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Abstrakt

Huntingtonova choroba (HD) je vainé dédi¢né neurodegenerativni autozomalni
onemocnéni postihujici jedince bez rozdilu pohlavi, které je charakterizovano
neurodegeneraci striata a dalSich oblasti mozku. Pfiznaky nemoci se mohou liSit svym
rozsahem, maji vSak mnohé spolecné rysy — motorické poruchy, kognitivni a behavioralni
zmény, imunitni deficit. Pacienti jsou odkdzani na specidlni péc¢i a umiraji béhem nékolika
nasledujicich let od projevu prvnich zndmek nemoci. V soucasnosti je HD nelécitelna.
Mechanismus patofyziologie onemocnéni neni doposud uspokojivé popsan. Spole¢né
s pokrokem metod genového inZenyrstvi a snahou mnoha rodin, v niz se HD vyskytuje, je
nyni HD pfedmétem cetnych védeckych a lékafskych studii. Ke snaze nalézt vhodnou terapii
pro HD by mohly dopomoci studie na modelovych organismech. Kazdy zvifeci model je ale
optimalni jenom tehdy, kdyZ pozorovany fenotyp onemocnéni koreluje se symptomy u
pacientld. Jenom tak, na nich bude moZné ovéfit hypotézy o patogenité nemoci a stanovit

moznosti terapie.

Klicova slova:

Huntingtonova choroba, zvifeci genetické modely, neurodegenerace, huntingtin,

transgeneze



Abstract

Huntington's disease (HD) is a severe autosomal inherited neurodegenerative
disorder that affects individuals regardless of gender. HD is characterized by
neurodegeneration in striatum and other brain areas. Although symptoms of the disease can
be various, they have many common features - motor disorders, cognitive and behavioral
changes, immune deficiency. Patients are dependent on a special care and die due within
the next few years since the first signs of the disease. Currently no known cure of HD is
available. Mechanism of pathophysiology of the disease has not been sufficiently described.
Along with the progress of genetic engineering, and the effort of many families in which HD
occurs, HD is now the subject of numerous scientific and medical studies. Studies on model
organisms could be helpful to solve these problems. However, only animal models whose
phenotype correlates with the phenotype of HD patients is suitable for the research. This
would be the only safe way how to verify hypotheses on the pathogenesis of the disease and

determine treatment options.
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Seznam pouzitych zkratek

CAG cytosin —adenosin — guanin

CHAT cholin-acetyltransferaza

cDNA cyklickd deoxyribonukleova kyselina
DARPP32 dopaminem a cAMP-regulovany fosfoprotein 32
FISH fluorescenéni in situ hybridizace

GABA y-aminomaselnd kyselina

GAD dekarboxyldza glutamové kyseliny

HD Huntingtonova choroba

HTT huntingtin

IT-15 yinteresting transcript 15

MRI zobrazovani pomoci magnetické rezonance
mRNA messenger RNA, informacni RNA

ORF otevreny ¢teci ramec

PCR polymerdzova retézova reakce

PET pozitronova emisni tomografie

polyQ polyglutaminovy retézec

RISC RNA-indukovany silencing komplex

siRNA silencing RNA
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Uvod

Huntingtonova choroba (HD) je zatim nelécitelné dédicné neurodegenerativni
autozomalni onemocnéni postihujici jedince bez rozdilu pohlavi, které je charakterizované
fenotypem s pomalymi progresivnimi zménami chovani a osobnosti, postupnou demenci a
pohybovymi poruchami (Purdon a kol.,, 1994). HD je zplsobena nestabilni expanzi CAG
(cytosin — adenosin — guanin) tripletl v kédujici oblasti IT-15 genu na chromosomu 4, kterd
koduje protein huntingtin (HTT). Huntingtin je v nemutované formé pfitomen u vsech
obratlovci, ma vliv na spravny vyvoj mozku (Zuccato a kol., 2010) a je vyznamny pro preZiti a
spravné fungovani neuronl (Zuccato a Cattaneo, 2007). Exon 1 genu HTT obvykle obsahuje
sekvenci 6-35 po sobé jdoucich glutamin(, zatimco u pacientl postizenych HD se nachazi
obvykle vice nez 40 CAG opakovani (Roos, 2010). Nastup a zdvaznost onemocnéni tedy
souvisi s po¢tem CAG repetic (Andrew a kol., 1993; Roos, 2010). JelikoZ je HD podminéna
mutaci vjediném genu, inzerce tohoto mutovaného genu do genomu subhumadnnich
primatl, hlodavcl, ovci nebo prasat vyvolava onemocnéni (Zuccato a kol., 2010). Tato jedina
mutace dodd proteinu HTT zcela nové, toxické vlastnosti, Skodlivé pro mozkové burky.
Zaroven také snizuje neuroprotektivni funkci nemutovaného HTT. Prfesné mechanismy
patofyziologie HD nejsou zatim objasnény. V soucasné dobé je moZno pouzit pouze lidské
vzorky ziskané post mortem a tak vyzkum HD vyznamné zavisi na zvifecich modelech, které
byly prozatim uUspésné pouzivany k vyzkumu patologie, molekularnich cilG a terapeutik
neurodegenerativnich onemocnéni (Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba), ale také
napftiklad diabetes mellitus. Zaroven se pracuje na vytvoreni model HD, kterych fenotyp by
koreloval s projevy HD u pacientl (Zuccato a kol., 2010).

Cilem této prace je shrnout dosavadni poznatky o Huntingtonové chorobé, jejim
vyzkumu na zdsadnich zvifecich modelech a poukdzat na moznosti jejich vyuziti s ohledem na
klady a zdpory jednotlivych modeld. V prvni kapitole je blize popsan prabéh a HD, jeji
diagnostika a mozné cile |écby. Druhd ¢ast prindsi struény prehled savéich modell HD
spolecné s prehledem genetickych metod pouzitych k jejich vytvoreni. Prace dale porovnava
modely mezi sebou. Poukazuje na dulezitost vyzkumu neurodegenerativnich onemocnéni na

zvirecich modelech a navrhuje mozné terapeutické cile.



1. Huntingtonova choroba

1.1. Historické pozadi a prevalence

Poprvé byla Huntingtonova choroba (HD) zaznamenana v roce 1374 jako bezejmenna
epidemie, obcas také zvana ,tanecni manie“. O nékolik desitek let pozdéji definoval
Paracelsus tyto mimovolni pohyby terminem chorea, coz svédci o jejich plvodu v centralni
nervové soustavé (Zuccato a kol., 2010). Prvni popis pacienta trpiciho chorobou dnes
nazyvanou Huntingtonova Ch. Watersem se datuje do roku 1842 (Bruyn, 1968). Charakter
onemocnéni zlstal neznamy dalSich tficet let — tedy do roku 1872, kdy pfiSel s pfesnym
popisem onemocnéni americky lékaf George Huntington. Kratky ¢lanek s nazvem On Chorea
publikoval v Medical and Surgical Reporter of Philadelphia v témze roce. V nadchazejicich
desetiletich bylo objasnéno mnohé z neuropatologie choroby. Lékafi si poprvé vsimli
zhorseni v centralni oblasti mozku pacient s HD a identifikovali nucleus caudatus (ocasaté
jadro - ¢ast striata) jako hlavni cil bunécné apoptdzy. Zasluhu na velkém zdjmu o vyzkum HD
ma predevsim americky eugenik Ch. Davenport, jehoZ studie, ve které mapoval rodiny
s vyskytem HD, je vlibec nejvétsi studii rodin s HD. Pozdéji, v padesatych letech dvacatého
stoleti, diagnostikoval A. Negrette HD desitkdm osob ze spoleéenstvi Zijicim v okoli jezera
Maracaibo ve Venezuele. Na stejném misté byl o dvacet let pozdéji N. Wexlerovou objeven
gen zodpovédny za HD (Zuccato a kol., 2010). Gen byl identifikovan na ¢tvrtém chromozomu
(Gusella a kol., 1983). O deset let pozdéji se podafilo nalézt presny lokus HTT genu v kddujici
oblasti IT-15 na kratkém raménku chromozomu 4p16.3 (Huntington’s Disease Collaborative

Research Group, 1993).

Prevalence HD je nyni celosvétové odhadovana na 5-8 ze 100 000 obyvatel (Kumar a

kol., 2010; Zuccato a kol., 2010). S nejvétsi frekvenci se HD vyskytuje v Zapadni Evropé a

evvs

Cing, Finsku a Japonsku (Kumar a kol., 2010).



1.2. Etiologie

Jak bylo jiz vzpomenuto v udvodu, Huntingtonova choroba je autozomalné
dominantné dédicné onemocnéni zplUsobené zvySenym poctem CAG opakovani v genu
kddujicim protein huntingtin lokalizovaném na kratkém raménku chromozomu 4p16.3
(Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993). Wild-type huntingtin mda pocet
CAG repetic v rozmezi 6-26. HD je spojena s poctem 36 CAG a vice. Repetice dlouha 36-39
CAG vede k UpIné penetranci onemocnéni s velmi pozdnim nastupem. Pocet CAG v rozmezi
29-35, tzv. stfedni alely, je nestabilni. Jedinec je zcela zdravy, ale tyto alely jsou nachylné na
mutace a mUZe tak prodlouzenim Useku dojit ke zmnoZeni poctu aZ na hranici penetrance a
tato mutace muZe byt predana potomstvu, u kterého se HD projevi. Wild-type huntingtin ma
v organismu fadu nezastupitelnych funkci. Hraje roli v synaptickych funkcich, je nezbytny pro
spravny embryonalni vyvoj, pfipadné ma antiapoptoticky a ochranny ucinek proti toxickym
vlivim mutantniho huntingtinu (Roos, 2010). Byla popsdna inverzni korelace mezi délkou
polyglutaminového retézce a vékem ndstupu nemoci — ¢im delSi polyQ, tim ¢asnéjsi nastup
HD (Andrew a kol., 1993). Nejcastéjsi formou HD u vice nez 90 % vSech pripadd je tzv.

klasicka forma HD (Roos, 2010).

Formy HD podle véku pfi nastupu priznaku:
Forma klasicka - pocinajici vék mezi 35. — 50. rokem véku (cca 90 % pfipadu)
Forma juvenilni - pocinajici do 20. roku véku (cca 5 % pripadu)
Forma s pozdnim pocdtkem - pocinajici az po 60. roce véku (cca 5 % pfipada)
(podle Roos, 2010)

Prubéh a priznaky klasické formy

Prvotni pfiznaky HD jsou nespecifické behavioralni projevy, patfi mezi né deprese,
nékdy provazena hubnutim, nezdjmem a ztratou chuti kjidlu. Jeji diagnostika je i
v pozdéjsich fazich nemoci problematicka, jelikoz ubytky vahy, ztrata chuti k jidlu a apatie se
vyskytuji i u nedepresivnhich HD pacientl. Deprese mlZe pacienta dovést k sebevrazdé,
nejvice jich spadd do pocateéniho obdobi, do faze klinického testovani pacienta. Déle se

Casto vyskytuje uzkost spojena s obavami z dalsiho pribéhu nemoci. Z psychickych poruch se
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Casto projevuje agrese, véetné fyzické agrese k okoli. Pasivita a ztrata zajmu jsou povazovany
za soucast apatie. Psychdzy se objevuji predevSim v pozdéjsich fazich onemocnéni, ve
vétsiné pripadl spolecné s poklesem kognitivnich funkci. Klinicky obraz je srovnatelny s
znacné problémy ve vztazich s okolim. V pozdéjSich fazich naopak prevazuje hyposexualita.
DalSimi ptiznaky jsou kognitivni poruchy, které mohou byt pfitomny dlouho pfed prvnimi
motorickymi pfiznaky, ale mohou byt velmi mirné po celou dobu onemocnéni aZz do jejich
pokrocilych fazi, patti sem napt. demence nebo poruchy kratkodobé paméti a uceni (Roos,
2010).

