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Abstrakt
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Nazev: Imunologické a histologické metody ve vyzkumu Huntingtonovy nemoci
Bakalarska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Studijni obor: Zdravotni laborant

Huntingtonova nemoc (HN) je vdziné dédi¢né, autozomalni, neurodegenerativni
onemocnéni postihujici jedince bez rozdilu pohlavi. Toto onemocnéni je zplisobené
expanzi CAG tripleti v genu pro protein huntingtinu, ktery je exprimovany ve vétsiné
tkani. Takto mutovany protein zplsobuje degeneraci neuronl v mozku postiZzenych
pacientd, coz vede k motorickym porucham a rozkladu osobnosti. Nemoc vznika pfi
pfitomnosti mutace na jednom ze dvou pdarovych chromozomu. Riziko predani viohy
pro nemoc pfimym potomkim je tedy 50%. Kvuli ndstupu projevid vétSinou az v
dospélosti je tato nemoc velice zakerna. Doposud neexistuje vhodna |é¢ba, ale mnoho

vyzkumnych tym( se sousttedi na navrzeni vhodnych lé¢ebnych postup.

Tato prdce popisuje Huntingtonovu nemoc a zaméfuje se na moznosti
experimentalniho studia s pouzitim nékterych imunologickych a histologickych metod
na vhodnych zvitecich modelech. Jednotlivé techniky jsou v praci popsany a vysledky

jsou doloZzené pomoci obrazkd.

Klicova slova: Huntingtonova nemoc, CAG triplet, imunologické a histologické metody,

zvifeci model



Abstract
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Huntington's disease (HD) is a severe autosomal inherited neurodegenerative
disorder that affects individuals regardless of gender. This disorder is caused by an
expansion of CAG repeats in huntingtin gene, that is expressed in almost all tissues.
Mutant protein causes a neuron degeneration in a brain of HD pacients which leads to
a motor abnormalities and personality decay. The disease developes in the presence of
a mutation in one of two huntingin alleles. The risk of transmission of disease for the
direct descendants is 50%. This disease is very malign because of its late onset. An
adequate therapy does not exist yet, but a lot of research teams focus on designig a

suitable medical treatment.

This work is devoted to the description of Huntington’s disease and is focused
on immunological and histological methods used in animal model experimental

studies. Particular techniques are described and the results are supported with figures.

Key words: Huntington's disease, CAG repeat, immunological and histological

methods, animal model
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1. Uvod

Huntingtonova nemoc (HN) je vdiné dédicné, autozomalni, neurodegenerativni
onemocnéni lidi, u kterych se projevi psychické a fyzické zmény. Pocatecni projevy

nemoci nastavaji ve stfednim véku, obvykle mezi 35. az 50. rokem (Roth a kol., 2006).

Rozsifeni HN je celosvétové odhadovano na 5-8 nemocnych na 100 000
obyvatel (Kumar a kol., 2010; Zuccato a kol., 2010). Nejvétsi ¢etnost vyskytu HN je v
Zapadni Evropé a zemich s obyvateli evropského pavodu. Z celosvétového pohledu je
nejnizsi ¢etnost vyskytu HN v Cin&, Japonsku, Africe a Finsku (Kumar a kol., 2010).

Nemoc vznikd pfi pritomnosti mutace na jednom ze dvou pdrovych
chromozom{. Riziko pfedani vlohy pro nemoc pfimym potomkidm je tedy 50% (Roth a
kol., 2006).

Pro toto onemocnéni jsou charakteristické nekontrolovatelné zaskuby svalll
s motorickym efektem, poruchy pozorovatelné pfi chizi a pfijimadni potravy.
Dasledkem je také psychicky rozklad osobnosti a vznikajici demence (Roth a kol.,
2006).



2.Zadani bakalarské prace - cil prace

Cilem této prace je zpracovat literarni resersi o vyzkumu Huntingtonovy nemoci
se zamérenim na moZnosti jejiho experimentadlniho studia s pouzitim rlznych
imunologickych a histologickych metod na vhodnych zvifecich modelech. Popis se tyka
vybranych imunologickych a histologickych metod vyuZivanych ve vyzkumu HN.



3. Popis Huntingtonovy nemoci

3.1 Historie

Epidemie ,tanecni manie” byla popsana v roce 1374, kdy jako prvni pouzil
nazev chorea pro mimovolné zaskuby sval( Paracelsus (1493-1541) a domnival se, Ze

jde o poruchu centralniho nervového systému (Zuccato a kol., 2010).

Oznaceni chorea popisuje, jak se lidé postiZzeni touto poruchou sviji, krouti a
toci v neustalém, jakoby ,tanecnim pohybu” (Vondrackova a kol., 2014).

Na pocdatku 17. stoleti anglicti kolonisté nazyvali nemoc “that disorder” (ten
neporadek), nebo “San Vitus dance” (tanec Svatého Vita). Az do 17. stoleti, zUstala
nemoc zahadou a jeji povaha nebyla pochopena. Lidé s choreou byli povazovani za
posedlé dablem. Prvni pokus o presny lékarsky popis HN pod nazvem "chronicka
dédi¢na chorea" byl zaznamendn o dvé stoleti pozdéji, v roce 1840, lékafi ve Spojenych
statech, Anglii a Norsku. Ale prvni presny popis HN sepsal v roce 1872 americky lékar

George Huntington, po nemz byla pojmenovand (Walker, 2007; Zuccato a kol., 2010).

UZ v témZe roce publikoval kratky ¢lanek s ndzvem ,,On Chorea” v Medical and
Surgical Reporter of Philadelphia (Huntington, 1872). Lékafi v nadchdzejicich
desetiletich mnohé objasnili a poprvé si vSimli zhorSeni v centralni oblasti mozku
pacientd s HN a lokalizovali nucleus caudatus (ocasaté jadro - ¢ast striata) jako hlavni
cil bunécné apoptdzy. Velkou zasluhu na projeveném zajmu o vyzkum HN ma
predevsim americky eugenik Ch. Davenport. Ve své studii mapoval rodiny s vyskytem
HN, je to vlbec nejvétsi studie rodin s HN. Pozdéji, v padesatych letech dvacatého
stoleti, diagnostikoval A. Negrette HN desitkdm osob ze spolecenstvi, které Zili u jezera
Maracaibo ve Venezuele. Mutace jediného genu, ktery se nachazi na ctvrtém
chromozomu, a je odpovédny za HN, byla objevena N. Wexlerovou (Zuccato a kol,,
2010; Gusella a kol., 1993).

