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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3-NP 3-nitropropionova kyselina

ATP adenozintrifosfat

BrduU bromodeoxyuridin

CAG cytozin-adenin-guanin

CNS centralni nervovy systém

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindol

EPO erytropoetin

EPO-R receptor pro erytropoetin

GABA y-aminomaselna kyselina

GFAP glialni fibrilarni kysely protein

HD Huntingtonova choroba

HEB hemato-encefalicka bariéra

htt huntingtin

i.m. intramuskularni aplikace

i.p. intraperitonealni aplikace

1A ibotenova kyselina

IF intermedialni filamenta

IT 15 interesting transcript 15

KA kainova kyselina

KV kanal vpichu

MA malonova kyselina

MLGP membrana limitans gliae perivascularis
mhtt mutantni huntingtin

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
nc nucleus

NDP neurodegenerativni proces

NEST nestin

QA chinolinova/quolinova/quinolinova kyselina
rhEPO rekombinantni lidsky erytropoetin
SDS-PAGE sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
tgHD potkan transgenni pro Huntingtonovu chorobu
VIM vimentin

VS Versus

WwB Western Blot

wit wild-type

YAC yeast artificial chromosome

+/- pozitivni/negativni



1. SOUHRN

Huntingtonova choroba (HD) je dédi¢né neurodegenerativni onemocnéni. I pies to, ze
jiz zname pfi¢inu vzniku tohoto onemocnéni, jiz je produkce mutantni formy
nestabilniho proteinu huntingtinu (mhtt), obsahujiciho 40 a vice repetici trinukleotidu
CAG, efektivni terapie doposud neexistuje. Proto pfi studiu patogeneze tohoto letalniho
onemocnéni maji nezastupitelnou roli in vivo modely. Doposud vSak neexistuje model,
ktery by napodobil prubéh neurodegenerativniho procesu (NDP), ktery se rozviji
pfedevsim ve striatu mozku pacientt s HD. Existuji dva zakladni typy modelt HD
s pouzitim hlodavcd jako experimentalnich zvifat — neurotoxicka léze a geneticky
modifikovand zvifata.

Hlavnim cilem nasi studie tedy byla podrobna morfologicka charakteristika rozvoje
NDP typu HD ve striatu mozku potkanti, pficemz byla porovndvana progrese tohoto
procesu Vv 1ézi navozené intrastriatovou injekei kyseliny chinolinové (QA) a u potkant
transgennich pro HD. Porovnavali jsme skupiny potkant (samct) S prezitim 3, 6-7, 14
dni, 1, 3, 6, 9 a 12 mésict po QA 1ézi a tgHD potkany s ptezitim 2, 6, 12, 18, 22-24
mésich a u obou skupin i stejné stara kontrolni (intaktni) zvitata.

Zakladnim morfologickym znakem NDP fenotypu HD je pfed¢asny zanik striatovych
neuront, vedouci k progredujici atrofii striata, kompenzované dilataci postrannich
mozkovych komor, provazeny rozvojem reparativni astrogliozy. Intrastriatalni injekce
QA navozuje v mozku potkana progresivni NDP, tj. velmi rychly zanik vétSiny
striatovych neurond a rozvoj vyrazné pravodni reaktivni glidzy s pfitomnosti
hypertrofickych GFAP” reaktivnich astrocytli (typickych i pro NDP u &lovéka) v akutni
fazi procesu (za 3-28 dni po QA [ézi). Tyto reaktivni astrocyty vykazuji re-expresi
intermedialnich filament, typickych pro nezralé gliové elementy (nestin, vimentin).
Tento jev naznaluje, Ze reaktivni astrocyty vykazuji nékteré atributy adultnich
kmenovych buné€k nasmérovanych na gliogenezi. V chronické fazi (za 3-12 mésicd po
1ézi) sice progrese NDP pomalu pokracuje, ale masivni zanik striatovych neuront je jiz
ukoncen a dusledkem toho je, ze (na rozdil od prabéhu HD u lidi) reaktivni astroglioza
je dokonce na Gstupu.

Prubéh NDP v mozku tgHD potkanti je sice progresivni, jeho prubéh je vSak ponékud
atypicky, protoze striatové neurony degeneruji jen pomalu, takze vyraznéj$i zmény se
objevuji teprve u zvifat starych 1 rok. Pfedev§im dochazi ke zmensSovani neuront, méné
k jejich zaniku. Degenerace neuront je (stejné jako v lidském HD mozku) selektivni.
Typicka je i postupnd akumulace polyglutaminovych agregati (mhtt) v jadrech
striatovych neurond u tgHD potkant. Velmi pozvolny rozvoj NDP nemize vyvolat
vyraznou reaktivni astrogliézu, takze také nikdy nejsou pfitomny hypertrofické ani
nestin® nebo vimentin® reaktivni astrocyty. Na progresi NDP ve striatu maji podil i
vékové zmény.

Z uvedeného vyplyva i naSe doporuceni, ze V soucasnosti povazujeme za nejvhodnéjsi
pii feSeni této problematiky kombinaci nalezd s pouZitim obou zminénych typi modeli.
Nalezy, tykajici se rozvoje NDP ve striatu tgHD potkant (samct) a jejich porovnani se
zménami po neurotoxické 1ézi, jsou zcela pavodni, doposud jinymi autory
nepublikované.



2. SUMMARY (,Morphological characteristics of alterations in the striatum
induced by neurodegenerative process in the brain“)

Huntington’s disease (HD) is an inherited neurodegenerative disorder. Although the
cause of HD, i.e. the production of the mutant form of unstable protein huntingtin (mhtt)
which contains 40 and more CAG repeats is known, the effective therapy is not yet
available. Therefore, the use of animal models is crucial for the study of the
pathogenesis of this fatal disorder. To date, there is no suitable experimental model
simulating the neurodegenerative process (NDP) developing in the striatum of the
human HD brain. Most of rodent models of HD fall into two broad categories - the
neurotoxic lesions and genetically engineered models.

The primary aim of our study was a comprehensive morphological description of the
development of NDP of HD phenotype in the striatum of the rat brain. We compared the
progression of NDP in the lesion induced by intrastriatal injection of quinolinic acid
(QA) and in rats transgenic for HD. The groups of male rats surviving for 3, 6-7, 14
days, 1, 3, 6, 9 and 12 months after the QA lesion were compared with 2-, 6-, 12-, 18-,
22-24-month-old tgHD rats and age-matched control (intact) counterparts in both
groups.

The primary morphological feature of the NDP of HD phenotype is a premature death
of striatal neurons, resulting in the progressive striatal atrophy compensated by the
dilatation of lateral brain ventricles, followed by the development of the reparative
astrogliosis. Intrastriatal injection of the QA into the rat brain induces the progressive
NDP, i.e. fast degeneration of the majority of striatal neurons and the development of
prominent concomitant astrogliosis with the presence of GFAP™ reactive hypertrophic
astrocytes (typical also for NDP in human brain) during the acute phase (3-28 days after
the QA lesion). These reactive astrocytes re-express intermediate filaments also typical
for immature glial cells (nestin, vimentin). This phenomenon indicates that reactive
astrocytes share some attributes with adult stem cells committed for gliogenesis.
Despite the slow progression of NDP during the chronic phase (3-12 months after the
QA lesion), a massive degeneration of striatal neurons is almost finished and therefore,
the reactive astrogliosis declines (in contrast to the progression in human HD).

Although the NDP in the brain of tgHD rats is progressive, its course is rather atypical
because of only slow degeneration of striatal neurons. Therefore, the substantial
morphological changes appear only in 1-year-old rats. Neurons primarily decrease in
size, less are really dying. Neuronal degeneration (like in human HD brain) is selective.
The gradual accumulation of polyglutamine (mhtt) aggregates in nuclei of striatal
neurons is also typical. Very slow progression of the NDP is not able to induce the
conspicious reactive astrogliosis, and neither hypertrophic nor nestin® and vimentin®
reactive astrocytes are present. The aging changes also contribute to the progression of
NDP.

