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Abstrakt

Huntingtonova choroba (HD) patii mezi neurodegenerativni onemocnéni, od kterych
se 1i8i pfic¢inou (expanze trinukleotidové repetice CAG v exonu 1 genu kddujici protein
huntingtin (Htt)) pouze v jednom genu (tzv. monogenni onemocnéni). Ackoliv je jiz od
roku 1993 znama piicina nemoci, dosud neni zcela zndma patofyziologie HD a neni
nalezen l1ék. Pro lepSi porozuméni nemoci a pro mozné preklinické testovani se pouzivaji
modely HD. Mezi nej€astéji pouzivané modely patii hlodavci, hlavné mysi, ale bylo
dualezité vytvoftit 1 vétsi zviteci modely, které by byly vice podobné ¢lovéku. Proto bylo
vroce 2009 vytvoreno na Akademii véd v Libéchové transgenni (TgHD) miniprase
pomoci mikroinjikace lentivirového vektoru nesouci N-termindlni cast lidského
mutovaného HTT (mtHTT) s 124 CAG repeticemi v exonu 1. Tento model

je zivotaschopny a v kazdé generaci se rodi urcita ¢ast Tg zvirat.

V této praci jsem se vénovala biochemickym i1 behaviordlnim zméndm u tohoto modelu.
Srovnavala jsem kontrolni (Wt) a transgenni (Tg) sourozence. Zjistila jsem,
ze biochemické zmény se projevuji hlavné zvySenou pfitomnosti fragmentl Htt
ve varlatech a v mozku. V behaviordlni ¢asti bylo mym hlavnim ukolem zavedeni
metodiky pro dal$i zkoumani behaviordlnich zmén u tohoto modelu, které zatim nebyly
popsany. Byla testovana zvirata FO, F1 a F2 generace, Tg a Wt. Tyto skupiny vykazovaly
urité rozdily, ale vzhledem k velikosti skupiny, nejsou tyto vysledky prozatim
signifikantni. U zavedenych metodik zatim nebyly u zvifat vypozorovany pritkkazné
zmeény, ale tato metodika miiZe polozit zaklad pro dalsi testovani a nalezeni jiz popsanych

dobfe znamych behavioralnich a kognitivnich zmén u ¢lovéka.

Kli¢ova slova: Huntingtonova choroba, huntingtin, zvifeci model, miniaturni prase,

behavioralni studie



Abstract

Huntington’s disease (HD) belongs to neurodegenerative disorders. It is a monogenic
disease caused by trinucleotic CAG expansion in exon 1 of gene coding protein
huntingtin. Even though the cause of HD is known since 1993, the pathophysiology
and cure for HD reminds to be found. The animal models are being used for better
understanding of HD. The most common animal models for HD are rodents, especially
mice but it was also important to create large animal models, which will be more like
human. Therefore, TgHD minipig was created in Academic of Science in Libéchov
in 2009. This model was created by microinjection of lentiviral vector carrying
N-terminal part of human HTT with 124 repetitive CAG in exon 1. This model is viable

and in every generation, is part of the offspring transgenic.

In this thesis, I specialized to biochemical and behavioral changes of this model.
I compared transgenic and wild type siblings. I found that biochemical changes
are manifested mostly by increased level of mtHtt fragments in testes and brain.
In behavioral part of this thesis I established new methods for testing behavioral changes
in this model. The introduced methods showed some changes between wild type
and transgenic animals at the tested ages but these changes were not significant due to
the low number of animals at the oldest age. Nevertheless, these methods will be further
used in aging animals to compare the phenotype development in this model

with well-known behavioral and motoric changes typical for HD patients.

Keywords: Huntington’s disease, huntingtin, animal model, miniature pig, behavioral

studies
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Seznam zKratek

Huntingtonova choroba

HD
Htt Protein huntingtin
HTT Gen Huntingtin
mtHtt Mutovana forma proteinu huntingtinu
mtHTT Mutovand forma genu Huntigtinu
bp Pary bazi
Wil wild-type forma proteinu huntingtinu
(neboli ptfirozena)
TgHD Transgenni zvife nesouci HD
CAG Cytosin-Adenin-Guanin
polyQ polyCAG
OCD Obsedantné kompulsivni poruchy
MTP Mitochondrial transition pore
cdk5 Cyklin-dependentni kindza 5
SUMO Small Ubiquitin-related Modifier
BDNF Brain-derived neurotrophic factor
mRNA Messenger RNA
GAPDH Glyceraldehyd 3-fostat dehydrogenaza
ACTB Aktin
NO Neurodegenerativni onemocnéni

Tabulka 1 — Seznam pouzitych zkratek




Cile prace

Sledovani genové exprese mtHTT mRNA v mozku a varlatech TgHD miniprasat
starych 24, 36 a 48 mésicu.

Sledovani exprese proteinu mtHtt v riznych tkanich TgHD miniprasat starych 24, 36
a 48 mésicil.

Detekce ptitomnosti oligomernich forem mtHtt v kortexu TgHD miniprasat starych
48 mésict a v mozku transgennich HD mysi starych 4 a 12 tydnt.

Zavedeni metodiky pro vyzkum kognitivnich a motorickych poruch TgHD
miniprasat.

Sledovani kognitivnich a motorickych poruch TgHD miniprasat.



Uvod

Huntingtonova choroba (HD) je autozomaln¢ dominantni neurodegenerativni
onemocnéni. Tato choroba se zafazuje mezi trinukleotidové onemocnéni spolu napt. se
spinocerebelarni ataxii (Orr 2012). Trinukleotidové onemocnéni se nazyvaji proto, ze
jsou zpiisobena expanzi v trinukleotidu — cytosin-adenin-guanin (CAG) na N-konci 1.
exonu genu IT15 kddujici protein huntingtin (Htt) (Huntington et al. 1993). Pficina
choroby — expanze polyCAG sekvence (polyQ) je znama jiz od roku 1993, ale
mechanismus jejiho plsobeni zatim objasnén neni. Htt je v t€le nemocnych nalézan
jednak v solubilni formé, ale i ve form¢ agregati, které mohou mit svlij podil na rozvoji

nemoci.

Pochopeni funkci proteinu Htt v téle je jeden zkliCovych momenti porozuméni
mechanismu nemoci a tim i ddlezitym krokem k nalezeni 1écby. Jedinou jistou tezi
zlstava hlavni uloha Htt v téle a to takova, Ze se se vyskytuje v celém organismu a jeho

delece v embryonalnim vyvoji mysi je letalni (Nasir et al. 1995).

Studium HD Ize rozd¢lit na Groven molekul a organismu. V této diplomové praci jsem
se vénovala obéma témto Urovnim za uUcelem ziskani komplexniho pohledu
na problematiku HD. Na trovni molekul jsem se zabyvala detekovani mtHtt v tkanich
prasat a mysi rizného stari. Naopak na urovni organismu jsem se snazila zavést metody
pro studium behavioralnich a kognitivnich funkci TgHD miniprasat. Také jsem se snaZila
nalézt mozné fyzikalni projevy u modelu TgHD miniprasat, podobné jako jsou u ¢lovéka
postizené¢ho touto chorobou, z diivodu nalezeni co nejpiesné€js§iho modelu HD pro

rozsahlejsi pochopeni této nemoci a moznosti preklinického testovani.
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Huntingtonova choroba

HD je jedna z péti autozomalné dominantnich chorob souvisejicich s mistné specifickou
degeneraci centralni nervové soustavy, od kterych se ale HD lisi zndmou pfi¢inou nemoci
(jiz od roku 1993). Pticinou HD je expanze trinukleotidovych repetic CAG v genu IT15
kodujicich protein Htt (Huntington et al. 1993). HD se projevuje ve formé psychické
1 fyziologické. Mezi nejvyraznéjsi fyziologické projevy se fadi mimovolni pohyby a mezi
psychologické projevy se fadi kognitivni zmény — jedinym Iékem v soucasné dob¢ jsou
1éky tlumici psychologické piiznaky. HD se projevuje az v dospélosti (ve vétsing€ piipada)

a proto se mutovany gen casto pienese i na potomky.

Existuji dvé formy nemoci na genetické Urovni: heterozygotni a homozygotni. Tyto
formy se vSak od sebe nelisi v projevech nemoci - to miize byt z ¢asti dano dominanci
HD, nebo ¢aste¢nou zastupitelnosti funkce wtHtt (wild-type forma proteinu huntingtinu)
jeho mutantni formou (Myers et al. 1989). Nejvyrazné€jsi rozdil mezi heterozygotni
a homozygotni formou je v pravdépodobnosti pienosu ,nemocné“ alely zrodice
na potomka. U homozygotni formy je pravdépodobnost pfenosu nemoci na potomky
100%, zatimco u heterozygotni je to ,,pouze* 50% (Project and Wexler 2004). Dalo by

setedy predpoklddat, Ze homozygotni forma nemoci bude mit v zavislosti

vvvvvv

vvvvvv

odviji hlavn€ od jedné alely bez zavislosti na alele druhé, at’ je mutantni ¢i pfirozené se

vyskytujici (Lee et al. 2012).

Dédi¢nost HD spolu s projevem az po reprodukénim véku (pii adultni — nejcasté)si forme
nemoci) je jednim z nejvétsich uskali této nemoci. Nemocny miiZze pfenést na dité svou
chorobu, aniz by vibec védél, Ze je nemocny. Timto zplsobem prertistd pocet
,080b v riziku“ (osoby, které maji nemocného minimalné jednoho rodice a nemaji
diagnostikovanou nemoc) mnohonasobné pocet diagnostikovanych pacientii. Dédi¢nost
HD zavisi mimo jiné na mnoha faktorech, jako je: pacient sam o sob¢€, rodinna historie
nemoci, prostiedi a dokonce i pohlavi rodice, od kterého je nemoc zdédéna -

vvvvvv

alely od otce, vice nez od matky (Krawczak et al. 1991).
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Patologie HD souvisi s bunéénymi zménami ve striatu. Tyto zmény se poji se ztratou
neuronll a postupnou atrofii v dalSich oblastech mozku — podle rychlosti postupu
choroby. K mutacim této choroby se zdaji byt citlivéjsi neurony v oblasti kortexu a striata.
Na bunécéné smrti charakteristické pro HD se pravdépodobné podili i citlivost
k oxida¢nimu stresu a k excitotoxickym ucinkiim glutamatu (Vonsattel and DiFiglia
1998). Prvni zménou spindlnich striatalnich neurond, ktera by mohla byt pfedzvésti

choroby, je kupodivu spiSe neurdlni rist nez degenerace (Ferrante et al. 1991).

Degenerace striatalnich neuront u HD je podobna dal$im neurologickym chorobam, jako
je Parkinsonova, Alzheimerova choroba ¢i dalsi sklerotickd onemocnéni. Ke ztraté
striatalnich neuronti dochazi od pocatku choroby a s vyvojem nemoci se zvysuje pocet
degenerovanych neuront. Degenerace neuront se projevuje jako prvni znak patogeneze
HD, nebo jako disledek transsynaptické degenerace (Reiner et al. 1988). U pacientt
se symptomy HD bylo zjisténo, Ze po snizeni poctu postsynaptickych receptort

vazajicich dopamin, dojde ke zvySeni poctu aktivovanych mikroglii (Politis et al. 2008).

Mozek

Mozek patii spolu s michou do CNS. Sklada se z nékolika casti, které vznikly neurulaci

v embryogenezi:
Mozkovy kmen — sklada se z prodlouzené michy, Varolova mostu a stfedniho mozku.

Prodlouzena micha — funkéni propojeni mozku a michy, kterym prochazi mnoho drah,
véetné hlavovych nervi.

Varolitv most — napojuje se na prodlouZenou michu a pokracuje ve sttednim mozku,
prochdzi zde taktéz fada hlavovych nervu.