V roce 1983 objevil tym Josepha Martina geneticky marker signalizujici tuto
nemoc (Walker, 2007; Zuccato a kol., 2010).

O deset let pozdéji, v roce 1993 se Gusellovi a koleglm podafilo prokazat
zvySeny pocet CAG tripletd v genu a nalézt presny lokus genu pro hungtintin (HTT) v

kddujici oblasti IT-15 na kratkém raménku chromozomu 4p16 (Heiberg, 2008).

Tato nemoc je zpUsobena mutaci v jediném genu, mohlo tedy dojit k vyvoji

genetického testovani. Huntingtonova choroba se stala jednim z prvnich genetickych



onemocnéni, které bylo moziné testovat. Diky dostupnosti testovani a podobnosti
pfiznakl s jinymi neurologickymi nemocemi doslo v uplynulych letech k vyraznému
narustu testovani této choroby (Walker, 2007).

Objev HTT genu, ktery kdéduje bilkovinu huntingtin, podpofil vyzkum a prace se

nyni soustfeduji na molekularni mechanismy onemocnéni (Walker, 2007).

Priblizny pocet publikaci o Huntingtonové nemoci citovanych pro dany rok
v aktualnim seznamu lékarské literatury (pred 1966) a v PubMed (po roku 1967) je
uvedeny v tabulce 1.
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Tab. 1: Historie Huntingtonovy nemoci

Rok Udalost Publikace

1374 Popsdna epidemie tanecni manie -

1500 Paracelsus se domniva, Ze chorea je CNS plivodu -

1686 Thomas Sydenham popisuje post-infekéni choreu -

1832 John Elliotson urcuje dédi¢nou formu chorey -

1872 George Huntington charakterizuje Huntingtonovu nemoc -

1953 Objasnéna struktura DNA 5
Huntingtonova nemoc popsana v oblasti Lake Maracaibo ve

1955 13
Venezuele

1967 Konferfence Svétové federace neurologie o Huntingtonové 38
nemoci

1976 Popsa'n prvnl'zwreu model Huntingtonovy nemoci 100
(kyselinou kainovou)

1983 Objeven geneticky marker Huntingtonovy nemoci 138

1993 Id.er‘\tlflrkovanvgen HN; vytvorena studijni skupina pro 172
klinické zkousky

1996 Vytvorena transgenni mys 242

2000 Efektivnost |ék( provérovana na transgennich zvitatech 344

Prevzato a upraveno z: (Walker, 2007)
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3.2 Nemoc z pohledu medicinského a neuropatologie

Patologie HN je soustfedéna na centralni nervovy systém. Rozsahld exprese
huntingtinu ma za nasledek progresivni atrofii mozku, stejné jako selektivni ztratu
nervovych bunék a to zejména v hlubokych vrstvach frontalniho kortexu a specificky
ubytek bunék a atrofie ¢asti bazalnich ganglii jako nucleus caudatus a putamen (obr. 1)
(Zuccato a kol., 2010).

Struktura degenerovaného striata ve tkdani klasifikuje stavy HN do péti rlznych
stupna zavaznosti (0-4). Stupen 0 je k nerozeznani od normalnich mozk{. Nicméné 30-
40% ztraty neuront muze byt detekovano po histologickém vysetreni, hlavné v nucleus
caudatus. U stupné 1, 2 a 3 je patrné postupujici a vyraznéjsi zhorSovani atrofie ve
striatu. Stupen 4 zahrnuje pripady HN s téZkou atrofii striata a az 95% ztraty neuronu
(Gil a Rego, 2008).

Dllezité jsou i vzajemné interakce bunék. NaruSeni jejich spravné funkce
mutovanym huntingtinem poskodi neurony, narusi spravnou funkci okolnich neuront

nebo glii v blizkosti, které tomuto neuronu poskytuji dlilezitou podporu (Walker, 2007).

Struktura neuron( ukazuje na vyznamny vztah mezi morfologickou zménou
mozku a rozvojem poruch pozndvani a chovani ¢lovéka, jeho paméti, pozornosti a

pracovni funkce (Gil a Rego, 2008).

T
”‘-!n "
2 |

Obr. 1: Normalni mozek vpravo, mozek pacienta s Huntingtonovou chorobou vlevo.

Prevzato z: OSEL (Objective Source E- Learning) [online]
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Jednim z patologickych projevi Huntingtonovy choroby je vznik jadernych a
cytoplazmatickych agregat(i, které obsahuji mutovany huntingtin. Stav u postizenych
jedincl jiz dlouho pfed ndstupem symptomd(, naznacuje, Ze vyskyt agregdtll nemusi
korelovat s dobrou ¢i Spatnou progndzou. U nékterych transgennich mysich modelu

Huntingtonovy choroby vznikaji agregaty pouze po nastupu ptriznakd (Walker, 2007).

3.3 Nemoc z pohledu genetiky - geneticka podstata

Huntingtonova nemoc je autosomalné dominantné dédi¢né
neurodegenerativni onemocnéni, vznikajici mutaci genu IT 15 na kratkém raménku 4.
chromosomu (Roth a kol., 2006).

Normadlni huntingtin je obsaZen ve vSech lidskych a savcich burikach. S nejvyssi
koncentraci v mozku a varlatech. Malé mnozstvi je pfitomno v jatrech, srdci a plicich
(Walker, 2007). Gen kodujici normalni HTT m(Ze obsahovat az 36 tripletd CAG bazi
(Cytosin-Adenin-Guanin), které koéduji peptidovou sekvenci slozenou z aminokyseliny

glutamin (Kumara kol., 2010).

Zakladem mutace je zmnozZeni CAG tripletd, které vytvari prodlouZeny retézec
polyglutaminu (PolyQ) (obr. 2). U osob s 36-39 triplety neni vyvoj nemoci jednoznacny,
ale uz pfi poctu 40 a vice tripletd ¢lovék onemocni HN (pokud se doZije véku projevl
nemoci). Nastup nemoci se projevi tim dfive, ¢im je vyssi pocet opakujicich se CAG
tripletld v sekvenci genu. Pocet CAG tripletl ale neni jediny Cinitel, ktery rozhoduje o
véku, kdy se HN klinicky projevi (Roth a kol., 2006).
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Obr. 2: Ukazka nadmérného opakovani nukleotidové sekvence genu pacienta s HN
(dole) ve srovnani s normalnim genem (nahofe). Prfevzato z: HELP 4HD
INTERNATIONAL INC. Educating The World Huntington's Disease. [online]

Regulace transkripce DNA na mRNA je jednim z nejvice regulovanych proces( v
burice. Exprese proteinll kddujicich geny je regulovana a fizena propracovanym
zplUsobem, ktery zahrnuje nékolik transkrip¢nich faktor(. Tyto musi na sebe vzajemné
plsobit spolu s regulacnimi prvky DNA specifikujicimi aktivitu genu. Je stdle vice
zfejmé, e HTT ma dileZitou Ulohu v transkripci. Rada metod ukazala, Ze jak wild-type
(WT) HTT tak i mutovany HTT interaguji s transkripénimi faktory. Kromé toho bylo
zjisténo, Ze mnoho transkripcnich drah je oslabenych. Vyznam téchto interakci i jejich
zmény v transkripci maji vliv na patogenezi onemocnéni a zlstavaji nejasné (Landles a
kol., 2004).