Based on our results, the use of both mentioned models and the combination of findings
is suggested to be the most effective in this research field. Our findings referring to the
development of NDP in the striatum of tgHD (male) rats, and their comparison with
alterations induced by the neurotoxic lesion, are original and have not been referred by
any other author yet.
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3. UVOD DO PROBLEMATIKY

3.1. Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba je dédi¢né neurodegenerativni onemocnéni, vznikajici na
zakladé genetické mutace autozomalné dominantniho genu IT15 na kratkém raménku
4. chromozomu. Tento gen obsahuje nestabilni protein huntingtin (htt), sloZeny z
variabilniho poctu opakujiciho se trinukleotidu CAG. Anomalni forma huntingtinu
obsahujici 40 repetici a vice vyvolavd vznik HD (The Huntington’s Disease
Collaborative Research Group, 1993).

HD patii mezi systémové atrofie mozku, postihujici pfedev§im bazalni mozkova
ganglia, zejména nucleus (nc.) caudatus a putamen, tzv. neostriatum (striatum).
Z histopatologického hlediska je HD charakterizovana predcasnym zanikem
pfedev§im stfedné velkych (hlavné GABA-ergnich; y-aminomaselna kyselina)
striatovych neuronti obsahujicich enkefalin, dynorphin a substanci P, které primarné
inervuji substantia nigra (pars reticularis) a globus pallidus. Velké interneurony,
obsahujici somatostatin, neuropeptid Y a NADPH, cholinergni neurony a GABA-
ergni neurony, obsahujici parvalbumin, zistavaji vétsinou zachované (Ferrante et al,
1985). V pozdgjsich stadiich je také postizen neokortex, dochazi k tbytku jeho
objemu a zasazeny jsou zejména velké pyramidové neurony ve tieti, paté a Sesté
vrstvé (Heinsen et al, 1994). Ubytek neuronti se miZe objevit také v talamu,
retikularni ¢asti substantia nigra a nc. subthalamicus v dasledku sekundarnich zmén a
v pokro¢ilej§im stadiu onemocnéni (Vonsattel, 2008). Dochazi k progredujici atrofii
striata a nasledné proliferaci gliovych bunék, zejména astrocytti, coz vede ke vzniku
astroglidozy Vv postizenych oblastech. Reaktivni glioza ale nedokaze nahradit ubytek
Sedé hmoty, a proto dochazi ke kompenzaéni dilataci postrannich mozkovych komor
(Vonsattel et al, 1985).

I kdyz byla mutace genu pro htt objevena pied vice nez 10-ti lety, jeho funkce neni
doposud plné¢ objasnéna, stejn¢ jako mechanismy vedouci k selektivni
neurodegeneraci u HD. Kromé¢ intracelularni dysfunkce indukované mutantnim htt
jsou v patogenezi HD zapojené i dalsi molekularni mechanismy jako excitotoxicita,
mitochondrialni dysfunkce, apopt6za, oxidacni a nitraéni stres (napf. Gil a Rego,
2008).

3.2. Astrocyty a reaktivni glioza

Astrocyty jsou nejpocetnéj$i a nejvétsi ze skupiny bunék neuroglie v centralnim
nervovém systému (CNS). Predstavuji morfologicky heterogenni populaci bunék
hvézdicovitého tvaru spocetnymi dlouhymi vybezky, které obklopuji vSechny
bunééné komponenty v CNS (napt. Verkhratsky a Butt, 2007).

V neposkozeném CNS vykonavaji velké mnozstvi funkci, které jsou esencialni pro
funkci neurond, podileji se na udrzovani homeostazy extracelularniho iontového
prostiedi a pH v mozku, produkuji a také recykluji glutamat, zajist'uji metabolické
substraty pro neurony, kontroluji genezi, piezivani i zanik synapsi a také produkuji
velké mnozstvi neurotrofickych faktorti (napt. De Keyser et al, 2008). Velmi



vyznamna je i jejich participace na vytvofeni hemato-encefalické bariéry (HEB)
(Mathiisen et al, 2010).

V odpovédi na poskozeni CNS jakéhokoliv typu (traumatické, ischemické, virové,
nadorové, neurodegenerativni) se astrocyty stavaji ,reaktivni a dochazi k rozvoji
tzv. reaktivni gliézy. Charakteristickym znakem reaktivnich astrocytl je hypertrofie,
zvySena exprese intermedialnich filament (IF) GFAP, nestinu (NEST) a vimentinu
(VIM) - (Clarke et al, 1994; Eliasson et al, 1999). | kdyZ je jiz dlouho znamo, Ze se
reaktivni astrocyty objevuji v odpovédi na poskozeni CNS riizného plvodu, jejich
funkce doposud neni pfesné objasnéna.

3.3. Experimentalni modely Huntingtonovy choroby

Pro studium patogeneze HD a hledani potencialnich terapeutickych zasahi jsou
§iroce vyuzivany in vivo modely, které funkéné simuluji symptomy a
neuropatologické zmény v prub&hu onemocnéni. Vétsinu zvifecich modeltt miizeme
obecné rozdelit do dvou kategorii, genetické a neurotoxinem indukované modely.
Prvni in vivo modely HD byly vyvinuty v 70-tych letech na zakladé selektivni
citlivosti striatovych neuronti k excitotoxickym aminokyselinam. Tyto neurony
obsahuji velké mnozstvi glutamatovych receptoril, protoze kortikostriatalni projekce
vyuzivaji tyto excita¢ni aminokyseliny jako primarni neurotransmitery. Intrastriatalni
injekce selektivnich a neselektivnich glutamatovych agonisti - kyseliny kainové
(KA), ibotenové (IA) a chinolinové (QA) — simuluje excitotoxicky proces vedouci k
bunééné smrti (Schwarcz et al, 1979; Schwarcz et al, 2010). Mitochondrialni toxiny,
kyselina 3-nitropropionova (3-NP) a kyselina malonova (MA), indukuji smrt neuront
ve striatu inhibici komplexu II cyklu trikarboxylovych kyselin a elektronového
transportu v mitochondriich, ¢im redukuji produkci ATP (Beal et al, 1993).

Objeveni molekularnich technologii umoznilo vyvoj geneticky upravenych mysi a
novéji i potkand pro studium HD. Genetické mys$i modely HD se dé€li na transgenni,
knock-in a knock-out modely.

Transgenni linie exprimuji zkracenou nebo uplnou formu mutantniho htt genu
vlozeného nahodné do mysiho genomu. Doposud byl jiz vytvoten velky pocet téchto
modeld, které mizeme rozdélit do dvou zékladnich kategorii. Prvni skupinu tvofi
mys$i, které exprimuji N-terminalni fragment htt - obvykle prvni jeden nebo dva
exony lidského huntingtinu obsahujiciho polyglutaminovou expanzi. Prvni takto
vytvoreny transgenni model dostal oznaceni R6. Tyto my$i exprimuji mutantni exon
1 lidského htt genu s délkou 141-157 CAG repetici (Mangiarini et al, 1996).
Nejcéastéji studované jsou R6/2 mysi. Dalsi transgenni model, N171-82Q mysi,
exprimuje prvnich 171 aminokyselin N-terminalniho fragmentu htt proteinu,
nesouciho 82 CAG tripleti (Schilling et al, 1999). Druha skupina transgennich mysi
exprimuje lidsky htt gen s expandovanym poly-Q Vv plné délce.

Vytvareni YAC (yeast artificial chromosome) transgennich mysi spociva v klonovani
umélého kvasnicového vektoru, ktery vnese poly-Q repetici do mysiho genomu
(Hodgson et al, 1999). Na podobném pozadi jako YAC kmeny vznikla i prvni linie
transgennich potkanti (von Horsten et al, 2003).
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Knock-in mysi exprimuji mutantni htt (mhtt) gen vlozeny do genového lokusu
kédujiciho huntingtin pod kontrolou endogenniho promoteru a mohou obsahovat
repetici slozenou ze 111, 92 (HdhQI111, HdhQ92 linie), 140 a 150 CAG tripletd
(Hickey a Chesselet, 2003).

Knock-out mysi neptedstavuji ptesny model HD, ale jsou ditkazem esencialni role htt
béhem embryonalniho vyvoje, protoze vystiizeni genu pro htt zptsobi smrt téchto
jedinct jesté v embryondlnim obdobi (Duyao et al, 1995).

Nejnovejsi modely vyuzivaji virové vektory k pfeneseni lidského mhtt genu do
striata zdravych potkani nebo primati a umoziuji tak inzerci mhtt ptimo do
vybranych cilovych bungk a studium efektu rizného mnoZstvi mhtt proteinu (de
Almeida et al, 2002).