Stredni mozek — zrakové a sluchové centrum a odsud vedou diileZité motorické drahy
do CNS.

Mozecek — vyznamné centrum rovnovahy.

Mezimozek — se sklada ze dvou ¢asti: thalamus (centrum pro senzitivni vzruchy)
a hypothalamus (fizeni endokrinnich Z1az).

Koncovy mozek — je nejvétsi oddil mozku. Nachazi se zde ¢ichové centrum a corpus
striatum. Na povrchu koncového mozku je kira, kterd se podili na védomi, paméti,

vnimani a pfi zahajeni volnich pohyb.
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Historie

Huntingtonova choroba je zndma jiz od roku 1374. Nejprve byla popisovana jako
»tancici manie” (z divodu svalovych zaSkubi nemocnych), poté byvala spojovéna
s kletbou sv. Vita, ¢i s Carodéjnictvim. V 15. stoleti Paracelsus oznacil charakteristické
pohyby nemocnych jako choreu. V 17. stoleti anglicky 1ékai Thomas Sydenham piinesl
prvni klinicky popis pohybti spojovanych s touto choreou. Az v roce 1872 ptisel americky

1ékai George Huntington s Gplnym popisem této choroby (Huntington 1872).

Vroce 1985 rozdélil Jean-Paul Vonsattel HD do 5 stupnit podle neurologickych,
anatomickych a klinickych zmén. Tento popis je zaloZzen na striatdlnich zménach

pozorovanych v mozku po smrti ¢lovéka (Vonsattel et al. 1985).

Roku 1991 bylo zjisténo, ze zvySeni poctu repetic CAG v genu kodujicim huntingtin
souvisi s manifestaci choroby (Aronin et al. 1995). Jiz v roce 1993 byl popsén gen

zodpovédny za tuto chorobu a jeho zmény (Huntington et al. 1993).

Gen huntingtin

Jako gen zodpovédny za HD byl oznacen gen IT15, ktery se nachazi na 4. chromozomu
v oblasti 16.3. V tomto genu je oblast, ve které se objevuji trinukleotidové repetice CAG
= usek nestabilni DNA, ve kterém miuze dochazet k zmnozeni téchto repetic a tim
k manifestaci HD. Projev HD souvisi s vys§im poctem repetic CAG v genu pro HD
(Aronin et al. 1995). Tato oblast DNA nestability se projevuje dominantné a je pfitomna
1 viadé dalSich chorob jako je syndrom fragilntho X chromozomu a mnohé jiné

(Huntington et al. 1993).

Protein huntingtin

Protein huntingtin je translatovdn zgenu pro huntingtin, normalni forma
i s prodlouzenymi CAG repeticemi — mutovana forma (Huntington et al. 1993). Dulezité
je, Ze mutovany protein huntingtin nepotlacuje expresi HTT genu, ale vyvolava produkci
velmi podobného proteinu s mnozenymi CAG repeticemi u N-konce proteinu, ktery
zpusobuje patogenezi charakteristickou pro HD (Persichetti et al. 1995). Mutovany
protein huntingtin, produkt genu huntingtin, je rozsifen po celém téle vcetné mozku

(Vonsattel and DiFiglia 1998).
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Fragmenty mtHtt jsou pro télo velmi toxicé. Fragmenty zmnozenych repetic CAG
na N-konci mtHTT jsou nalézany hlavné v oblastech mozku, které jsou nejvice
poskozené u HD, tj. v kortexu a striatu. Tyto fragmenty s glutaminovymi repeticemi ¢asto
zpusobuji akumulaci mtHtt v téchto oblastech a tim pravdépodobné i jejich nasledné
poskozeni. Kromé jiného se ve vyse zminénych oblastech naléza ubiquitin, ktery udava
oznaceni proteinll pro proteolyzu, ale mtHtt je pravdépodobné odolny vii¢i naslednému

odstranéni (DiFiglia et al. 1997).

Hitt a agregaty — mtHtt ma tendenci tvofit agregaty. Tyto agregaty byly nalezeny uvniti
jader nékterych kortikalnich neuronti u pacientti s juvenilni formou nemoci a v mnohem
mensSim mnozstvi u neuront pacientli s adultni formou nemoci (DiFiglia et al. 1997),
ale také v cytoplazmé neuronti (Gutekunst et al. 1999). Cytoplazmatické agregaty mohou
zpusobovat apoptdzu abnormalni aktivaci bunééného cyklu (K. Liu et al. 2015). Nedavno
vSak bylo zjisténo, Ze a¢ v myS$im mozku se procento agregatii pohybuje okolo 40-50%,
v mozku lidskych pacientt je to jen kolem 0,3% (Jansen et al. 2016). U Lib&échovskych
miniprasat jsou nalézany fragmenty Htt v n€kterych tkédni ¢astéji a v jinych méné, tyto
fragmenty se pravdépodobné podili na vyvoji nemoci z divodu jejich toxicity

(Mende-mueller et al. 2001).

Toxicita téchto agregatli mize pramenit ze schopnosti Htt vazat proteiny a tak branit
jejich ptirozené fyziologické funkci (Zuccato, Valenza, and Cattaneo 2010). HD agregaty
mohou obsahovat mnoho rozlicnych proteind. Hlavni ¢asti zistdva mtHtt
s polyglutaminovou ¢asti a je doplnén mnoha proteiny — ubiquitinem, chaperony a ¢astmi
transkripcnich faktort (Becher et al. 1998; DiFiglia et al. 1997; Steffan et al. 2000).
V nekterych ptipadech je v agregatech obsaZzen i1 normdlni Htt (Busch et al. 2003;
Kazantsev et al. 1999). Polyglutaminovy konec mtHtt je toxickou ¢asti fragmentt, které
vedou k patogenezim spjatym s HD (Hackam et al. 1998). Htt umistény v jadie
pravdépodobné neni tim hlavnim problémem, tim zistavad Htt v cytoplazmé ve stavu
agregatli. Htt v solubilni form¢ neovliviiuje bunéénou smrt (Arrasate et al. 2004).
Molekularni chaperony pomahaji pfedchazet tvorbé agregati tim, ze iniciuji skladani
proteinti (Hartl, Bracher, and Hayer-Hartl 2014). V posledni dob& bylo nalezeno mozné
feSeni pro boj s agregaty - inhibice specifické cyklazy zvySujici poCet molekularnich
chaperonii, aby doSlo ke snizeni mnozstvi agregéatii v buiice (Jimenez-sanchez et al.

2015).
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Hitt a stepeni na fragmenty — Jednim z charakteristickych znaktt HD jsou fragmenty Htt
odstépujicich se z jeho N-konce proteolyzou (Davies et al. 1997; El-Daher et al. 2015;
Ochaba et al. 2014; Wellington et al. 1998). Funkce téchto fragmentl zatim neni zcela
objasnéna, ale jednou z moznosti je ochrana proti nezadoucim G¢inkh mtHtt (Arrasate et
al. 2004). Zda se, ze oligomery a krat$i rozpustné formy Htt maji svou funkci
v poskozovani bun¢k spjaté s patogenezi charakteristickou pro HD (Lajoie and Snapp
2010). Rozpusténi téchto fragmentl bylo stanoveno jako terapeuticky cil a jako nejlepsi

feSeni se jevi fosforylace (Luo et al. 2005; Schilling et al. 2006).

Struktura huntingtinu

Huntingtin je protein o molekulové hmotnosti 348 kDa — tato velikost je ovSem velmi
problematicka pii zkoumdni piesné struktury proteinu. Zatim je zndmo nékolik hlavnich
¢asti proteinu, mezi které patii: polyQ na N-konci proteinu, elongaéni faktor 3, protein
fosfataza 2 A a TOR1 (HEAT doména). HEAT domény jsou ve formé superhelikalniho
hydrofobniho jadra, které odolava proteolytickému Stépeni (Li et al. 2006). Tyto ¢asti
slouzi k organizaci proteinu do domén a tim i k interakci protein-protein. Tento protein

také podléha post-translacnim modifikacim (Zuccato et al. 2010).

PolyQ — PolyQ oznacuje tsek CAG repetic, které zacinaji na 17. aminokyselin¢ (hned
za N-koncem proteinu), u zdravého jedince neptesahuji ¢islo 35 (Huntington et al. 1993).
Hned za polyQ usekem se nachézi polyP usek (Gsek s proliny), ktery hraje vyznamnou
roli v stabilizaci polyQ a udrzovani polyQ v solubilni formé — to je diilezité hlavné proto,
ze polyQ muze nabyvat mnoho struktur, at’ uz strukturu a-helixu ¢i struktury nahodné

(Kim et al. 2009; Steffan 2004).

HEAT repetice — HEAT repetice se skladaji ze 40 aminokyselin, jejichz sekvence
se v ramci proteinu opakuje (proto repetice) a ucastni se mnoha protein-proteinovych
interakci (Neuwald and Hirano 2000). V Htt bylo nalezeno 36 HEAT repetic (Takano and
Gusella 2002). V nov¢jsich studiich bylo prokazano 16 HEAT repetic, které se déli
do Ctyt skupin (Tartari et al. 2008). V lidském huntingtinu se opakuji 3 domény a-rod
repetic — o-rod je doména, ktera se skladd znavrstvenych a-helixi a vyskytuje
se na povrchu proteinl, kde pomahd tvofit protein-proteinové interakce. Mezi témito
doménami se nachazi mista sestfihu a dochazi mezi nimi k intramolekuldrnimu parovani,

které mize vést k homodimerizaci (Palidwor et al. 2009).
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NH:> konec — obsahuje sekvenci, kterd smetuje Htt do jadra — tzv. NLS sekvenci. Tato
sekvence urcuje Htt jako cytoplazmaticky protein, ktery se ale mize ucastnit i procesu
lokalizace proteinu do jadra. Usek na N-konci proteinu interaguje s karyopherinem P,
ktery dokaze zaptiCinit umisténi proteinu do jadra (Desmond et al. 2012). N-konec taktéz

reaguje s tryptofanem (protein nuklearniho poru), ktery se u€astni jaderného exportu.

Mutace Htt — polyglutaminova expanze snizuje jaderny export Htt a proto dochazi k jeho
hromadéni v jadie (Wang et al. 2005). Prvnich 17 AMK huntingtinu hraje velmi dtlezitou
roli v regulaci jeho agregace a toxicity. Mezi témito AMK je obsazen NES signal
— pfi mutaci Htt dochazi k odstépeni NES sekvence a to zptisobuje hromadéni proteinu
v jadie (Zheng et al. 2013). Zabranéni hromadéni proteini v jadie je proto dalSim

moznym terapeutickym cilem pro boj s HD (Chen et al. 2017).

COOH konec — obsahuje sekvenci pro targetovani proteinu ven z jadra — tzv. NES

sekvence. Tato sekvence zastava dilezitou roli pii HD (Xia et al. 2003).

Dalsi mista a kritické sekvence v Htt — Existuje hypotéza, ze Stépeni Htt kaspazami
¢i kalpainy mize tvofit toxické fragmenty. Kalpainy §t€pi Htt za pomoci polyQ Htt
za podminek, které méni homeostazu Ca*" a to vede k indukci apoptézy. V n&kterych
studiich se uvadi, Ze potlaceni Stépeni Htt za ucasti kaspaz vede k mensi toxicité Htt
(Gafni and Ellerby 2002; Hermel et al. 2004; Wellington et al. 2000). Dal$im kritickym
mistem Htt je jeho N-konec. Sekvence prvnich 18 AMK je zakonzervovana béhem
evoluce. Tato sekvence ma tendence tvofit a-helix s hydrofobnim povrchem, ktery
interaguje s membranami struktur — ucastni se i vezikularniho transportu, a ktery je mtize
zacilit do ER (kde se vazi v zavislosti na stresu) ¢i do endosomu. Mutace v této sekvenci
zpusobuje zvySeny prenos Htt do jadra a to mize byt pro buiiku toxické (Atwal et al.

