vstupu bud’ Ca?* nebo vSech kationtil
dokazali, Ze zahjeni autofagie a bunétné smrti zavisi pouze na ustaleném vstupu Na* a ne Ca*"
Deleci C-terminalnich aminokyselin v GluR42 nezbytnych pro pfichyceni nPIST a tim padem i
k navazani Beclinul nezabranili spusténi autofagie a zahajeni bunééné smrti. Pfi dal§im z pokust
buiiky exprimujici GluR32" vykazovaly pokles hladiny ATP a nartst aktivity AMP-aktivované
protein kinazy (AMPK) podle zmén koncentrace extracelularniho Na*. AMPK je aktivovana
fosforylaci podle trovnég intracelularniho poméru ATP/AMP a je nezbytna pro proces autofagie. Pii
pokusu blokace autofagie se ale nepodafilo procesu autofagie zabranit. Pokus s piferuSenim
exprimace genu Atg5 nezbytného pro autofagii nezamezil a naopak spise podpofil buné¢nou smrt.
V Lc Purkyiovych buiikach byla navic in vivo pozorovana specificka aktivace calpainu, ktery je
Casto spojovan S nekrotickou smrti bun¢k (Wang, 2000). Ze svych vysledki autofi soudi, ze nartustem
intracelularniho Na* klesa mnozstvi energie v buiice, coz vyvolava autofagii. Purkynovy bunky ale
nakonec umiraji nekrotickou bunéénou smrti v disledku poklesu hladiny ATP (Nishiyama et al.,
2010).

Bunécnd smrt Purkynovych bun€k je stale neuzavienym tématem. V soucasné dobé
z vyzkumt vypliva, ze smrt téchto cerebelarnich neuronti nebude vedena ptimocare jednim typem
bunééné smrti, spiSe se bude jednat o souhru mnoha faktorti a drah vedoucich k této degeneraci.

Zajimavé jsou také moznosti, kterymi se veédci pokousSeli degeneraci v zavislosti na
Lc mutaci v Purkynovych bunikach zastavit, nebo alesponi zminit. I tento zpiisob ndm mize o
vyznamu mutace mnoho napovédét. Testovany zpisob prodlouzeni zivotnosti Purkynovych bunék
byl zaloZen na hypotéze, ktera piedpoklada, ze degenerace Purkynovych bunék v Lc mutantech je
zpusobena ustalenym depolarizujicim proudem vyvolavajicim excitotoxickou smrt. Zanjani et al.
(2009) ve svém pokusu aplikovali na bunéénou kulturu od 1. do 14. dne in vitro 1-naftylacetyl
spermin (NASP), coz je synteticky analog pavouciho toxinu Joro. NASP patii mezi nékolik malo
antagonisti glutamatovych kanald, které snizuji staly proud vtékajicich iontd (Kohda et al., 2000) a
pusobi jako blokator otevienych typl iontovych kanali AMPA a kainatovych receptort (Koike et
al., 1997). Zanjani a spol. potvrdili, Ze k silné depolarizaci membrany Purkynovych bunék dochazi i
v fezech kultivovanych bungk in vitro a zmétili, ze vtékajici proud je u mutovanych Purkynovych
bunék témef Skrat vétsi v porovnani se zdravymi kontrolami. V zavéru své studie uvadéji, ze aplikaci

NASP stouplo mnozstvi prezivsich Lc mutovanych Purkynovych bunék na hladinu srovnatelnou
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s poétem zdravych kontrol. NASP neni schopen zcela blokovat dovniti buniky vtékajici proud skrze
GluR32" (Kohda et al., 2000). Piesto moznost prodlouzit preziti Purkyfiovych bunék a podpofit
diferenciaci dendritli potvrzuje hypotézu autorti, Ze abnormality na dendritech Purkynovych buné€k a
jejich pfedasna smrt, je spojena s mutaci GluR32 a ji zpiisobenym priinikem iontového proudu do

intracelularniho prostoru burky.

5. Behavioralni vlastnosti Lurcher mutantua

Lc mutace pfinasi postizenym jedinctim snizeni vykonu v mnoha ohledech. Vliv na vysledky
v ruznych typech behavioralnich testti ma pohlavi, v€k i kmen, ze kterého mysi pochazeji, a mély by
byt v kazdém vyzkumu zohlediovany. Mutace postihujici moze¢ek nema vliv pouze na motorické
schopnosti, ale ovliviiuje i vy$§i mozkové funkce jako jsou kognice a emoce. V testech byvaji
nejcastéji zkoumany motorické deficity, prostorova orientace, schopnost uceni a uzkostné stavy.
Vsechny tyto schopnosti jsou ¢asto naruSeny pii riznych chorobach nervové soustavy, at’ uz

psychiatrickych patologiich typu schizofrenie nebo urazech mozku ¢i zhoubnych nadorech.