3.4. Transgenni model potkana pro Huntingtonovu chorobu

Prvni a prozatim jediny model potkana transgenniho pro Huntingtonovu chorobu
(tgHD) byl vytvotfen v roce 2003. Tento model exprimuje N-terminalni htt fragment
s51 CAG repeticemi (von Horsten et al, 2003). Maly pocet CAG repetici vede
k nastupu choroby v pozd&j$im véku, na rozdil od bézné pouzivanych transgennich
mysi, které exprimuji vice nez 60 CAG tripletd (napt. Hickey a Chesselet, 2003) a
jsou tedy spiSe obdobou juvenilni nez Ccastéji se vyskytujici adultni formy
onemocnéni u ¢loveka (Snell et al, 1993).

V soucasnosti probihaji studie k ziskani podrobné charakteristiky nastupu a progrese
onemocnéni u tohoto modelu. TgHD potkani vykazuji motorickou, kognitivni a
afektivni dysfunkci s pozdnim nastupem nemoci, stejné jako typické histopatologické
zmény ve formé inkluzi, pfitomnych v neuronech. Podobné jako u pacienti s HD je u
téchto potkanii rozvinuta atrofie striata s kompenzaéni dilataci postrannich komor
(priblizn€ od 8 mesicti véku — von Horsten et al., 2003). Bylo jiz publikovano nékolik
praci zaméfenych na zmény v chovani, resp. motorice, behavioralni testovani bylo
doplnéno i o zékladni histologické vysetfeni (napi. Kantor et al., 2006; Nguyen et al.,
2006), ale podrobna morfologicka charakteristika nebyla doposud provedena.
Vytvofeni modelu Huntingtonovy choroby na potkanech poskytuje lepsi moznost
charakteristiky progrese tohoto onemocnéni v dlouhodobych in vivo experimentech.
Navic nam umozinuje porovnat naSe pfedchozi nalezy ze studii na neurotoxickém
modelu HD u potkana bez problémi s nékterymi mezidruhovymi odchylkami
(potkan vs. mys).

3.5. Erytropoetin

Erytropoetin (EPO) je peptidicky hormon, ktery je produkovan pievazné kirou
ledvin. Patii do skupiny hemopoetickych rustovych faktorti, podporuje proliferaci a
diferenciaci erytroidnich progenitorovych bun¢k a prezivani zrajicich erytrocytd.
EPO se vaze na specificky receptor, patfici do skupiny receptord pro cytokiny typu 2
(EPO-R) (Byts a Sirén, 2009). Nové poznatky poukazuji na ptitomnost EPO/EPO-R
komplexu v CNS, nezavisle na syst¢ému hemopoetickém. Erytropoetinovy systém
v mozku se zda byt ochrannim systémem v obdobi ranného ontogenetického vyvoje
s dllezitym postavenim v embryogenezi a vyvoji mozku (Buemi et al, 2002).
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V dospélosti jsou EPO a jeho receptor ve zdravém mozku exprimovany jenom slabg,
hypoxie a anémie mohou jejich expresi zvysit (Ehrenreich et al, 2003).

Mnohé in vitro a in vivo studie ukazaly, Zze EPO ma neurotrofické a neuroprotektivni
ucinky nezavisle na zvyseni hematokritu, avSak vzdy se jednalo pouze o akutni,
predevsim ischemické poskozeni nervové tkané. EPO a jeho derivaty maji piimy
neuroprotektivni ucinek na modelech bunéénych kultur, i po pfimé aplikaci do
mozku. EPO indukuje S$iroké spektrum bunéénych odpovédi v mozku,
nasmérovanych na ochranu a regeneraci poskozené tkané. K mechanismim
neuroprotekce se fadi inhibi¢ni vliv EPO na apoptozu, ochrana bunék pted
oxida¢nim poskozenim, inhibice peroxidace lipidl, sniZzovani zanétlivé odpovédi,
redukce reaktivni astrogliézy a aktivace mikroglie (napt. Byts a Sirén, 2009).

4. CILE DISERTACNI PRACE

e Podrobna morfologickd charakteristika (pomoci histologickych, imunohisto-
chemickych a imunofluorescencnich technik) rozvoje NDP ve striatu mozku
potkanti po neurotoxické (QA) I[ézi, reprezentujici tradicni model HD,
V porovnani s kontrolnimi (stejné starymi) zvifaty:

a) Vakutni fazi rozvoje NDP, tj. u zvifat ptezivajicich 3, 6-7, 14 a 28 dni po
QA 1ézi.

b) v chronické fazi NDP, tj. u zvifat prezivajicich 3, 6, 9 a 12 mésicti po QA
1ézi.

e Podrobna morfologicka charakteristika (pomoci histologickych, imunohisto-
chemickych a imunofluorescencnich technik) rozvoje NDP ve striatu mozku
potkant transgennich pro HD, reprezentujici zcela novy model HD, v porovnani
se (stejné starymi) kontrolnimi (wt) zvifaty, u zvitat s prezitim 2, 6, 12, 18 a 22-
24 mésicu.

e Kvantitativni hodnoceni mitochondrialni respirace (u vsech skupin tgHD a wt
potkanti) vzhledem k pfedpokladané participaci mitochondrialni dysfunkce
v patogenezi HD.

e Kvantitativni (stereologickd) analyza (program Ellipse) rozvoje reaktivni
astroglidzy u jednotlivych skupin tgHD a wt potkand.

e Sledovani bezprostfedniho G¢inku erytropoetinu na rozvoj degenerativniho
procesu ve striatu HD fenotypu u potkanti s neurotoxickou (QA) lézi (pomoci
histologickych, imunohistochemickych a imunofluorescencnich technik,
Western Blot analyzy a behavioralniho testovani zvitat).

5. MATERIAL A METODIKA

5.1. Laboratorni zviiata

Vsechna zvifata byla chovana ve vivariu Lékaiské fakulty v Hradci Kralové za
standardnich laboratornich podminek. K experimenttim byli pouziti bili laboratorni
potkani - samci kmene Wistar (BioTest Konarovice, CR). Zvifata byla odebirana
(usmrcena) za 3, 6-7, 14, 28 dni, 3, 6, 9 a 12 mésicu po aplikaci neurotoxické
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kyseliny. Dale byli pouziti homozygotni potkani transgenni pro Huntingtonovu
chorobu (na pozadi kmene Sprague-Dawley) a jejich wild-type kontroly (Nguyen HP
a Riess O, Ustav lékatské genetiky, Univerzita v Tiibingenu, Némecko), taktéz
homozygoti. Zvitata byla odebirdna (usmrcena) ve véku 2, 6, 12, 18 a 22-24 mésict.

5.2. Opera¢ni zakroky

Veskera manipulace se zvifaty a operacni zadkroky byly provadény v souladu s
pravidly pro praci se zvifaty (Zakon ¢. 246/1992 Sb., Vyhlaska MZ ¢. 311/1997) a na
zakladé schvaleni Odbornou komisi pro ochranu zvifat proti tyrani UK v Praze, LF
Vv Hradci Kralové.

Anestézie zvitat byla provedena i.m. aplikaci kombinace ketaminu a xylazinu.
Neurotoxicka léze byla navozena intrastriatovou injekci 2x1 pl kyseliny chinolinové.
Zvitatim s kontrolni 1ézi (sham-lesioned) byl do striata aplikovan fyziologicky
roztok (2x1pl).

5.3. Aplikace latek

Bromodeoxyuridin (BrdU) byl aplikovan i.p. v koncentraci 120 mg/kg nebo 50
mg/kg.

RhEPO (rekombinantni lidsky erytropoetin) byl aplikovan i.p. v davce 3000 1U/kg,
1x denné po dobu 6 dni. Kontrolni skuping bylo aplikovano placebo (fyziologicky
roztok, i.p., 0,5 ml). Podavani thEPO/placebo bylo zahajeno 8. nebo 29. den po
intrastriatové injekci QA a zvitata byla usmrcena nasledujici den po posledni aplikaci
EPOl/placebo.

5.4. Odbér mozkové tkané

Zvitata byla usmrcena v hluboké narkéze (ketamin-xylazin) transkardidlni perfuzi
fixatnim roztokem (4% neutralni formaldehyd, 4% paraformaldehyd) nebo
exsanguinaci bez perfuze. Mozek byl vystipan z lebky a ptikrojen do identickych
tkanovych blokd uréenych pro dalsi zpracovani.