2007).

Posttranslacni modifikace Htt — Ubiquitinace — Je Uprava vedouci ve vétSiné pripada
k degradaci proteinu. Htt je ubiquitinovan na N-konci (konkrétn€ na lysinech K6, K9
a K15) a tim je smérovan do proteazomu. U Htt ma ubiquitinace mnoho funkci, jako jsou:
stabilizace, nebo intracelularni lokalizace a dalsi funkce. U mtHtt je tento proces naruSen
a dochazi k hromadéni Htt, které je pro buiiku toxické (DiFiglia et al. 1997; Kalchman et
al. 1996).
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Fosforylace — uprava proteinu zahrnujici ,,navéSeni” fosfatové skupiny, kterou
zprostifedkovavaji kinazy. Konkrétn¢ Htt interaguje s cdk5 (cyklin-dependentni kindza 5,
jejiz funkce zavisi na pritomnosti cyklinil) v ¢astech membrany a Htt je fosforylovan na
serinu 434. U mtHtt dochazi touto fosforylaci k redukci jeho toxicity a Stépeni za ucasti
kaspaz. Ale u mysiho modelu bylo zjisténo, ze funkce cdk5 je u mtHtt v mozku potlacena
(Luo et al. 2005). Sumoylace — je modifikace proteinu za ticasti SUMO (small-ubiquitin
like modifier), kdy dochazi k pfipojeni lysinového postranniho fetézce k proteinu. Byla
zkoumana moznost, ze SUMO modifikace mohou mit vliv na patologii HD a to ve 3
oblastech: proteinové agregaty, regulace transkripce a translokace do jadra. Vysledky
byly zfejmé: byl potvrzen vliv sumoylace na proteinové agregity — zvysSuje vyskyt
solubilni formy Htt. Déle snizuje vyskyt inklusi, tudiz je sniZena translokace Htt do jadra
a snizuje se vliv Htt na transkripci, také se sniZzuje regulace transkripce. Sumoylace by

proto mohla byt dals$im moznym nastrojem v boji proti patogenezi HD (Steffan 2004).

Uloha huntingtinu v téle

Protein mtHtt i wtHtt je pfitomen skoro ve vSech builkach téla, kde ma svou
nezastupitelnou funkci, kterd je mimo jiné ukazana na knock-outu HTT v embryonalnim
stadiu mysi, ktery vede k letalit¢ (Nasir et al. 1995). Piesto hlavnim objektem zajmu
zustava mozek kvili pozdéjsim neurologickym ptiznaktim (jako je degenerace neuroni).
Htt v obou formach se nachdzi v riznych oblastech lidského mozku, jako je nukleus
caudatus, putamen, temporalni a frontalni kortex. Zde jsou obé formy proteinu, jak Htt
tak 1 mtHtt (Persichetti et al. 1995). Protein Htt se pfirozené naléza v cytosolu. mtHtt
migruje daleko hiife nez Htt, pravdépodobné kviili velikosti proteinu. Ale nebyly zjistény
zadné rozdily v umisténi v buiikdch mezi proteiny Htt a mtHtt, navzdory rozdilnym

schopnostem migrace (Persichetti et al. 1995).

Huntingtin je esencialni pro normalni funkci organel jaderné membrany (jadérko,
transkripce rtiznych faktorl) a perinukledrni membrany (endoplazmatické retikulum,
mitochondrie, endosom, Golgiho aparat). Htt také podporuje drahy jako je udrzeni
homeostazy Zeleza, draha tvorby RNA nebo vezikularni transport (DiFiglia et al. 1995;
Hilditch-Maguire et al. 2000).
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Htt ma roli v mnoha bunéénvych procesech:

Htt v embryonalnim vyvoji — knock-out HTT je pro embrya mysi letalni (Nasir et al.
1995). Ukazalo se, ze Htt je velmi dualezity pro spravnou neurdlni indukci a tim i pro

neurogenezi (Nguyen et al. 2013).

Htt jako antiapoptoticky protein — wtHtt funguje jako ochrana bun¢k CNS

pted apoptotickymi proteiny a receptory smrti (Rigamonti et al. 2000).
Htt a neurony - Htt se nachazi v neuronech striata a kortiko-striata (Fusco et al. 1999).

Htt je dulezity pro ustanoveni kortikdlni a striatdlni excitatorni aktivity, pfi jeho

ztraté = pii pritomnosti mtHtt dochazi k vymizeni této funkce (Mckinstry et al. 2014).

wtHtt jako kontrola produkce BDNF (brain-derived neurotrofic factor) — BDNF je faktor
dalezity pro striatadlni neurony kortiko-spindlni synapse (Zuccato and Cattaneo 2007).

Htt zvySuje intraceluldrni transport vesikli obsahujicich BDNF — ale to neplati pro mtHtt

(Gauthier et al. 2004).

RE1/NRSE jako cil wtHtt — RE1/NRSE jsou transkrip¢ni faktory, které maji i umlcovaci
funkeci, kterd je inhibovana pfitomnosti wtHtt (Shimojo 2008; Zuccato et al. 2010).

Role Htt ve vezikuldrnim a axondlnim transportu - Htt interaguje s B — tubulinem, kvili
tomu je schopen se navazat na mikrotubuly (vétSina Htt v cytoplazmé je navazana
na mikrotubuly), a v oblasti centrozomu spolupracuje s tubulinem y (Hoffner, Kahlem,
and Djian 2002). Dale Htt interaguje se strukturami, jako jsou klatrinové a kalveolarni
vesikly, ¢i endosomy (Velier et al. 1998), ale také s molekularnim motorem dyneinem

(Caviston et al. 2007).

Htt a synapticka aktivita — wtHtt je dileZity protein participujicici na komunikaci mezi
synapsemi. Kdyz dojde k prodlouzeni glutaminovych repetic a tim vzniku mtHtt, dochazi
ke snizeni ptfirozené schopnosti wtHtt snizovat glutamatem zprosttedkovanou

excitotoxicitu (Sun et al. 2001).

Htt a autofagie — Autofagie je jednim z procesti bunécné degradace, pii které dochézi
k uzavieni organely/proteinu urc¢eného k degradaci do proteasomu a pomoci lysozomu
jetento obsah rozlozen. Zatim nebylo zjiSténo, zda jsou agregaty Htt toxické
¢i protektivni, protoZze agregaty Htt rozhodné pozitivné ovliviiuji autofagii, proces

odbourani Htt (Ravikumar et al. 2004).
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Pozdé&ji bylo prokazano, Ze funkce apoptosomu neni ovlivnéna mtHtt (Zheng et al. 2010).
Nasledné se ukézalo, ze autofagosomy pfi pritomnosti mtHtt ovliviiuji bunécny transport
(Wong and Holzbaur 2014) a tim dochézi ke snizeni funkce autofagosomti (Jahreiss,

Mengzies, and Rubinsztein 2008; Ravikumar et al. 2005).

Role Htt v mitochondrialnim metabolismu — Htt se vaze na mitochondrie — konkrétné
na jejich vnéjsSi membranu z cytosolické strany. mtHtt negativné ovliviiuje MTB
(mitochondrial transition pore) ato je pro builkku toxické (Choo et al. 2004).
U premanifestace HD zatim nebyly prokazany mitochondridlni zmény u svall skeletu

¢lovéka, ale to neznamend, Ze nemohou byt jiz ptitomny v mozku (Buck et al. 2017).

Htt a jeho funkce v regulaci transkripce — Umisténi Htt v jadie vede k ptredurceni jeho
funkce jako transkripéniho regulatoru (Kegel et al. 2002). Mnozstvi hlavnich mRNA
(messenger RNA) v mozku HD pacientl kodujici receptory pro signalni neuropeptidy a

neurotransmitery je velmi sniZzeno (Arzberger et al. 1997).

Zajimavé ale je, ze regulaci transkripce 1ze objevit v mozku pacienti s HD jesté pred
projevem prvnich symptomu (Cha 2007). Htt interaguje i s proteiny CpG ostravki — tyto
proteiny poté mohou ovliviiovat Htt-zprostfedkovanou expresi BDNF (Mcfarland et al.
2014). U mtHtt dochézi ke snizeni hladiny BDNF a tim padem ke snizeni
neuroprotektivity bunék, tomu by mohlo byt zabranéno uzitim kombinacnich terapii

(Brito et al. 2013).

Htt a mitoza — Htt ovliviluje pfirozenou interferenci. Htt se vyskytuje na polech
mitotického vieténka a pifi RNAi (RNA interference) umlcovani Htt dochazi
k dezorientaci vieténka a tim k poruchdm mitdzy a to vede k apoptéze bun€k (Godin et
al. 2005). HTT méni modulaci mitotického vieténka a osud bun€k u mysich kortikalnich
progenitord (Lopes et al. 2016). Pii hledani dalSich terapeutickych cili bylo uméle
vytvofeno RNAi pro HTT, aby doslo ke snizeni mnozstvi Htt a tim k oddaleni nemoci

(Cambon et al. 2017).
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Huntingtonova choroba jako nemoc

Stadia nemoci
Existuji tfi formy nemoci, které se rozlisuji podle véku, kdy nemoc propuka. Tyto stadia

se odlisuji i geneticky, podle zvySujiciho se poctu CAG repetic.

Pocet CAG repetic Projev nemoci
10-26 Zdravy jedinec
2735 Relativné zdravy jedinec (quud dojde k dal§im mutacim, dojde
k projevu nemoci)
36-39 Ptechodny stav, kdy se nemoc mize a nemusi projevit
> 40 Nemoc se projevi — pravdépodobné kolem 40. roku
> 60 Nemoc se projevi — jiz v détstvi

Tabulka 2 — Formy nemoci v zavislosti na poctu repetic CAG

Juvenilni forma

vvvvvv

formy (Conneally 1984).

Juvenilni forma se vyznacuje projevem nemoci vétsinou do 20. roku Zivota — existuji ale
1 vzacné pripady, kdy se nemoc projevi jiz pied 10. rokem. Tato forma postihuje jen asi

5 % nemocnych (pfi projevu do 10 let méné nez 1 % nemocnych).

Tato forma se dédi Castéji od otce nez od matky, protoze u muze mize dojit ke zmnozeni
repetic pii pfenosu nemoci na potomka. U této formy nemoci se pocet CAG repetic

pohybuje pies Cislo vétsi nez 60.

Pfiznaky se manifestuji spiSe psychické nez fyziologické. Mezi prvni projevy patii zmény

osobnosti a demence, které jsou nasledovany az pozdé€ji poruchami fyziologickymi.

Mezi fyziologické poruchy patii hlavné svalova ztuhlost. Typické mimovolni pohyby
se nemusi viibec projevit. Castym problémem pacientii s touto formou nemoci byvaji
1 epileptické zachvaty. Tyto projevy jsou nasledovany téz§imi, jako jsou poruchy
vyslovnosti a polykani. Tato forma ma velmi rychly progres a nemocny je velmi brzy

zcela odkézan na pomoc okoli.

Adultni forma — klasicka
Tradicné se nemoc projevuje mezi 35-50. rokem zivota. Hranice repetic pro projev
nemoci v této formé je stanovena na vice nez 40 repetic. Tato forma je nejCastéjsi

u pacientii s HD.
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Mezi prvni ptiznaky opét patii poruchy osobnosti, zmény nalad a deprese. Fyziologické
poruchy, jako jsou mimovolni pohyby a poruchy cilenych pohybti se u této formy nemoci
a k vyvoji fyziologickych poruchy, jako jsou nejistota pfi chtizi, porucha feci, ¢i problémy

s polykanim.