5.1 Motorické vykony a uceni

Jak uvadi témér kazda studie zabyvajici se Lc mutaci, postizeni jedinci maji, stejné jako
ostatni typy cerebelarnich mutanti, oproti zdravym jedincim, sniZzenou té€lesnou hmotnost (Thullier
etal., 1997; Tama et al., 2015). Fyzicky vyvoj Lc mysi je zpozdény a vétSina postnatalnich reflexd,
naptiklad vyrovnavani osy téla (z angl. righting reflex) se vytvati pozdé&ji (Thullier et al., 1997).
Svaly Lc mutantt jsou zpoc¢atku vyvoje slabsi. K tomuto zjisténi dospél tym védcu Hilber & Caston
(2001) metodou pii které byla méfena doba, po kterou je mys$ schopna se udrzet se na provazku
zavésena za predni packy. Ve statistice byl zohlednén i faktor, za kolik koncetin se v priabéhu pokusu
drzela. Vykon zdravych jedincii byl nejlepsi u mladych zvitat ve 3. mesici zivota. Doba udrzeni se
na provazku klesala mezi 3. a 9. mésicem a mezi 9. a 15. mésicem Zivota. Lc mutanti signifikantné
zaostavali za vykonem zdravych mysi ve v€ku 9. a 15. mésict. Od 15. mésice byli vSak srovnatelné
zdatni se zdravymi jedinci.

DalSim obvyklym testem pouzivanym pro méfeni pohybové koordinace mysi je rotarod.
Rotarod je horizontalné umisténd ty¢ s podélnymi vroubky pro lep$i udrzeni, kterd se toci
definovanou rychlosti. Mys je na ty¢ umisténa kolmo a hlavou proti sméru otaceni. V tomto testu se
také méfi Cas, po ktery je myS schopna se udrzet na rotarodu a zaznamenava se, jakou techniku
k udrzeni rovnovahy pouziva — asynchroni, synchroni chtizi, nebo pevné drzeni. V tomto testu maji
Lc mutanti opét velmi slabé vysledky. Na rotarodu byly vSechny zdravé kontroly schopny
Vv jakémkoliv véku zlepSovat své vysledky uéenim. Tato schopnost uceni byla u Lc jedinci silné
potlacena, byli schopni se ucit jen slabé a pouze do 9 mésict Zivota, poté zcela ztratili schopnost

uceni (Hilber & Caston, 2001). U Lc jedincti nebyl na druhou stranu zaznamenan ani pokles v kvalité
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vykonu s vékem, coZ je ale nejspise zptsobeno tak nizkym vykonem v mladi, Ze se jiz nemohl dale
zhorSovat (Hilber & Caston, 2001). Zajimavosti je, Zze pfi prvnich 3 testech na rotarodu pouzivaji
Lc mutanti zcela jinou strategii k udrzeni rovnovahy. Zatimco zdravi jedinci jsou schopni se rychle
adaptovat a udrzovat rovnovahu pomoci chiize ¢i béhu, Lc mysi Se jen za pasivniho otaceni pevné
tisknou k rotarodu (Hilber & Caston, 2001). V jinych studiich uvadé&ji nékteti autofi zlepSeni vykonu
Lc jedincti motorickym ucenim. Cendelin et al. (2008) naptiklad zaznamenali zlepSeni vykonu
v testu rotarodu. Z pohledu autorti k tomu mohlo dojit bud’ zachovanou slabou schopnosti uéit se,
nebo prostym zlepsenim fyzické kondice, diky predchazejicim pokustim s plavanim. Toto zlepsSeni
bylo pozorovano ale pouze pii jednom testu a jen u mladych jedincd. Spole¢né s rotarodem testoval
Cendelin et al. fyzickou silu na horizontalni ty¢i a motorické schopnosti na naklonéném zebticku.
Ani Vv jedné discipliné nebyli Lc mysi schopny sviij vykon zlepsit u¢enim se praxi. Je tieba zminit,
7e tyto dva testy byly opakovany s dlouhymi intervaly (4 tydny). Urcité zlepSeni vykonu podobné
zdravym jedincim popsal Lalonde (Lalonde, 1994) pomoci svych testl s naklonénymi rovinami.
V prvnim testu byly mys$i umistény do stiedu naklonéné desky podlozky hlavou dolt. V pokusu byla
meéfena dveé kritéria, nez se my$ otocila hlavou nahoru a nez doséhla vrcholu desky. Ve druhém
testovani byla zvifata opét postavena na desku, ta se navic naklanéla ze strany na stranu, nejdiive
pod uhlem 30° a potom 60°. V tomto testu byl méfen ¢as, jak dlouho se mys$ udrZela na pohybujici
se desce. Lc mutanti méli zhorSené vysledky v testu pohyblivé desky, ale ve srovnani s kontrolami
dosahovali srovnatelné miry uceni.

S mirou poznani, kterym v dnesni dobé disponujeme, se da fici, ze L¢c mutanti maji vyrazné
snizenou motorickou schopnost uceni. O celkové zhorSeném motorickém vykonu ve srovnani se
zdravymi jedinci referuje i mnoho dalsich studii (Le Marec et al., 1997; Thullier et al., 1997; Hilber
et al., 1998; Porras-Garcia et al., 2005).