5.5. Histologické zpracovani pro svételnou mikroskopii

Parafinové rezy: Tkanové bloky byly imerzné dofixovany jest¢ 3 dny (ve 4%
neutralnim formaldehydu) pti pokojové teploté. U tgHD potkanti i jejich wt kontrol
byly navic oddéleny hemisféry. Tkan byla potom odvodnéna vzestupnou
alkoholovou fadou, projasnéna xylenem a zalita do parafinu. Z parafinovych blocki
byly nakrajeny sériové frontalni fezy o tloustce 7 um, které byly lepeny na podlozni
sklo pomoci kamencové zZelatiny. Kazdy 15. fez byl standardné obarven
hematoxylinem a eosinem.

Kryostatové rezy: Po perfuzi 4% paraformaldehydem byl mozek piikrojen stejné jako
mozek pro parafinové ftezy. Po 3 hodinové imerzni postfixaci (ve 4%
paraformaldehydu) nasledovala kryoprezervace v roztoku sacharézy se vzestupnou
koncentraci (10%, 20%, 30%). Postfixace i kryoprezervace probihala v lednici pfi
4°C. Na kryostatu pak byly krajeny sériové fezy o tloustce 8 um a lepeny na APES-
ova skla.
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5.6. Imunohistochemie a imunofluorescence

Ve vybranych sadach byla provedena imunohistochemicka detekce (peroxidazova i
fluorescen¢ni) vybranych protilatek. Dale byla provedena simultinni imunofluo-
rescenéni detekce s pouzitim fluorochromi Cy-3 (Serveny signal) a Alexa-Fluor 488
(zeleny signal), jadra byla dobarvena DAPI (modr4).

5.7. Western Blot analyza

K semikvantitativnimu hodnoceni obsahu GFAP ve striatu po aplikaci thEPO nebo
placeba jsme pouzili gelovou elektroforézu (SDS-PAGE) a WB analyzu striata
S chemiluminiscenc¢ni vizualizaci.

5.8. Cylindr test

Behavioralni testovani zvifat ve studii s EPO bylo provedeno 24 hodin pied
zacatkem pokusu a nasledné ob den béhem celého experimentu. Zvitata byla pfi testu
umisténa ve sklenéné valcové nadobé a v intervalu 3 minut byly pocitany doteky
prednich tlapek na sténu nadoby (cylindru) pro kazdou konéetinu zvlast — pocet
dotekti byl pak vyjadien procentualnim pomérem.

5.8. Mitochondrialni respirace

Aktivitu enzymovych komplexi dychaciho fetézce jsme hodnotili z homogenatu
striata tgHD a wt potkand pomoci respirometrie. Principem této metody je méfeni
ubytku kysliku v uzaviené komitirce v disledku spotieby O, biologickym materialem.
K méfeni jsme vyuZili oxygraf Oroboros-2k (Rakousko).

5.9. Stereologicka analyza digitalizovaného obrazu

Denzitu exprese GFAP v astrocytech jsme kvantifikovali pomoci programu Ellipse
2D (ViDiTo, Kosice, SR). Velikost plochy GFAP-pozitivity ve striatu tgHD a wt
potkanii byla hodnocena pomoci bodové testovaci sondy (testovaci miizky).
K vypoctu byl pouzit vzorec estA = a*P, kde parametr a odpovida plose jednoho
testovaciho bodu a P je pocet bodu testovaci sité, které protinaji méfenou strukturu.
Plocha pozitivniho GFAP barveni je pak vyjadfena v mm?,

5.10. Statistické hodnoceni

Statistické hodnoceni bylo provedeno pouzitim softwaru GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, California, USA). Vysledky jsou uvedeny jako
pramér + SEM (standard error of mean). Pro urceni statistickych vyznamnosti byla
stanovena hladina p<0,05. ANOVA test a Tukey test byly pouzity pro hodnoceni
statistické vyznamnosti zmén mezi riznymi vékovymi skupinami; neparovy t-test byl
proveden pii hodnoceni vysledk mezi stejnymi vékovymi skupinami.

6. VYSLEDKY

6.1. Neurotoxicka (QA) léze

Neurodegenerativni proces (NDP) ve striatu je hlavnim morfologickym znakem HD.
Morfologické zmény pti NDP jsou u QA 1ézi charakterizovany zejména rychlym
rozvojem degenerace vétSiny striatovych neurontl a nasledné reaktivni gliozy.
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Do akutni faze NDP jsme zahrnuli rozvoj zmén v mozku dospélych potkant za 3, 6-
7, 14 dni a 1 mésic po aplikaci QA. Hlavnimi znaky akutni faze rozvoje NDP
fenotypu HD je velmi rychly zanik vétsiny striatovych neurontl, provazeny rozvojem
vyrazné pruvodni astroglidzy. PoSkozeni striata neni v tomto pfipadé homogenni,
typicky NDP se rozviji predevsim lateralné (i kdyz pfiblizné koncentricky) od centra
léze v oblasti kanalu vpichu (KV), kde dochdzi k totalni nekréze. Oblast totalni
nekrézy sice nema u pacienti s HD zadny ekvivalent, ale z hlediska intenzity rozvoje
NDP ma vypovidaci schopnost, napf. pfi hodnoceni u¢inku EPO (viz 6.3.).

V centralni oblasti NDP byly jiz od 3. dne po aplikaci QA pfitomny typické
hypertrofické reaktivni GFAP™ astrocyty, jejichz podet a velikost kulminovaly
ptiblizné 6.-14. den rozvoje NDP ve striatu, ale v prakticky nezménéném objemu
byly i ve skupiné s jednomési¢nim preZitim. V centru léze byly také piitomny VIM*
astroblasty, zatimco nestin® astrocyty (obvykle NEST*/VIM®, méné NEST'/GFAP™)
byly predeviim vzoné kolem centra léze. Podet VIM® astroblasti b&hem
sledovaného obdobi (3 dny az 1 mésic) postupné klesal, takze u potkant
prezivajicich 1 mésic jsme tyto bunky jiz prakticky nenasli. Exprese vimentinu vSak
postupn¢ klesala i v reaktivnich astrocytech a stejny trend vykazovala i exprese
nestinu. Zatimco nestin® reaktivni astrocyty zaznamenaly nejvyrazn&jsi pokles mezi
7.-14. dnem, nejnapadngjsi ubytek VIM® bun&k byl mezi 14.- 28. dnem experimentu.
V pocatecnich fazich (do 1 tydne) byla kolem centra 1éze v reaktivnich astrocytech
typickd pfedevs§im koexprese nestinu a vimentinu nebo nestinu a GFAP, méné
vimentinu a GFAP.

Naproti tomu smérem do periferie, jak se NDP postupné dale $ifil, pfevazovaly
pouze reaktivni astrocyty, tedy (v porovnani s hypertrofickymi) s mens$im télem,
avsak se stejné napadnym vétvenim silnych vybézkt a obsahem vyraznych svazki
GFAP" gliofilament v cytoplasmé. S prohlubujici se intenzitou NDP se vsak ménil
pomér zastoupeni jednotlivych IF a S100p proteinu. Nejrychlejsi pokles byl v expresi
nestinu (14. den jsme jiz nachazeli tyto astrocyty jen ojedinéle). Pokles denzity VIM™
IF byl nahrazovan zvysenym objemem GFAP® gliofilament a narfistala i exprese
S100B proteinu. Velmi zajimavym nalezem byl i posun exprese S100B proteinu
z tél/jader astrocyti i do odstupu kmenovych vybézku reaktivnich/hypertrofickych
astrocytll. Zména exprese uvedenych proteind dokumentuje nejprve velmi rychlou
aktivaci astrocytd v centralni oblasti léze, tedy jejich pfeménu v reaktivni
hypertrofické astrocyty (NEST”, NEST'/VIM®, NEST'/GFAP"), a pak pokracujici
vyzravani téchto rychle aktivovanych bunék. Naproti tomu v periferngjsich
oblastech, a zejména v okrajovych ¢astech postupné se rozsifujiciho NDP, se vyrazné
zvySoval pocet reaktivnich astrocytii exprimujicich vétSinou pouze GFAP. V centru
léze jsme béhem 1. tydne (zejména 3. den po 1ézi) vidéli i pomérné znacny pocet
bungk, které morfologicky odpovidaly astroblastim, ale exprimovaly pouze vimentin
(nikoliv nestin) — jejich vyzravani pokracovalo ve stejnych intencich jako u
aktivovanych astrocyti.