V tézsich stadiich nemoci dochazi poté také k inkontinenci a kachektizaci, ale mimovolni
pohyby naopak ubyvaji. Prognéza nemoci byva primérné kolem 15 let. Nemocni umiraji

vétSinou na infekci, ¢i jiné problémy, primarn¢ nesouvisejici s chorobou.

Starecka forma — s pozdnim nastupem

Tato forma se projevuje az po 60. roce zivota, vyjimecné az po 70., ale to spiSe byva
pfipisovano nepovSimnuti si piedchozich pfiznakl. Pacientu s touto formou nemoci
mivaji pocCet repetic na hranici mezi zdravym a nemocnym jedincem, které je stanovena

na 36-39 CAG repetic.

Tato forma miva pomaly nastup a prvotni ptiznaky mohou byt pfipisovany pokrocilému
veku pacienta. Hlavnim pfiznakem jsou zde mimovolni pohyby. VétSinou byvaji nemocni
sobéstacni a motoricky schopni. Demence se Casto vibec neprojevi. Smrt pacienta

ptichazi az v primérném véku smrti populace.

Projevy nemoci
Psychiatrické projevy
Nejcastéjsi psychické poruchy pacientl s HD jsou dysforie, agitace, podrazdénost, apatie

a uzkost. Tyto dysfunkce se vyskytuji t¢émét u vSech pacientli (Paulsen et al. 2001).

Deprese — pomérné Casta u pacientl, v nékterych ptipadech vede az k Silenstvi

a sebevrazdé (Huntington 1872).

Manie — vyskyt u 5-10% pacienti s HD (velmi tézké k diagnoze) (Folstein et al. 1987).
Pacienti se vyznaCuji nestdlosti nalady, impulzivnosti, zvySenou aktivitou,

hypersexualitou, snizenou potifebou spanku a nékdy halucinacemi ¢i depresi (Rosenblatt

2007).

Primarni psychotické poruchy —bludy se vyskytujiu 11 % pacientii s HD a halucinacemi

trpi 2 % pacientl (Paulsen et al. 2001).
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Obsedantné kompulzivni poruchy (OCD) — se vyznacuji repetitivnim chovanim
a myslenkami (=obsese). Symptomy OCD mohou piedchazet nebo se nahodné spojovat

se symptomy HD, jako jsou motorické a behavioralni (Molano-Eslava et al. 2008).

Exekutivni dysfunkce — u pacientll s HD jedna z nejcastéjSich poruch, ale zaroven velmi
tézko diagnostikovatelnd. Vyznacuje se apatii, podrazdénosti, impulsivnosti a obsesi.
Také se zjistilo, Ze apatie koreluje s motorickymi a kognitivnimi poruchami u pacientii

s HD (Thompson et al. 2002).

Dalsi psychiatrické onemocnéni u pacientti s HD — delirium, demoralizace, sexualni

problémy a problémy se spankem (Rosenblatt 2007).

Fyziologické projevy

Nemoc obvykle za¢ina zaskuby svalll v obli€eji — nekontrolovatelné mrkéni, svrasténi
oboci, grimasy usty. Na rozdil od epilepsie, pacienti HD jsou pii téchto zaskubech
normalné pfi védomi, ale nedokazi je kontrolovat. Celkové nemocni s HD maji ¢asto
postizené kosterni svaly tzv. mimovolnimi pohyby. Pokud zac¢ind nemocny vystrkovat
jazyk a kroutit s nim, byva to znak pokrocilejsi faze nemoci. Také nemocni €asto krouti
rukama, kr¢i rameny a nohy a chodidla musi mit neustdle v pohybu — krouti prsty
na nohou. V nékterych piipadech nebyvaji svaly dolnich koncetin postizeny — nebo

nebyvaji postizeny jako samotny ptiznak choroby (Huntington 1872).

Statistika — vyskyt
Prevalence HD se udava 5-7 nemocnych HD na 100 000 lidi v z&padnich zemich. Ale lidi
,»Vv riziku“ je né¢kolikandsobné vice. Nejvetsi koncentrace lidi s HD se nachdzi u jezera

Maracaibo ve Venezuele v Jizni Americe, kde je cca 700 nemocnych na 100 000 lidi.

V roce 2003 byla vyhodnocena nékolikaleté studie populace lidi kolem jezera Maracaibo,
kde se nachazi 83 pokoleni s HD. Kde bylo zjiSténo, Ze v této konkrétni lokalite: lidé s 34
CAG repeticemi, nebo méné jsou bez projevu nemoci, s 35-39 repeticemi prokazuji
netplnou penetraci a lidé s vice nez 40 repeticemi vykazuji plnou penetraci nemoci. Takeé
zde bylo zjisténo, kromé jiného i to, Ze se z 38 % dédi 1 vek, kdy se nemoc projevi (Project

and Wexler 2004).
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Testovani nemoci
Testovani nemoci lIze rozdé€lit do tii skupin: presymptomatické, symptomatické

a prenatalni testovani.

Presymptomatické testovani — Testovani lidi pfed 18. rokem Zivota se neprovadi, kazdy
se musi rozhodnout sam po dosazeni plnoletosti a po projiti série psychologickych testt
(Binedell et al. 1996). Testovani se provadi pomoci série psychotesti a série sezeni
s riznymi odborniky. Obvykle testovani zabere kolem ptl roku a jeho cilem je zjistit,
zda ,,osoba v riziku“ (jak se odborn¢ nazyvaji lidé s nemocnym v rodin¢ a s Sanci
na zdédéni této choroby) presvédcila vSechny lékaiské odborniky, se kterymi mé sezeni,
ze vysledek svého testovani chece védét a piipadné, ze je schopna zit s pozitivnim testem
nemoci. Toto testovani ma lidem pomoci tu zpravu unést a zit s ni. Existuji totiz ptipady,
kdy po potvrzeni nemoci se pacient rapidné¢ zhorsil, ¢i spachal sebevrazdu. V poslednich
letech se pracuje na presymptomatickém testovani, které by predpovédélo nemoc 7-12 let

pted prvnimi piiznaky (Paulsen et al. 2014).

Symptomatické testovani — Toto testovani se déje bez navstévy odbornika a dochazi

k nému po diagndze 1¢ékare, ktery ma podezieni na tuto chorobu

Prenatalni testovani — Prenatalni diagnostika probiha formou odebrani plodové vody

oy e

vznikld embrya a vybrano to zdravé. Dokonce je jiz moznost mit zdravé dité, 1 kdyz

je matka zatim osobou v riziku.
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Modely Huntingtonovy choroby

Je vytvofeno mnoho modelt HD pro lepsi porozuméni mechanismim této nemoci
a pro testovani novych terapeutickych ptistupi.

Tyto modely se daji délit na n€kolik skupin:

Bunéecné linie — se vyuzivaji pro pochopeni mechanismt HD a pro vyvoj novych moznych

1€k (Sipione and Cattaneo 2001). Problémem tohoto modelu je ale velmi mala

aplikovatelnost na ¢lovéka.

Modely bezobratlych Zivocichii a obratlovcu kromé savcii — jsou velmi vyhodné
z hlediska rychlosti mnozeni, ndkladli na chov, potfebou mista a mnoha dalSich aspektt.
Patii sem hlavné Drosophila melanogaster, hlisti z kmene Nematoda ¢i ryba Danio renio

(Sipione and Cattaneo 2001).

Modely savci — jsou popsany nize.

Malé zvireci modely

Transgenni mysi: Klasické modely transgennich mys$i jsou pfipravovany riiznymi

metodami. Mezi hlavni pati vneseni exogenniho genu pro huntingtin ndhodné do mysiho
genomu, kdy dochazi ke vneseni ¢asti nebo celého genu a dale knock-in modely, pomoci
napi. CRISPR/Cas technologii (Kolli et al. 2017). U metody vloZeni exogenniho genu je
problém snahodnym vnesenim, protoze tim vznikd riziko vlivu jinych gent
nesouvisejicich s HD. U nékterych experimentli se piesto povedlo vneseni na spravné
misto a tyto mysi piesné kopiruji symptomy HD a stavaji se velmi dobrym genetickym
modelem HD. Existuje mnoho modelll s riznym poctem repetici a riiznou délkou

vnesen¢ho genu. U knock-in modelli se obecné da fici, Ze priibéh choroby je mirnéjsi.

Transgenni linie mysi R6/2 (Mangiarini et al. 1996)— Tato linie byla vytvofena pomoci
trojité integrace, ale ve vysledku se linie chova jako mys s jednim vloZenym fragmentem.
Tyto mysi nesou fragment se 144 CAG repeticemi. Prvni projevy nemoci nastavaji mezi
9-11 tydny zivota a smrt nastdva mezi 10—13. tydnem zivota. Tato linie se vyznacuje
znac¢nou neurologickou progresi nemoci. Jednim z prvnich pfiznakli je dyskineze
koncetin pfi €iSté€ni ocasu. Nejvyznamnéjsi znak této linie je tzv. pozice feet-clapsing
(Obr. 1), kdy je mys drzena za ocas vzhuru nohama a R6/2 mysi se schouli a drzi

zkroucené packy, na rozdil od zdravych mysi, které normalné natazené visi.
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Tento znak je vybornym rozpoznavacim nastrojem u mladych mysi nové linie, zda jsou

transgenni €i ne. Samice této linie jsou sterilni, na rozdil od samct. (Mangiarini et al.

1996)

Obrézek 1: Clapsing u TeHD mysi (napravo) ve srovndni s Wt mysi (nalevo) (foto Sarka Kucerova)
Transgenni linie mysi pouzitych v biochemickém testovani — R6/2 myS$i maji problém
s fertilitou, proto byly pouzity samicky s transplantovanymi vajecniky, které byly
pfipoustény k B6/2 wild-type samcim. Mlad’ata ztohoto spojeni vznikala bud’
heterozygotni nebo wild-type.

Krysi modely: Krysy jsou lepsimi modelovymi zvifaty nez mysi z mnoha divodd, jako
jsou: vetsi moznosti behavioralnich a zobrazovacich studii, které mohou 1épe zmapovat
vysledky neurodegenerativnich chorob a také jsou lepSim modelem pro dlouhodobé&;jsi

studie, z divodu jejich delsiho véku prezivani.

Prvni krysi model HD byl vytvoten roku 2003, bylo vneseno mikroinjikaci 51 CAG
repetic pod kontrolou krysiho endogenniho Htt promotoru. Tato nova linie byla fertilni
u obou pohlavi a prokazovala symptomy podobné lidské formeé HD s pozdnim nastupem

(von Horsten et al. 2003).
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Velké zvireci modely

Velké zviteci modely zacaly vznikat az po malych modelech. Jednim z divodia byl
nedostatek zkuSenosti s pfipravou velkych transgennich Zzivocichd, protoze mala
modelova zvifata jsou sndze produkovana diky vétsi homologni rekombinaci. Ale malé
modely jsou velmi odlisné od ¢lovéka, a proto také nékteré potencionalni 1éky funkéni
u malych modelt nefunguji u lidskych pacientii. Malé zviteci modely jsou velmi snadné
pro manipulaci a chov a splituji dana kritéria pro moznosti modeld, ale jsou velmi
fyziologicky odlisné od Cloveka. Proto bylo nutné zacit tvotfit modely velkych zvifat.
Velké zvitata jako jsou ovce, prasata jsou vahovée a stavbou téla velmi podobni ¢lovéku,
mnohem piibuznéjsi nez napt. mysi. Proto by mohla byt vhodnéj§imi modely pro mozné

preklinické testovani.

Jako nejlepsi piibuzny zvifeci model ¢lovéku se jevi primati, ale zde vyvstavaji velké
etické problémy, proto jsou primati vybirani spise pro behavioralni a kognitivni testovani,
ale ve velmi malém mnozstvi. Proto prichdzeji na tfadu dalsi zvifata, jako jsou ovce
a prasata. Oba modely byly zkouSeny, ale k nejvyznamnéjSim pokrokim zatim doSlo

u modelu prasete.