Ve své studii Cendelin et al. (2010) méfili pomoci systému CatWalk parametry chiize a
pomoci rotarodu motoriku u Lc jedinct. Cilem prace bylo zjistit, jakym zptsobem se 1i§i chuize
Lc mysi od zdravych jedinct. CatWalk systém ma 85cm dlouhou a 8,5cm Sirokou ulicku, ve které
se mohou mysi volné pohybovat. Pristroj méti rychlost chiize, pravidelnost kroku, thel packy vici
ose téla a sméru pohybu, délku doby kontaktu packy s podlozkou, délku kroku atd. Védci touto
metodou zjistili jasné rozdily mezi hodnotami chiize mysi s cerebelarni mutaci a mezi zdravymi
kontrolami. Je zajimavosti, Ze veSkeré rozdily mezi chizi byly smazany, pokud se ptihlédne
k rychlosti chiize, ptestoze chiize Lc jedince od zdravého je rozpoznatelnad pouhym okem po chvili
pozorovani. Takto se i v laboratornich chovech bézné mutantni mysi od svych zdravych sourozencii
rozpoznavaji. Nutno podotknout, ze systém analyzuje pouze zaznamy s piimou chuzi, bez zastavek
a vahani na misté. Timto jsou z mého pohledu rovnou filtrovany typické motorické projevy
cerebelarnich ataxii, které ovliviuji charakteristickou chizi Lc mysSi. Mutaci neni postihnuta
koordinace koncetin a pfimym projevem jsou pouze veskeré tiesy, ataxie, vravorani atp. V testu

rotarodu byly v této studii opét zaznamenany zhorSené vysledky Lc mutantd, coz je protichidny
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vysledek k hodnotam zjisténym ze systému CatWalk. Ze zavéru prace vyplyva, Ze postoj a chiize

Lc mysi se od zdravych jedinct li$i pouze v zavislosti na rychlosti pohybu.

5.2 Explorativni chovani a prostorova orientace

V testu oteviené arény vykazuji Lc mys$i vice rozptylenou aktivitu po celé plose prostoru,
nez zdravé kontroly (Ttma et al., 2015). Tento test slouzi k behavioralnimu testovani pruzkumného
chovani. MyS§ je umisténa do stfedu otevieného boxu a necha se neruSen¢ prozkoumavat okoli.
Veskery pohyb je zaznamendvan a vyhodnocuji se data jako je lokomoc¢ni aktivita, usla vzdalenost,
prumérna rychlost pohybu atp. V dal§im z behavioralnich testi je pouzita dérovana deska. Mys
umisténd na desce se snazi opét prozkoumavat okoli a s nim i jednotlivé diry. Pfi pokusu je
zaznamenana usla vzdalenost a pocet dér navstivenych za minutu. Piestoze Lc jedinci vykazuji vyssi
spontanni aktivitu, pii prizkumu dérované desky prozkoumaji mensi pocet dér, nez zdravi jedinci.
Podle Castona et al. (1998) je tento fenomén zptisoben nizsi motivaci k prizkumu nového prostiedi,
ale také nedostatky v prostorové orientaci. Autor ztéchto experimentd vyvozuje, Ze kromé
prizkumného chovani a kognice, se mozeéek podili i na motivac¢nich procesech chovani. Za zminku
stoji fakt, ze v tomto vyzkumu pouzil pro srovnani s Lc mutanty i mysi s odstranénym mozeckem.
Lcmysi i kontrolni jedinci bez mozeCku méli siln€ sniZzenou pohybovou aktivitu i pocet
prozkoumanych dé&r. Srovnanim vykonu Lc jedinci se zachovalym mozeckem a Lc mysi
s odebranym mozeckem dospéli vyzkumnici k zavéru, Ze ke standardnimu explorativnimu chovani
je nezbytny mozeéek jako celek, jak jeho kortikalni oblasti, tak i hluboka jadra. Lc mutanti
s mozeckem méli vyss$i prizkumnou ¢innost.

Casto uzivanym testem prostorovych schopnosti byva Morrisovo bludisté (Morris, 1984),
kde se mys snazi dostat z vody nalezenim viditelného nebo skrytého ostruvku. | vtomto testu
plavecké zdatnosti a prostorové orientace dosahuji Lc jedinci horSich vysledku a to i piesto, ze
rychlost plavani neni, na rozdil od chiize, niz$i (Cendelin et al., 2008). V Morisové bludisti jsou
Lc mutanti schopni alespon ¢asteéného zlepSeni v nalezeni skrytého ostrtivku. L¢ mys$i maji problém
ve spravném smeétfovani k viditelnému cili v Morisové bludisti z cehoz védci usuzuji, kromé
poskozeni orientace, také snizenou kvalitu zrakové orientované motorické koordinace (Lalonde et
al., 1988; Porras-Garcia et al., 2005).

Ve své studii Hilber et al. (1998) zkoumal schopnost prostorového uéeni a paméti v zavislosti
na prostiedi u Lc mysi a zdravych jedinct pfed a po odstranéni mozecku. Hilber ke svému pokusu
pouzival tkoly zkoumajici prostorové uceni odvozené od Morisova bludisté. Pocet Lc mysi
schopnych ucéeni byl mens$i, nez u zdravych jedinct, nikoliv vSak signifikantné. Navzdory
pohybovym nedostatkim a zhorSené prostorové orientaci se vétSina LC myS$i nauila splnit kol
stejné dobie, jako kontrolni jedinci. Del$i dobu nutnou K opusténi bludisté Lc mutanty davaji autofi
do souvislosti se zplisobem orientace v prostoru. Jednim z nazort je, ze zdravé mysi jsou schopny