Pomérné piekvapivy néalez poskytla detekce NG2* glie. Intenzivné NG2" buiky
svym charakterem odpovidaly reaktivnim astrocytim (a to jiz od 3. dne po QA 1ézi),
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vyskytovaly se piedevSim v centralni oblasti 1éze, avsak jejich pocet byl relativné
velmi maly a v porovnani s vyraznym nartistem GFAP™ astrocytd jich b&hem akutni
(Casné) faze reaktivni astrogliézy prakticky neptibyvalo.

V obou typech reaktivnich astrocyti v prubéhu celé akutni faze rozvoje NDP byla
nejintenzivnéjs$i exprese vSech IF a nasledné i S100B proteinu ve vaskuldrnich
nozkach, vytvarejicich svymi rozSifenymi zakoncenimi na zevnim povrchu cév
perivaskularni ohrani¢ujici membranu (MLGP). Charakteristickd byla také exprese
nestinu v endotelu v8ech cév ve striatu postizeném neurodegeneraci, coz svéd¢i pro
jeho aktivaci pii NDP, zatimco exprese vimentinu v endotelu a hladké svaloving je
standardnim jevem i v intaktnich cévach (u kontrolnich zvitat).

V chronické fazi jiz ulinek QA odezniva a QA 1ézi tedy oznacujeme jako
stabilizovanou. Expanze NDP ve striatu se vyrazné zpomalila a dal$i zmény,
charakterizujici chronickou fazi NDP, spocivaji piedev§im v prohlubovani
degenerativniho procesu v neuropilu. Postizeny jsou obé jeho slozky, tedy vybézky
postupné zanikajicich zbyvajicich neuront (zejména jejich velmi ¢etné dendrity), ale
hlavné gliové buiky — astrocyty. Nejnapadnéj§im projevem této faze NDP je
progredujici atrofie striata, jejimz dasledkem je typické rozsifeni postrannich
mozkovych komor.

Pocet reaktivnich astrocytti se jiZz nezvySuje, naopak jich pomalu ubyva, i kdyz
Castéji nez o skute¢nou redukei jejich poétu se spise jedna o postupné zmensovani
jejich t€l a redukci vybézku. Hypertrofické reaktivni astrocyty jiz nejsou pfitomny
viibec. Morfologické zmény se tykaji jak GFAP'/S100B" a GFAP*/S100f", tak (i
kdyz méng) GFAP/S100p" reaktivnich astrocytll, protoZe nestin® ani vimentin®
astrocyty jiz nejsou v neurodegenerativni 1ézi pfitomny.

Zmény se tykaji predevsim jemnych vybézkiit GFAP" astrocytil. Jejich zdanlivé
vyrazna redukce je zplsobena pifedev§im ubyvanim exprese GFAP v disledku
tbytku (nebo spiSe asi retrakce) GFAP®™ gliofilament v jejich cytoplasmé.
Prokazateln¢ vSak dochazi i k urcité redukei téchto vybézkd. Reaktivni astrocyty
v této fazi pak vykazuji vyraznou GFAP-pozitivitu pouze v téle a v nejsilngjsich
vybézcich, tedy predevsim (pozdé€ji téméf vyhradn€) ve vaskularnich nozkach,
zejména v jejich roz§ifenych zakoncenich na sténé cév. Tim vznika charakteristicky
obraz degenerujiciho striata v chronické fazi procesu (a to i u rok pfezivajicich
potkantl), kde dominuji GFAP™ , prstence* (tvofené ztlustélou MLGP) kolem cév a je
vytvarejici jednotlivé silné vybézky/vaskularni nozky astrocyti. Pfi¢inou téchto
zmén by mohla byt napf. snizend ,reaktivita“ astrocytti v disledku vyhasinajiciho
ucinku QA, ale i jejich postupna degenerace pii pokracujicim degenerativnim
procesu v parenchymu striata. Atypické zesileni vaskularnich nozek astrocytu (a
MLGP) by mohlo také souviset se zhorSenim transportu latek (O,, Zivin aj.)
v degenerujicim striatu, pfipadn€ i s narusenou HEB, na jejiz funkci se vyznamné
podileji.

Piekvapivé, zejména GFAP/S100B" astrocyty nevykazuji béhem chronické fize
z4dné vyrazné zmeény.
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V navaznosti na vyrazné profidnuti neuropilu se posléze rozviji i degenerace synapsi.
Také dochdzi k demyelinizaci a degeneraci nervovych vldken ve svazcich
prochazejicich striatem a k rozvoji reparativni oligodendrogliézy. Ta se rozviji jak v
nervovych svazcich v ndvaznosti na pokracujici degeneraci nékterych axont, tak
v neuropilu. V obou lokalitich se vSak vzdy jednd o CNP-aza-negativni, tedy
nemyelinizujici glii. Zajimavym nalezem byla pravé proliferace oligodendrocytt (¢i
oligodendrocytim-podobnych bun€k) v neuropilu, kterd je popsana i u pacientd
s HD. Zpocatku (cca u 3 mésic¢nich zvifat) je tato oligodendrogliéza vyrazna, ale
pozvolna se snizuje (na rozdil od HD pacientl); pfetrvavala vSak az do ukonceni
experimentu (12 mésicni zvifata).

Na celkovém obrazu NDP za 3-12 mésict po aplikaci QA maji navic podil i vékové
zmény ve struktufe striata, tedy staii potkant. U nejstarSich intaktnich zvifat (9 a 12
mesict starych) se rozviji mirnd atrofie striata (symetricky v obou hemisférach) a
pfibyva GFAP" astrocytti, predevsim v disledku postupného fyziologického zaniku
neurontl.

6.2. Geneticky model — potkani transgenni pro Huntingtonovu chorobu
Morfologické i dil¢i kvantitativni hodnoceni zmén ve striatu mozku tgHD potkant
jasné prokazalo, ze rozvoj NDP typu HD je u tohoto modelu pozvolny a dlouhodoby.
Degenerace striatovych neurontt probihda velmi pozvolna a tedy atypicky. To
znamena, ze k redukci S§edé hmoty striata dochazi predev§im v disledku zmenSovani
neuroni (coZ je pocateéni faze NDP, u tgHD potkani tedy vyrazné protrahovand),
méné v dasledku uplné degenerace, tedy vymizeni neuront. Toto je také diivodem
pouze mirného profidnuti neuropilu (a tedy i synapsi) i u nejstarsich, 2-letych tgHD
potkant,, a ne pfili§ intenzivni privodni reaktivni glidzy. Za velmi vyznamny nalez
povazujeme, ze degenerace neuront probiha i u nejstarSich tgHD potkant selektivné,
coz odpovida charakteristice NDP u pacientti s HD.

Hustota polyglutaminovych inkluzi v jadrech neuront se sice od 12. mésice Zivota
tgHD potkant s progresi NDP zvysuje, ale patrn¢ predevsim v disledku zmensSovani
neuront a tedy i kondenzace karyoplasmy v jadrech.

Dalsim diikazem protrahované neuronalni degenerace je i to, Ze jsme prvni zmény
(ve smyslu mirné atrofie striata) zaznamenali az u 6 mési¢nich tgHD potkand a za
»zlomovy* lze v na$i sestavé oznacit teprve 12. mésic zZivota téchto zvifat. U této
skupiny jsme (v porovnani s mladymi i stejné starymi kontrolnimi zvifaty)
zaznamenali jiz zietelné zmény vramci rozvoje NDP (degeneraci, hlavné
zmensovani neuront i nalez typickych reaktivnich astrocyti, tedy poc€inajici reaktivni
astrogliozu).

I kdyz se reaktivni astroglidza zacina postupné rozvijet jiz ve skupiné¢ 6 mésicnich
tgHD potkant, vyraznéjsi narlst poctu reaktivnich astrocytd se objevuje az u 12
mésicnich tgHD zvitat. Nejnapadnéjsi (zejména v casnéjsich fazich rozvoje NDP) je
hypertrofie vaskularnich nozek astrocytt, tedy ztlusténi MLGP. Mimé zvysovani
poétu GFAP" astrocytdl jsme v8ak zaznamenali s ptibyvajicim vékem i u wt skupin a
to jak v parenchymu, tak i zde predev§im kolem cév. Kromé astrocytli nachazime
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Vv neuropilu i satelitni oligodendrocyty, ale u nich jsme (na rozdil od QA 1éze)
nezaznamenali zvySeni jejich poctu.