Nehumanni primati — V roce 2008 byl vytvofen transgenni model HD — makak rhesus.
Model byl vytvotfen mikroinjikaci lentiviru exprimujici exon 1 lidského Htt s 84 CAG
repeticemi pod kontrolou lidského promotoru do maturovanych oocytl a druhého
lentiviru exprimujici fluorescenéni GFP protein. Tyto oocyty byly néasledné oplodnény
a vloZzeny do samicek. U takto vytvofeného modelu byly pozorovany motorické zmény.
Tento model nabizi velké moznosti pro popis HD nemoci a pro pfipadné léky (Yang et

al. 2008). Ale u primatl je problém s etikou a financovanim.

Miniprasata a ovce — Tyto modely jsou velkou nad¢ji v mozné 1écbé HD. Ovce a prasata
maji podobnou velikost jako lidé a velmi podobnou fyziologii, proto se zdaji byt velmi

vhodnym kandidatem na transgenni model HD.

Ovce — Prvni model byl vytvofen roku 2010 pomoci vloZeni celého genu pro Htt s 73
CAG repeticemi do prvojadra zygoty. Cely gen pro Htt byl exprimovan v tkdnich CNS
1 tkanich nespjatych s nervovou soustavou. Narozena transgenni zvifata nevykazovala
piimé fyziologické poruchy spjaté s HD, ale je zde mozny projev aZ ve vysSim véku

(Jacobsen et al. 2010).
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Miniprase¢i model HD

Prvni transgenni miniprase bylo vytvofeno klonovanim — konkrétné ptfenosem jader.

Tento model ovSem trpél velmi vysokou embryonalni letalitou (Yang et al. 2010).

Proto bylo vytvofeno nové transgenni miniprase na Akademii véd v Libéchové. Pavod
miniprasat pochdzi z kifizeni miniprasat z Univerzity v Minesot¢ a z Univerzity

v Gottingenu v Némecku (Vodicka et al. 2005).

Tento model vznikl mikroinjikaci lentivirového vektoru do miniprasecich embryi (ve
stadiu zygoty), ktery koduje N-terminalni ¢ast lidského huntingtinu kodujiciho 548
aminokyselin, 124 CAG repetic pod kontrolou promotoru lidského Htt. Transgen byl
vmezefen na prvni chromosom a genomova analyza potvrdila, Ze nebyla pferuSena Zadna
kodujici sekvence. Takto vznikla transgenni linie, kterd je stabilni jiz nékolik generaci.
Tento model je schopen reprodukce a ¢ast potomkti z kazdého vrhu je transgenni (Baxa

et al. 2013).

Popis modelu

Behavioradlni zmény — U tohoto modelu zatim nedoslo k projevu Zadnych behavioralnich
¢i motorickych zmén charakteristickych pro pacienty s HD. Miulze to byt dano
kvadruplegii, ktera zptisobuje vyssi stabilitu, ¢i zatim nizkym vékem miniprasat. Zatim
byla testovana pouze F3 generace TgHD miniprasat z Libéchova, kterd byla proptijéena
na Institut Georga Huntingtona do Miinsteru. Tyto prasata byla testovana n€kolika testy,
jako je napf. GAITrite, Hurdle test, Toungue test a dal$i. Je totiz znamo, Ze vétSina
pacientll ma problémy s feci, artikulaci a ovladanim jazyka (Tykalova et al. 2014). Zatim
toto testovani na miniprasatech nepfineslo zadné vysledky, ale to mize byt dano hlavné

nizkym veékem téchto zvifat (Schramke et al. 2015, 2017).

Vokalizacni zmény — Vokalizace byla jiZ studovéna na zpévnych ptacich, ktefi méli
vneseny mtHtt. Tyto ptaci vykazovali zmény ve vokalizaci v zavislosti na HD (W. Liu et
al. 2015). Na miniprasatech byla studie vokalnich zmén také provedena (Tykalova et al.

2017).
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Telemetrie — Pacienti s HD trpi spankovou deprivaci a poruchami cirkadialnich rytmd,
Casto jiz pred projevem klasickych symptomi spojenych s HD. Na miniprasatech byla
studovana jejich denni a noc¢ni aktivita, byly srovnavany skupiny Tg a Wt prasat. Byl
zjistén signifikantni pokles aktivity Tg miniprasat v ranni dobé mezi probuzenim
a rannim krmeni ve srovnani s Wt skupinou. Tento pokles mtize byt zpisoben poruchou

v energetickém metabolismu spjatou s HD (Pokorny et al. 2017).

Schopnost reprodukce samcu — Samci tohoto minipraseciho modelu ztraci s vékem
fertilitu. Mnozstvi spermii v ejakuldtu a jejich hybnost klesa kolem 13 mésice Zivota Tg
samcl (v porovnani v Wt sourozenci) a se zvysujicim vékem ziistdvaji hodnoty stejné.
Navic klesda i schopnost oplozeni oocytu u Tg samci miniprasat a nartista pocet
strukturdlnich abnormalit spermii — jako jsou deformace v oblasti biciku, poruchy
odvrzeni cytoplazmy, nestabilita akrozomu a dalsi. Kromé poruch spermii, dochazi kolem
24. mésice veéku k degeneracim na varlatech — zvySend apoptdéza Sertoliho bunék
1 spermatocytl. Tyto poruchy jsou pravdépodobné zplisobeny piitomnosti mtHtt v biciku

spermii (Macakova et al. 2016).

Neurodegenerace miniprasat — MRI testovani prokazalo souvislost mezi atrofii mozku
a postupem HD u lidskych pacienti (Scahill et al. 2013). Proto bylo u F3 generace
v Miinsteru zahdjeno MRI skenovani mozku TgHD miniprasat (Holzner et al. 2012).
Na tomto modelu byly testovany i markery ptfedchéazejicich neurodegeneraci, jako
napt.: medium-size spiny neuron marker (DARP32), ktery se u TgHD miniprasat snizuje
ve striatu ve véku 16 mésicii (Baxa et al. 2013). Byl studovéan i imunitni systém a jeho
reakce a bylo nalezeno nékolik markerti (napt. INFa), které ukazuji imunopatologické
dopady HD na organismus TgHD miniprasat. Tyto markery tak mohou byt vyuzity jednak
jako ukazatele postupu choroby, ale také jako dalsi terapeuticky cil (Valekova et al.
2016).

Behavioralni testy — velké zvireci modely

Velké zvireci modely

Posouzeni bolesti u zvirecich modelu osteoartritidy — konkrétn€ u pst, ovci, koz a koni.
U téchto zvitat byly pouZzivany tyto metody: pfimé pozorovani, piistrojova analyza chiize
a subjektivni hodnoceni. Vysledky naznacuji, Ze zatim zadny model nemimikuje piesné

vyvoj nemoci u ¢lovéka. (Piel et al. 2014)
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Prase¢i model — netransgenni modely

Efekt ucinnosti krmeni na nove stimuly — Byla zkouména prasata, vyslechténa za timto
ucelem a jejich reakce na stimuly v zavislosti na ti¢inku krmeni. Prasata postupovala dva
testy v ohrazené ¢asti mistnosti — prvni test (HAT) vypadal tak, ze na druhé stran¢ ohrady
stal clovek v oranzové kombinéze a druhy test (NOV) byl rozdilny v tom, ze tam nebyl
Clovek ale oranzovy dopravni kuzel. Vysledky tohoto testu naznacuji, ze jsou jen malé
rozdily v piijiméni potravy prasete pii riznych stimulech podporujicich strach. Vétsi
rozdily nastavaly spiSe v zavislosti na pohlavi zvifete nez na stimulech (Colpoys, Abell,

and Gabler 2015).

Minipraseci model — model Huntingtonovy choroby

Behaviordlni fenotypizace transgennich HD miniprasat — V této studii byla pouzita
miniprasata stara primérné 3,5 let, konkrétné F3 generace HD miniprasat vytvofenych
v Libéchové. Miniprasata byla nejprve navyknuta na lidi a poté na prostredi, kde byla

testovana a také na testovaci metody. Bylo zde pouzito 6 riznych metod:

GAIT Rite — Je pas na monitorovani chiize, po kterém miniprasata musi rovnomeérné piejit

a tato data jsou vyhodnocena pomoci Gait Rite softwaru.

Hurdle test — je test, kdy miniprase musi v boxu pockat 30 s a poté piejit na druhou stranu

boxu a v cesté¢ ma dv¢ prekazky.

Tongue coordination test — je zaloZen na prokazanych problémech pacientil s ovladanim

jazyka. V tomto testu musi miniprase vyndat pamlsek z rizn€ hlubokych Zlabk.
Discrimination test — je test, ktery je zaloZen na vybrani spravného boxu ze tii boxt.

Startbox back and forth test — zde musi miniprase vyhledat spravny box — jeden ze tfi,

ktery je otevien pro vychod.

Dominance test — V tomto testu byla miniprasata donucena ¢elit druhému minipraseti
a bylo hodnoceno, jak dominantné se miniprase zachova. Vysledkem tohoto testovani

byly neprokazatelné rozdily mezi Tg a Wt miniprasaty. (Schramke et al. 2015)
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Material a metody

Materialy
Chemikalie Koncentrace| Mnozstvi
RIPA pufr - 30 ml NaCl 150 mM 263 mg
EDTA (pH = 8) 5 mM 300 pl
Tris HCI (pH = 7,4) 50 mM 750 ul
NP-40 0,05% 150 pl
deoxycholat sodny 1% 300 mg
Triton X - 100 1% 300 pl
SDS 0,10% 300 pl
TIBS-11 NaCl 8g
Tween 0,5 ml
Tris (pH =7,6) 2M 10 ml
Destilovand voda do11
5 % mléko - 50 ml suSené mléko Laktino 25¢g
TTBS 50 ml
Vzorkovy pufr - 30 ml SDS 10% 6 ml
Millipore voda 24 ml
Promyvaci pufr - 20 ml SDS 2% 1 ml
Millipore voda 19 ml
Running pufi - 800 m] | | "1S-acetate SDS Running 15, 40 ml
buffer
Vychlazena destilovana voda do 800 ml

Tabulka 3: Seznam pouZitych materialii
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Laboratorni metody

Genotypizace transgennich prasat a mysi
Postup:

Byla pouzivana TgHD miniprasata z Libéchova.

Pti pokusech se také pouzivaly R6/2 mysi jako kontroly pribéhu fenotypu u miniprasat.
R6/2 mysi maji problém s fertilitou. Proto byly koupeny samicky s transplantovanymi
vajeCniky a pripoustély se k B6/2 wild type samctim. To znamena, Ze narozena mlad’ata
byla bud’ wild type nebo heterozygoti. Primery byly koupeny podle doporuceni Jacksons
lab protokolu pro tyto mysi.

oIMR1594TgFw CCGCTCAGGTTCTGCTTTTA
oIMR1596TgRvl TGGAAGGACTTGAGGGACTC
Odebrani vzorku

MysSim byly oznafeny usi a useknuty konce océskli, zkterych byla provedena
genotypizace. VSe bylo peclivé popsdno. U miniprasat byly odebrany kousky klzZe

pro genotypizace z oblasti za uSima hned po jejich odstaveni od matky (Baxa et al. 2013).
Izolace DNA

Kousky ocask (kiize zusi) byly nakrijeny na cca 3 mm casti a byly dany
do mikrozkumavek. Ke kazdému vzorku bylo ptidano 600ul vychlazeného NaOH. Takto
pfipravené vzorky byly vafeny v termoblo¢ku (Thermomixer comfort, Eppendorf)
po dobu 1,5hod. Po uplynuti doby byly vzorky dény do vortexu (MPW-50, Mechanika
Precyzyjna), dokud se tkan nerozpadla. Byl ptidan Tris a vzorky byly stoceny (M-24 A,
Boeco). Supernatant byl odpipetovan do novych mikrozkumavek a timto postupem byly

ziskany vzorky DNA.