vytvorit si kognitivni mapu, zatimco LC mysi, kvili cerebelarnimu deficitu, fe$i svou prostorovou
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orientaci spiSe pomoci asociaci s prostiedim, zapamatovanim si umisténi okolnich véci a mista
ostrivku. Lc myS$i s odebranym mozeckem pied procesem uceni byly schopny se i poté naucit
opoustét labyrint stejné Gspésné jako zdravé mysi a Lc mySi bez odebraného mozecku. Z tohoto
vysledku autofi vyvozuji, Ze hluboka jadra mozecku nejsou nutna k tomuto typu uceni. Kontrolni
mysi, kterym byl pied testem odebran mozecek, byly schopny se naucit cestu k opusténi labyrintu a
byly schopny si pamatovat umisténi ostruvku i o tyden pozdéji, i kdyz ne s takovou presnosti, jako
zdravé mysi s kompletnim mozkem. KdyZ byl mozecek zdravym jedinctim odebran az po procesu
uceni, zcela zapomnély diky zakroku, lokalizaci tunikového ostrivku. Témito vysledky autofi studie
podlozili nazor, Ze mozecek neni nezbytné nutny k plnéni ukoll spojenych s prostorovou orientaci.
Pokud vsak proces uceni prob&hl pied odebranim mozecku, byla tato struktura nutna k udrzeni
pamétové stopy (engramu). Ziskané poznatky odebranim mozecku u Lc mysi byly od zdravych
jedinci rozdilné. Odebrani cerebella Lc myS$im pied u¢enim sice nepostihlo schopnost uéeni, ale
zcela znemoznilo udrzeni paméti. Byl-1i mozecek odebran az po uceni, schopnost zapamatovani si
trasy byla prerusena, stejné jako u zdravych jedinct. Piihlédneme-li K tomu, Ze Lc my$i maji
zdegenerovany témeét cely cerebeldrni kortex, odebrani mozecku se u nich dé4 srovnat s odebranim
hlubokych cerebelarnich jader. Zda se, Ze hluboka jadra maji odlinou tlohu u Lc jedincu a u
zdravych mysi. U zdravych jedinci neposkozeny mozecek neni potiebny K plnéni orienta¢nich testt
a udrzeni paméti. To vSak neplati u Lc mutantt, u kterych se naopak hluboka jadra mozecku ukazala
byt nezbytna k udrzeni paméti. U zdravych jedinct méa mozecek pouze tedy piechodnou funkci ve
zpracovani pamétové stopy a posila engram do dal§ich casti nervové soustavy. Odstranénim
mozeCku dochazi k pferuSeni spojeni mezi mozeckem a ostatnimi ¢astmi nervového systému
podilejicich se na paméti. Pro takovéto spojeni fungujici u zdravych jedinci, nikoliv v§ak u L¢c mysi,

je nezbytny neposkozeny kortex mozecku.
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5.3 Chovani Lurcher mutantu ve stresové zatézi

Lc mysi vykazovaly oproti jinym jedinciim, S odliSnou neurodegeneraci mozecku, rozdilné
chovani v testu nuceného plavani, pii kterém nepouzivaly pasivni nadnaseni na vodni hladiné ani po
delsi dobé testovani. Lc mysi byly mnohem vice aktivni, nezli druhé zkoumané mysi s jinym typem
cerebelarni mutace, u kterych se v prubéhu testovani objevovaly znamky pasivity a sklony
k depresivnimu chovani. Zavér studie porovnavajici vykony obou skupin mutanti konstatuje lepsi
vykony pravé u Lc jedinct (Tama et al., 2015).

Na zavér kapitoly bych rad zminil sniZzenou kvalitu matetského chovani a Casté piipady
infanticidy u Lcsamic. Celkova rozmnozovaci schopnost je u mutantnich samic sniZena.
Piedporodni reprodukéni schopnosti, chovani a schopnost poceti nejsou od zdravych jedinct odli$né.
Stejné tak je shodna doba biezosti a ani rychlost porodu neni mutaci ovlivnéna. Prvni rozdil oproti
zdravym samicim nastava v poc¢tu narozenych mlad’at, ktery je u Lc samic mensi. Pieziti mlad’at a
zvysena infanticida predev§im u mysi majicich prvni vrh ukazuje zhorSené matetské schopnosti. Toto
chovani je nejspise zptisobeno rozdilnym zvladanim stresu a odlisnymi reakcemi i na mirné zvyseni
stresovych hormont. Poskozeni Purkynovych buné€k, centralniho inhibi¢niho systému, a tim odlisné
zpracovavani informaci mize vést k zanedbavani mlad’at, zabijeni ¢i pojidani vlastnich mlad’at a
dalsimu nestandardnimu matetskému chovani. Tato hypotéza je podpoiena studii (Poley, 1974)
zabyvajici se zvySenim piipadd infanticidy a matetského kanibalismu u hlodavcd pii zvySeném
stresu zptsobeném prostiedim. Zavérem studie piSe autor 0 vlivu Lc mutace na anatomické a
reprodukéni poruchy, ktery je mensi, nez u jinych cerebelarnich mutant. SniZzeny pocet zdarné

v

zpusobenych degeneraci Purkyiiovych bunék uvniti mozec¢ku (Ttma et al., 2013).