Zkoumani naznaduje, Ze délka polyglutaminovych repetic ukazuje zavaznost
onemocnéni. Se vzrUstajici délkou opakovani CAG triplet je tedy spojena i rychlost
progrese nemoci a €asny ndastup onemocnéni zejména u juvenilni formy (tab. 2)
(Walker, 2007).
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Tab. 2: Vyvoj HN u jedincu s hrani¢nim poctem opakovani CAG triplet(.

Pocet CAG repetic

Vysledek

<28 U jednotlivce se nebude vyvijet HN
59-34 Individualné se nebude vyvijet HN, ale
pristi generace je v ohrozeni
U jednotlivc v tomto rozmezi se mize
35-39 vyvinout HN; dalsi generace je také
ohrozena
>40 Individualné se bude vyvijet HN

Prevzato a upraveno z: Hungtinton disesase [online]

Mutace genu je spoustécim mechanismem pro syntézu proteinu s odliSnou

funkci. Tento protein je Skodlivy pro mozkové buriky a soucasné také zhorsuje

schopnost syntézy normalniho proteinu hungtintinu, ktery je zdsadni pro fungovani

neurond (Zuccato a kol., 2010).

Obr. - Zavislost véku nastupu nemoci
na poctu CAG tripleta

>80 CAG: pocatek pred 10. r. veku

>80 CAG: pocétek pred 20. r. veku

>40 CAG: Kasicka forma {nastup nelze uréit)

36-39 CAG: redukovana penetrance

27-35 CAG: miiZze vznknout nova mutace

<27 CAG: noma

Obr. 3: Zavislost véku nastupu nemoci na poctu CAG tripletQ. Pfevzato z: (Roth a kol.,

2006)
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Spojitost mezi opakovanim CAG tripletd, délkou polyglutaminového retézce se
u jednotlivych pacientl dramaticky liSi jak dobou nastupu nemoci tak i rychlosti

projevu (obr. 3) (Zuccato a kol., 2011).

3.4 Priznaky Huntingtonovy nemoci

Pocatek projevi HN u dospélého jedince, zmény v osobnosti, dysfunkce
motoriky a sniZeni poznavacich schopnosti nastdva vétSinou mezi 35 a 50 lety. U
malého procenta pacientl (5%) se objevi pfiznaky jiZz pfed 20. rokem Zivota (Zuccato a
kol., 2010).

3.4.1 Neurologické projevy Huntingtonovy nemoci
NejcharakteristictéjSimi projevy klasické formy HN jsou poruchy chlize, majici
kolébavy az tanecni raz, tzv. chorea — mimovolné nepravidelné ,hazivé az Skubavé”
pohyby. Projevuje se i v obli¢eji, na trupu i na konéetinach. Casty projev nemoci je i
nesrozumitelna fec. Pozdni stadia Huntingtonovy nemoci jsou poznacena dysfagii,
poruchou polykdni, kdy pacient neovlada pohyb svalstva hltanu, proto v pokrocilejsich
stadiich je typické hubnuti az kachexie (Roth a kol., 2006).

3.4.2  Psychické projevy Huntingtonovy nemoci
Zmény osobnosti a chovani, psychické problémy, které doprovazi nemocného,
jsou apatie nebo predrazdénost, ztrata kriticnosti a nadhledu, ¢asté jsou i projevy
agrese (Walker, 2007). Zavazné jsou i stavy jako smutna ndlada, Uzkost i deprese
(Roth a kol., 2006).

3.5 Formy Huntingtonovy nemoci

Podle véku nastupu nemoci se HN déli do 3 zakladnich forem:

e Forma klasickd, pocinajici obvykle mezi 35. — 50. rokem véku (cca 90% vsech
pfipadu)

e Forma juvenilni, pocinajici do 20. roku véku (cca 5% vSech ptipadl)

e Forma s pozdnim pocatkem pocinajici po 60. roku véku (cca 5% vsech pfipadu)
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3.5.1  Prubéh klasické formy

Nemoc se objevuje mezi 35. - 50. rokem véku a pfiznaky jsou nespecifické -
poruchy chovdni a povahy, ¢asto také depresivni stavy. Pozdéji v pokrocilejsich fazich
nemoci se jiz projevi i demence. Od ¢asnych stadii se objevuji mimovolni pohyby a
poruchy cilenych pohybd, chlze, porucha feci, polykani. V pokrocilejsich stadiich ¢asto
ubyvd mimovolnych pohyb(. Pacient se po 10-15 letech nemoci (prabéh vsak byva
individualni) stavd zavislym na péci okoli a umira vétSinou na komplikace vzniklé
infekcemi (Roth a kol., 2006; Roth a kol., 2010).

3.5.2  Priibéh juvenilni formy

Juvenilni forma zacina uz pred 20. rokem véku a vznika u pfiblizné 5% vsech
pfipadl Huntingtonovy nemoci. Objevuji se poruchy jak intelektu a chovani, tak i
neurologické. Poruchdm motoriky dominuje ztuhlost a zpomalenost, objevuji se i
epileptické zachvaty, dysartrie a dysfagie. Nastup obtizi je rychly a vede k zdvislosti na
péci okoli. Doba pfreziti je kratsi nez u klasické formy (Roth a kol., 2006; Roth a kol.,
2010).

3.5.3  Priibéh formy s pozdnim pocatkem

Tato forma nemoci se objevuje u osob starsich 60 let. Jedna se o cca 5% vSech
pfipadl Huntingtonovy nemoci. Ze vSech tti forem patfi mezi nejmirnéjsi, protoze jeji
pribéh je pomaly. Obvykle nepulsobi zavazna postiZzeni zakladnich dennich aktivit a
nemocni jsou po motorické strance sobéstacni. Vyraznéjsi demence se obvykle
nerozviji. Z poruch chovani se nejcastéji objevuji apatie, deprese a iritabilita (Roth a
kol., 2006; Roth a kol., 2010).