PCR reakce

Na PCR reakci byla pouzita Taq polymeraza (Master mix, Biotech).
Vypocet reakce:

Pocet vzorkli + 3 kontroly = zaokrouhleni nahoru pro vétsi jistotu.

pocet vzorki a kontrol (x) * 10 = pl Mastermix (TAQpolymeraza s pufrem, Biotech)
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x * 5 = ul RNA-free voda

x * 1 = ul forward primer (10uM)

x * 1 = pul reverse primer (10uM)

Béhem celého fedéni bylo uchovavano vse neustale na ledu.
Vsechny vzorky byly zpracovavany v duplikatech.

Byly pfipraveny stripy (EU Semi-domed-8-cap strip, Bioplastics) — popsany a nasazena
vicka.

Do stripi bylo napipetovano 18ul mixu s Taq polymerazou a primery a 2ul DNA
(z kazdého vzorku). Jako kontroly byly pouzity Tg a Wt vzorky z minulého

genotypizovani a jako negativni kontrola byla pouzita voda. Stripy byly zavieny vicky

a byly dany do centrifugy (2100M, Hermle) na 1 min.
Vzorky byly dany do cykleru (Thermocykler, Biometra) a spustén program.
Piiprava agarézového gelu

Byl ptipraven 1,5 % roztok agarézy v TBE pufru: 6 g technické agarozy (Fisher,
Bioreagents) + 400 ml pufru (Tris). Roztok byl dan do mikrovinky zhruba na 3 min
(dokud roztok nezac¢ne vafit, musi se pravidelné¢ michat kvili utajenému varu). Roztok
byl nechan vychladnout. 400 ml TBE pufru vychazi na dva gely: + 16 ul Cervené¢ho
barviva (4 ul na 100 ml pufru) (Gel Red Nukleotic Acid, Biotinium). Vanic¢ky na gel
(Consult EV231, Elektrophoresis Porere suply) byly oblepeny izolepou — pro lepsi
tésnéni. Roztok byl rozdélen do vanicek, byly rozehnany bubliny, vloZeny hiebeny a gely

byly nechany ztuhnout — cca 15 min.
Elektroforéza

Vzorky byly vyndany z cykleru a stoCeny. Z geli byly vyndany hiebeny a odlepeny
1zolepy a gely byly pfendany do van pro elektroforézu (Consult EV231, Elektrophoresis
Porere suply). Marker byl napipetovan na prvni misto a pak postupné byly naneseny
vSechny vzorky. Vany byly zavieny a byla spusténa elektroforéza — na 90 V na cca

1,5hod.
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Vyhodnoceni

Gely byly vyfoceny (Multimage Light Cabinet, Alpha Imotec Corporation) a vysledky

vyhodnoceny.

Western blot

Postup:
Piiprava tkané

Tkan, uchovavana v mrazdku o — 80°C, byla ufiznuta skalpelem a v hmozditfi byla

rozdrcena v tekutém dusiku na prasek.
Lyza vzorku

Ke kazdému ptipravenému vzorku tkan€ bylo ptidano odpovidajici mnozstvi lyza¢niho
pufru (RIPA) s inhibitory fosfatdz (10 ul/ml, Calbiotech) a s inhibitory proteaz (20ul/ml,
Calbiotech). Poté byly vzorky uloZeny na led a v priibéhu 30 minut byly kazdych 10 min
zvortexované (MS2 Minishaker, IKA). Potom byly vzorky umistény do sonikatoru
(D-78224 Singen/HTW, ELMA) pti 0°C na 15 minut a ndsledn¢ 15 minut centrifugovany
(Allegra X-22R Centrifuge, Beckman Coulter) pfi 4 °C a 10 000g. Ze vzork® byl odsan

supernatant, ktery byl dale zpracovavan.
Méreni koncentrace proteint

Po kazdé lyze byla méfena koncentrace proteinii pomoci kitu (Pierce BCA Protein Assay
Kit 660 nM, ThermoFisher). M¢feni probihalo v 96 jamkové desticce, kde byly
napipetovany vzorky v duplikétech s fyziologickym roztokem a fedici fada s lyzacnim
pufrem. A to tak, Ze do 1. jamky byl napipetovan Blank (3 ul fyziologického roztoku + 3
ul lyza¢niho pufru), dale byla napipetovana tedici fada (3 pl vzorku z fedici fady + 3 pl
lyza¢niho pufru). Do ostatnich popsanych jamek byl napipetovan fyziologicky vzorek

a jednotlivé vzorky tkani (3 pl vzorku + 3 ul fyziologického roztoku).

Koncentrace proteinil v jednotlivych vzorcich byla zméfena pomoci spektrofotometru
pfi vlnové délce 660 nm (program: Gen5 2.09, Synergy/HTX, BioTek). Pokud
koncentrace proteinti ve vzorcich byla pftili§ vysokd, byl vzorek nafedén. Nasledné byla
zmefena koncentrace proteind stejnym zpiisobem jako u nefedénych vzorka. Vysledky
méfeni byly zpracovany v programu Excel. Zde byl vytvofen graf pro fedici fadu

a zisk&na rovnice pro vypocet koncentrace jednotlivych vzorkd.
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Kazdy vzorek byl pfepocitdn na koncentraci proteinu 20 pg a podle toho bylo dopocitano

mnozstvi RIPA pufru s inhibitory na stejny objem ve vSech mikrozkumavkach.

Dale bylo pifidané odpovidajici mnozstvi 4*koncentrované¢ho loading pufru
(4* koncentrovany LDL Sample Buffer, ThermoFisher) a redukce (10*koncentrovany
NuPAGE Sample Reducing Agent, ThermoFisher). Vzorky byly kratce stocené na stolni
centrifuze (Centrifuge 5415 D, Eppendorf) a nasledné povatené v termobloc¢ku (CH 100
Cooling Heating Thermostat, Biosan) pti 95 °C po dobu 5 min.

Elektroforéza/SDS-PAGE

Byla sestavena aparatura pro elektroforézu (xCell Surelock, Invitrogen). Do aparatury byl
vlozen gel (NuUPAGE 3-8 % Tris-Acetate Gel, 1.00 X 10 well/ 1.00 x 15 well, Life
technologies) a do prostoru mezi gely byl nalit running pufr, do kterého byl pridany
antioxidant (500 pl, NuPAGE Antioxidant, Invitrogen). Poté byly na gel naneseny vzorky
spolu s markerem (HiMark, BioRad) a do aparatury byl nalit zbytek pufru. Elektroforéza
bézela pii 150 V po dobu cca 1,5 hod.

Western blotting/Prenos

Po dobéhnuti elektroforézy byl gel vyjmut, oznacen v levém dolnim rohu a promyt
15 minut v Huntingtin pufru. Nésledné byl sestaven blotovaci sendvi¢ (iBlot Gel Transfer
Stacks Nitrocellulose, Mini, Life Technologies), tlusty filtrani papir, membrana,
na kterou byl opatrné v rukavicich vloZen gel — orientovan pomoci oznacen¢ho levého
dolniho rohu a piekryt dal§im filtracnim papirem. Malym valeCkem byly vytlaCeny
bubliny a sendvi¢ byl vlozen do blotovaciho zafizeni (iBlot, Invitrogen). Pienos trval
7 minut pii 20 V. Nasledné byl blotovaci sendvi¢ rozebran a membrana s pfenesenymi

proteiny byla ostfihnuta a ozna¢ena také vlevo dole.

Blokovani

Po blottingu byla membrana blokovana v5 % mléce v TTBS (Tris-Tween Buffered

Saline) minimalné 1 hodinu.
Imunoznaceni

Nésledné byla membrana vloZzend do falkony s primarni protilatkou natedénou
v blokovacim pufru (Mouse-derived anti-3B5SH10, redeni 1:3000, Sigma Aldrich; Rabit-
derived anti-EPR5526, Fedeni 1:10 000, Abcam, PHP protilatka dar od Ali Khoshnana,
California Institute of Technology, Pasadena, USA, redeéni 1:1000).
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Inkubace probihala ptfes noc na rolleru v chladni¢ce. Potom byla membrana promyta 3 x
10 min v TTBS a 1 hodinu inkubovana v sekundarni protilatce nafedéné v blokovacim
pufru (anti-mouse nebo anti-rabbit podle primarni protilatky, redeni 1.:10000). Po hodiné
byla membrana znova promyta 3 x 10 min v TTBS. Do falkony bylo poté pfidano malé

mnozstvi sodium azidu pro zachovani protilatky pro dalsi pouziti.
Vyvolani

Na membrané byl vyznac¢en marker pomoci specidlniho pera pro zviditelnéni proteind
(Western Sure Pen, LI-COR) a nasledné¢ byla membrana inkubovdna 5 minut
v roztoku ECL — roztok byl nakapan na membranu polozenou na rovné misce (0,5 ml
Solution A + 0,5 ml Solution B, ECL Prime Western Blotting Detection Reagent RPN
2232, GE Healthcare).

Na vyvolani membrany byla pouzitd chemiluminiscen¢ni kamera (program Image Lab,
ChemiDoc MP Imaging Systém, BIO-RAD). Po dokonceni vyvolavani byla membrana
opét promyta v TTBS, nechana vyschnout a ulozena do mrazaku o — 20°C pro pozd¢jsi
ucely.

Pieznaceni-deaktivace navazané protilatky peroxidazou

Membrana byla promyta tiikrat 10 minut v TTBS, pfendana do falkony s 2 ml 30 %
peroxidu a inkubovana po dobu 30 minut na rolleru (Roller mixer SRT1, STUART,
P-LAB a.s.) pfi pokojové teploté. Poté byla membrana promyta tfikrat 5 minut v TTBS,
zablokovana v 5 % mléce v TTBS po dobu 30 minut a nésledné znova ptreznacena jinou
protilatkou. Membréana byla vloZena do falkony s 5 % mlékem a primarni protilatkou

na noc. Dalsi postup viz. bod Vyvolani.
Barveni membrany na celkovy protein pomoci MemCode

Membrana byla obarvena barvou Memcode (LifeTech) pro stanoveni celkového
mnozstvi proteinu pro kontrolu nanasSky. Po obarveni byla membrana oskenovéana
(program Image Lab, ChemiDoc MP Imaging Systém, BIO-RAD). Sken byl pouZit

pro automatickou normalizaci ptisluSného imunoblotu.
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Filter retardation

Postup:

Priprava tkané

Viz. Western blotting
Lyza vzorku

Viz Western blot s vyjimkou: Pouze polovina vzorki byla centrifugovéana, aby byl vidét
rozdil mezi centrifugovanymi vzorky a necentrifugovanymi. U necentrifugovanych

vzorkli nedochézelo ke stoceni vyssich struktur, a to se poté promitlo ve vysledcich.
Mérieni koncentrace proteini
Viz Western blot, kromé:

Koncentrace proteinil byla stanovena na 30 pg a podle toho bylo dopocteno mnozstvi
vzorkd a objem vzorkového pufru do celkového objemu 200 pl. Vysledné hodnoty

vzorkl a vzorkového pufru byly napipetovany do novych mikrozkumavek.
Filter retardation assay

Membrany (Celulose Acetatee Membrane Filters, Sterlitech) byly rozdéleny tuzkou
na 4 ¢asti a popsany. Dale byly inkubovany po dobu 10 minut ve vzorkovém pufru.
Mezitim byla sestavena sklenéné aparatura pro odsadvani. Membrana byla poloZena na
fritu a bylo pusténo odsavani. Na membréanu byly postupné nakapany vzorky, vzdy dany
vzorek do dané¢ho vyseku membrany. Po nakapani vSech 4 vzorkl byla cela membrana
promyta dvakrat 1 ml promyvacim pufrem. Poté bylo odsavani vypnuto a membrana byla

ulozena do 5 % mléka pro zablokovani.