Brzy po téchto zménach se objevuji motorické dysfunkce, zejména mimovolni pohyby
(chorea, dystonie). Zpocatku se pohyby tykaji koncetin nebo jen prstl a obli¢ejovych svalQ,
pozdéji zaskuby hybou celym télem a zplsobuji tak nemoznost vykonu cilenych pohybu.
Chlze a fec se stavaji nejistymi, z pocatki maze okoli pfipadat pacient jako neustale opily Ci
neuroticky, pridavaji se problémy s polykdnim (coz muze zpUsobit uduseni), inkontinence a
kachektizace. Dystonie je charakteristicka pomalejsimi pohyby se zvySenym svalovym tonem,
vedoucimi k abnormdlnimu drzeni téla, rotaci trupu nebo koncetin. Dystonie muze byt prvni
znamkou nemoci a vést k predbéiné diagndze. Dale nemocni trpi tiky, dobfe viditelnymi
hlavné v obliceji. Chorea, také dfive nazyvana jako ,tanec svatého Vita“ se projevuje pohyby
podobnymi krouceni pfi tanci a svijenim. JelikoZ se Skubavé pohyby tykaji i konletin, ztézuji
nebo znemoznuji pacientlim ch(izi. Na rozdil od ataxie nebo parkinsonismu se jednd az do
velmi pozdni fdze nemoci o hyperkinetickou poruchu pohybu. Mimovolni pohyby
v pozdéjsich fazich nemoci ustavaji a svalstvo celého téla je spiSe ztuhlé. Nemocny je tak
témér nepohyblivy a stava se zcela zavislym na péci okoli. Obvykle pacient umird béhem 17-
20 let od prvnich ptiznakl, nejcastéjsi pricina smrti je infekce v disledku oslabené imunity
nebo druhotné komplikace (Roos, 2010). Degenerace postihuje také nékteré periferni tkané
(Bjorkqgvist a kol., 2005). Nejvyraznéjsi degenerace mimo centrdlni nervovy systém byla u
pacientU, ale i u zvitecich modell HD, objevena ve varlatech, kde se vyrazné snizuje pocet
zarodecnych bunék, ze kterych se vyviji spermatidy a spermatocyty. Stény semenného
kandlku vyrazné zesiluji a sniZuje se tak jeho prurez. V dusledku téchto jevl je negativné
ovlivnéna spermiogeneze. Post mortem ziskané vzorky varlat nékterych pacientl s HD byli
analyzovany jako aspermatické. Degenerace zarodeénych a Sertoliho bunék ve varlatech je
pravdépodobné zpUsobena pfimou toxicitou mutantniho HTT, ktery je zde exprimovan ve

vétsi mife (Van Raamsdonk a kol., 2007). DalSimi perifernimi tkanémi s prokazanou expresi
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mutovaného HTT jsou srdce, jatra, plice, ledviny a slezina, u modelovych mysi tyto organy

vlivem exprese HTT zvysuji svou hmotnost (Van Raamsdonk a kol., 2006).

VVVVV

hmotnosti, pfisuzovana dfive choree. Nebyla vSak prokdzana souvislost ani s choreou, ani
s poctem opakovani CAG a uvaZuje se spiSe o souvislosti se ztrdtou neuron( v hypothalamu,
ktera zpUsobuje nejspise i snizenou chut k jidlu, obtiznéjsi manipulaci s potravinami a ztizené
polykani. Dysfunkce hypothalamu také castecné vysvétluje poruchy spanku (Zuccato a kol.,
2010). Nemocni Casto trpi poruchami teci, kterd se postupné stavd méné srozumitelnou
(Roth a kol., 2006). Jiz dlouhou dobu je znamo, Ze u pacient( s HD je jiz od pocatku nemoci
narusen Cich. Ackoliv jsou pacienti schopni detekovat pachy, nejsou schopni urcit, co presné

citi a predpoklada se porucha olfaktorického systému (Hamilton a kol., 1999).

1.3. Neuropatologie

Pficinou projevi HD je rozsahlda neurodegenerace v mozku. Neurony odumiraji
apopticky, Ccili vysoce organizovanou fizenou formou bunééné smrti, béznou v rfadé
biologickych procest a patologickych stavd. V centrdlnim nervovém systému je apoptdza
zpGsobena nesprdvnym  konformacnim  poskladanim  protein u celé tady
neurodegenerativnich onemocnéni vcéetné HD. Tato onemocnéni se spole¢né vyznacuji
selektivni neurodegeneraci a akumulaci proteolytickych fragmentl mutantniho proteinu s

nespravnou konformaci v neuronech (Yang a kol., 2010).

Nejcastéji dodnes pouzivany systém pro posouzeni zavaznosti degenerace u HD byl
vyvinut neuropatologem J. P. Vonsattelem na Kolumbijské Univerzité. Posuzuje se z post
mortem vzork( striata a klasifikuje onemocnéni do 5 stupnl podle zavazinosti
neurodegenerace. 0. stupen je pfi zbéZném vysetfeni k nerozeznani od zdravého mozku. Pfi
histologickém vysetfeni je rozpoznatelnad ztrata 30-40 % neuron( v predni Casti ocasatého
jadra. U stupné 1 rozpoznavame atrofii, ztrdtu neuronl a astrogliosi i vzadni ¢asti a v
nékterych pripadech i v téle ocasatého jadra. Stupné 2 a 3 jsou charakterizovany progresivni
zavaznou celostriatdIni atrofii. Stupen 4 zahrnuje nejvice zavazné prfipady HD s atrofii striata

s az 95 % ztratou neurond (Vonsattel a kol., 1985).



Neuropatologické studie odhalily atrofii, neurodegeneraci a gliosi v bazalnich
gangliich a jim prilehlych oblastech a ve strukturalni mozkové klre (Bruyn, 1968; Vonsattel a
kol., 1985). Neuropatologické zmény jsou selektivni, nervova degenerace pocind ve striatu,
odkud se nejdfive Sifi do stfedni oblasti ocasatého jadra po mesiolaterdlnim a
kaudorostralnim gradientu smérem ven do subregiond putamenu a pallida, subthalamickych
jader a hipokampu. Ztrata nepfimych neuronovych drah ze striata do pallida muiZe mit za
nasledek zvySeny vyskyt mimovolnich pohybl (Kumar a kol., 2010). Nejvice postizené
neurodegeneraci jsou stfedné velké ostnité neurony, které tvofi znanou ¢ast striatdlnich
neurond. Tyto neurony jsou pfimo regulovany dopaminergnimi vstupy ze substantia nigra
pars compacta a glutamatergnimi vstupy z mozkové kary a thalamu a projektovany zpét do
vystupnich jader bazalnich ganglii (vnitfni segment globus pallidus, substantia nigra
reticulata a ventralni pallidum) nebo nepfimo, vnéjSim segmentem globus pallidus a
subthalamickym jadrem (Gil a Rego, 2008). Ostatni oblasti mozku vyznamné ovlivnéné HD
jsou substantia nigra, mozkova klira, hipokampus (Spargo a kol., 1993), angularni gyry
temenniho laloku (Macdonald a kol., 1997), Purkynovy buriky v mozecku (Jeste a kol., 1984),
hypothalamus (Kremer a kol., 1991) a centromedidlni parafascikularni komplex thalamu
(Heinsen a kol., 1999). Poskozeni neuronli mimo bazalni ganglia je vSsak méné rozsahlé

(Vonsattel a kol., 1985).

V ¢asném symptomatickém stadiu HD nemusi k neurodegeneraci dochazet, na
druhou stranu jsou hojné dlikazy o dysfunkci neurond u asymptomatickych pacient (Myers
a kol., 1991; Mizuno a kol., 2000; Gomez-Tortosa a kol., 2001). Kortikalni neurony vykazuji
snizené mnozstvi nervovych vlaken, neurofilament(l, tubulinu a mikrotubul-asociovaného
proteinu 2 spolec¢né s complexinem 2 v nizkych koncentracich (DiProspero a kol., 2004). Tyto
prvky jsou spojeny se synaptickymi funkcemi, cytoskeletdlni integritou a axonalnim
transportem a hraji dulezitou roli v kortikdlni dysfunkci patogeneze onemocnéni (Walker,

2007).

Spojitost mezi biochemii a patogenezi Huntingtonovy choroby potvrzuji cetné
neuropatologické studie podtrhujici ulohu malych a stfedné velkych ostnitych neurond
striata, které obsahuiji inhibi¢ni neurotransmiter GABA (kyselina y-amino-maselnd) (Ferrante
a kol., 1991), a dynorfin, enkefalin nebo substanci P jako ko-transmitery. Podle pouzitého ko-
transmiteru a typu dopaminového receptoru, ktery je exprimovan, se pak lisi striatalni

projekce primych a nepfimych drah. Neurony pfimé drahy obsahuji substanci P a pfednostné
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exprimuji dopaminové D1 receptory, které po aktivaci stimuluji enzym adenylatcyklazu,
zatimco neurony nepfimé drahy obsahuji enkefalin a prednostné exprimuji D2 receptory,
které po aktivaci enzym adenylatcyklazu inhibuji (Reiner a Anderson, 1990). Zména urovné
exprese neurotransmiterl ovliviujicich zejména glutamatové, GABAergni a dopaminové

receptory, je dalSim charakteristickym znakem HD (Cha a kol., 1998).

1.4. Diagnostika

Pribéh Zivota ¢lovéka s jednim rodicem trpicim Huntingtonovou chorobou muze byt
rozdélen do rizikové, preklinické a klinické faze. Rizikova faze konci, kdyz se diagnostikuje,
zda osoba nese zvySeny pocet CAG opakovani v genu kodujicim HTT. Pokud je u ni
diagnostikovana HD, nastava preklinicka faze koncici v momenté prvnich motorickych
pfiznaki HD (Roos, 2010). Stdle rostou dikazy o tom, Ze se kognitivni a psychiatrické
symptomy onemocnéni vyskytuji az 16 let pred motorickymi projevy (Bjorkqvist a kol., 2008),
ale za obdobi pocatku onemocnéni, tedy i pocatku klinické faze, je povazovdno obdobi
nastupu motorickych poruch (Margolis a Ross, 2003), ackoliv vSe spiSe nasvédcuje korelaci

s prvnimi psychiatrickymi zménami (Roos, 2010).

Diagnéza je zaloZena na pozorovani klinickych pfiznakll. Onemocnéni chorobou se
hodnoti na zakladé neurologického pozorovani projevd typickych pro extrapyramidova
onemocnéni ve spojeni s genetickym testovanim na pritomnost rozsifeného CAG opakovani
v genu IT-15 (Paulsen, 2011). Potvrzuje se rodinnou anamnézou HD (Roos, 2010). Pro osoby
se zvySenym rizikem HD je vidy nelehké rozhodnuti, zda se dat otestovat v dobé, kdy jesté
né. Preklinickd diagndza vyzaduje extrémni opatreni proti chybné interpretaci vysledka,
jelikoz jejich obdrzZeni je pro pacienty velice stresujici zalezitost. Doba, kdy nemoc nastoupi,
se taktéz nedd presné urcit. Faze, kdy je u pacienta objevena expanze CAG repetice a
geneticky prokazdna mutace, ale zatim nevykazuje motorické priznaky, se nazyva
prodromalni (Paulsen a kol., 2006). Bylo dokazano, Ze objem striata v dobé klinické diagndzy
HD na zdkladé pozorovanych motorickych poruch je jiz mensi o 50% (Aylward a kol., 2004).
Striatalni atrofii lze pozorovat na elektorencefalogramu (EEG), ¢i zobrazovacimi studiemi
podkorovych struktur, véetné axidlni pocitacové tomografie (CT) a magneticka rezonance

(MRI). Tyto metody ucinné prokazuji striatalni atrofii u pacienta s jiz klinickymi priznaky HD
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(Oliva a kol., 1993). Pro preklinické studie se Uspésné vyuziva pozitronova emisni tomografie
(PET), pomoci niz je mozné detekovat hypometabolismus glukdzy ve striatu, znacici jeho
atrofii, jesté predtim, nez lze dysfunkce prokazat pomoci axidlni CT nebo MRI (Hayden a kol.,

1986).