6. Obdobné cerebeliarni degenerace

Mutaci v mysSich genech zpisobujicich neurodegeneraci mozecku, ataxii a jina postiZeni je
cela fada. Kazdy z typi ma jiné fenotypové projevy, a hodi se tak k jinym typim pokust. Vycet
téchto mutaci zde uvedenych je jen pfehledem nejznaméjsich a nejpouzivanéjSich z nich. Kromée
ptirozenych mutaci se v dnesni dob¢ pouzivaji myS$i transgenni s upravenymi geny konkrétnich
studovanych vlastnosti. Spontanni mutace vznikaji stale, jako posledni uvadim mutaci ts3 popsanou

teprve pred dvéma roky (Miyoshi et al., 2014).

Hotfoot

Mysi s mutaci Hotfoot (Grid2") maji postizeny stejny gen, ktery je degenerovan u Lc mysi
2001). Rozdil mezi mutacemi Lc a Hotfoot spociva v tom, ze Hotfoot mutace zapficiniuje ztratu

funkce zplisobenou trvalym zachycenim GIluR$2 v endoplazmatickém retikulu. V porovnani s nim,
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v mutaci Grid2"° dochazi ke zméné funkce iontového kanalu GluR$2 receptoru (Matsuda & Yuzaki,
2002). Dalsim z postizeni téchto mysi je nekroza ¢asti granularnich bunék a naruSeni inervace

Purkynovych bun¢k (Guastavino et al., 1990).

Purkinje cell degeneration mice — PCD

Tento typ mutace se nachéazi na 13. chromozomu a mé4 autosomalné€ recesivni charakter.
Mutace je zptusobena nékolika mutantnimi alelami v genu pro cytosolicky ATP/GTP vazebny protein
(Mullen et al., 1976; Fernandez-Gonzalez et al., 2002). Tento protein se u zdravych jedinct vyskytuje
V Purkynovych burkach, olfaktorickych bulbech a vretingé. VSechna tato mista jsou zasaZena
postupnou degeneraci. Primarni fenotyp se projevuje zanikem Purkyfiovych bunék zaéinajicim mezi
17.—24. dnem postnatalniho zivota (Mullen et al., 1976; Landis & Mullen, 1978). Sekundarni ztrata
90 % granularnich bunék je zplisobena zanikem synaptického spojeni s Purkynovymi bunkami
(Triarhou, 2010; Ghetti & Triarhou, 1987). Ve véku P300 je pocet neurond dolni olivy zredukovan
0 49 % (Ghetti & Triarhou, 1987). Dale v prib&éhu postnatalniho Zivota dochazi ke ztratam
fotoreceptort v retiné (Mullen & Lavail, 1975). Degeneraci Purkynovych bunék je zahajena aktivace
astrocytl, mikroglii a apoptoticka smrt cerebelarnich oligodendrocytt (Baltanas et al., 2013; Kyuhou
et al., 2006).

PCD mutanti maji mensi télesnou vahu a to dokonce mensi, nez Lc mutanti (Tama et al.,
2015). Samci jsou sterilni kviili nedostatecné pohyblivosti, malé koncentraci a abnormalnimu tvaru
spermii. Plodnost samic je snizena. Neurologické symptomy jsou shodné s Lc postizenim, ataxie se
zaéina projevovat okolo 21. dne postnatalniho Zivota (Mullen et al., 1976). PCD mysi vykazuji
nedostatky v testech prostorové orientace (Goodlett et al., 1992) a maji problém se zlepSenim svého
vykonu tréninkem (Le Marec & Lalonde, 1997; Le Marec & Lalonde, 1998).

Staggerer

Nazev této mySi mutace vypovida o hlavni charakteristice postizenych jedinct z angl.
stagger - potacet se, motat se. Staggerer mutace je lokalizovana na 9. chromozomu v genu Rora*®® a
patii mezi autosomalné recesivni typ (Hamilton et al., 1996). Staggerer mutace je v mnohém
Lc mutaci podobna. Mysi maji charakteristickou potacivou chiizi, trpi hypotonii a v cerebelarnim
kortexu maji malo granularnich bunck. Jedinci s mutaci Staggerer, stejné jako jini mutanti
s degeneraci mozecku maji mensi télesny vzrist v porovnani se zdravymi kusy. Zajimavosti je fakt,
ze Staggerer pres svij mensi t€lesny vzrust piijimaji vice potravy, nez zdravi jedinci (Guastavino et
al., 1991). Tento jev se vysvétluje zménou v ukladani hnédého tuku a dal§imi metabolickymi
zménami. V mozecku mutantll dochézi k degeneraci Purkyiovych buné€k, na niz navazuje ztrata az
60 % neuroni dolni olivy v dasledku ztraty spojeni s cilovou buitkou. Homozygoti nasledkem silné

cerebelarni degenerace maji velice Spatné vykony v motorickych testech a nejsou schopni se
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pravidelnym tréninkem zlepsit (Lalonde, 1987a; Lalonde, 1987b). Heterozygoti maji v roce Zivota
postizeno degeneraci shodné 35 % Purkynovych a granuldrnich bunék a 40 % neuronid dolni olivy

(Zanjani et al., 1992).