U identickych dvojcat je pocatecni projev priznakd Huntingtonovy choroby jen
nékolik let od sebe (Walker, 2007).

3.6 VySetreni Huntingtonovy nemoci

Pfesné patofyziologické mechanismy Huntingtonovy choroby nejsou dobfe
znamé, ale vyzkum na geneticky upravenych zvifecich modelech poskytuje pohled na

mechanismus nemoci a teoreticky i cestu vedouci k budouci 1é¢bé (Walker, 2007).

Byl vytvoreny zvifeci model s genetickym zdkladem tohoto onemocnéni, ktery
predstavuje genetické a molekularni mechanismy, které jsou zakladem pro
degenerativni procesy v lidské nemoci. Vétsina soucasnych modeld ma vloZenou tuto

mutaci (nebo jeji ¢ast) do genomu (Ramaswamy a kol., 2007).
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U neurodegenerativnich onemocnéni, jako jsou Alzheimerova choroba,
Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba lze laboratorné vysetfovat vzorky
pacientd pouze post mortem. Diky genetickym modifikacim je dnes mozino i pres
bariéry mezi druhy pfenést mutovanou kopii genu, nebo jeji ¢ast z jednoho druhu na
jiny a sledovat rozvoj a prlibéh onemocnéni. Transgenni organismy se vyuzivaji i u
diabetes mellitus a cystické fibrézy nebo i ke studiu kardiovaskuldrnich chorob (Aigner
a kol., 2010).

Genetické mutace HN umozZnily vytvoreni rlznych zvifecich modell, které
vyjadfuji rizné formy mutovaného huntingtinu a ukazuji diferencidlni patologii. Studie
na téchto zvifecich modelech poskytly duleZity pohled na patogenezi HN. Transgenni
mysi exprimuji N-termindlni konec nebo plnou délku mutovaného HTT ve vSech
burikach nebo selektivné v rlznych typech bunék. Pro vytvoreni modell HN byla také

pouzita velkd zvirata, jako jsou ovce, prase a opice (Chang a kol., 2015).

Vznikem téchto modell nastal velky pokrok ve vyzkumu HN. Zvifeci modely
nam davaji pfilezitost studovat vyvoj nemoci od pocatku, postupny rozvoj nemoci a
sledovani pfiznakd a zmén. Ukazuji moZnosti vyuziti novych farmakologickych Cdi

chirurgickych postupu.

4.Vybrané zvireci modely Huntingtonovy nemoci

4.1 Model mys

Mezi nejcastéji studované mysi modely patfi R6/2 mysi. Tyto mysi, transgenni
(Tg), vykazuji progresivni neurologicky fenotyp, ktery napodobuje mnohé z vlastnosti
Huntingtonovy nemoci. Zahrnuji choreické pohyby, nedobrovolné stereotypni pohyby,
tremor, epileptické zachvaty a taktéZz nemotorické komponenty nemoci (Carter a kol.,
1999).

U mysSi R6/2 byla prokdzana abnormalita neurond. Od stari 5 tydnd bylo
popsano postupné snizovani objemu mozku hlavné v oblasti striata. Vyznamné
sniZzovani poctu striatalnich neuronll od 12. tydnu véku a smrt, kterd nastava v 12. —
15. tydnech véku (Davies a kol., 1997).

Mysi R6/2 exprimuji mutantni exon 1 HTT. Jejich gen nese 141 az 157 CAG
opakovani. Vyvinul se u nich progresivni neurologicky fenotyp s motorickymi
symptomy pripominajicimi ty, které jsou vidét u pacientl a vykazuji ¢asny nastup a

rychly pridbéh nemoci (Landles a kol., 2010; Carter a kol., 1999).
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4.2 Model prase

Geneticky upravend prasata — transgenni se pouzivaji v biomedicinském
vyzkumu, protoZe tento model ukazuje nékolik podobnosti s lidmi s ohledem na

fyziologii, metabolismus, organizaci genomu, patologii a starnuti (Gin a kol., 2014).

Vhodny model pro studium HN vznikl v roce 2009. Pod vedenim profesora Jana
Motlika se jeho tymu pracovnikd v Ustavu Zivoc&isné fyziologie a genetiky, Akademie
véd Ceské Republiky v Lib&chové, podafilo tento model vytvofit. Metoda lentivirové
transgenese dala vzniknout miniaturnimu praseti, ktery nese gen lidského mutovaného
huntingtinu. Vzniklo prvni sele exprimujici N-terminalni konec (548 aminokyselin)
lidského mutovaného huntingtinu se 124 CAG/CAA repeticemi. Pocet kopii transgenu
byl uréen na 1-2, pficemz jejich lokalizace byla na dlouhém raménku chromozomu 1
(1924-925). Prasnicka nesouci mutovany gen dala vzniknout F1 a F2 generaci (Baxa a
kol., 2013). V soucasné dobé je vyvijena snaha o vytvoreni miniaturniho prasete

exprimujiciho plnou délku lidského mutovaného huntingtinu.

Diky podobné fyziologii a organové kapacité jako u lidi jsou tato zvifata vhodna
pro preklinické experimenty a dlouhodobé studie (Zuccato a kol., 2010).
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5. Histologické techniky pouzivané ve vyzkumu
Huntingtonovy nemoci

5.1 Odbeér materialu

Studium organu a jejich stavby na mikroskopické urovni jak v medicing, tak i ve
vyzkumu je motivovano zjiSténim pritomnosti patologickych procesli a zaroven
potvrzenim vzniku nemoci, které propukly pfirozené nebo byly experimentalné

vyvolany (Mandkova a Seichertova, 2002).

Materidl uréeny k histologickému, histochemickému nebo submikroskopickému
vySetieni musi byt spravné odebran a okamizité oSetfen (Uhrin a kol., 2003), ihned
fixovan v nékteré zfixacnich tekutin a presné oznacen (Vacek, 1996). Musi

predstavovat reprezentativni vzorek tkané (Manakova a Seichertova, 2002).

5.2 Fixace

Cilem fixace je zachovani bunék a tkani co mozna nejvice bez posmrtnych zmén,
které jsou vyvoldny bunécnymi enzymy, nebo zménami obsahu vody, pfipadnym

vyschnutim (Lillmann-Rauch, 2012).