K posouzeni zavaznosti kognitivniho deficitu vyuzivda valna vétSina HD klinik
jednotnou unifikovanou stupnici - Unified Huntington Disease Rating Scale (Huntington
Study Group, 1996). Test zahrnuje 3 ¢asti — test s Ciselnymi symboly, StroopUv test a test
slovni produkce. Pro spravné vyhodnoceni je nutné také odhadnout a zahrnout pavodni
intelekt (Paulsen, 2011). Podle Peavy a kol., je pro kompletni diagnostiku HD také dulezité
urCit do té doby podcefiovanou miru demence a navrhl definici demence pfi HD jako
poruchu nejméné dvou kognitivnich oblasti, ve smyslu sniZzeni schopnosti nebo zhorseny
prabéh téchto funkci (Peavy a kol., 2010). Aplikaci této definice na klinicky vzorek prokazal

jeho platnost a pouZitelnost pro budouci diagnostiku (Paulsen, 2011).

Jesté pred projevy motorickymi lze pozorovat také zmény imunologické. Imunitni
systém je pfi HD v neustdle aktivovaném stavu, coZ zpuUsobuje imunitni dysfunkce a
patologické stavy. Toto lze identifikovat v krevnim vzorku z monocytd exprimujicich
mutantni huntingtin, ktery autonomné aktivuje imunitni buriky. Podobny vzor jako u
monocytl byl sledovdan u makrofagl v mikrogliich mysich modeld HD (Bjorkqvist a kol.,
2008). Druhou moznosti genetického testovani HD je detekce cytokin( z plasmy, pripadné
mozkomisniho moku. Cytokiny, latky sekretované jako soucast odezvy imunitnimu systému,
jsou pfi HD nachdazeny v plasmé ve zvySenych koncentracich. Cytokiny byly u pacient(
preklinicky detekovany jak v plasmé, tak v mozkomisnim moku, kde jsou produkovany
mikrogliemi, dokonce 16 let pred prvnimi motorickymi pfiznaky. Aktivace mikroglii vede
k excitoxicité — produkci volnych radikald a oxidativnimu stresu, nasledovanému aktivaci

kaspazy a pocinajici apoptdzou neuront (Bjorkqvist a kol., 2008).

1.5. Neurochemie

Existuje nékolik dualeZitych nevyreSenych otazek tykajicich se progresivni nervové
degenerace, véetné porozuméni sledu udalosti, které k neurodegeneraci a bunécéné smrti

vedou, a nalezeni divodu selektivni zranitelnosti konkrétnich typl neurona ve striatu. Rlzné



typy bunécného poskozeni se mohou protinat a vést jak jednotlivé tak vzajemné k

neuronalni degeneraci a nakonec smrti (Zuccato a kol., 2010).

PoSkozeni neuronalni DNA mohou zpUsobit volné radikdly, k jejichz produkci vede
nadbytek glutamatu (Albin a kol., 1990) a naslednda nepfiznivé vysoka produkce vapniku, pfi
které volné radikdly unikaji. Radikdly také poskozuji proteiny neurofilamentd (Ayala a kol.,
2007), slouzicich jako neurdlni kostra. Nervové struktury, které vykazuji dysfunkce a
degeneruji pfi HD, jsou vzajemné propojeny (kortiko-striatalni spojeni, striatalni vybézky do
globus pallidus a substantia nigra, substantia nigra a globus pallidus vybézky do thalamu a
vybézky thalamu do mozkové kiry). Existuje zde nespocet synaptickych interakci, které
mohou pfispét k pozorovdni zmén u HD. Od prikopnické studie (Wong a kol., 1982), ve které
bylo poukdzdano na problémy v syntéze glutamatu u kortiko-striatalnich neuront, je
vySetfovani téchto drah jddrem mnoha dalSich pokus( s cilem porozumét mechanismim
patologie HD (Kumar a kol., 2010). Excitoxicita mlGze byt definovana jako bunécnd smrt
nasledkem toxického plsobeni excitacnich aminokyselin (Roberts a kol., 2005). Glutamat je v
CNS savcl hlavnim excitatnim neurotransmiterem (Engelsen, 1986). Neurotoxicita se
obvykle projevuje po delsSim vystaveni neuronl pusobeni glutamatu, které obvykle souvisi s
nadmérnym prilivem vapenatych iont a vody do buriky. Nadbytek vapniku vede k aktivaci
enzyml Stépicich proteiny, membrany a nukleové kyseliny v bunce. Selektivni
neurodegeneraci ostnitych projekénich neuron( striata vysvétluje hypotéza, kterd v kontextu
HD uvadi, Ze nadmérna aktivace glutamatovych receptord zvySuje uvolfiovani glutamatu z
kortikalni aferentni drahy, nasledné zplsobi snizené vstiebavani glutamatu gliemi a
presyceni postsynaptickych glutamatovych receptor( ve striatu zménu kalciové homeostazy.
Tento jev vyvold mitochondridlni dysfunkce vedouci ke ztraté neuron( (DiFiglia a kol., 1990).
Nejvice zranitelné jsou striatalni neurony s vysokou expresi NMDAR (N-methyl-D-aspartatovy
receptor), proto se jednalo o jeden z prvnich glutamatovych receptori studovanych na

mysich modelech HD (Kumar a kol., 2010).

90 % neuronU striata tvofi stfedné velké ostnité neurony, které jsou GABAergni, coz
znamena, Ze jsou inhibovany neurotransmiterem GABA. GABAergni projekéni neurony
degeneruji hned od pocatku progrese HD (Faull a kol., 1993). V post mortem vzorcich mozku
byly nalezeny sniZzené hladiny GABA a jejiho syntetického enzymu GAD (glutamic acid
decarboxylase). Naruseni GABAergnich systém{ neni omezeno pouze na striatum, snizené

hladiny GABA spolecné se snizenou hladinou synaptického enzymu GAD nachazime také v
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hipokampu a mozkové kire (Reynolds a Pearson, 1987). Ackoli spojeni mezi biochemickymi
zménami a patogenezi neni jesté zcela objasnéno, dokazuji neuropatologické studie vyznam
nerovnovahy mezi inhibiénimi a excitacnimi neurotransmitery u neurond nepfimych drah a

jejich podil na fenotypu HD, zejména choree a mimovolnich pohybech (Kumar a kol., 2010).

Neostriatum je husté inervovdano dopaminergnimi vldkny vedoucimi ze substantia
nigra. Dopaminergni a glutamatergni systémy Uzce interaguji se stfednimi ostnitymi neurony
striata - dopaminergni synapse se nachazi hlavné na krku dendritd stfednich ostnitych
neurond, zatimco glutamatergnich kortikalni aferentni synapse jsou specificky umistény na
hlavach stejnych dendritl (Smith a kol.,, 1994). Nedavné studie naznacuji, Zze dopaminy
mohou také ovliviiovat striatalni interneuronovou aktivitu, ktera reguluje ¢innosti stfednich
ostnatych neuront a tim je nepfimo ovlivnit (Bracci a kol., 2002). Dopamin a jeho metabolity
mohou generovat vznik reaktivnich kyslikovych radikall a pUsobit neurotoxicky (Ramaswamy
a kol., 2007). Pfi HD dochdzi zpocatku predevsim ke ztraté D2 (dopamin 2) receptor(, vyskyt
D1 (dopamin 1) receptord je pouze mirné snizen v substantia nigra a globus pallidus. Jak
nemoc postupuje, zranitelnost obou receptord se v mozku zvySuje, coz naznacuje, ze ztrata
dopaminergnich vldken pfispivda k patofyziologii HD (Reddy a kol.,, 1999), spolecné se
ztradtami acetylcholinu a enzymu cholin-acetyltransferdzy (CHAT). CHAT exprese klesa také v
dalSich oblastech mozku, v nucleus accumbens, septal nuclei a hipokampu. Acetylcholinové
receptory muskarinového typu M2 maji ve striatu a globus pallidus snizenou expresi, zatimco
v substantia nigra pars reticulata a mozkové klife se jejich vyskyt neméni. Snizené hladiny
cholinu byly také pozorovany ve vzorcich cerebrospindlni tekutiny pacientl s HD (Kumar a

kol., 2010).

V nékterych experimentdlnich modelech HD byly pozorovany zmény exprese
adenosinovych receptorll typu A2A a signalizace. Adenosin je purinergni endogenni
nukleosid, ktery funguje jako neuromodulator. Jeho funkci zprostfedkovavaji specifické
receptory - Al, A2A, A2B, A3 (Fredholm a kol., 2001). Jednotlivé typy adenosinovych
receptorll maji jedinecnou bunécnou a regionalni distribuci v bazalnich gangliich a
koncentruji se zejména v nucleus caudatus a putamenu. Nejvyssi exprese A2A receptor( se
nachazi v téle striata, které se podili na fizeni komplexnich pohybovych aktivit (Yin a
Knowlton 2006). A2A receptory mohou diky své zvySené distribuci ve striatu fungovat jako
potencialni biomarker HD uzZite¢ny pro monitorovani progrese onemocnéni a posuzovani

ucinnosti neuroprotektivnich strategii (Kumar a kol., 2010). Na zvitecich modelech HD byly
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objeveny neuroprotektivni ucinky antagonistd A2A receptoru, spocivajici zejména v
potlaceni ucinku pre-synaptickych receptord na uvolfovani glutamatu. Mozné vyuziti v |écbé

HD a mechanickou podstatu tohoto jevu je tfeba dale objasnit (Gianfriddo a kol., 2004).

U pacientl HD byl zjistén deficit systému hypotalamus-hypofyza-pohlavni Zlazy (HPG).
V HPG ose nejprve hypotalamus uvolni gonadotropin-uvoliujici hormon (GnRH), ktery
stimuluje uvolfovani luteiniza¢niho hormonu (LH) a folikuly stimulujictho hormonu (FSH) z
predniho laloku hypofyzy. Nasledné LH stimuluje Leydigovy bunky ve varlatech k vylu¢ovani
testosteronu, zatimco FSH interaguje se Sertoliho burikami a stimuluje vyvoj spermii. U muZz(i
s HD byly prokdzany snizené hladiny testosteronu, LH a FSH (Markianos a kol., 2005) a
poukazuje na ovlivnéni osy HPG, jejiz deficit se negativné odradzi na spermatogenezi, kterd

muze byt dokonce zastavena (Van Raamsdonk a kol., 2007).

V oblasti prvnich 550 aminokyselin huntingtinu se nachdzi stépici mista pro kaspazu-3
a kalpain. Bylo zjisténo, Ze kaspazou-3 a kalpain-zprostfedkovanou sekvencni proteolyzou
mutantniho huntingtinu se tvofi N-terminaini fragmenty, které jsou vice toxické a nachylné k
tvorbé a hromadéni jadernych agregata (Kim a kol., 2009), coz pfispiva k bunécné smrti (Gil a

Rego, 2008).

Jiz v rané fazi HD se vyskytuji dysfunkce energetického metabolismu neurond.
Metabolické drahy a mitochondridlni funkce jsou napojeny na fadu bunécnych procesu
souvisejicich s produkci a zpracovanim volnych radikdld. Oxidacni poskozeni narusuje
bioenergetické funkce a vede k porucham tvorby ATP, zplsobujicim ztratu hmotnosti a
atrofii kosterniho svalstva (Gil a Rego, 2008). V oblastech souvisejicich s HD se snizZuje
metabolismus glukdzy, ¢ehoz Ize vyuZit jako biomerkeru pro mapovani neurodegenerace.
Mitochondrie jsou zaroven zdrojem i cilem volnych radikald, zplGsobujicich oxidativni stres,

vedouci k neurondlnim dysfunkcim a ztratdm (Kumar a kol., 2010; Zuccato a kol., 2010).

Chronicky zvySené hladiny cytokini a chemokini mohou mit Skodlivé nasledky
pfispivajici k patogenezi v perifernich tkanich, stejné jako k neurodegeneraci CNS (Bjorkqvist
a kol., 2008). Napfiklad interferon-gamma (IFN-y) a interleukin (IL-6) jsou dvé klicové signalni
molekuly imunitniho systému, aktivuji makrofagy a stimuluji produkci dalSich cytokin(, které
zpUsobuji zanét a mohou také pfrispivat ke ztraté svalové hmoty a kachexii, pozorované u
pacientd s HD. Periferni monocyty izolované z krve pacientl s HD vykazuji deficity migrace na
imunitni podnét, podobné vysledky byly také pozorovany in vivo na mysich modelech (Kwan
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a kol., 2012). Pomér kynurenin:tryptofan — indikator pro probihajici zanét, je v séru pacient(
s HD wvyssi (Stoy a kol., 2005). Dalsi neurochemické charakteristiky HD vzhledem k

omezenému rozsahu prace neuvadim.