Nervous

Mutace Nervous je autosomaln€ recesivni typ s vyskytem na 8. chromosomu. Mutace
vykazuje netplnou penetranci a predpoklada se Nervous lokus na 5. chromosomu (De Jager et al.,
1998; Campbell & Hess, 1996). Okolo 50. dne Zivota zdegeneruje 80 % Purkynovych bunék ve
vermis, 88 % podél piedélu mezi vermis a hemisférami a 97 % Purkynovych bunék degeneruje
V hemisférach. Od 15. dne Zivota lze pozorovat nezvykle zakulacené mitochondrie v Purkyiiovych
burikach, k ¢emuz se Casem piidava zietelnd degenerace hrubého endoplasmatického retikula a
Golgiho komplexu. Nezasazenych 10 % Purkynovych bunék obsahuje mitochondrie s normalnim
tvarem (Landis, 1973).

Nervous mysi trpi, stejné jako ostatni mutanti s degenerativnim onemocnénim mozecku,
ataxii, mens$i télesnou velikosti, ale také hyperaktivitou. Maji sniZeny vykon oproti kontrolam
Vv typickych testech jako je Morisovo vodni bludisté, rotarod atd. (Lalonde & Strazielle, 2003).
Kromé cerebelarniho poskozeni maji Nervous mutanti poSkozenou retinu. Fotoreceptory nejvice
degeneruji mezi 13. — 19. postnatalnim dnem, poté se degenerace zpomaluje. Po 17 mésicich Zivota

postizenym mysim zastava pouze nékolik fotoreceptort (LaVail et al., 1993).

Weaver

Weaver mysi trpi semi-dominantni mutaci lokalizovanou na 2. autosomalnim chromosomu.
Mutace koduje missense chybu v genu pro G-protein, ktery je svou funkci spojeny s draslikovym
kanalem (Patil et al., 1995). Na rozdil od ostatnich zde popsanych typi mutaci jsou v tomto piipadé
Purkynovy bunky relativné usetfeny, zatimco poskozené jsou piedev§im granularni bunky trpici
apoptickou degeneraci (Migheli et al., 1995; Wullner et al., 1995). Kromé granularnich bunék maji
Weaver myS$i z 23-25 % zredukovany pocet neuroni v jadie mozecku (Maricich et al., 1997).
Homozygotium zistava 72 % a heterozygotiim dokonce 86 % standardniho poctu Purkynovych bunék
ptitomnych v mozecku zdravého jedince (Blatt & Eisenman, 1985). Mysi Weaver maji problémy
S prostorovou orientaci v Morisové vodnim bludisti a maji snizené explorativni chovani. Maji téz
zhorSené motorické vykony pii plnéni ukolli z diivodii ataxie, hypertonie a tiesu. Po odstranéni
vermis z mozec¢ku mutantnich jedinct vymizi svalovy tfes a dochazi ke zlepseni motoriky (Griisser-

Cornehls et al., 1999).
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ts3 - Trichinella spiralis resistance 3

Tuto novou mutaci piedstavil japonsky tym védct Miyoshi et al. (2014). V mnoha ohledech
je podobna Lc mutaci, piesto se od ni odliSuje, pfedev§im hor§i mirou postizeni. Mutace ts3 je
autosomalné recesivni S pevnou fenotypovou expresi a je zpusobena rozsahlou deleci v kodujicim
regionu genu Grid2. Znaky mutace jsou cerebelarni atrofie, morfologické abnormality Purkynovych
bunek, atypické synapse mezi Purkynovymi bunikami a paralelnimi vlakny a zredukovany pocet
granularnich bunék. U téchto znakii byla pozorovana mirna variace mezi jednotlivymi kusy. Prvni
projevy mutace zacinaji byt ziejmé okolo tii tydnd zivota. Hlavnim symptomem je silna ataXie
prechazejici postupné az v ochrnuti ptednich koncetin. Autofi uvadéji, ze na zékladé zkusenosti
S jinymi mutanty trpicimi ataxii (patrn¢ tedy mutaci Lc) provedli imunohistologickou analyzu gent
pro GluR&2 a jeho ligand cerebellinl. Z naméfenych hodnot zjistili, Ze k expresi téchto dvou gent
nedochazi bud’ viibec, nebo jen v nedetekovatelném mnozstvi. U této nové objevené mutace bude
potieba objasnit jest¢ mnoho véci, autofi popisuji nekorelujici hodnoty mezi cerebelarni atrofii a

behavioralnimi abnormalitami a mnohé dalsi.

/. Moznosti vyzkumu
7.1 Rozdily vlastnosti Lurcher jedinci v zavislosti na kmenu piivodu

Lc mutace postihuje jedince nékolika raznych mySich kment. Fenotypové vlastnosti kmene
mohou ovliviiovat ¢i ménit nasledky Lc mutace. V ramci designovani pokusu je proto dilezité
vybrat, kromé ptiléhavé mutace, i spravny kmen nenarusujici zkoumané hodnoty, popiipadé vhodné
je dopliujici. Nejcastéji pouzivanymi kmeny s Lc mutaci jsou B6CBA a C3H. Prvni z dtlezitych
poznatku je, ze nékteré C3H mysi trpi retindlni degeneraci, a proto nejsou vhodné na urcité typy
behavioralnich testti vyzadujicich zrakovou orientaci (Cendelin et al., 2014). Cendelin et al. ve své
praci porovnava vykonnost Lc mutantti od obou téchto kmend a zdravych jedinci. Z vysledki
porovnavajicich schopnosti v Morisové vodnim labyrintu vyplyva, Ze rozdily v kvalité¢ podanych
vykonl jsou zavislé na typu kmene, nikoliv na Lc postizeni. Niz§i vykony C3H kmene byly ve
srovnani s BGCBA horsi, jak u zdravych jedinct, tak i u mysi s Grid-®, Timto zptisobem specifické
vlastnosti kmene méni projevy LC mutace. Lc mutace je svou patogenezi nadfazena kmenovym
specifikim a neni nijak ovliviiovana charakteristickymi vlastnostmi kmenového ptvodu. Piesto
kombinace Lc mutace s C3H kmenem zabranovala témto jedinctim procesu uceni v testu se skrytym
ostrivkem v Morisove bludisti. Vysledky svého zkouméni uzavira Cendelin et al. konstatovanim, ze
kmen B6CBA je vhodné&jsi pro vyzkum behavioralnich aspekti cerebelarnich degeneraci z hlediska