Na rozdil od neovaskularizace, resp. aktivace cév ve striatu u potkani s NDP po QA
1ézi (zejména v akutni fazi procesu), znaené vyraznou expresi nestinu v endotelu
aktivovanych cév, jsme utgHD potkant tento jev nepozorovali u zadné skupiny
zvifat. Rovnéz jsme u nich nedetekovali expresi vimentinu nebo BrdU ve vztahu
k proliferaci, resp. aktivaci astrocytt ve striatu.

Stereologicka analyza ukazala signifikantni zvysSeni plochy exprese GFAP az u 12
mési¢nich tgHD potkant, S pokracujici progresi u 18 az 24 mésinich zvifat
(Vv porovnani s2 mésiénimi tgHD potkany jako referen¢ni skupinou). U 2 a 6
mésicnich skupin jak wt, tak tgHD potkanti neni vyznamnéjsi rozdil mezi skupinami
stejného typu ani vzajemné. Zjistili jsme vSak i pomérné vyznamny narist GFAP-
pozitivity ve striatu wt potkanti od 12. mésice v porovnani s 2 mésicnimi wt zvifaty.
Pocet GFAP" reaktivnich astrocytl se u sledovanych tgHD potkant od 2 do 24
mesicll zndsobil 3,3x a narist GFAP-pozitivity ve stejném casovém rozpéti u wt
potkanti byl (ptekvapive) 2,6x.

Meéfeni aktivity enzymovych komplext I, I a IV respiracniho fetézce nam ukazalo
signifikantni sniZeni aktivity komplexu I od 12. mésice véku tgHD zvifat v porovnani
S 2 mési¢nimi tgHD. V aktivit¢ komplexu II a IV jsme ptfekvapivé nezaznamenali
zadné vyrazng&jsi zmény (redukci aktivity). Pfi porovnani tgHD a wt potkanu v kazdé
vékové skupiné vykazovali tgHD potkani ur€ity trend ve snizeni aktivity komplexu I,
zatimco aktivita komplext II a IV se mezi tgHD a wt zvifaty vyrazné nelisila.

Na progresi zmén pii NDP ve striatu maji tedy nezanedbatelny podil i vékové zmény
— zejména u 18 az 24 mési¢nich wt kontrol je typické mirné zmensovani i tbytek
neuront a tomu odpovidajici nariist poétu GFAP™ astrocyti.

6.3. Vliv erytropoetinu na rozvoj neurodegenerativniho procesu fenotypu HD —
pilotni studie

Kratkodobé podavani vysokych davek EPO sice do jisté miry ovlivnilo rozvoj
reaktivni astrogliozy v disledku NDP ve striatu, tento efekt se vSak projevil
V podstaté pouze pfi aplikaci EPO v pocatecni, tedy akutni fazi rozvoje neurotoxické
1éze (QA7), ktera velmi rychlou progresi NDP i dalSich privodnich zmén v této fazi
odpovida akutnimu poskozeni, nikoliv chronickému, dlouhodobé se rozvijejicimu
NDP, jakym je HD u ¢lovéka. Proto také hlavni projev pozitivniho pisobeni EPO u
na$eho modelu — tedy zmirnéni privodni zanétlivé reakce - byl shodny s jeho
ucinkem pii akutnim, napf. ischemickém poskozeni mozku. Zajimavym, i kdyZ ne
zcela jasnym nalezem u skupiny v subchronickém stadiu NDP (QA28) byla jakasi
druha vlna proliferace gliovych bunék (BrdU*/VIM®). Objasnéni tohoto efektu viak
vyzaduje daleko podrobné;jsi studii a to nejen morfologickou.

Mibzeme tedy shrnout, Zze naSe pilotni studie prokazala, ze pozitivni ovlivnéni
chronického, pomalu progredujiciho neurodegenerativniho procesu typu HD
podavanim EPO je velmi problematické, spise nerealné.
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7. DISKUSE

Neurodegenerativni onemocnéni pfedstavuji skupinu chorob, pii kterych dochdzi
K ireverzibilni ztrat¢ bunék mozku, michy nebo perifernich nervii. Vznikaji
v disledku poskozeni neuronit nebo jejich myelinovych posev. Mnohé z nich jsou
dédicné, nebo vznikaji sekundarné¢ nasledkem toxického, ¢i metabolického
poskozeni, jiné se rozviji v disledku ptisobeni infekénich agens. Rychly rozvoj
lékaiské genetiky umoznil identifikaci genti specifickych pro rtzna
neurodegenerativni onemocnéni a také vyuziti riznych zvifecich modelt dovoluje
studium etiologie a pfislusnych patogennich mechanismu této skupiny chorob.
Huntingtonova choroba, pivodné nazyvana jako Huntingtonova chorea, je letalni
neurodegenerativni onemocnéni, které je charakterizovano progresivni motorickou
dysfunkeci, kognitivni poruchou a demenci. Onemocnéni vznika v disledku expanze
CAG trinukleotidu na exonu 1 genu kodujiciho nestabilni protein huntingtin (The
Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993).

7.1. Experimentilni modely Huntingtonovy choroby — neurotoxicka léze
Excitotoxicita (nadmérna stimulace receptorti excitatnich aminokyselin, hlavné
NMDA-receptorti, N-metyl-D-aspartatova kyselina) je uz dlouho povazovana za
jeden z hlavnich mechanismt sehravajicich dilezitou roli v patogenezi HD (napft.
Schwarcz et al, 2010). Experimentalni 1éze striata v mozku potkana, navozena injekci
neurotoxické kyseliny (napt. QA), je bézn¢ pouzivanym modelem simulujicim NDP
pti HD.

Nejvyraznéjsim znaken NDP ve striatu po aplikaci neurotoxické kyseliny je rozvoj
reaktivni glidzy, ktera se objevuje jako reakce na poskozeni CNS jiz nékolik dni po
zasahu ruzného charakteru do nervové tkané (napt. Gunéova et al, 2009; Jabs et al,
1999; Mazurova et al, 2008). Reaktivni glioza je charakterizovana pifedev§im
hypertrofii a proliferaci astrocytli, méné aktivaci mikrogliovych bun€k (napt. Jabs et
al, 1999).

Nase nalezy ukazuji, ze kvyraznému narustu exprese GFAP Vv reaktivnich
astrocytech dochazi jen v akutni fazi NDP, tedy obvykle béhem prvnich cca 14 dnd,
maximaln¢ do 1 mésice po vytvofeni neurotoxické léze. Simultanni detekci
proliferaéniho markeru BrdU s GFAP jsme prokézali, Ze¢ nové generované BrdU*
buiiky v 1ézi se jen v pomémé malém poétu diferencuji v typické GFAP" reaktivni
astrocyty. Stejné tak (ve shod¢ s recentnimi nalezy jinych autord — napi. Buffo et al,
2008) jsme potvrdili, Ze jen pomérné maly pocet NG2* gliovych prekurzori se
transformuje v typické reaktivni astrocyty, a to zejména v oblasti maximalniho
poskozeni, tedy v centralni ¢asti rozvijejiciho se NDP, v akutni/Casné fazi procesu.
Puvodni piedpoklad byl, ze hypertrofické reaktivni astrocyty vznikaji transformaci
plasmatickych astrocytd (napt. Jabs et al, 1999; Schiffer et al, 1993), recentni prace
(pfedevsim Buffo et al, 2008) vSak jako hlavni zdroj uvadéji tzv. klidové
(,quiescent™) astrocyty. NaSe nalezy potvrzuji, ze v akutni fazi rozvoje NDP typu
HD - kterou vSak muzeme simulovat pouze pfi pouZziti neurotoxické léze, nikoliv
transgennich zvifat - reaktivni astrocyty vznikaji pfedev§im aktivaci existujicich
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gliovych bunék a jen minimalné délenim a diferenciaci adultnich NKB a glialnich
prekurzort (napt. NG2* glie).

Pro reaktivni astrocyty v akutni fazi NDP je typicka re-exprese nestinu a vimentinu,
tedy IF charakteristickych pro NKB/NPB, a koexprese téchto dvou IF s GFAP
(Guncova et al, 2009; Krum a Rosenstein, 1999). Zjistili jsme, Ze rozsah re-exprese i
koeprese téchto IF ve striatu se v akutni fazi NDP typu HD méni také v zavislosti na
vzdalenosti reaktivnich astrocytti od centra léze a na stupni jejich zralosti. Schopnost
aktivace existujicich astrocytl, dokumentovana predev§im re-expresi IF nestinu a
vimentinu, je dokladem, Ze reaktivni astrocyty vykazuji nekteré atributy adultnich
neuralnich kmenovych bunék, které jsou v dospélém mozku lokalizovany pouze
v sekundarnich neurogennich zoénach (subependymové a subgranularni).