Imunoznaceni a dalsi postup viz. Western blot.
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qPCR

Postup:
Homogenizace tkané

Urcena tkan byla nakrdjena a zvazena, aby méla cca 30 mg. Poté byla tkan rozkrajena
na malé kousky pomoci ntizek. K rozdrcené tkani byl pfidan 1ml TRIZolu a tkéan byla
dale homogenizovéna jehlou 20G— protahnout tkan pfes jehlu minimalné Skrat, aby byly

kousky co nejméné viditelné. Vzorek byl ponechan po dobu 5 minut na ledu.
Izolace RNA

RNA byla izolovana kitem (Quigene). Ke vzorku bylo ptidano 100ul gDNA eliminator
solution a vzorek byl 15krat protfepan a zvortexovan po dobu 5 s. Nasledné bylo pridano
180l chloroformu a vzorek byl 15krat protfepan. Tkan byla inkubovéana 5 minut na ledu.
Vzorek byl centrifugovan 15 minut pti 12000 g a 4°C a poté byl vracen na led. Horni
vodna faze (cca 500ul) byla odebrana do nové mikrozkumavky a k ni byl pfidan stejny
objem 70 % EtOH. Pipetou byl vzorek prenesen na kolonku a kolonka se vzorkem byla
centrifugovana 20 s pii 8000 g. Tekutina byla odsata. Dale bylo pfiddno 700pl RW1
pufru a opét byl vzorek centrifugovan po dobu 20 s pii 8000 g a zbyla tekutina byla
odsata. Bylo ptfidano 500ul RPE pufru a tkan byla centrifugovana pii 8000 g po dobu
20 s. Nasledné bylo znovu ptidano 500ul RPE pufru a vzorek byl centrifugovan 2 min
pti 8000 g. Piebytecna tekutina byla odsata a byla provedena centrifugace nasucho 1 min
pti 8000 g a poté byla kolonka se vzorkem pienesen do nové Eppendorfovy zkumavky
a byla suSena po dobu 5 minut. Nakonec bylo pfidano 30ul RNAasa-free vody, vzorek
byl inkubovén 1,5 min pii pokojové teploté a nasledné byl vzorek centrifugovan 1 min
pti 8000 g a tento postup byl opakovan znovu s 30ul vody. Timto byla RNA eluovéana
ven z kolonky a byl ziskan kone¢ny vzorek RNA.

Vzorek byl umistén na led a byla zmétena koncentrace RNA na nanodropu (ND-1000,

Spectrophotometer).

Vzorek byl uschovan v mrazaku o — 20°C.

Piiprava cDNA

Vzorky RNA byly nafedény na koncentraci 10ug/ul. Pro pfipravu cDNA byl odebran

do nové zkumavky 1ul tj. lug RNA a zbytek byl zamrazen pro dalsi pouziti.
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Pro ptipravu cDNA byl pouzit kit pro RT-PCR. Do jednotlivé zkumavky se vzorkem
RNA bylo pfiddno 19ul supermixu obsahujici reverzni transkriptazu, pufr a oligo dT.
Takto ptipravené vzorky byly vlozeny do cykléru a byl zvolen dany program (50 °C,
30 min).

Real Time PCR
Pro kvantifikaci mRNA byl pouzit SYBR Green kit.

Ptedem byly navrzeny primery specifické pro lidsky mutovany N-terminalni huntingtin
na hranici intront z ditvodu eliminace amplifikace DNA (velikost produktu 73 bp (para

bazi)) pomoci Primer 3 programu.
HTT: F: 5 TCAGAAATGCAGGCCTTACC3'R: 5' TGATTCTTCGGGTCTCTTGC3'

Dale byly pouzity primery pro GAPDH (glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza) a ACTB
(aktin), které byly aplikovany jako referencni geny.

GAPDH: F:5' CGTCAAGCTCATTTCCTGGTACG3'
R:5'GGGGTCTGGGATGGAAACTGGAAG 3’

ACTB: F: 5 GAGAAGCTCTGCTACGTC 3'R: 5" CCAGACAGCACCGTGTTGG 3’
Vzorky byly méfeny v triplikatech na 98 jamkové desticce.
10ul reakce obsahovaly:

5 ul SYBR GREEN, 0,2 ul forward primeru a 0,2 pl reverse primeru (bud’ pro mtHtt nebo
GAPDH nebo ACTB), 3,6 pl vody a 1 pl cDNA zurcitého vzorku nebo vody

pro negativni kontrolu.

Desticka byla zatavena fo6lii, dana do automatického zatavovaciho systému (PCR Plate
Seabr, Biorad) na 3 minuty pii 100 °C, aby folie zapecetila desti¢ku a nedochazelo
ke ztratam pii vyparovani. Nasledné byla dana do Thermocykleru (C1000 Touch Thermal
Cykler) a byl spusStén program BioRad Manager, kde byl vytvoten protokol pro méfeni:
98 °C po dobu 30 minut, 98 °C po dobu 10 minut a 59 °C po dobu 30 minut. Dale bylo
nastaveno opakovani cykll a vloZzena melting curve: 65 °C — 95 °C po dobu 5 minut.
Melting curve ukaze, zda se tvofi jen jeden produkt. Poté byly na desticce oznaceny
vzorky a typ reakce a spustén program.Vysledky exprese mRNA mtHtt byly vztazeny na
GAPDH a ACTB. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci grafii v programu Excel.
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Behavioralni metody

Tyto metody byly hodnoceny skélou 0-5 body, kdy 0 bodi je nejhorSim hodnocenim
a 5 bodi je nejlepsSim hodnocenim. Body byly ud€leny podle dosazenych piedem

stanovenych hranic, 5 bodii bylo za plné splnéni piekazky.

5 bodt 100 % plnéni
4 body 80 % plnéni
3 body 60 % plnéni
2 body 40 % plnéni
1 bod 20 % plnéni
0 bodt 0 % plnéni

Tabulka 4: Hodnoceni behaviordlnich metod

Miniprasata zatazena do vyzkumu:

Z F0 generace byla vzata prasata Tg F807 (Adéla, 1. narozené transgenni prase) + Wt
F808.

Z F1 generace: Tg G117, Tg G118, Wt G122.

Z F2 generace: Tg K65, Wt K66, Tg K150, Wt K151, Wt K155, Tg K156, Tg K169, Wt
K188, Tg K217, Wt K353.

Toy 1 Cover pan

Tato metoda je zaloZena na zru¢nosti rypaku miniprasat. Zde bylo hlavni naucit miniprase
oteviit dvitka v hracce pomoci rypaku a najit tam pamlsek. Bylo postupovano
nasledovné: nejprve byl pamlsek na hracce a postupné byl davan do dér s otevienymi,
polootevienymi, a nakonec se zavienymi dvitky. Bylo zde hodnoceno, zda je jedinec

schopen otevfit dvitka a najit pamlsek.

Toy 2 Skittles

U této metody se posuzuje, jak je jedinec schopen vzit do tlamy kuzelku a odkryt tak
pamlsek uschovany pod ni. Postupné byly objekty zkouméni sezndmeny s hrackou
a nauceny, ze pod kuzelkou se skryva pamlsek. Byl zde souzen pocet shozenych ¢i
odstranénych kuZzelek, pfi¢emz pii odstranéni kuZelky z hracky byla objektu kuzelka
odebrana, protoze néktefi jedinci méli tendenci zamétfovat se na jednotlivé kuzelky

namisto hrac¢ky samotné.
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Hurdle test
Byla zde posuzovana schopnost piekrocit prekazku — ty¢ v urcité vysce. Také tu byl
kladen diraz na to, jak objekt doslapne po piekroCeni piekazky — nektefi jedinci méli

s timto problém. Hodnoceno bylo celkové prekroceni piekazky, ¢i problémy s prekazkou.

Tunnel test
Pti tomto testu byl pouzit tunel, do kterého byly vlozZeny tii pamlsky v urcité vzdalenosti
od otvoru. Bylo hodnoceno, zda jedinec dokaze snist v§echny tfi pamlsky — hral zde roli

také strach (pro posledni pamlsek muselo prase strcit hlavu dal do tunelu).

Seesaw test

Tato metoda se soustiedi na strach zvifete a jeho motivaci. Pies stepper byla polozena
deska, na kterou bylo zvife motivovano pomoci pamlski vylézt. Pokud zvite vylezlo vyse
nez do poloviny, deska se pod jeho vahou zhoupla. Bylo hodnoceno, zda jedinec vyleze
na desku, ustoji zhoupnuti a zda po zhoupnuti dokonéi ptrechod pies ptekazku nebo

vycouva.

Leg test

Zvite bylo pozorovano bez jakychkoliv zéasahli v ohraniceném prostoru, kde se
pohybovalo a sbiralo pamlsky. Bylo hodnoceno, jak dava nohy pted sebe, jak nohy
vychyluje a jak je kiizi.

Balance beam

Balance beam je ohrani¢end kladina a nastupni ploSinou a plochou na konci pro otoceni
zvitete. Zde bylo hodnoceno, kam az jedinec vystoupi na nastupni plosing, jestli projde

kladinu, oto¢i se na ploSing a vrati se zpet, nebo vycouva.

Concentration test

V tomto testu bylo hodnoceno chovani a reakce zvifete na pamlsky, pfekazky a hracky.

Stability test

Tento test byl provadén bez jakychkoliv pomucek. Zvife bylo nechano v ohrani¢eném
prostoru prochdzet za pamlsky a v urcitém okamziku byl jedinec vychylen, aby ztratil
stabilitu. V tomto testu se sledovala hlavné reakce na zménu stability a schopnost ustat

tuto zmeénu.
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Vysledky

Genotypizace zvirat

Abychom mohli provadét srovndvani a pozorovat vyvoj fenotypu u transgennich zvirat,

bylo nutno po narozeni a odstavu zvifat urcit jejich genotyp.

Vyskyt mutovaného Htt u transgennich miniprasat

Byla zde identifikovdna nova generace miniprasat. Primery byly navrzeny tak, ze produkt
se exprimoval pouze u Tg jedincl. Touto metodou se testuji vSechna nové narozend

miniprasata na pritomnost transgenu (Obr. 2).

Obrazek 2: Urceni genotypu Tg HD miniprasat, produkt — mtHtt se objevuje jen u transgennich jedincii o velikosti
145bp

Vyskyt mutovaného Htt u transgennich mysi

Byla zde identifikovana nova generace 19 mySi vzniklych spojenim Tg samic
s transplantovanymi vaje¢niky R6/2 a Wt samcli B6/2. Narozené mysi byly bud’
heterozygotni pro mtHtt nebo Wt. Primery byly navrZeny tak, aby tvoftily produkt, jen
u jedinct, ktefi maji ve svém genomu lidsky mutovany Htt, tj. jsou transgenni (Obr.3).

Genotypizace mysi zde je ukazana jen jako srovnani k vysledku genotypizace miniprasat.

Obrazek 3: Urceni genotypu transgennich mysi, produkt — mtHtt se objevuje jen v u transgennich jedincii o velikosti
169 bp
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Invazivni vysledky

Sledovani genové exprese hladiny mRNA mtHTT v riznych

tkanich a u razné starych miniprasat

V této casti diplomové prace byla sledovana genovéa exprese hladiny mRNA mtHTT
pomoci kvantitativni PCR. Kvantitativni PCR neboli real-time PCR je metoda pouzivajici
se pro stanoveni relativniho mnozstvi mRNA v reakéni smési a je jednim ze zakladnich

nastroju pro studium genové exprese konkrétnich gend.