toho, ze B6CBA nekombinuje specifické vlastnosti kmene s abnormalitami Lc mutace.
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7.2 Lurcher mutace v souvislosti s lidskymi chorobami

Lc mysi s pfesné vymezenou mutaci v ¢asti mozecku — v Purkyniovych buikach a zaroven s
netknutymi hlubokymi jadry, jsou vhodnym modelem pro vyzkum funkci mozecku. Zajimavou studii
provedli v roce 1998 Schmahmann a Shermann na vzorku dvaceti pacienti majicich 1éze zasahujici
posteriorni laloky mozecku a vermis. Pacienti trpéli poruchami velmi podobnymi tém, které se
projevuji U Lc mysi, napt. poruchou exekutivnich funkci, paméti atd. (Schmahmann & Sherman,
1998). Tyto klinické projevy se souhrnné oznacuji jako Cerebelarni kognitivné afektivni syndrom.
Diky vyzkumu mozecku u Lc mutantii miizeme dnes vice rozumét zejména témto typim poruch.

V posledni dekadé se také objevuji vyznamné souvislosti mezi narusenou funkci mozecku a
mnohymi psychiatrickymi poruchami. Nékteré projevy §iroké skaly nemoci, jako jsou napiiklad
autismus, schizofrenie, ADHD, dyslexie a mnohé jiné, jsou pravé diky vyzkumtim Lc mysi pfic¢itany
$patné funkci mozecku a Purkynovych bunek. Autistické poruchy mohou byt zplisobené cerebelarni
degeneraci ve form¢ ztraty Purkynovych bunék, ktera mize vést k dysfunkei prefrontalniho kortexu
(PFC - zangl. prefrontal cortex) (rev. Palmen et al., 2004). Timto tématem se zabyva studie
(Mittleman et al., 2008) ve které se védci zaméfili na souvislosti mezi funkci mozecku a vylevem
dopaminu v PFC. Vyzkum byl provadén na Lc mysich, které diky poskozenému cerebelarnimu
kortexu a zachovalym hlubokym jadrim mozecku byly vhodnym modelem. Pii pokusu in vivo bylo
pomoci elektrické stimulace Purkynovych bunék nebo dentatus nucleus zjistovano, zda bude
dochazet k vylevu dopaminu v PFC. U kontrolnich zvitat doSlo pomoci elektrické stimulace vrstvy
Purkyiiovych bunék k signifikantnimu vybuzeni vylevu dopaminu v PFC. Stejnou stimulaci
hlubokych mozeckovych jader dentatus nucleus u zdravych jedinct doslo opét k vylevu dopaminu
v PFC o srovnatelné velikosti, pouze s kratsi dobou trvani. Pfi pokusu na Lc mysich byly namétené
vysledky jiné. Ptestoze elektrickou stimulaci Purkynovych bunék Lc mutanti nebyl navozen
dopaminovy vylev, stimulaci jader dentatus nucleus u Lc mutanti doslo k signifikantnimu zvyseni
vylevu dopaminu. Doba vylevu byla ve srovnani se zdravymi jedinci delsi. Témito vysledy autofi
studie prokazuji zavislost uvoliiovani dopaminu v PFC na funk¢nosti vystupu Purkynovych bunék.
Zaroven tak bylo prokazano, ze dentatus nucleus u Lc mutantt zistava alespon z ¢asti funkéni.

Studie (Martin et al., 2010) se zaméfila na souvislosti mezi aktivitou, explorativnim a
opakujicim se chovanim a mnozstvim degenerovanych bunék u LC mutantl. Pravé repetitivni
chovani a hyperaktivita byva ¢astym znakem vyvojovych poruch véetné autismu, na ktery byl tento
vyzkum zv1ast’ zaméten. Jeden z opakujicich se poznatkt ve studiich post mortem ziskanych mozki
autistickych pacientii je silna redukce poétu Purkynovych bunék (rev. Palmen et al., 2004).
K pokustim s aktivitou, explorativnim a repetitivnim chovanim byla pouzita chiméricka zvifata
vytvofena spojenim Lc embrya a embrya ze zdravého jedince. Tyto chimérické mySi mély pocet
degenerovanych Purkyiovych bunék v rozpéti od 0 % az po 100 %. K ziskani celistvého obrazu o

funkci mozecku byli také testovani zdravi jedinci a Lc mutanti. Zmétenim aktivity pomoci testu
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pohybu Vv oteviené aréné byla zjisténa negativni korelace mezi po¢tem zachovalych Purkynovych
bunék a aktivitou mysi.