Reaktivita astrocytd se nicméné postupné snizuje, protoze NDP rozvijejici se ve
striatu na podklad€ neurotoxické 1éze, neni progresivnim v pravém slova smyslu, i
kdyz se rozviji az do chronického stadia. Vzhledem k tomu, Ze u¢inek QA postupné
odezniva, expanze NDP ve striatu se vyrazné zpomaluje a dalsi zmény,
charakterizujici chronickou fazi NDP, spocivaji piedev§im v prohlubovani
degenerativniho procesu v neuropilu, vedouci k progresivni atrofii striata. Pocet
reaktivnich astrocytl se jiz nezvysuje (hypertrofické astrocyty jiz nejsou pfitomny
viibec), naopak dochazi k jejich postupnému zmenSovani. Vyraznou GFAP-pozitivitu
vykazuji pouze téla a nejsilngj$i vybézky, predevS§im vaskularni nozky, které
obklopuji cévy ve formé perivaskularni ohranicujici membrany a vytvareji tak
specifickou morfologicko-funkéni glio-vaskularni jednotku (Nedergaard et al, 2003),
ktera je soucasti HEB (napf. Mathiisen et al, 2010). Vznika tak charakteristicky obraz
degenerujiciho striata v chronické fazi procesu, kde dominuji GFAP" | prstence®,
tvorené zbytnélou MLGP kolem cév (Mazurova et al, 2006). Navic jsme zaznamenali
mirnou participaci vékovych zmén (napi. Cotrina a Nedergaard, 2002; Mazurova et
al, 2006) na rozsifovani a zesilovani astrogliovych nozek. Tyto postupné zmény
v morfologii vaskularnich nozek naznacuji Usili astrocytti o adaptaci na NDP ve
striatu, ktery, mimo jiné, vede i ke zhorSeni latkové vymény v parenchymu striata.
Jen pomérné malo je popsana participace oligodendrocytl na rozvoji reaktivni glidzy
a vétsina praci se tyka pacienti s HD (napf. Vonsattel, 2008). Nase nalezy dokladaji
zvySeny pocet oligodendrocytd Vv souvislosti sredukci neuropilu v dusledku
progredujiciho NDP (napt. Guncova et al, 2011; Mazurova et al, 2002), ale vztah
téchto bunék k NG2" gliovym buiikdm, které byly plivodné povazoviny za
progenitorové bunky oligodendrocytt, neni jasny. Nase dil¢i nalezy zatim ukazuji na
to, ze v disledku rozvoje akutniho NDP ve striatu dochazi k ne pfili§ rozsahlé
k aktivaci NG2" bunék a k jejich pfeméné na reaktivni astrocyty. Je vSak tieba dalsi,
podstatné podrobnéjsi analyza, tykajici se morfologické charakteristiky téchto bunék
ve vztahu k progredujicimu NDP typu HD.

7.2. Geneticky model — potkani transgenni pro Huntingtonovu chorobu

Nase studie poprvé piehledné dokumentuje histopatologické zmény ve striatu u tgHD
potkant. Prokazali jsme, Ze na rozdil od ¢asto pouZzivanych transgennich mysi, které
exprimuji vice nez 60 (resp. az 150) CAG tripleti a jsou tedy spiSe obdobou juvenilni
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formy onemocnéni s velmi rychlou progresi (napi. Bates et al, 1997), geneticky
upraveni potkani, exprimujici pouze 51 CAG repetici, se vice blizi adultnimu typu
HD s pomalou progresi nejen z hlediska funkéniho (von Hoérsten et al, 2003), ale i
morfologického.

Nase prace ukazuje, ze rozvoj histopatologickych zmén v mozku tgHD potkant je
velmi pozvolny a charakteristické rysy NDP se rozvijeji az ve 2. roce zivota téchto
zvitat. V souhlase se studiemi autori tohoto modelu (von Horsten et al, 2003;
Nguyen et al, 2006) jsme potvrdili, Ze mirna atrofie striata a dilatace postrannich
mozkovych komor jsou relativné Casnym piiznakem (jiz u 6 mésicnich tgHD
potkantl), a také, Ze polyglutaminové inkluze jsou pfitomny v jadrech striatovych (a
kortikalnich) neuronti. Navic jsme v této souvislosti poukazali na postupné
zhu$tovani téchto inkluzi u 12-24 mési¢nich zvifat v disledku zmenSovani jader,
resp. celych striatovych neuront. Jako prvni jsme také popsali progresi reaktivni
glidzy ve striatu tgHD potkand. Kantor a spol. (2006) ve své praci uvadéji, ze tgHD
potkani zadné znamky aktivace astrocytli nevykazuji. V protikladu k tomuto nalezu
jsme (imunohistochemickou detekci i1 kvantitativnim hodnocenim) jednoznacné
prokazali, ze progrese NDP ve 2. roce zivota tgHD potkanil je provazena reaktivni
astrogliézou, tedy navySovanim poctu GFAP® reaktivnich astrocytll ve striatu, a
podrobné jsme zdokumentovali (na zakladé rozdilt v expresi S100p proteinu) i jejich
postupné vyzravani. Rovnéz jsme poukazali na pomérné vyznamny podil vékovych
zmén na progresi NDP u homozygotnich zvifat — zejména typické je zmenSovani
neuronu (pii zachovani nukleo-cytoplasmatického poméru) a odpovidajici nartst
poétu GFAP" astrocyti i ztlusténi MLGP.

Mitochondridlni dysfunkci je jiz pomérné dlouho pfipisovana vyznamna tloha
V rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni (napt. Beal, 2005). U pacientt s HD je
v mozku popisovana redukce aktivity mitochondridlnich komplexu II, III a IV.
Poruchy funkce enzymi respira¢niho fetézce jsou u genetickych modelti dolozeny
jen u R6/2 mysi, u kterych byla ve striatu zjisténa redukce aktivity komplexu IV,
zatimco aktivita komplexu II se neménila (Tabrizi et al, 2000). Nase vysledky
ukazuji snizeni aktivity pouze u komplexu I, které bylo zaznamenano jen u R6/2
mys$i v kosternim svalu.

Nase nalezy dokladaji, ze vétSina morfologickych zmén ve striatu tgHD potkant
svym charakterem odpovida NDP v mozku dospélych pacienti s HD (Mazurova et
al, 2009). Tyto zmény se rozvijeji pozvolna a dlouhodobé, typické zmény se objevuji
az ve 2. roce véku tgHD potkand, coz by se dalo povazovat za ur€itou nevyhodu,
zejména z hlediska jak ¢asového - velmi dlouha doba experimentu, a v navaznosti na
to i z hlediska ekonomického. Velikou vyhodou pro nas bylo porovnani s ptedchozim
studovanym neurotoxickym modelem bez nutnosti pfihlizeni k mezidruhovym
rozdiliim (potkan vs. mys).

7.3. Vliv erytropoetinu na rozvoj neurodegenerativniho procesu fenotypu HD —
pilotni studie

Vzhledem k velmi vyznamné funkci astroglie v CNS (napi. Nedergaard et al, 2003) a
jeji participaci na reparativnich procesech pii akutnim poskozeni CNS
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predpokladame, Ze se muze podilet i na rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni
(Miller, 2005), a tedy i HD. Na zaklad¢ literarnich tdaji o experimentalnim
ovlivnéni akutniho ischemického poskozeni mozku jsme chtéli ovétit, zda ma EPO
néjaky okamzity efekt na rozvoj reaktivni astrogliozy, kterd je zakladnim
morfologickym znakem HD, i v prubéhu neurodegenerativniho, tedy chronického
poskozeni striata.