Fixace se pouZivda krychlému vysraZeni bilkovin protoplazmy v burnkach a
tkanich s G¢elem zabranit autolyze tkané. Uelem neni jen denaturace bilkovin, ale
zaroven musi byt denaturace velmi Setrna, aby byla struktura tkdané pokud mozZno
takova, jakou méla za Ziva. | kdyz fixaci dochazi vidy k néjakym zméndm v odebirané
tkani, tyto zmény by mély byt co nejmensi a zaroven by nemély narusSovat barvitelnost
tkané (Vacek, 1996).

5.2.1 Fixace fyzikalni

1. chladem-rychlé zmrazeni, napt. kapalnym dusikem, aby nedoslo k vytvoreni
krystalk( vody, které by narusily membrany bunék a morfologii tkani

2. teplem-pomoci mikrovinné trouby, ve fyziologickém roztoku nebo v fadu
sekund ve fixaénim roztoku, které urychli fixaci a umozni odhaleni antigenu

v imunohistochemickych technikach.

20



5.2.2 Fixace chemicka

1. aldehydy-formaldehyd, glutaraldehyd

2. alkoholy-ethanol, methanol

3. kyseliny-octova, trichloroctova, pikrova

4. soli tézkych kovl-chlorid rtutnaty, oxid osmicely, dvojchroman draselny

(Mandkova a Seichertovd, 2002).

Standardné se pouziva chemicka fixace ve 4-10% formaldehydu v isotonickém

fosfatovém pufru. Proteiny se zesituji a lehce denaturuji (Lillmann-Rauch, 2012).

Po fixaci se zhotovuji tenké fezy pro dalsi mikroskopické studium, tkan se zaleje
do média, do parafinu nebo celoidinu, ¢i specialnich pryskyfic, které ji zpevni a je
mozno nakrdjeni tenkych fezu na mikrotomu. Lze krdjet i tkané, které nebyly zalévané,
ale pouze zamrazené (Manakova a Seichertovd, 2002). Nakrdjené tenké tezy jsou
pfeneseny na mikroskopickd skla potazend Zelatinou, kterd ndm slouzi ke zvySeni

pfilnavosti preparatu.

6. Vyhodnocovani

Vystupem histologickych znaceni je obrazek. Ziskana obrazova dokumentace
vSech barveni ddle postupuje obrazovou analyzu, béhem které se stanovuje napf.
intenzita fluorescence, srovnavani ploch sledované struktury, pocet definovanych

objektl (bunék, jader, agregdt().

Vsechny nahledy obrazkd byly ziskany virtualnim skenerem OLYMPUS VS-ASW-
FL (Virtual Slide system VS120). Skener pracuje na principu mikroskopického zobrazeni
makroskopickych dtvar( (fez celého mozku). Jednotlivd zornd pole, pofizena

objektivem 20x, byla sloucena do jednoho obréazku.
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7. Zakladni histologicka barveni

Neuron, jako zakladni morfologickd a funkcni jednotka CNS, se sklada z téla
(perikaryon) a vybézka. Dendrity jsou specializované pro pfijem vzruchl do perikarya a
axon, vidy jen jeden, prevadi vzruchy z perikarya. Konec axonu je rozvétveny a
zakoncen synapsemi.

V téle neuronu je velké euchromatické jadro, malé jadérko, tzv. Nisslova téliska,
jejiz soucasti je drsné endoplazmatické retikulum obklopeno volnymi ribozomy,
lysozomy, Golgiho aparat, mitochondrie. Na povrchu perikarya se také nachazeji
synaptické kontakty. Cytoskelet tvofi neurofibrily slozené z neurofilament a
neurotubull, které pronikaji az do vybézk.

Axony v CNS jsou obklopené oligodendrocyty, které vytvari myelinové pochvy.
Myelinové pochvy jsou tvoreny lipidy a proteiny (Slipka a Tonar, 2015; Junqueira a kol.,
1999; Lullmann-Rauch, 2012).

Zakladni metody histologického barveni jako barveni hematoxylin-eozin (H&E)
(obr. 4-6), toluidine blue (TB) (8-10), luxol fast blue (LFB) (11-14) jsme pouzili v
nezménéné formé dle protokoll uvedenych v databazi IHC WORLD (obr. 4-6, 8-14).

7.1 Barveni Hematoxylin - Eozin

Hematoxylin (H) je zdsadité barvivo, které barvi rychle a vyrazné kyseld jadra
bunék diky DNA a RNA.

Eozin (E) je kyselé barvivo, které naopak barvi bazickou cytoplazmu bunék
(Vacek, 1996).

Barvenim hematoxilin - eozin (H&E) Ize docilit dostate¢ny barevny kontrast pro
orientaci na rezu, z kterého je vhodné vybirat oblast pro dalsi imunohistochemické

reakce (Manakova a Seichertova, 2002).

H&E barveni neni vhodné pro detailni studium neuroglii, umi rozliSit jen mala
jadra glii od velkych jader neurond. K morfologickému rozliSeni se pouziva specialnich
procedur impregnaci vzacnymi kovy (Junqueira a kol., 1999).
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Obr. 4: Rez korovou vrstvou prase¢iho WT mozku, 20 um tlusty, barveni H&E, a) v
molekuldrni vrstvé je velmi malo bunék, b) v zevni granuldrni vrstvé se nachazeji malé
pyramidové bunky i nepyramidové bunky. V dalsi c) viditelné vrstvé jsou malé a
stfedné velké pyramidové buriky d) dole vlevo je velky artefakt. ZvétSeni obrazku 5x,
objektiv 20x, mé&fitko 200 um (LBRP AV CR, 2013).

Obr. 5: Rez korovou vrstvou prase¢iho WT mozku, 20 pm tlusty, barveni H&E, a) tmavé
fialové jadro pyramidové burky a svétle fialové perikaryon, b) tmavé fialové malé
bunécné jadro gliové burky. Zvétseni obrazku 20x, objektiv 20x, méritko 50 um (LBRP
AV CR, 2013).
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Obr. 6: Rez korovou vrstvou prase¢iho WT mozku v detailu, 20 um tlusty, barveni H&E,
a) tmavé fialové jadro pyramidové burky, b) svétle fialovy perikaryon, c) tmavé fialové
malé bunécné jadro gliové buriky. ZvétSeni obrazku 40x, objektiv 20x, méfitko 20 um
(LBRP AV CR, 2013).
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Obr. 7: Rez my$im mozkem, 20 pum tlusty, barveni H&E. Porovnani vpravo my3 R6/2,
vlevo my$ WT. Pfevzato z: (Marangoni a kol., 2014)

Na obrazku 7 jsou patrné zmény v morfologii mozk( obarvenych H&E.
Porovnani kontrolnich WT mysi a transgennich mysi R6/2 ve véku 3 mésice. V pribéhu
stdrnuti se prokazalo vyznamné rozsiteni bocnich mozkovych komor (Marangoni a kol.,
2014).
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7.2 Toluidinova modr

Obarveni toluidinovou modfi (Toluidine blue, TB) se na obarvenych preparatech

da sledovat tvar, velikost bunék, usporadani vrstev, jejich hustota (Vacek, 1996).