1.6. MozZnosti |éCby

JelikoZ je HD autozomdlné dominantni, staci k rozvinuti choroby pouze jedna zdédéna
kopie mutované alely. U recesivnich chorob se vramci genové terapie doda kopie
neposkozeného genu a diky tomu se fenotyp nemoci jiz nemuze projevit. Bohuzel HD je
timto zpUsobem nelécitelna a jedina zatim dostupna lécba je symptomatickd nebo paliativni.
Pacientlim je nabizeno uZivani neuroleptik, které ale do jisté miry utlumuji veskeré funkce a
jejich pouziti je nutno peclivé zvazit. Pacienti také casto uzivaji antidepresiva. Proti
nadmérnému hubnuti je zapotfebi zvysit denni pfijem energie nad 5000 kalorii (Roth a kol.,
2006). Néktera farmaka mohou zlepSovat i motorické symptomy. Zejména nizké davky
antagonistl dopaminu (napf. haloperidol nebo flufenazin) se osvédcily k tlumeni chorey,
podrazdénosti, halucinaci a bludl. Bradykineze mulze byt zmirnéna podanim agonistu
dopaminu (napf. bromocryptin). Poruchy spanku a denni spavost mohou byt |éceny
klonazepamem, poruchy spojené uUzkosti lze potlacit anxiolytiky (White a kol., 1992). Dalsi
latky a lécebné strategie jsou ve fazi testovani na bunécnych kulturdch a na zvitecich

modelech HD (Zuccato a kol., 2010).

Nabizi se také moznost zasahu do faze prepisu mutovaného genu do RNA. Slibna se
v tomto ohledu zda byt metoda RNA silencingu neboli RNA interference, kdy je asociovana
exogenné syntetizovana molekula siRNA s komplementarni ¢asti v mRNA, kterd je takto
zacilena a post-transkripéné je komplexem RISC (RNA-indukovany silencing komplex)
katalyzovano Stépeni cilového useku mRNA. Dochazi k post-transkripénimu silencingu
(umléeni) daného genu, tzn., Ze gen se sice prepisuje, ale jeho mRNA neni schopna vytvofit

bilkovinny produkt, v pfipadé HD mutovany huntingtin (Zuccato a kol., 2010).

Nedavné publikace ukazuji, Ze hladina brain derived neurotropic factor (BDNF)
koreluje s psychickymi, kognitivnimi a motorickymi funkcemi a muZe poslouZit jako
biomarker uUspésnosti |écby (Teixiera a kol.,, 2010). Velkou nadéji jsou latky inhibujici

excitoxicitu a vznik HTT agregat(l, které prirozené zvysuji produkci BDNF v mozku a inhibuji
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mitochondridlni dysfunkce vedouci k rozvoji nemoci. A dale latky zabranujici excitoxicité
zpUsobené nadbytkem uvolfiovaného glutamatu a zvySenim ¢innosti NMDA receptoru (napfr.
riluzol, memantin, lamotrigin, remacemid, ifenprodil, blokatory vapnikové signalizace,

inhibitory dopaminovych drah aj.) (Zuccato a kol., 2010).

Dalsi terapeutické strategie se zaméruji na kaspdzovou aktivitu a proteolyzu
huntingtinu, opirajici se o nedavny objev (Graham a kol., 2006), kdy mutace kaspazového
Stépiciho mista zabranuje neurodegeneraci a zlepSuje fenotyp onemocnéni u mysiho modelu

(Zuccato a kol., 2010).

Pfesna funkce huntingtinovych agregdtl nebyla doposud objasnéna. Ackoliv se
inkluze jevi mnohdy jako toxické a jejich vyskyt koreluje s patologii, novéjsi studie ukazuiji, ze
tvorba agregatld muze prodlouzit Zivot bunék exprimujicich mutantni huntingtin. Stéle je
tfeba objasnit a identifikovat vznik rGznych typl agregatl a jejich otdznou ochrannou nebo
toxickou funkci. Pfesto jsou vyzkumy novych Iékl zatim zaméreny prevazné na blokaci jejich
vzniku. Mutantni huntingtin narusuje energeticky metabolismus a bunécné dychani, coz
vede ke snizeni intraceluldrni hladiny ATP a podporuje apoptdzu, oxidacni stres a zvySuje
citlivost neuronl k excitotoxicité. DalSi potencionalni neuroprotektivni funkci maji proto
antioxidanty a latky podporujici mitochondridlni funkce (napf. koenzym Qio, kreatin,
cystamin, blokatory MPTP (mitochondrial permeability transition pore)) (Zuccato a kol.,

2010).

Pfedmétem vyzkumu je také moznost ndhrady odumrelych neuront embryonalnimi
kmenovymi burfikami. Pro vyvoj ucinnych |éCiv i terapii je tfeba blizSi pochopeni
patofyziologie HD, kterd je pfedmétem desitek studii. Vzhledem k nemoznosti studovat
nékteré aspekty nemoci na Zijicich pacientech roste potreba zvifecich modell kopirujicich
fenotyp HD pro testovani fyziologie a rozvoj Ucinnych terapii in vivo. Vétsina 1ékl byla zatim
testovana pouze pre-klinicky na mysich (nebo jinych) modelech a jen zfidka doslo ke
klinickému testovani pacientd s HD. Rozdily mezi modelovymi zvifaty a Clovékem ztéZuji
predikci uc¢innosti novych Iékd. Ackoliv napf. mysi modely sdili nékteré aspekty fenotypu HD,
zadny z nich nevykazuje celé spektrum fenotypl lidské HD. V idealnim pripadé je pro
testovani monoterapie s potencialnim lé¢ebnym uc¢inkem tfeba systematické hodnoceni na

vice nez jednom zvifecim modelu (napf. model exprimujici pouze N-termindlni ¢ast HTT a

full-length model exprimujici celou délku HTT) (Zuccato a kol., 2010).
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2. Modely Huntingtonovy choroby

U neurodegenerativnich onemocnéni, kde lze laboratorné vysetfovat pouze post
mortem vzorky pacient(, je potfeba vyvinout modelové organismy opravdu vysoka. HD je
zplUsobena mutaci pouze jediného genu, proto se nabizi jeho pfenos do jinych organismu za
ucelem vyvoldni nemoci a studovani jejiho vyvoje. Za pomoci transgeneze je dnes mozno i
pfes mezidruhové bariéry prenést mutovanou kopii genu z jednoho druhu na jiny a sledovat
progresi onemocnéni. Transgenni organismy se vyuZivaji nejen u neurodegenerativnich
onemocnéni (Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba), ale i u
diabetes mellitus, cystické fibrézy nebo ke studiu kardiovaskularnich chorob (Aigner a kol.,

2010).

2.1. Chemické modely

Prvni modely HD byly vyvinuty jesté predtim, nez byl v roce 1993 identifikovan gen
zpUsobujici mutaci. Chemické modely fungujici na principu excitoxicity nékterych
aminokyselin pro neurony striata, napodobujici neurodegeneraci, jez pti HD probiha v mozku
pacientl, byly vyvinuty v 70.letech minulého stoleti. Neurony striata obsahuji velké
mnozstvi glutamatovych receptord, jelikoZz v této cCasti mozku je glutamat nejbéinéjsim
neurotransmiterem. Aktivaci ionotropnich glutamatovych receptorld dochdzi k rozsahlé
bunécné smrti neuronli — typickou pro excitatni aminokyseliny a podle nich nazyvanou
excitoxicka bunécna smrt. Glutamatové receptory nékterych HD model(i jsou selektivné
zranitelné také 3-nitroproprionovou kyselinou, mitochondridlnim toxinem ovliviiujicim
energeticky metabolismus, coZz naznacuje, Ze béhem HD dochazi k naruseni metabolismu
neuronl (Walker 2007). Pfimé vstfikovani neurotoxinu - kyseliny kainatové nebo cholinové,
do striata hlodavcl vyvolava léze, obdobné neurodegeneraci pozorované u pacientll s HD
(McGeer a McGeer, 1976). Lze tak odvodit, Ze excitoxicita ma velky podil na
neurodegeneracni apoptéze pfi HD. Vstfikovani mitochondridlnich toxinG — kyseliny
malonové a kyseliny 3-nitropropionové, do mozku potkanl napodobuje také behavioralni
zmény, jaké zname od pacientl s HD, coz dokazuje, Ze mitochondrialni dysfunkce maji vliv na

patogenezi (Brouillet a kol.,, 1999). Tyto modely mohou byt wvyuZity ke studiu
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neuroreparacnich a neuroprotektivnich terapii, nedokazi vSak vérné reprodukovat

patofyziologické mechanismy nemoci vyvolané mutovanym genem (Zuccato a kol., 2010).

2.2. Genetické modely

K expresi mutace zplsobujici HD bylo geneticky upraveno Siroké spektrum
zivocisnych druhl. Prvnim vyvinutym modelem pro studium HD byla myS (Marsh a kol.,
2003). Na modelu mysi a Drosophily byl objeven vztah délky polyglutaminového retézce a
zavaznosti patologie HD (Marsh a kol., 2003). MozZna souvislost ndstupu neurodegenerace na
délce polyglutaminového fretézce byla objevena u hadatka obecného, Caenorhabditis
elegans, (Faber a kol., 1999). U octomilek, Drosophila melanogaster, byla objevena vice nez
50 % podobnost v genové vybavé s ¢lovékem a plné funkéni nervovy systém. Lze u nich
manipulovat s cizorodymi geny a regulovat jejich expresi ve specifické tkani (Wang a Qin,
2006). HD byla prvni choroba, kterd byla na octomilkdch modelovana. Mouchy exprimujici N-
terminalni fragment huntingtinu se zmnoZenymi repeticemi CAG trpély na degenerace oci,
ztratu hybnosti a snizenou Zivotaschopnost (Gunewardena a kol.,, 2003). | pres
jednobunécénost predstavuji kvasinky Sacharomyces cervisiae lehce manipulovatelny
geneticky material a Ize na tomto modelu studovat faktory zplsobujici mutace HD (Wang a

Qin, 2006).

Ackoliv i u bezobratlych model( Ize pozorovat jisté projevy HD shodné s ¢lovékem, je
pro vyzkum stézejni pouziti modell obratlovcl, konkrétné savcli. Mysi modely byly Siroce
pouzivany k odhalovani patogeneze i jinych neurodegenerativnich poruch mozku (patfi sem
Alzheimerova nemoc, Parkinsonova nemoc, amyotroficka laterdlni skleréza aj.) a k rozvoji
jejich 1écby. Nicméné, vétSina z téchto mysich modell nevykazuje pro nemoc pfiznacné
patologie mozku a nebyly v nich nalezeny ani apoptické neurony s DNA fragmenty (Yang a
kol., 2010). Mnohem zajimavéjsi a perspektivnéjsi z pohledu nalezeni mozné terapie jsou

modely velkych savcu.

Pripravou transgennich modelll se zabyva genové inZenyrstvi, které za posledni
desetileti zaznamenalo velky rozvoj. Upravena DNA, ktera se ma do organismu vnést -
genovy konstrukt, se obvykle skldda ze strukturniho genu, pfrislusSného promotoru,
markerového genu (diky némuz je snazsi expresi genu v daném organizmu potvrdit) a

termindlni sekvence. Zvifeci modely HD délime do dvou kategorii. Na modely exprimujici N-
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terminalni fragment, tedy pouze zkracenou délku HTT genu. Nejcastéji se jedna o prvni jeden
nebo dva exony lidského genu HTT s prodlouzenou glutaminovou repetici (polyQ). Druhou
skupinou jsou modely, které exprimuji celou délku mutovaného huntingtinu polyQ — tzv.

full-length modely (Wang a Qin, 2006).