Pomoci testu dérované desky byla zkoumana explorativni Cinnost méfenim poctu
pro¢muchanych dér. Také v tomto testu se objevila negativni korelace mezi poctem Purkynovych
bun¢k a mnozstvim prozkoumanych dér v ptipad¢ zdravych mysi a chimérickych jedincti. To muze
byt ovSem zptisobeno i celkové zvySenou aktivitou chimerickych mysi se snizenym poctem
Purkynovych bun¢k. Lc mutanti m¢li v tomto testu nejmensi vykonost. To odpovida i vysledkiim
star$ich studiim (Caston et al., 1998).

Tretim testem sledujicim repetitivni chovani bylo spojeni packového davkovace s odménou.
Za mackani packy dostavaly mysi malou davku sladkého kondenzovaného mléka. Pocet zmacknuti
nutny pro vydani odmény kazdy den aritmeticky nartistal. Behem vydavani odmény z davkovace
zhaslo svétlo v kleci a rozsvitilo se uvnitt zasobniku s mlékem. Po tuto dobu bylo dale snimano
zmacknuti packy, ale nebylo pocitano do poétu potiebného K vydani mléka. Test skoncil ve chvili,
kdy pokusna mys nezmackla davkova¢ po dobu 5 minut.

Chimerické mysi s mensim poctem Purkynovych bunék mackaly packu signifikantné vice,
jejich nedostatky v motorice.

Stejné jako piredeslé dva pokusy, tak i zvySené mackani packového déavkovace bylo
negativné spjato se zachovalym poctem Purkynovych bunék. Z téchto vysledkti vypliva vliv poruch
mozecku na narlst aktivity a repetitivniho chovani. Vyssi pocet prohledanych dér mize byt pticitan
zvySené motivaci kK prizkumu, stejné tak ale opakované prohledavani muze byt brano jako repetitivni
chovani shodné s mackanim davkovaci packy (Martin et al., 2010).

Studiem abnormalit struktury mozecku, cerebelarnich neuronti a vlivu téchto postizeni na
chovani spojené s autismem a jinymi poruchami se zabyvaji mnohé soucasné studie. Mnoho z nich
vyuziva k vyzkumu téchto problémt pravé Lc mySi. Tento my$i model je tedy pro lidské zdravi

velkym ptinosem (Dickson et al., 2016; Cairns et al., 2016).
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8. Zavér

Ve své praci jsem shrnul poznatky o Lc mutaci, které byly u€inény za 56 let vyzkumu od
prvniho popisu takto postizenych mysi. Pfinos Lc mutanti k poznani mnoha funkci mozecku je
nepopiratelny. Zaméteni vyzkumil se z pocatku soustiedilo pfedevsim na kvantitativni stranku
degenerace, po¢ty umrti jednotlivych typi neuronti a vyvojovy priabeh téchto d&ji. Nejsilngjsi proces
neurodegenerace probiha béhem prvnich tii tydnl postnatalniho zivota. Do tii mésicti od narozeni
ztrati Lc mysi veskeré Purkynovy buiiky. Granularni bunky jsou zredukovany o 90 % a z pivodniho
poctu olivernich neuront se zachova pouze 25 %. Zaméfeni vyzkumnych praci se znatelné¢ zménilo
po dulezitém objevu charakteristiky mutace v GIuR52 a jejim vlivu na vlastnosti receptoru. Zaménou
dvou aminokyselin ve vysoce konzervované oblasti 3. transmembranové domény se GluR62 méni
ve stale otevieny kanal propustny pro kationty, pfedev§im Na®*, ¢imZ je zplsobena konstantni
depolarizace membrany Purkynovych bunék. Postupné byly shromazd'ovany dikazy o probihajici
apoptdze, autofagii ¢i nekroze v umirajicich Purkynovych buiikdch. Skute¢ny diivod bunééné smrti
bude nejspise kombinaci téchto smrtelnych drah, ale tato otazka ziistdva dodnes nezodpovezena.

Hledani vazebného ligandu pro GluR62, zaméstnavajici mnoho vyzkumnych tymu, bylo
vV nedavné dobé uspésné ukonceno objevem proteinu Cerebelinul. Tato molekula plni v mozecku
mnoho dtlezitych funkci, prevdzné v oblasti synapsi Purkyiiovych bun¢k a paralelnich vlaken.

Poznatky o vlivu mutace na pamét’, fyzicky vykon zvirat a mnohé dalsi behavioralni aspekty
nam déavaji moznost poznavat souvislosti mezi neurodegeneraci jednotlivych casti mozeCku a
poruchami s nimi souvisejicimi.

Desitky let ziskavani co nejptesné€jsich informaci o mutaci, jejich molekularnich znacich a
behavioralnich projevech v sou¢asnosti sklizi ovoce. LC mysi se stavaji nedilnou souéasti vyzkumu
lidskych chorob a poruch souvisejicich se $patnou funkci mozecku. Budouci vyzkumy uskuteénéné
s Lc mutaci budou dale objastiovat pfic¢iny lidskych nemoci a moznosti jejich 1é¢by. Stejné tak bude

jisté v dohledné dobé objasnéna otazka procesu degenerace Purkynovych bungk.
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