20um

Obr. 8: Rez neokortexem prase¢iho WT mozku, 20 pm tlusty, barveni TB, a)
molekuldrni vrstva - velmi mdlo bunék, b) zevni granuldrni vrstva- malé pyramidové
buriky i nepyramidové burky, c) vnitfni granularni vrstva - malé a stfedné velké
pyramidové a nepyramidové buriky Dole uprostied d) maly artefakt. ZvétSeni obrazku
5x, objektiv 20x, méfitko 200 um (LBRP AV CR, 2013).
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Obr. 9: Rez neokortexem prase¢iho WT mozku, 20 pm tlusty, barveni TB, a) viditeln

pyramidova bunka b) mala gliova burika. Zvétseni obrazku 20x, objektiv 20x, méfitko
50 um (LBRP AV CR, 2013).
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Obr. 10: Rez neokortexem prase¢iho WT mozku, detail, 20 pum tlusty, barveni TB, a)
tmavé jadérko uprostred jadra b) svétlé jadro a perikaryon pyramidového neuronu, c)
malé jadro gliové bunky. Zvétseni obrazku 40x, objektiv 20x, méfitko 20um (LBRP AV
CR, 2013).

7.3 Luxol Fast Blue

Barveni Luxol fast blue (LFB, luxolovd modf) se pouzivd ke sledovani viaken
s myelinovymi pochvami, jejich poc¢tu, usporadani svazkd a prouzk(, jejich tloustky i

jejich pripadné rozdily (Vacek, 1996).

Barveni luxolovou modfi je vyhodné a poskytuje velmi dobré vysledky. MGzeme
ho pouzit na barveni mrazenych i parafinovych fezl. Na fixaci je nejvhodné;jsi Bakerova
tekutina. Myelin, véetné fosfolipid(, jsou obarveny modie az zelené a neurony jsou
obarvené rliZové az fialové. Toto barvivo se bézné pouziva pro identifikaci zakladni

neuronadlni struktury v mozku nebo michy (IHCWORLD) [online].
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Obr. 11: Rez jednou hemisférou prase¢iho WT mozku, 20 um tlusty, barveni LFB, 1)
bild hmota md modrou barvu, Sedd, korova, vrstva je svétlejsi, 2) striatum, objektiv
20x, méfitko 2 mm (LBRP AV CR, 2013).

Obr. 12: Rez prasedim WT mozkem, 20 um tlusty, barveni LFB, a) $eda korova vrstva je
svétlejsi a obsahuje fialovd perikarya, b) bild hmota ma tmavou syté modrou barvu s
husté usporadanymi myelinizovanymi vldkny. ZvétSeni obrazku 5x, objektiv 20x,

v v

méFitko 200 um (LBRP AV CR, 2013).
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Obr. 13: Rez praseéim WT mozkem, 20 um tlusty - detail, barveni LFB, a) fialovy
perikaryon , b) malé bunécné jadro gliové bunky-astrocyt, c) myelin, véetné fosfolipidQ
modre ai zelené. Zvétieni obrazku 20x, objektiv 20x, méfitko 50 um (LBRP AV CR,
2013).

Obr. 13: Rez prase¢im WT mozkem, 20 pum tlusty - detail, barveni LFB. Striatum, a)
fialovy perikaryon, b) malé bunécéné jadro gliové bunky. ZvétSeni obrazku 20x, objektiv
20x, méfitko 50 um (LBRP AV CR, 2013).
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8. Imunologické metody

8.1 Imunohistochemie

Fixaci bunék ethanolem nebo paraformaldehydem je v burkdch zachovan
hledany antigen, na ktery se navaze primarni protilatka (ziskana obvykle na mysich
nebo kralicich). Na tuto primarni protildtku se navdie sekundarni protilatka, kterd je
namirfena proti imunoglobulinu primarni protilatky, a navaze se v misté, kde je tato

navazana na antigen.

Sekundarni protilatky jsou znaceny enzymem, napf. kfenovou peroxidazou,
ktera ozna¢i molekulu sekundarni protildtky. Po odmyti reaguje peroxiddza se
substratem-peroxidem vodiku a chromogenem, napt. DAB (diaminobenzidin). V misté
reakce se vyvine tmavé hnédé zbarveni. DalSi dobarveni je moiné klasickym
histologickym barvenim, napf. hematoxylinem, toluidinovou modfi (Principy

imunocytochemie) [online].

Uvedeny postup zhotovovani imunohistochemickych preparat(i popisuje pouze

konkrétni ndmi pouZitou metodiku.

Materidl, ktery jsme odebrali ze zvifat k histologickému a histochemickému
vySetieni byl po perfuzi fosfatovym pufrem odebran a okamZzité osSetfen roztokem 4%
paraformaldehydu. Poté byl prosycen 30% roztokem sachardzy. U metody
imunohistochemie jsme pro nas vyzkum modifikovali riizné kroky ve standardnim
protokolu. UZ samotny za¢atek imunohistochemickych procest vyzaduje vysoké naroky

na pripravu vSech materidl( a pomucek.

Rezy mozku 20 pm silné o velikosti asi 4 cm2, se musi ruéné pomoci $t&teckd

narovnavat na podlozni skla.

Na neoSetfenych sklech se fez svinuje a nema minimalni pfilnavost potfebnou k
jeho rozprostieni. Uprava skel silanem byla také malo vhodnd, ddsledkem vysoké
adheze fezu k povrchu dochdzelo k trhani pfi snaze narovnat jej. Kompromisem v
adhezi a relativni jednoduchosti rozprostfeni fezu, se jako nejvyhodnéjsi ukazala skla

potazena 0,5% roztokem Zelatiny.

Po fixaci tkané 4% paraformaldehydem, ktery z¢asti maskuje antigenni mista ve
vzorcich a zpUsobuje slabé nebo falesné negativni zabarveni pro imunohistochemickou
detekci nékterych proteinl, jsme pouZzili metodu odkryti antigenli (Antigen Retrieval,

AR). S ni lze vyrazné zlepsit odhaleni skrytych antigennich mist. Vyzkousenim rlznych
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typl se ukazal jednim z vhodnych feseni pro konkrétni, nami pouZitou protilatku
(3B5H10, Sigma Aldrich, USA), zasadity roztok Tris-EDTA pufr (10mM Tris Base, 1mM
EDTA, 0.05% Tween 20, pH 9.0).