2.2.1. Genetické metody pouzivané k transgenezi

Pro pfipravu zvifeciho modelu HD je tfeba laboratorné pfipravit DNA ve formé
genového konstruktu, ktery je vnesen do genomu modelového zvifete. Samotna transgeneze
muze probihat nékolika zpUsoby, nejpouzivanéjsi jsou DNA mikroinjekce, pfenos jader neboli
klonovani, lentivirova transgeneze, prenos genli spermiemi a vyuZiti nukleaz zinkového prstu

(Aigner a kol., 2010).

DNA mikroinjekce

Genovy konstrukt je sklenénou kapilarou mikroinjekéné vpraven do oplozenych
oocytll — embryi ve fazi prvojader (zygot), kdy se zatim materskda a otcovskd geneticka
informace nespojila a je oddélena. Konstrukt se umistuje do spermiového prvojadra. Po
zakroku se embrya prenesou do vejcovodu nahradnich matek. Uspé$nost této metody neni
vysokd, integrace genl dosahuje pouze nékolikaprocentni Uspésnosti a svlij vyvoj ukonci
pouze mald ¢ast z velkého poctu embryi (Fddové se pouzivaji stovky az tisice). Vzhledem k
problematickému a ndkladnému odbéru embryi u velkych zvifat se tato metoda vyuzivd
vzacné (touto metodou byl generovan napf. ddle popsany model transgenni ovce) a je
vyuZivana prevaziné pro mysi modely, u kterych neni ziskani velkého mnozZstvi embryi tak
problematické a financné narocné a i pres nizsi procento Uspésnosti zabudovani nové
informace do materské DNA je DNA mikroinjekce nejrozSifenéjsi metodou generace

transgennich mysi (Aigner a kol., 2010).

Pfenos jader

Spolehlivou metodou transgeneze, pouzivanou hlavné u modell hospodarskych
zvirat (ovce, prase), je prenos jader somatickych bunék (SCNT, somatic cell nuclear transfer)
neboli klonovani. Pfiprava na transgenezi SCNT zahrnuje odbér darcovskych bunék a jejich
genetickou modifikaci na buriky transgenni, enukleace zralych oocytl v metafazi Il, vpraveni
ddarcovského jadra do cytoplasmy oocytu elektrickymi impulzy s naslednou in vitro kultivaci a

prenosem embryi do synchronizovanych piijemkyn (Aigner a kol., 2010). U¢innost této
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metody se bliZi k 10 % Zivé narozenych mladat z celkového poétu vioZzenych embryi. Uspéiné
zabudovani transgenu a syntéza mutovaného HTT je prokdzana aZz po narozeni mladat
z odebrané tkané. Tato metoda je hojné vyuzivand také z ekonomickych divodd, kdy je

oproti mikroinjekcim cely proces méné finan¢né nakladny (Aigner a kol., 2010).

Lentivirova transgeneze

Tato metoda vyuZiva vlastnosti virld ze skupiny retroviry, které maji genetickou
informaci zapsanou v RNA a v hostitelské burice ji zpétné prepisuji do DNA, kterou zabuduji
do genomu hostitele, pomnoZi se v ni a buriku poskozuji. Napadaji buriky ve stadiu metafaze,
kdy se burika déli. Lentiviry, patfici mezi retroviry, napadaji i nedélici se bunky a proto je lze
vyuzit k transgenezi jiz oplozenych embryii. Lentivirové vektory jsou vyrobeny nahrazenim
¢asti jejich genomu novou genetickou informaci. Dokdzou pronikat do bunék a zabudovat
tuto novou informaci do genomu, ale nasledné burku jiz nemohou poskodit. Velikosti
lentivirového genomu je omezena i velikost vloZzeného transgenu, kterd by neméla
pfesahovat délku 10 kb. Tato metoda je ucinnéjsi, nez mikroinjekce DNA a diky mensi
finanéni narocnosti se pouzivd prevainé u prasat a skotu (Aigner a kol., 2010). Touto
metodou byl také vytvoren model transgenniho makaka a Libéchovského miniprasete,

popsanych dale.

Pfenos genl spermiemi

Metoda SMGT (sperm mediated gene transfer) je zaloZzena na schopnosti spermie
vazat exogenni DNA a ndsledné ji prenést do vajicka. Poprvé byla pouZita u modelu
transgenni mysi. Genovy konstrukt je pfidan do kultivacniho média ke spermiim, které ho na
sebe béhem nékolika minut navdzou. Pfi nasledném oplozeni oocytl in vitro je konstrukt
zabudovan do embryondlni DNA. Tato technika prekvapila svou vysokou ucinnosti (az 33 %
narozenych mysi exprimovalo transgen), ale bohuzel se ji dlouhou dobu nedafilo Uspésné
zopakovat a presto, Ze neni metoda Siroce pouzivana, je stale predmétem zkoumani. Zd3 se,
Ze vhodny vybér spermii je pro Uspésnost prenosu klicovy a jsou proto snahy zvysit Sanci na
uspéch  napfiklad  poSkozenim  membran  spermii nebo vneseni spermie

intracytoplasmatickou injekci do oocytu (Aigner a kol., 2010).
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Vyuziti nukleaz zinkového prstu u knock-out modeli

Prvni poutziti ZFN (zinc-finger nucleases) pro generaci transgenniho modelu bylo u
modelu potkana s cilenou modifikaci — knock-outem. Zinkovy prst je soucdst rady proteinQ,
jeho funkci je vazba protein na DNA. Nukledzy rozkladaji vazby nukleovych kyselin. ZFN
pouzity k transgenezi potkana byl upraven k vyhledavani konkrétniho lokusu genu a v
kombinaci s homologni rekombinaci Ize zplsobit cilenou deleci nebo modifikaci. Do embyrii
byl mikroinjekéné vpraven spolec¢né s plasmidem nebo mRNA (Geurts a kol., 2009). Metoda

je vhodnad pro druhy, u kterych nejsou dostupné klonovaci techniky (potkani).

2.2.2. Hlodavéi modely

2.2.2.1. Mysi exprimujici zkracenou délku huntingtinu

Prvnim modelem mysi exprimujicich zkrdcenou délku HTT jsou linie R6. Pfedstavuji je
dvé linie — R6/1 a R6/2, jez byla zaroveri prvnim a nejstudovanéjsim mysim modelem
Huntingtonovy choroby. Linie R6/2 vznikla vloZenim zkraceného fragmentu o délce 1,9 kb
skladajiciho se z exonu 1 a promotoru lidského HTT genu se 144 CAG repeticemi do genomu
mysi R6/2 mysi vykazuji progresivni neurologicky i motoricky fenotyp napodobujici fenotyp
pacientl HD. Objevuji se choreické mimovolni pohyby, svalové zaskuby, dale mysi trpi
hyperuredzou a vykazuji progresivni ubytky hmotnosti. Objem mozku a striata se od 5. tydné
véku viditelné snizuje az do 12. - 15. tydne, kdy obvykle nastava smrt. Od 3. tydne véku se
také objevuji deficity paméti a na testech motorickych funkci (napf. na zafizeni Rotarod) byl
od 5. tydne véku objeven motoricky deficit zahrnujici ztratu koordinace, ztizenou pohyblivost
a chlzi (Mangiarini a kol., 1996). Linie R6/1 mysi disponuje mensim poctem CAG repetic a
projevuje se méné zavaznym fenotypem. Obé R6 linie charakterizuje vyskyt jadernych inkluzi
mutovaného huntingtinu v mozkovych neuronech, jejichZ pocet s progresi nemoci rapidné
stoupd (Davies a kol., 1997). JelikoZ u obou linii dochazi k velice ¢astému ndastupu nemoci a
jeji rychlému rozvoji, predstavuji spiSe analogii juvenilni formy HD a vice neZ k vyzkumu
mechanismd ranych stadii nemoci a neuropatologie slouzi pro testovani terapii HD a

farmakologické studie (Wang a Qin, 2006).

Linie mysi N171-82Q, které exprimuji prvnich 171 aminokyselin lidského huntingtinu
pod kontrolou mysiho prionového promotoru s 82 CAG repeticemi, vykazuje podobny

behavioralni deficit jako mysi R6 linie, véetné ztraty koordinace, tfesu, hypokineze a poruch
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chlze. Imunohistochemickou reakci s protildtkou proti prvnim 17tim aminokyselindm na N-
konci huntingtinu (AP194) byly objeveny intranuklearni inkluze a neuritické agregaty N-
fragmentl HTT. U soucasné vyvinuté kontrolni linie (N171-18Q) s 18 CAG repeticemi nebyly
agregaty ani jaderné inkluze N-koncového huntingtinu nalezeny. Toto zjisténi dokazuje, Ze N-
koncové fragmenty huntingtinu s rozSifenym polyQ jsou neurotoxické a jsou nachylné k
vytvareni intranukledrnich inkluzi a neuritickych agregdtid. U N171-82Q mysi byly casto
pozorovany malé struktury v neuropilech, reagujici na znaceni s protilatkami AP194 (Schilling
a kol., 1999). Podobné shluky mutantniho huntingtinu byly pozorovany v neuritech kary a
striata pacientd HD (DiFiglia a kol., 1997). Vzhledem k nizSimu poctu CAG repetic oproti R6/2
linii je nastup ptiznakl HD opoZdén a proto je tento model vyuzivdn vice ke studiu

presymptomatickych terapii (Zuccato a kol., 2010).

2.2.2.2. Mysi exprimujici full-length huntingtin

Doposud bylo vytvoreno nékolik rdznych mysich modeli exprimujicich plnou délku
HTT. Na téchto modelech lze |épe sledovat mechanismy neurotoxicity a rand stadia HD
(Wang a Qin, 2006). Prvnim modelem full-length mysi byl IT-15 cDNA klon s patologickym
poctem 48 a 89 CAG repetic fizeny cytomegalovirovym promotorem. Byl u ného pozorovan
fenotyp podobny HD s behaviordlnim i motorickym deficitem (Brooks a Dunnett, 2012)
provazenym neurodegeneraci a gliosi ve striatu, mozkové kire, thalamu a hipokampu
(Reddy a kol., 1998).

Pozdéji byly kexpresi full-length HTT wupraveny mysi sumélym kvasnicovym
chromozomem — YAC linie (Hodgson a kol., 1999). Podle poctu CAG repetic byly linie
pojmenované YAC18, 46, 72, 128, ptritemz nejvice studované byly mysi YAC128 s jednotnym
fenotypem napodobujicim fenotyp pacientd HD. U téchto mysi byla zjisténa selektivni
neurondlni degenerace striata a kortexu spolu s motorickymi a behavioralnimi zménami
pocinajicimi v rlzném véku (Hodgson a kol.,, 1999). Imunoreaktivita HTT se postupné
rozSifuje ze striata do kortikdlnich neurontl, hipokampu a mozecku. Neurodegenerace je
provazena motorickymi i kognitivnimi projevy. Mysi byly napfiklad podrobeny testim na
Rotarodu i tzv. Open field testu (pohyb ve volném prostoru) s viditelnym deficitem (Hodgson
a kol., 1999). V mozku YAC128 mysi nebyly objeveny jaderné inkluze typické pro N-koncové

fragmenty s rozsitenymi polyQ (Van Raamsdonk a kol., 2005).
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Dalsi full-length model vytvofila skupina Y. Tanaka (Tanaka a kol., 2006). Mysi
exprimuji podminéné plnou délku HTT v mozku pod kontrolou prionového promotoru vlivem
Tet-transaktivatoru, kdy muize byt exprese genu zapnuta nebo vypnuta podanim tetracyklinu
nebo jeho analoglh (napf. doxicyklinu). V nepfitomnosti Tet-transaktivatoru vykazuji mysi
fenotyp zahrnujici mimovolni pohyby, ataxii, tfes, ztrdtu koordinace pohybu, progresivni
snizovani hmotnosti a zkracenou délku Zivota. Ve striatu a kortexu byly objeveny jaderné
inkluze i cytoplasmatické agregaty, zejména jako nahromadéné N-terminalni produkty
Stépeni. Takovyto fenotyp je velmi podobny fenotypu vySe popsanych transgennich mysi
exprimujicich N-terminalni fragmenty mutovaného HTT. Vysledky naznacuji, Ze proteolytické
procesy v neuronech by mohly byt soudasti patogeneze HD a predstavuji potencidlné
atraktivni terapeuticky cil. Tento mysi model mlze byt pouZit pro vyzkumy patogennich

mechanismu a preklinické terapeutické studie HD (Tanaka a kol., 2006).