Kratkodobé¢ podavani vysokych davek EPO pfi aplikaci v pocatecni fazi 1éze mitiguje
rozvoj akutniho poskozeni striata, av§ak zejména ve vztahu k rozvoji totalni nekrozy
vzniklé vpichem a aplikaci QA do striata, nikoliv ve vztahu k samotnému NDP. Za
spiSe zajimavy pak miZzeme povazovat nalez opétovné mirné aktivace astrocytil ve
smyslu proliferace po aplikaci EPO do rozvinuté (subchronické) neurotoxické 1éze
(Guncova et al, 2007). Uvedené projevy zapadaji do charakteristiky pozitivniho
efektu EPO pfii podani u jinych typt akutniho poSkozeni mozku (ischémie, trauma).
Predevsim je to podpora neovaskularizace, trofiky tkané a omezeni zanétlivé reakce.
Zakladni vyznam pro trofiku a metabolismus nervové tkané maji astrocyty, vcetné
jejich pfimého kontaktu s cévami prostiednictvim vaskularnich nozek. Pouziti WB
analyzy jsme v nasi pilotni studii testovali pfedevsim z metodického hlediska. Presto
pfedev§im diky kvantifikaci jsme prokazali, ze EPO mirn€ omezuje rozvoj
reparativni astrogliézy ve striatu predev§im pii aplikaci v akutni fazi, a jen velmi
malo v subchronické fazi rozvoje NDP.

I kdyz se jednalo pouze o pilotni studii, tedy pomérné maly pocet zvifat, mizeme
konstatovat, ze podavani EPO u chronického neurodegenerativniho procesu typu HD
nema zadny signifikantni G¢inek na rozvoj onemocnéni. Nase nalezy jsou v tomto
smyslu shodné s jedinou studii vlivu asialoEPO na rozvoj NDP typu HD u R6/2 mysi
(Gil et al, 2004).

8. ZAVERY

e Intrastriatalni injekce neurotoxické kyseliny (QA) navozuje v mozku potkana
progresivni NDP, tj. velmi rychly zanik vétSiny striatovych neurond a rozvoj
vyrazné pruvodni reaktivni glidzy s pfitomnosti hypertrofickych reaktivnich
astrocytid v akutni fazi procesu (s maximem 6.-14. den v nasi sestave).

e Naproti tomu v chronické fazi (nékolik mésict po QA 1ézi) sice pomalu
pokracuje progrese NDP, manifestujici se predev$im pokracujici atrofii striata,
ale masivni zanik striatovych neuront je jiz ukonéen a dusledkem toho je, Ze
reaktivni astrogliéza je dokonce na Ustupu. Zmény v morfologii reaktivnich
astrocytid v chronické fazi procesu zahrnuji zmenSovani bunék, pfip. redukci
jejich vybézkil, ale spise ,retrakci® GFAP" gliofilament, tj. jejich p¥itomnost
pouze vtéle a v nejsilngjSich vybézcich - tedy predevsim (pozdéji témer
vyhradné) ve vaskularnich nozkach - a vytvafeni typickych ,,prstenci* kolem
cév v dusledku hypertrofie vaskularnich nozek a tedy zesileni MLGP.

e Vobou fazich rozvoje NDP, ale zejména v chronické, se na reaktivni glidze
podileji i oligodendrocyty (v Sedé i bilé hmoté striata), coz je typické i pro
pokrocily proces u pacientti s HD.

20



Akutni faze NDP, ktera svym charakterem pfiblizn¢ odpovida zménam v mozku
pacientti s HD v pokroc¢ilém (chronickém) stadiu nemoci, se rozviji periferné
(zejména lateralng) od centra 1éze (kanalu vpichu). I kdyz zmény v oblasti KV
pfinaseji zajimavé poznatky, jednd se pouze o akutni reakci na mechanicko-
toxické poskozeni mozku (v€. zanétlivé reakce), nikoliv 0 proces
neurodegenerace typu HD.

V reaktivnich astrocytech jsme v akutni fazi NDP detekovali re-expresi IF
typickych pro obdobi diferenciace gliovych bunék (nestin a vimentin), v malé
mife i napf. NG2 (marker glidlnich prekurzort), coz naznaluje, ze tyto
hypertrofické reaktivni astrocyty vykazuji nékteré znaky adultnich
kmenovych/progenitorovych bunék, nasmérovanych na gliogenezi.
Nejvyrazngjsi koexprese IF nestinu, vimentinu a GFAP byla vzdy ve
vaskularnich nozkach astrocytd. To potvrzuje specializovany vztah astrocytt ke
sténé cév (tzv. gliovaskularni jednotka) a dokladd vystupfiovanou aktivitu
vaskularnich nozek u reaktivnich astrocytl, pravdépodobné predevsim
v disledku naruseni mikroprostiedi parenchymu striata neurodegenerativnim
procesem. Navic exprese nestinu vendotelu cév ve striatu postizeném
neurodegeneraci svédcila o jeho aktivaci pfi rozvoji NDP.

Vysledky pilotni studie vlivu EPO na progresi NDP ve striatu potkanti s QA 1ézi
neprokazaly  zadny  signifikantni u¢inek na  rozvoj  chronického
neurodegenerativniho procesu typu HD.

Na celkovém obrazu NDP v jeho chronické fazi maji navic podil i vékové
zmény ve struktufe striata, jak dokazuji nalezy u starych potkand (kmene Wistar)
v kontrolnich skupinach. Tyto zmény vSak nikdy nedosahovaly intenzity a
rozsahu zmén u stejné starych wt zvirat, kontrolnich ke skupinam tgHD potkani
(kmen Sprague-Dawley).

Pribéh NDP v mozku tgHD potkanti je sice progresivni (stejné jako v mozku
pacienti s HD), ale ma ponékud atypicky charakter, protoze striatové neurony
degeneruji jen pomalu. Pfedevsim dochazi k jejich zmenSovani, proto i
regrese/rarefakce neuropilu, a tedy i atrofie striata se rozvijeji jen velmi
pozvolna (v podstaté az od 1 roku véku potkanti). Degenerace neuronu je (stejné
jako v lidském HD mozku) selektivni, takze ¢ast striatovych neurond zistava
nezménéna i u nejstarSich zvifat.

Typicka je i akumulace polyglutaminovych agregatti mhtt v jadrech striatovych
neurontt u tgHD potkanti a jejich ,,zhuS§tovani“ se zmenSovanim jader/bunék
V pribéhu NDP.

Pozvolny rozvoj NDP u tgHD potkanti nemtize vyvolat akutni reakci astrocytl
(vyraznou reaktivni astroglidzu), takze také nikdy nejsou pfitomny
hypertrofické, ani nestin® nebo vimentin® reaktivni astrocyty. Také podil
oligodendrocytii na reaktivni glize je zcela minimalni.

Kvantitativnim hodnocenim mitochondridlni respirace jsme zjistili, Ze
mitochondriadlni dysfunkce v buiikdch striata u tgHD potkani se rozviji
pfedevsim na podklad€ snizené aktivity mitochondridlniho komplexu I.
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Za nejvyznamnéjsi vysledek naSi prace povazujeme zpracovani podrobné
morfologické charakteristiky obou porovnavanych zékladnich typti modeltt HD,
tedy neurotoxického a transgenniho (s pouzitim samcl potkant jako
experimentalnich zvitat), a vyhodnoceni piinosu té€chto modeli. Nalezy, tykajici
se zmén ve striatu tgHD potkanti a jejich porovnani s kontrolnimi wt potkany
v pribéhu rozvoje NDP, jsou zcela ptvodni, doposud jinymi autory
nepublikované. Také nekteré poznatky, tykajici se NDP navozeného injekci QA,
nejsou zatim v literatufe uvadény.

Znasich poznatkt jasné¢ vyplyva, Zze pro modelaci neurodegenerativniho
procesu, ktery se rozviji v mozku pacienti sHD, zatim neexistuje
experimentalni model, ktery by jednozna¢né tento chronicky progresivni proces
simuloval. I kdyz z hlediska patogeneze je jednoznacné lepsi pouzivat geneticky
upravena zvifata (pfitomnost mhtt), je fada nejasnosti (napf. ve vztahu k reakci
gliové slozky v tomto procesu), u nichz je potieba sledovat i zmény v prubehu
akutniho stadia procesu. Znalost téchto mechanismi je totiz nezbytnd pro
pochopeni d&ji v chronickém stadiu nemoci, resp. k pochopeni rozvoje
neurodegenerativniho onemocnéni od jeho pocatku (kdy u pacientd jesté nejsou
klinické ptiznaky nemoci).

Proto v soucasnosti povazujeme za nejvhodnéj$i kombinaci nalezli s pouzitim
obou zminénych typti modelt.
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