Roztok pro AR je navrien tak, aby demaskoval antigeny a epitopy na
paraformaldehydem fixovanych tkdnovych fezech a tim se zvysila intenzita zbarveni
protilatek. U¢innost se projevuje prevazné kombinaci teploty, éasu, pH a v chemickém
sloZzeni pufru. Kvuli nestandardnimu a neopakovatelnému vysledku a také rozpadu
tkané jsme dali pfednost AR metodam, které vyzaduji nizsi teplotu. Vysoka teplota

zpUsobuje rozpad, rozvareni tkané.

Druhym moZnym a pouzitym reSenim bylo ,kyselé” predcisténi 90% kyselinou

mravenci za laboratorni teploty.

Po blokdadé endogenni peroxiddzy a po nespecifickém vysyceni tkané
bilkovinami, jsme pokracovali permeabilizaci roztokem Tritonu—X 100. Nasledné
probéhla reakce s primdrni protildtkou narfedénou na koncentraci doporucenou
vyrobcem (u nékterych protilatek byla nutna optimalizace reakce vlastnim fedénim) v

+4°C pies noc.

Dalsi inkubace probihala se sekundarni- biotinylovanou protilatkou. Po inkubaci
jsme pokracovali reakci s detekénim komplexem ABC (VECTASTAIN® ABC Kit, Vector
Laboratories, USA) abychom dosahli vizualizace chromogenu, nasledovalo dalsi
pusobeni 3,3’-diaminobenzidinem (DAB) ve smési s peroxidem vodiku. Vysledkem byl
hnédy stabilni produkt, ktery zviditelnil mista, v nichz probéhla specificka IHC reakce.
Na obrazcich 15 aZz 19 je vidét Uspésné provedeni této metody. Po odvodnéni ve
vzestupné radé alkoholll a projasnéni v xylenu jsme skla zamontovali v montovacim

médiu.
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Obr. 15: Rez jednou hemisférou prase¢iho WT mozku, obarveny protildtkou DARPP-32,
chromogen DAB, objektiv 20x, méfitko 2 mm (LBRP AV CR, 2014).

Na obr. 15 a 16 je barveni primarni protildtkou DARPP-32 (Abcam, UK)
(dopamin a cAMP-regulovany fosfoprotein). U neuron(l syntetizujicich dopamin, ktery
umoznuje prenos nervovych impulsd, je poskozeni dopaminovych drah Gzce spojené se
vznikem neurodegenerativnich onemocnéni. Tento cytosolicky protein se vyskytuje ve

velké mire ve stfednich neuronech striata (Nishi a kol., 1997).
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Obr. 16: Rez prase¢im WT mozkem, 20 pm tlusty, detail, protildstka DARPP32,
chromogen DAB. Zvétieni obrazku 20 x, objektiv 20x, méfitko 50 pm (LBRP AV CR,
2015).

Odlisné chovani mutovaného huntingtinu vede ke tvorbé cytoplazmatickych
inkluzi a intranuklearnich télisek vmozku s HN. Na zdkladé studia protilatek,
intranuklearni téliska obsahuji N-termindlné zkracené fragmenty huntingtinu (Faber a
kol, 1999).

Obr. 17: Rez my$im mozkem 20 um tlusty, protildtka MWS8, chromogen DAB, vlevo WT
mys, vpravo R6/2 mys. Objektiv 20x, méFfitko 500 um (LBRP AV CR, 2015).

Protildtka MW8 (Developmental Studies Hybridoma Bank, USA) muze odlisit
transgenni mys od WT mysi tim (obr. 17, 18, 19), Ze oznadi jaderné inkluze v R6/2
mozku. V mozku WT mysi neoznadi Zzadna mista. Mapovani epitopl ukazuje, Ze MW8
se specificky vdze na domény a aminokyseliny 83-90. Epitopy pro MWS8 jsou rlzné
dostupné v rlznych subcelularnich strukturach, kde se HTT nachazi (Ko a kol., 2001).
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Obr. 18: Detail — fez mysim WT mozkem, tlusty 20 um, protildtka MW8, chromogen
DAB, nejsou vidét zadné inkluze. Zvétseni obrazku 20 x, objektiv 20x, métitko 50 um
(LBRP AV CR, 2015).

80 pmm

Obr. 19: Detail - fez mysim R6/2 mozkem, tlusty 20 um, protilatka MWS8, chromogen
DAB, Sipky ukazuji na agregovanou formu HTT lokalizovanou pfevazné v jadre. Zvétseni
obréazku 20 x, objektiv 20x, méfitko 50 pm (LBRP AV CR, 2015).

Imunohistochemické studie protilatek detekuji v mozku huntingtin v perikaryu
nékterych neuronl a neuropilu jako teckované zbarveni, kterd mohou byt nervovymi

zakoncenimi (Trottier a kol., 1995).
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8.2 Imunofluorescence

Tato metoda umoznuje prlikaz nékterych latek zaloZzenych na reakci antigenu
s protilatkou, kterd se s nim vaZe, ale naproti pfedchozi IHC metodé je protilatka
oznacena slouceninou schopnou vyvolat fluorescenci - fluorescenénim barvivem.
Jestlize se v histologickém vzorku nachazi sledovany antigen, lze presné prokazat jeho
lokalizaci. Ve fluorescencnim mikroskopu jsou tyto struktury viditelné jako jasné svitici
body na ¢erném pozadi (Vacek, 1996).

U imunofluorescencnich barvicich metod (viz obr. 20, 21, 22) jsme vychazeli
také ze standardnich protokol(. U kroku blokace, kde se fezy inkubuji v séru stejného
druhu jako je puvod sekundarni protilatky, aby se vyblokovaly nespecifické vazby
imunoglobulinli, jsme modifikovali protokol blokaci s odtu¢nénym mlékem a také s

hovézim sérovym albuminem (BSA).

Vizualizaci mysi monoklonalni protilatky Anti-Polyglutamin (mysi IgG1 izotyp,
3B5H10) jsme provedli nepfimou dvoustupriovou metodou, pouZili jsme sekundarni

protilatku s fluorochromem Alexa Fluor® 555.

Obr. 20: Rez prase&im Tg mozkem, tlusty 20 um, znaceni jader DAP, a) vét$i, méné
vyrazné jadro patti pyramidové burce, b) vyrazné zbarvené kompaktné;jsi malé jadro
glie pat¥i astrocytu. Zvétdeni obrazku 20 x, objektiv 20x, méFitko 200 pum (LBRP AV CR,
2015).