Poslednim uvedenym ptikladovym modelem full-length HTT mysi je model s umélym
bakterialnim chromozomem (BACHD) nesoucim 97 CAG triplet( (Gray a kol., 2008). Mysi
vykazuji motoricky deficit na Rotarodu a selektivni neurodegeneraci striata a kortexu
s pocatkem jiz ve 2 meésicich véku. V 1 roce véku maji mysi pouze malé mnozstvi agregat(
mutovaného HTT ve striatu a kortexu, coZ naznacuje, Ze mnozstvi agregovaného huntingtinu
neni nutné spojeno s pomalu progresivnimi selektivnimi patologickymi procesy u téchto mysi
(Yang a kol., 2008). Vzhledem k relativné pozdnimu nastupu neuropatologickych ptiznakd
predstavuje tento model vhodny cil pro studie patogeneze HD a nékteré terapeutické studie
(Gray a kol., 2008). Jednim z nejspolehlivéjsich ukazatell kognitivni dysfunkce je u mnohych
mysich modeld, véetné YAC a BACHD modeld, schopnost reverzniho uceni, jelikoz u hlodavct
tato funkce spadd pravé pod fizeni medidlniho nebo dorzo-medidlniho striata (Brooks a

Dunnet, 2012).

2.2.2.3. Knock-in mysi

Knock-in metoda je cilena inzerce, zahrnujici vloZzeni kédujici proteinové sekvence
cDNA na presny lokus chromozomu. Mysi knock-in modely byly vytvoreny inzerci patogenni
CAG repetice do endogenniho mysiho genu HTT na chromozomu 5 (Shelbourne a kol., 1999)

nebo nahrazenim mysiho exonu 1 lidskym exonem 1 s polyQ (Ishiguro a kol., 2001).
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Prvni typ modelu byl vytvoren vloZzenim useku 72-80 CAG repetic do endogenniho
mysiho Hdh genu (homolog lidského HD genu). Mysi exprimujici full-length mutantni HTT
vykazovaly abnormalni socialni chovani i bez zjevné neurodegenerace. Vzhledem k tomu, Ze
psychiatrické zmény, v€etné podrazdénosti a agrese, jsou béZzné u HD pacient(, jsou vysledky
v souladu s hypotézou, Ze nékteré klinické pfiznaky HD mohou byt zpUsobeny patologickymi
procesy, které predchazeji viditelnou neurodegeneraci. Potvrzuje to predpoklad, Ze ucinna
|é¢ba HD vyZaduje pochopeni téchto dysfunkénich procesl a nejen snahu zabranit predcasné

smrti neurond (Shelbourne a kol., 1999).

Dalsi mysi, predstavujici pfesné genetické repliky HD, byly vytvoreny cilenou
nahradou ¢asti genu s malym poc¢tem CAG opakovani na homologu lidského HD genu (Hdh)
vétSim poctem CAG repetic v rozmezi, které zapficinuje u lidi rozvoj HD. Mysi s alelami
pfiblizné 150 CAG jednotek dlouhymi wvykazuji pozdni ndstup behaviordlnich a
neuroanatomickych zmén. Pfiznaky zahrnuji motoricky deficit, poruchy chlze, gliosi a tvorbu
neuronovych intranuklearnich inkluzi s pfevahou ve striatu. Tento model se lisi od prvniho
popsaného knock-in modelu nejen zplsobem vzniku, ale i delSi CAG repetici a vice zavaznym
fenotypem. Jednd se o prvni knock-in mysi model HD se zvySenou imunoreaktivitou na gliovy
fibrilarni kysely protein ve striatu, coZ naznacuje, Ze tyto mysi maji neurondlni poskozeni a
gliosi, jaké zndme z prabéhu HD u lidi (Lin a kol., 2000). Knock-in modely mohou usnadnit
vyzkum ranych molekuldrnich mechanism( HD a objasnit cestu od genotypu k fenotypu HD.
Replikuji obecné projevy HD véetné kognitivnich deficitl a behavioralnich dysfunkci, jez se u

pacientld HD objevuji dlouho pted prvnimi znamkami onemocnéni (Zuccato a kol., 2010).

2.2.2.4. Modely potkanii

U potkan( je mozné vyuzit velkou $kalu behavioralnich i motorickych test(, které
umozni urcit rozsah neurologickych deficitl a mohou slouzit jako idedlni in vivo model pro
terapeutické postupy. V roce 2008 doslo k uUspésné izolaci potkanich embryondlnich
kmenovych bunék (Buehr a kol., 2008), diky ¢emuz mlzZeme vytvorit geneticky presné
modely neurodegenerativnich onemocnéni véetné HD a vyzkum na tomto poli ma slibnou

budoucnost (Zuccato a kol., 2010).
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2.2.3. Modely velkych savct

2.3.2.1. Transgenni model primdta

Diky velice podobnym fyziologickym, neurologickym a genetickym vlastnostem mezi
lidmi a vysSimi primaty mohou lidoopi slouzit jako velmi uzite¢né modely pro pochopeni
lidské fyziologie a patofyziologie chorob a pro vyvoj terapie. Pro vyzkum HD byl vyvinut
transgenni model Makak rhesus exprimujici mutantni huntingtin. Model byl vytvoren
injikovanim zralych opicich oocytl vysoko titrovanym lentivirem exprimujicim exon 1
lidského genu HTT s 84 CAG repeticemi (HTT-84Q) a lentivirem exprimujicim zeleny
fluorescenéni protein (GFP) pod kontrolou lidského polyubiquitin promotoru do
periviteliniho prostoru. Po in vitro oplozeni se vyvinulo 89 (ze 108 plvodnich) zygot ve 4-8
bunécna embrya a 30 z nich bylo pfeneseno do 8 nahradnich matek. Ztéchto pfijemkyn
75 % (6 z 8) zabrezlo a narodilo se 5 Zivych mlddat. Z toho dva pary dvojcat byly porozeny
cisarskym rezem. Mladata (rHD4,rHD5) necely den po porodu zemfrela. Treti opice (rHD3)
zemrela mésic po porodu. Vsechna mladata exprimovala mutovany HTT i GFP (Obr. 1). V
mozku byly nasledné pozorovany typické projevy HD - jaderné inkluze a agregaty HTT. Opice
vykazovaly také typické klinické priznaky HD - dystonii a choreu. Pfezivsi opice (rHD1, rHD2)
nesly 1-2 kopie genu. Zemreld mladata (rHD3, rHD4, rHD5) méla 2 a vice integracnich mist a
rozdilnou délku polyQ fetézce, konkrétné v rozmezi 27-88 CAG repetic. Uhynulé opice mély
dychaci obtize a vykazovaly motorické deficity. rHD3 opice vykazovala dystonii a choreu od 2.
dne a méla polykaci obtize, rHD2 mirné mimovolné pohyby od véku 1 tydne. rHD1 opice s
poctem CAG repetic na urovni zdravého clovéka byla bez symptom0 se zdala zcela zdrava.
VyssSi exprese mutantniho HTT je zfejmé spojena s Casnymi umrtimi. Mutantni HTT byl
pfitomen i v perifernich tkanich mrtvych opic v podobé& oligomer(i. Uroveri exprese
transgenniho HTT se v rdznych tkanich liSila. Western Blot a imunohistochemie prokazaly
pfitomnost agregatl nebo inkluzi HTT ve striatu a kortexu rHD4 a rHD5. V mozku téchto
dvou opic byla exprese HTT vysoka, ale bez vyznamného rozdilu mezi regiony. HTT se v
neuronech hromadil vjadrech a tvofil drobné agregdty mimo téla bunék. Vysledky
imunohistochemického testu naznacuji, Ze tyto agregaty byly plvodné lokalizovany
v axonech a dendritech a zapojeny v neuronovych procesech. Zjisténi je vsouladu s

objevenymi agregaty v mozku pacientll HD a mysich modelech, u kterych neuropilové HTT
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agregaty souvisi s axonalni degeneraci. Nebyla odhalena Zzadnd zfejmda degenarace striata.
Kromé rHD1 byly u vSech opic pozorovany motorické dysfunkce rlizného stupné (tato
skute¢nost byla déale zkoumana pouze u rHD2 a rHD3). Obé tyto opice vykazovaly rdzné
obti*nou koordinaci pohybu spojenou s choreou nebo dystonii. Cetnost a vék nastupu
mimovolnych pohyb( zavisely na délce CAG repetice a na poctu integrovanych mist.
Zavaznost onemocnéni byla hodnocena, podobné jako u lidi, na Skalové stupnici. Pro opice
neexistuje standardizovand stupnice zdvaznosti onemocnéni, proto bylo hodnoceni zaloZzeno
na stupnici vytvorené pro lidské pacienty HDRS (Huntington's disease rating scale), pouze
upravené pro opi¢i mladata. 80 je nejvysSi hodnota odrazejici nejvazinéjsi symptomy,
hodnoceny byly pouze opice rHD1-3. Casnd smrt opic nesoucich vy$$i pocet kopii transgenu
podporuje teorii, Ze N-termindlni mutanty jsou vysoce patogenni. JelikoZ jsou obé prezivsi
opice samci, bude jejich sperma béhem Zivota shromazdovdno a v budoucnu mohou

poslouZit jako zakladatelé opici transgenni linie (Yang a kol., 2008).

a b

Obr. 1 - Transgenni HD opice rHD-1 (vlevo) a rHD-2 (vpravo). (a)
fotka pofizena pfi dennim svétle a (b) fotka pofizena pfi UV svétle
(b) fluorescencéné ukazujici expresi GFP u HD opic.

(podle Yang a kol., 2008)

2.2.3.2. Transgenni model ovce

Dal$im druhem velkého savce vytvoreného jako model HD je ovce Ovis aries. Pravé
ovce jsou podle mnohych idedlnim modelem pro tuto neurodegenerativni poruchu, jelikoz
jsou dostupné, pomérné ucenlivé a daji se vcelku levné chovat ve svém pfirozeném
prostfedi, tedy ve vyb&hu na pastvé. Ziji déle nez 10 let, coz je pro studium chronickych
ucinkd transgenniho HTT dulezité. Mohou byt idedlnim modelem pro farmakologické testy,

jejich bazalni ganglia a mozkova klira maji stavbu obdobnou lidskému mozku. Lze vyuzZivat
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dostupné in vivo metody k zobrazeni mozku (napf. PET nebo MRI) a urcovat anatomicko-
patologické zmény ve vztahu k symptomUm, coZ predstavuje cenny pohled do mechanizmu
progrese patologickych procest. Ovce také predstavuji vhodny chirurgicky model pro
testovani nahrady bunék nebo dodavky agens pro genovou terapii, jez by mohly pomoci
vyresit terapii HD u lidi (Jacobsen a kol., 2010). V soucasné dobé jsou ovce hojné pouzivanym
modelem, napt. pro studium fetdlniho a neonatdlniho vyvoje, srde¢ni patologie, kostni
regenerace Ci jako modely pro stanoveni chirurgickych postupl pro mnohé operace, véetné

oprav aneuryzmat nebo srdecnich chlopni (Scheerlinck a kol., 2008).