Oznaceni jader je fluorescencnim barvivem DAPI (4',6-Diamidino-2-
Phenylindole, Dihydrochloride), které se pevné vaze na oblasti AT v DNA. Excitacni

maximum DAPI je 358 nm a jeho emisni maximum je 461 nm (Eurocytology) [online].
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Obr. 21: Rez prase¢im Tg mozkem, tlusty 20 pum, znaceny 3B5H10. Flourochrom
AF®555, a) 3B5H10 navdzanad na mutovany HTT v okoli jddra neuronu b) mala gliova
burika. Zvétdeni obrazku 20 x, objektiv 20x, méFitko 200 um (LBRP AV CR, 2015).

Mysi monoklondlni protildtka Anti-Polyglutamin (mysi 1gG1 izotyp, 3B5H10) je
vytvorena proti lidskému huntingtinu (N-koncovy fragment 171 aminokyselin
obsahujici 65 Q). Nerozpustné mikroskopické bilkovinové depozita v bunikach (inkluzni
téliska) jsou v korelaci s onemocnénim a protilatka 3B5H10 je uZitenym ndstrojem pro
studium polyglutaminového onemocnéni. Protildtka 3B5H10 se vaze prednostné k
neagregovanému mutantnimu huntingtinu a k nékolika dalSim proteinim zpUsobujicim

onemocnéni asociované s polyQ (Peters a kol. 2005).

Obr. 22: Rez prase&im Tg mozkem, tlusty 20um, znaceny 3B5H10. Flourochrom AF 555
a DAPI, a) 3B5H10 navazana na mutovany HTT v okoli jddra neuronu (zluté), jadro
neuronu (modre), b) mald gliova bunka. ZvétSeni obrazku 20 x, objektiv 20x, méfitko
200 um (LBRP AV CR, 2015).
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8.3 Imunoblot

Western blotting (WB) nebo imunoblotovani je technika pouzivana pro detekci
specifickych proteinl a jejich relativni kvantifikaci. Western blotting ma nespornou
vyhodu ve specificnosti detekce oproti jinym metodam a to diky identifikaci
sledovaného proteinu podle jeho velikosti, tzn. molekularni hmotnosti. Je pouzivana na
rGznych in vitro a in vivo modelech HN. Nékteré studie uvadéji pouziti WB jako
vhodnou metodu k identifikaci a kvantifikaci HTT proteinu. Typy gelli pouZivanych k
separaci, pouzité protilatky a specifické upravy protokolll, byly optimalizovany
vyzkumnymi pracovniky vzdy v zavislosti na typu bunécné linie a na délce mutovaného
proteinu HTT (Neelima a kol., 2014).

Tato technika pouziva zakladni tfi prvky:

1. separacnirozdéleni podle velikosti pomoci gelové elektroforézy
pfenos na pevny nosic (blotovani)

3. znackovani cilového proteinu pomoci spravné primarni a sekunddarni protilatky
k vizualizaci (Mahmood a Yang, 2012).

kDa 48 m 36m kDa
_SHECE
- <— Endogenni HTT ——= p— -
=23 160
160 — Mutovany o
<— N-termindlni —— H 110
— | . J () ~ —_
110 - .--- - fragment HTT 80
80 — — () .- B
e —— o= - .—. — %
e — — e s SR = e T
:3 — — - —— - ——— ———___ 50
0 — — a0
o - 30

WT TgHD WT TgHD WT TgHD WT TgHD

WT TgHD WT TgHD WT TgHD WT TgHD K64 K63 K48 K100 K103 K104 L151 193

K14 K101 K99 K102 K207 K162 K208 K209

Obr. 23: Reprezentativni obrazek WB pfi poutZiti protilatky Anti-Huntingtin [EPR5526].
(LBRP AV CR, 2016).

U metody WB (obr. 23) pro identifikaci proteind, separované podle velikosti
elektroforézou na gelu, jsme pouzili pro inkubaci specifickou protilatku Anti-
Huntingtin antibody [EPR5526] (Abcam, UK) a vizualizovali za poutziti sekundarni
protilatky a detekcéniho cinidla. Vzorky mozkl jsou z WT a Tg prasat starych 36 a 48
mésicl. U vSech Tg prasat je prokdazany mutovany N-terminalni fragment HTT na pozici
120kDa a u vSech prasat endogenni HTT cca 350kDa.
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9.7aver

Cilem moji prace bylo pfehledné popsani histologickych a imunologickych
metod a zdlraznéni jejich dlleZité role a pevného mista ve vyzkumu HN, ktery ma vést

k pochopeni priibéhu nemoci a poznani patologickych zmén v mozkové tkani.

Hlavnimi zménami, které u HN pozorujeme, jsou uUbytek hmoty striata,
zvétSovani mozkovych komor a Ubytek neuron(. Dale je charakteristickd tvorba inkluzi
rizného puvodu mutovaného HTT a jejich distribuce v mozku jak na bunécné urovni
v jadfe a neuropilu, tak i na drovni tkanové, kde vyskyt agregdatl je rozdilny v rdznych

¢astech mozku.

Vyznam zvitecich modell je hlavné ve vyhodach sledovani pribéhu nemoci po
celou dobu Zivota zvitete a dostupny material i v preklinickych stadiich, nejen post
mortem jako je to u tkani humannich. Dalsi dileZitou véci je testovani moznosti, jak

ovlivnit prlilbéh nemoci, lokalizace sledovaného HTT a jeho agregace.

Dosavadni poznani z vyzkumu na miniprasatech neprokdzalo zadny projev
klinickych priznakli HN. Ale na urovni molekuldrni (WB, biochemie) Ize jiz sledovat

zmény vyvolané pfitomnosti mutovaného HTT.

Na urovni histologickych preparatl neni dosud pozorovan rozdil mezi WT a Tg
zvifetem. Hlavni znaky Huntingtonovy nemoci - choreu, atrofii a agregaty jsme zatim

nepozorovali.
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Seznam pouzitych zkratek
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mRNA
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cytozin- adenin- adenin ( aminokyseliny)
cytozin- adenin- guanin (aminokyseliny)
centralni nervova soustava
diaminobenzidin
4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride
deoxyribonukleotidova kyselina

kyselina ethylendiaminotetraoctova
Hematoxilin Eozin

Huntingtonova nemoc

gen pro huntingtin

Laborator bunécné regenerace a plasticity
Luxol Fast Blue
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