Jacobsen a kol. zaloZili linii Sesti transgennich ovci, které exprimuji full-length lidsky
HTT gen. Ovéi homolog HTT byl izolovdn pomoci RT-PCR (Real-time polymerase chain
reaction), kterda umoznila diferenciaci lidského transgenu od ov¢i wild-type (netransgenni)
cDNA. Full-length ov¢i transkript obsahoval otevieny cteci ramec s 9381 nukleotidy,
odpovidajici délce 3127 aminokyselin, v porovnani s lidskou sekvenci se jednd o 88 % shodu
ve sloZeni aminokyselin. Po¢et CAG opakovdni na exonul je mezi ovCimi plemeny
polymorfni (10-17 CAG), ptrekryva se tedy rozsahem s poctem CAG opakovani u zdravych
lidi. HD transgenni ovce byly vytvofeny pomoci 11,6 kb dlouhého transgenniho fragmentu
(Obr. 2) obsahujiciho full-length lidskou HTT ¢cDNA navdzanou na 1,1 kb lidské genomové
DNA bezprostfedné pred exon 1 obsahujici promotor. Pro zvySeni exprese transgenu byl na
3" konec lidské cDNA pfipojen rlstovy hormon skotu (BGH) zahrnujici exon 4 a exon 5 a
intron 5. Vzhledem k tomu, Ze je HD nepfimo Uumérnd poctu CAG opakovani (Huntington’s
Disease Collaborative Research Group 1993), byl vybran CAG trakt se 69 opakovanimi a
zatazen na vhodnou pozici HTT cDNA. Predpokladalo se, Ze takto dlouhd repetice je

dostatecna k rozvoji fenotypu HD, stejné jako je tomu u lidi.

‘ BGH (exon 4,
1,1kb lidsky HD N full length HD cDNA (exon 1-67) intron 4, exon 5)
promotor
‘ | Polylinker , |
Nrul BssHIl  Xhol Sacll MNotl

Obr. 2 — schéma transgenniho fragmentu obsahujiciho full-length lidskou HTT cDNA s exony 1-67
HTT genu pripojenou k 5' 1,1 kb fragmentu lidského promotoru. 3' UTR (netransitovany region) je
genomovy fragment BGH (hovézi ristovy hormon) genu (podle Jacobsen a kol., 2010)
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Vysledny transgenni fragment byl v mikroinjekcich vstfikovany do prvojader jednobunécényc
zygot australskych Merino ovci. Ze 413 zygot se vytvorily blastocysty a byly po trojic
pfeneseny do vejcovodl prijemkyn. Ze 150 Zivé narozenych jehnat zemielo 16 do 48 hodin
od porodu, 7 jehnat se narodilo jiz mrtvych — ani jedno z nich nebylo transgenni. Ze
zbyvajicich 127 jehnat bylo pouze 6 potvrzeno jako transgennich (tj. 4,7 % Uspésnost).
Integrace transgenu byla analyzovana fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) metafaznich
jader, které odhalily jedinecnou integraci transgenu u 5 ze 6 zvirat. U 2 transgennich jehniat
byl prostfednictvim PCR odhalen vysoky pocet kopii transgenu (9-14) a zaroven u nich byla
zjisténa nizkd exprese mRNA prepsané z transgenu. Naopak jehnata s 1-8 kopiemi mély

mnohem vyssi Uroven exprese HTT mRNA.

Imunologické znaceni potvrdilo pfitomnost substance P (SP) ve striatdlnich
neuronalnich axonech vybihajicich do globus pallidus a dale potvrdilo pfitomnost
oddélenych segmentl globus pallidus (vnitini a vnéjsi segment) v mozku ovci. Zapojeni
striatdlnich SP-reaktivnich axon( do pfimych drah bylo objeveno i u ¢lovéka. Srovnatelna
anatomie ovéich bazalnich ganglii s lidskym mozkem je vyhodou pro srovndvaci
neuropatologické charakterizace a naslednou kvantifikaci progrese choroby v HD transgenni
ov¢i linii. Imunologické znaceni se tfemi protildtkami (SP, enkephalin a calbindin) neodhalilo
ztraty GABAergnich neurond ve striatu ani makro/mikroskopické zmény imunoreaktivity
pfimych a neptfimych neuronovych drah bazdlnich ganglii. DalSim zkoumanim receptorq,
které jsou u lidi s HD zranitelné (kanabinoidni receptor typu 1 [CB1] a dopamin-cAMP-
regulovany fosfoprotein 32 [DARPP32] receptor) byly odhaleny mirné neuropatologické
zmény. Makroskopickd analyza globus pallidus a nucleus caudatus ukazala pokles CB1
imunoreaktivity u 1 mésic starého transgenniho jehnéte (o 4,8 % oproti wild-type) a
vyraznéjsi pokles potom u stejného jehnéte ve véku 7 mésicd (o 6,9 %). Hustota axonalnich a
dendritickych procesl v pozorovanych oblastech se u téchto zvirat viditelné snizila, coz
predpoklddd souvislost s nefunkénosti CB1 receptord, kterd muzZe zpusobovat poruchy
hybnosti. NejvyraznéjSi objevenou neuropatologickou zménou byla vyraznd ztrata
imunoreaktivity DARPP32 v globus pallidus (o 28 %) a putamenu (o 7,6 %) u 7 mési¢niho
jehnéte. Obdobny jev nachazime v presymptomatickém striatu pacientd s HD u D1
dopaminového receptoru. Reakci s polyQ protilatkami nebyly objeveny Zadné jaderné

inkluze typické pro HD (Jacobsen a kol., 2010).
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2.2.3.3. Transgenni modely prasat

Prasata jsou hojné vyuzZivdna k vyzkumu lidskych onemocnéni jiz po desitky let,
v soucasnosti se uplatiuji jako velice uzZitecné modely neurodegenerativnich a genetickych
onemocnéni. Divodem je lidem velice podobnd anatomie, imunologie, neurobiologie,
genetika a vyvoj orgdn( (Aigner a kol., 2010). Odpadd zde eticky problém, ktery provazi
testovani na primdtech. Ke snimkovani a vyhodnocovani vysledkd lze pouZit standardni
metody, jako v lidském vyzkumu. Pro genomové aplikace je prase diky vysoké homologii
sekvenci a chromozomalnich struktur slidskou DNA velice vyuzivanym biomedicinskym
modelem (Lunney, 2007). Prasata maji na rozdil od jinych laboratornich modell pomérné
dlouhou Zivotnost (12-15 let), snadno se mnoZi a velice brzy, jiz v 5-6 mésicich, dosahuji
pohlavni zralosti a mohou se mnoZzit. V porovnani s modely primdatd je vyuziti prasat
podporovano také z ekonomickych a etickych divod( (Yang a kol., 2010). V poslednich
letech byl Uspésné definovan praseci genom, coZ spolu s rozvojem metod progenetickych
modifikaci usnadnilo vyvoj prasecich model(i. Prase¢i homolog HTT genu ma velky ORF
z 9417 nukleotid( kédujicich 3139 aminokyselin. Jeho predpokladana velikost je 345 kDa, coz
poukazuje na 96% shodu s lidskym HTT genem. Pocet CAG repetic v prase¢im HTT genu je
polymorfni — od 8 do 14 CAG, tento pocet spada u lidi do zdravé normy. Stejné jako lidé maji

prasata 2 HTT transkripty o délce 11 a 13 kB (Matsuyama a kol., 2000).

Prvni transgenni prasata byla vytvofena metodou mikronuklearni mikroinjekce s
mutovanou praseé¢i cDNA, schopnou exprimovat mutovany huntingtin obdobné jako
mutovana lidska DNA, do prvojader oocytl. Vektorovd DNA méla do exonu 1 vloZzeno 75 CAG
repetic pod kontrolou neuronspecifického enolazového potkaniho promotoru. Vzhledem k
tomu, Ze je Uspésnost této metody velmi nizka a je potieba pouZit stovek az tisici embryii, se
u prasat vyuZiva pouze zfidka. Celkova UspéSnost metody je stanovena na 1,24 % (Aigner a
kol., 2010). Mnohem spolehlivéjsi metodou transgeneze u prasat je klonovani. Béziné se pro
modelovani HD uziva druh tibetské miniaturni prase, které se svou velikosti téla a organu
velmi blizi ¢lovéku. Tento druh se snadno mnoZi a dosahuje pohlavni dospélosti jiz
v 5 mésicich véku. MozZnost sledovat transgenni a wild-type jedince ze stejnych vrhi nam

usnadnuje genetické mapovani (Lunney, 2007).
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Miniaturni prase exprimujici 208 AK HTT genu

Yang a kol. vyvinuli model tibetskych miniaturnich prasat v roce 2008. Genovy
konstrukt (Obr. 3A) obsahoval fragment prvnich 208 aminokyselin lidského HTT s 105Q
(N208-105Q) spojeny s cyan-fluorescencénim proteinem (ECFP) malym virovym peptidem
F2A, ktery se v sav€ich bunkach dokaze sam rozstépit a oddéli fragment N208-105Q a ECFP.
Transgeny byly exprimovany pod kontrolou kufeciho R-aktinového promotoru a
cytomegalovirového enhanceru, aby se pozdéji mohly exprimovat ve vSech tkanich. Po
transfekci vektoru do primarnich fibroblastl embryi elektroporaci bylo vybrano celkem pét
bunécénych linii (Obr. 3B) exprimujicich transgen a zadrovenn ECFP (Obr. 3C). Vektory byly
nasledné preneseny metodou prenosu jader do 26 prasnic, z nichZ 6 zabrezlo a ¢tyfem se
narodilo 5 Zivych mladat. VSech téchto 5 selat bylo transgennich (Obr. 3D) a vzeslo z 2355
embryi linie N208-105Q bunék, embrya z linie N208-160Q bunék se nevyvinula, coz
naznacuje, ze delsi polyglutaminovy fetézec je toxicky a zabraniuje embryondlnimu vyvoiji.
Fibroblasty z narozenych selat prokazaly expresi ECFP (Obr. 3F). Southern blot analyzou
genomové DNA se prokazala existenci vice kopii transgenu a rlizny pocet integracnich mist
(3-4). Tri selata zemftela kratce po porodu, jevila se slaba a byla neschopna pfibirani na vaze.
Jedno z nich pfed smrti vykazovalo hyperkinezi, podobnou choree u HD pacientd. Takto
¢asna smrt pfipomina stejny osud transgennich HD opic exprimujicich 83-88 polyQ. Ctvrté
sele zemrelo po 25 dnech. Pouze jediné sele prezilo (Obr. 3E). Buriky prasete, jeZ je stdle
nazivu, exprimuji ve srovnani s bunikami 4 zemfrelych selat nejnizsi droven HTT se 105polyQ.
Uroveri exprese mutantniho HTT miiZe pfispivat k Zivotaschopnosti transgennich prasat. Pro
porovnani byl vytvoren obdobny model transgennich mysi stejnymi N208-105Q,konstrukty.
Mysi F; generace se narodily bez symptom0 a zZivé, zatimco jejich rodic¢e (zakladatelé linie)
zemrely ve véku 5-6 mésicl. V jejich mozku byla objevena exprese transgenniho HTT stejné
jako u prasat, avSak zobrazovaci vysetfeni mozku mysi neodhalilo u prasat typicky vyskyt
apoptotickych neuronl. Nebyly nalezeny ani jaderné fragmenty a to i pres pfitomnost
kaspaza-3 aktivnich bunék, coZ naznacuje, Ze rizné Zivocisné druhy reaguji na kaspazovou
aktivaci odlisné. Zaroven bylo procento kaspazovych bunék vyssi u prasat nez mysi. V
prase¢im mozku bylo nalezeno vice kaspaza-3-pozitivnich neuron(, prevainé ve striatu a
kGfe a pouze tyto neurony vykazovaly apoptézu. Doplikové vysetfeni perifernich tkani
prasat nepotvrdilo vyskyt apoptotickych bunék mimo CNS, coZ naznacuje specificitu

neuronalni apoptdzy obdobnou u lidské HD. Exprese N-terminalnich mutant(i HTT fragment(
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A 105/160Q D Transgenic pig Control

v 7-9 7141 7-1-2 7-1-3 6-15 WT dH,0
F2A
CAG P

Hi I ECFP
1 208 aa
B Cloned cells Control

7-9 7-101 7-1 5-37 6-15 WT dH.,O

Huntingtin

Obr. 3 Praseci HD transgenni model (podle Yang a kol., 2010)

A — genovy konstrukt N208-105Q

B — klonované buriky, PCR snimek 5 bunécnych linii (7-9, 7-101, 7-1, 5-37, 6-15)
wild-type (WT) a H,0 kontroly

C — exprese ECFP a HTT v klonovanych burikach

D — PCR snimek potvrzujici expresi transgenu N208-105Q z fibroblast(i narozenych selat
(7-9, 7-1-1, 7-1-2, 7-1-3, 6-15), wild-type (WT) a H,O kontroly

E-sele7-1-3

F — fibroblasty selat 7-9 a 7-1-3 exprimujici ECFP

urychluje prlilbéh nemoci, coz pravdépodobné zpuUsobilo postnatdlni umrti i casnou
apoptozu. Ukazuje se, Ze praseci neurony jsou vice nachylné k toxicité protein v nespravné
konformaci. Vzhledem k delsi dobé brezosti v porovnani s mysi (113 — 115; 21 dni) muze
v prenatdlnim obdobi vzniknout vice toxickych mutantnich protein(i a tim padem dochazi k
bunécného cyklu, ve kterém se darcovské buriky nachazi a stavu oocytu pfi oplozeni (Yang a

kol., 2010).
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Miniaturni prase exprimujici 548 AK HTT genu

V poslednich letech byl v Libéchové vyvinut model miniaturniho prasete
exprimujiciho prvnich 548 aminokyselin HTT genu pod kontrolou lidského HTT promotoru. K
jeho vytvoreni byla zvolena metoda lentivirové transdukce embryi. Pro transgenezi byl
pfipraven lentivirovy vektor obsahujici N-terminalni zkracenou formu lidského HTT genu
nesouciho prvnich 548 AK HTT se 145 CAG opakovanimi (HIV-1-HD-548aaHTT-145Q
konstrukt). Transgenni prasata byla generovana mikroinjekcemi konstruktu (vektoru) do
periviteliniho prostoru jednobunéénych embryi (50-100 vektord na 1 zygotu). Takto ¢asna
lentivirova transdukce na pocatku embryondlni syntézy DNA zvySuje Sanci zaclenéni
transgenu do cDNA. Oplozena embrya byla in vitro kultivovana do faze blastocysty, poté byla
laparoskopicky vpravena do akceptorovych prasnic. Po standardni dobé téhotenstvi se
v prvnim vrhu Fo generace narodilo 6 selat, z nichZz jedna prasnice byla transgenni. Dvé
netransgenni selata zemfrela brzy po porodu. Podil transgennich jedincl, vyjadreny jako
pomér poctu zivé narozenych potomkl ku poctu transgennich, je zde 16,7 %. Fo transgenni
prasnice byla nakryta netransgennim kancem a ve vzniklé F; generaci se narodilo dalSich 17
selat, z nichZz 5 bylo transgennich. Zarodeény pfenos transgenu je 29,4 %. Z 92 narozenych
selat F, generace 73 prezilo (je zde 20,7 % perinatdlni Umrtnost, kterd je srovnatelnd
s perinatdlni umrtnosti wild-type prasat) a 37 z nich bylo transgennich, coZ predstavuje
40,2 % transgenni prenos. Podil transgennich a wild-type selat vtéto generaci umoznil
vytvoreni 2 experimentdlnich skupin, navzdjem srovnatelnych. Pét F, kancl a jedna prasnice
vyprodukovali 51 Zivych wild-type a 30 transgennich selat F3, perinatdlni umrtnost zde byla
14,2 % a mira transgeneze 34,9 %. Fo transgenni prasnice byla taky sparena s F; transgennim
kancem za produkce 4 transgennich selat, z nichz nebylo ani jedno homozygotni. VSem
narozenym selatlim byla provedena biopsie tkani a byla testovdna exprese transgenniho
konstruktu metodou PCR. U prvnich 3 generaci selat byl mutantni HTT gen pomoci FISH
analyzy detekovan na chromozomu 1. Za predpokladu ptitomnosti 2 alel endogenniho
prase¢iho HTT integrovala vSechna transgenni selata 1 kopii transgenu do svého genomu a
navic PCR analyza amplikonu fragmentu DNA odhalila, Ze integrovany transgen obsahuje
124 CAG/CAA repetic namisto plvodnich 145 (Baxa a kol., 2012). Podobné zkraceni poctu
polyglutaminovych opakovani bylo pozorovano u pacientt s HD (Wheeler a kol., 2007). Vyvoj
a chovani vSech generaci selat se jevil ve srovnani s wild-type jako normalni. Transgenni

selata se ihned po narozeni byla schopna postavit a méla stejnou porodni vahu s
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netransgennimi. Pohlavné dospéla a byla schopna reprodukce v predpokladaném véku 5
mésicl. U F; kancl byl pozorovan znacny pokles plodnosti od véku 12 mésict do 26 mésica.
Pocet spermii v ejakuldtu vyrazné poklesl (stfedni hodnota 2,45-3,65.10° spermii v ejakulatu
oproti 8,15-12,48. 10° spermii v ejakuldtu wild-type). Také klesla schopnost spermii
penetrovat cez zonu pellucidu vaji¢ka. V Fo generaci nebyly pozorovany zadné vyznamné
zmény chovani a motorickych funkci az do véku 40 mésicl a v F; generaci do véku 30 mésicu.
Vzorky mozku ziskané ze 4 mési¢niho transgenniho F, prasete byly podrobeny biochemické
analyze. Mutované proteinové fragmenty HTT byly nalezeny ve vSech oblastech CNS vcetné
motorické kliry, putamenu, nucleus caudatus, hipokampu, hypothalamu, thalamu, mozecku
a michy, v ofekdvané velikosti 120 kDa. Periferni tkané véetné tenkého streva, plic, jater,
ledvin, vajecnikll a kiZe také exprimovaly mutantni HTT protein, zatimco v Zaludku, srdci,
kosternim svalstvu a sleziné byla exprese velmi nizkd az nulova. Denzitometrickou analyzou
bylo prokazano, Ze urovné exprese mutantniho HTT v riznych oblastech mozku a michy byly
srovnatelné s hladinou endogenniho prasec¢iho huntingtinu. V porovnani s wild-type
prasetem v experimentdlnim paru je tato exprese podstatné vyssi. Testem imunoreaktivity s
anti-HTT protilatkou byla exprese nejvice detekovana ve striatu. Kortex, nucleus caudatus a
putamen vykazovaly imunoreaktivitu s prevahou v oblasti Sedé klry nad bilou kirou
mozkovou. Nebyl zjistén Zadny rozdil v intenzité imunoreakce anti-HTT transgennich a wild-
type (Baxa a kol., 2012). Ackoliv v lidském mozku detekuje tato protilatka jaderné inkluze
HTT (DiFiglia a kol., 1997), nebyly zde Zadné nalezeny. Vysledky ukdzaly, Ze mutantni protein
byl robustnéji exprimovan v mozku transgennich prasat 10 a 16 mésicl starych. Homogenaty
z motorické klry, putamenu, nucleus caudatus a mozecku 16 mésicl starych wild-type a
transgennich prasat byly testovany mEMA48 protilatkou, jez byla u jinych model( HD Uspésné
pouzita kdetekci jadernych agregdtd HTT, ani ty zde vSak nebyly nalezeny.
Imunofluorescencni analyza nucleus caudatus a putamenu F, wild-type a transgennich prasat
ve véku 4, 10 a 16 mésicll, prokazala robustni expresi DARPP32 v neostriatalnich neuronech
a neuropilech. Kvantitativni analyza sourozeneckych pdar(i 16 mésici starych ukazala, Ze
pramérny poet DARPP32 pozitivnich neuront v mm? nucleus caudatus a putamenu byla
nizsi u transgennich jedincq, ale rozdil nebyl vyznamny. Vyznamnéjsi byl fakt, ze u wild-type
prasat byl signal intenzity DARPP32 v téchto oblastech vyssi nez u transgennich. Tyto
poznatky je potreba ovérit u vétsiho poctu experimentalnich dvojic (Baxa a kol., 2012).

Mira transgeneze a Zivotaschopnost potomkl produkovanych lentivirovou transgenezi byla

vyssi, neZ pfi vyuziti klonovaci strategie. Genom lentivirovych prasat neovliviioval preziti a
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normalniho vyvoj, celkova perinatdlni umrtnost transgennich selat byla 17,2 %, coz je Cislo
velmi blizké perinatadlni umrtnosti wild-type prasat. Transgenni HD prasata generovana
prostfednictvim strategie klonovani a vlozeni N-termindlni mutantniho HTT méla zavaziny
fenotyp a pred smrti vykazovala choreu a pfitomnost apoptickych bunék v mozku (Yang a

kol., 2010).

2.3. Shrnuti vyuziti zvifecich modell

Bunécné a zvifeci modely HD prokazuji, Ze N-koncové fragmenty HTT s rozSifenym
poctem CAG opakovani jsou pro modelova zvifata patogenni, protoze jsou tyto fragmenty
nachylnéjsi k tvorbé nespravnych konformacnich protein( a tvorbé proteolytickych agregati
HTT v CNS. U mysi jsou fragmenty HTT toxictéjsi neZz mutantni protein a plsobi cytotoxicky
na mozkovou tkan. U mysich modell se ¢asto nedafi kopirovat fenotyp typicky pro lidskou
HD, nevykazuji vyraznou apoptdzu a neurodegeneraci mozku spolecné s typickym fenotypem
HD a navic, je jejich mozek neporovnatelné mensi oproti mozku lidskému. Proto je nutnost
vytvareni model( velkych zvifat, tzv. "large animal models", které se clovéku podobaji
fyziologicky, anatomicky (napf. velikost a kapacita organ(), imunologicky a maji s nim
porovnatelnou délkou Zivota. Bylo vytvoreno nékolik velkych modell jako ovce, primati a
prasata. Rozdil mezi jednotlivymi druhy, stejné jako Uroven exprese transgend, maze urcit
povahu neurologického fenotypu a neurodegenerace. Transgenni opi¢i model, ktery
neurologické pfiznaky nez HD mysi model s vysokou expresi N-terminalniho mutantniho HTT.
Opice také vykazuje vyznamnou axonalni patologii, jakou zname od pacient(i s HD (Yang a
kol., 2008). Transgenni ovce exprimujici mutantni full-length HTT s repetici 73 polyQ muze
prezivat jako zdravy jedinec, pouze vykazuje mirny pokles v aktivité stfednich ostnitych
neuron( striata a nizka exprese mRNA (Jacobsen a kol., 2010). Velky rozvoj zaznamenaly v
poslednich letech modely transgennich miniaturnich prasat, ktera jsou snadno mnozitelna,
maji dlouhy Zivot a v mnoha aspektech se ¢lovéku podobaiji vice, nez jiné modely. Pro jejich
vyuziti mluvi také ekonomicka a etickd vyhodnost jejich pouzivani. Praseci indukované
pluripotentni kmenové bunky (iPCs) jsou novym zdrojem pro generovani geneticky

modifikované prasecich modelli (Cheng a Xiao, 2009).
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Z prehledu nejpouzivanéjsich zvifecich modelll Huntingtonovy choroby v této praci
lze usoudit, Ze v poslednich letech zaznamenala véda velky pokrok ve vyvoji modell
neurologickych onemocnéni, zejména pouzitim genetickych modifikaci. Vzhledem k tomu, Ze
Huntingtonova choroba je stale nelécitelna, a protoie je vyzkum omezen pouze na post
mortem vzorky pacientl, je potfeba vyuZiti genetickych zvifecich modell vysoka. Kazdy
pouzity modelovy druh ma sva uskali a hodi se pro vyzkum odlisSnych aspektd HD. Podle
metody pouZité k vytvoreni modelu a také typu transgenu vykazuji modelova zvifata rizné
zavainé fenotypy, které vsak nemusi vidy presné kopirovat fenotyp HD u lidi. Modely
velkych zvitat jsou zvlasté uZite¢né, svou velikosti a stavbou mozku jsou blizko ¢lovéku a lépe
napodobuji neuropatologické procesy onemocnéni a vykazuji obdobné fenotypy s pacienty
HD. Navic, mozné testovani novych |éCiv a potencidlnich terapeutickych postupl je mnohem
bezpecnéjsi na modelech, u kterych velikost mozku (a téla) odpovidd lidskému organismu.
Vyuziti téchto modeld pro dalsi vyzkum, vedouci k lepSimu pochopeni patogenity a
mechanismU nemoci, ma obrovsky potencial a dava nadéji na brzky vyvoj ucinné terapie

zpomalujici nebo zastavujici HD.
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