K této metodé byly pouzity vzorky tkani transgennich HD miniprasat odebrané post

mortem.
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Sledovani genové exprese hladiny mRNA mtHTT v kortexu miniprasat

starych 24, 36 a 48 mésicu

V tomto experimentu bylo zahrnuto 10 transgennich HD miniprasat: 3 ve véku 24 mésicti
(K10, K55, K8), 3 ve véku 36 mésict (K100, K104, K63) a 4 ve véku 48 mésict (K101,
K102, K162, K208).

Na Grafu 1 Ize pozorovat postupné zvyseni genové exprese mtHtt v kortexu v souvislosti
s v€kem jednotlivych miniprasat. Kortex zde byl pouzit z diivodu vysokého mnozstvi
HTT, které se v ném nachazi. A také z divodu velkého dopadu mtHTT na mozek a jeho

degeneraci.
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Graf 1: Genova exprese mtHTT v kortexu u 24, 36 a 48 mési¢nich TgHD miniprasat normalizované na expresi
housekeeping genu GAPDH a ACTB
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Sledovani genové exprese hladiny mRNA mtHTT ve varlatech

miniprasat starych 24, 36 a 48 mésicu

Do tohoto experimentu bylo zafazeno 7 transgennich HD miniprasat ve véku 24 mésici
(K8, L557, L558), 36 mésici (L93, K63, K104) a ve veéku 48 mésict (K162). Ve veéku 48
mésici bylo nalezeno jen jedno vhodné miniprase, tento fakt musi byt zohlednén

v ndhledu na vysledky.

Na grafu 2 lze pozorovat snizujici se tendenci mnozstvi mtHTT ve varlatech miniprasat
s ohledem na vék. Z diivodu malého poctu vzorkli 48 mésicnich miniprasat nejsou
vysledky této skupiny signifikantni. Varlata byla pouzita z divodu brzké degenerace u

samcu a tim padem vysokého mnozstvi mtHTT v této tkani (Macakova et al. 2016).

T

Genova exprese mtHtt

- i
24m 36m 48m
Vék

Graf 2: Genova exprese mtHTT ve varlatech 24, 36 a 48 mésici TgHD miniprasat normalizované na expresi
housekeeping genu GAPDH a ACTB
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Sledovani exprese mtHtt a jeho forem v ruznych tkanich a u

rizné starych miniprasat

Tato ¢ast vysledk je vénovana sledovani exprese proteinu mtHtt u rizné starych
miniprasat a u riznych tkani z celého téla. mtHtt se exprimuje ve velikosti 124 CAG
repetic (Baxa et al. 2013) a je vizualizovdn pomoci primarnich protilatek 3BSH10
a EPR5526. 3B5H10 je primarni protilatka proti polyQ. EPR5526 je primarni protilatka
proti Hitt.

Ve vyslednych obrazcich je vzdy zobrazovan v paru miniprasat prvni Tg a druhy Wt.

K tomu jsem sledovala i vyskyt endogenniho Htt (prasec¢iho) pomoci vizualizace
protilaitkou EPR5526. Endogenni Htt se vyskytuje ve vSech tkdni bez rozdilu ¢i je

miniprase transgenni ¢i wild type a vyskytuje se ve velikosti cca 360 kDa.

V metodach zkoumajicich hladinu proteinu mtHtt a wtHtt v mozku post mortem bylo

prokazano, ze hladina mtHtt a wtHtt se ve formée proteinu piilis nelisi (Evers et al. 2015).

V této Casti vysledkd je porovnavano 9 parti miniprasat, jeden par se vzdy sklada
z jednoho Tg prasete a z jeho Wt sourozence pro srovnani. Téchto 9 part je rozdéleno
do 3 skupin podle véku: 24, 36 a 48 mésicli. Prvni vysledek je shrnuti exprese mtHtt
v kortexu miniprasat 6 riznych vékovych kategorii. VSechny vysledky byly vzdy

zopakovany.
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Exprese mutovaného huntingtinu v kortexu u 4, 6, 16, 24, 36 a 48

v 7

mési¢nich miniprasat

Zde byl srovnan vyskyt mtHtt v kortexu miniprasat starych 4, 6, 16, 24, 36 a 48 mésict.

U TgHD miniprasat se ukazuje stoupajici mnozstvi mtHtt do vé€ku 24 mésictu (Obr. Sa,

5b). Tento jev mize byt vysvétlen tak, Ze ve star§Sim v€ku miniprasat je degenerace mozku

v pokrocilejsim stadiu, a tudiz se jiz nenachazi takové mnozstvi mtHtt v kortexu. Dale

byla potvrzena hypotéza o piitomnosti endogenniho Htt ve vSech tkanich bez zavislosti

na pfitomnosti transgenu (Obr. 5c¢).

Dale byla provedena kontrola mnozstvi proteinu pomoci MemCode a B-tubulinu (Obr.

4a, 4b).
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Obrazek 4: Kontrola mnoZstvi proteinu pri testovani Tg a Wt miniprasat starych 4, 6, 16, 24, 36 a 48 mésicit metodou

Western Blotting, vizualizace: A — MemCode, B — p-tubulin.
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Obrazek 5: Exprese mtHtt a endogenniho Htt v kortexu Tg a Wt parii miniprasat starych 4, 6, 16, 24, 36 a 48 mésicii
vizualizovana: A — primdarni protilatkou 3B5SH10 — Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD miniprasat do véku 24 mésicii,
B — primarni protilatkou EPR5526 — Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD miniprasat do 24 mésicui veku, C — primdrni
protilatkou EPR5526 — Endogenni Htt se vyskytuje u Tg i Wt miniprasat bez rozdilu veku.
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Exprese mtHtt v riiznych tkanich miniprasat starych 24 mésicu

Do této kategorie jsou zahrnuty 3 pary miniprasat starych 24 mésict: Tg L557 + Wt L556,
Tg K8 + Wt K54, Tg K10 + Wt G363.

U téchto miniprasat byly zkoumany tkdn¢ mozku (hippocampus, cerebellum), tkané srdce
(hearth), svalu (muscle), jater (liver), varlat (testes) (nebo plic (lung) v ptipad¢ samic)

a michy (spinal cord).

Pti oznaceni protilatkou 3BSH10 byla detekovéana exprese mtHtt vyrazné vétsi v tkanich
mozku (hippocampus a cerebellum), v tkadnich michy (spinal cord), varlat (testes)
(eventudlné a v mensim mnozstvi v tkanich plic (lung)). Také byly detekovany kratsi

fragmenty Htt hlavné v tkanich varlat a v mensi mife v tkanich mozku (Obr. 7a, 8a, 9a).

U znaceni protilatkou EPR5526 byly vysledky podobné jako u protilatky 3B5HI10.
Nejvétsi  exprese transgenniho mtHtt nastala v tkanich mozku (hippocampus
a cerebellum), v tkdnich michy (spinal cord) a v tkdnich varlat (testes) (eventualné
v menSim mnozstvi v tkdnich plic (lung)) (Obr. 7b, 8b, 9b). Protildtka EPR5526 navic

znadi 1 endogenni Htt, ktery se exprimuje ve vSech tkanich bez rozdilu (Obr. 7c, 8c, 9c).

Naopak v tkanich srdce (hearth), svalu (muscle) a jater (liver) byla detekovana exprese
mtHtt velmi malé az zanedbatelnd ve srovnani s tkinémi mozku (Obr. 7b, 8b, 9b). Tyto

vysledky odpovidaji diivéjsimu popisu HD miniprasat (Baxa et al. 2013).

U vSech tfi part byla provedena kontrola mnozstvi proteinu pomoci MemCode

(pt.: Obr.6).
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Obrazek 6: Kontrola mnozstvi proteinu pri testovani Tg K8 a Wt K54 miniprasat starych 24 mésicii metodou Western
Blotting, vizualizace: MemCode,
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Obrazek 7: Exprese mtHtt a endogenniho Htt v riznych tkanich Tg L557 a Wt L556 paru miniprasat starych 24 mésicu
vizualizovana: A - primarni protilatkou 3B5SHI10 — Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD miniprasete v tkanich mozku
(hippocampus, cerebellum), michy (spinal cord) a varlat (testes), B — primarni protilatkou EPR5526 — Pozorovan vyssi
vyskyt mtHtt u TgHD miniprasate v tkanich mozku (hippocampus, cerebellum), michy (spinal cord) a varlat (testes),
C — primarni protilatkou EPR5526 — Endogenni Htt se vyskytuje u Tg i Wt miniprasat ve vSech tkanich.
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Tg K8 + Wt K54
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Obrazek 8: Exprese mtHtt a endogenniho Htt v riiznych tkanich Tg K8 a Wt K54 paru miniprasat starych 24 mésicii
vizualizovana: A - primarni protilatkou 3B5SH10 — Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD miniprasete v tkanich mozku
(hippocampus, cerebellum), michy (spinal cord) a varlat (testes), B — primarni protilatkou EPR5526 — Pozorovan vyssi
vyskyt mtHtt u TgHD miniprasate v tkanich mozku (hippocampus, cerebellum), michy (spinal cord) a varlat (testes),
C — primarni protilatkou EPR5526 — Endogenni Htt se vyskytuje u Tg i Wt miniprasat ve vSech tkanich.
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A Tg K10 + Wt G363
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Obrazek 9: Exprese mtHtt a endogenniho Htt v riiznych tkanich Tg K10 a Wt G363 pdaru miniprasat starych 24 mésicii
vizualizovana: A - primarni protilatkou 3B5H10 — Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD miniprasete v tkanich mozku
(hippocampus, cerebellum), michy (spinal cord) a plic (lung), B — primarni protilatkou EPR5526 — Pozorovan vyssi
vyskyt mtHtt u TgHD miniprasate v tkanich mozku (hippocampus, cerebellum), michy (spinal cord) a plic (lung), C —
primarni protilatkou EPR5526 — Endogenni Htt se vyskytuje u Tg i Wt miniprasat ve vSech tkanich.
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Exprese mtHtt v riznych tkanich miniprasat starych 36 mésica —

srovnani Tg a Wt formy
Do této kategorie patii tii pary miniprasat: Tg L93 + Wt L151, Tg K100 + Wt K48, Tg
K104 + Wt K103.

U téchto miniprasat byly zkoumany tkané¢ mozku (cortex, putamen, cerebellum), tkané
srdce (hearth), svalu (muscle), jater (liver), varlat (testes) (nebo plic (lung) v ptipadé

samic) a michy (spinal cord).

Imunoznaceni protilatkou 3BSH10 ukazalo vyrazn¢ vys$si expresi transgenniho mtHtt
v tkanich mozku (kortex/putamen a cerebellum), v tkdnich varlat (testes) (pfipadné
v mensi mife v tkdnich plic (lung)) a v tkanich michy (spinal cord). Zatimco v tkanich
srdce (hearth), svalu (muscle) a jater (liver) byla expresse mtHtt niz§i. Mimo transgenniho
mtHtt znac¢i protilatka 3BSH10 i kratsi fragmenty Htt, které se opét vyskytuji ve vetsi
mife ve varlatech (testes) (Obr. 11a, 12a, 13a).

Imunoznaceni protilatkou EPR5526 piedstavilo vétsi mnozstvi produktu v tkdnich mozku
(kortex/putamen, cerebellum), varlat (testes) (pfipadné v mensim mnozstvi v plicich
(lung)) a v tkanich michy (spinal cord) (Obr. 11b, 12b, 13b). U miniprasat tohoto stafi
bylo ale pozorovéno i1 vy$si mnozstvi produktu v tkanich jater (liver) (Obr. 11b, 13b).
U transgennich HD miniprasat starych 36 mésict jiz bylo pozorovdno mensi mnozstvi
transgenniho mtHtt jen v tkanich srdce (hearth) a svalu (muscle) (Obr. 11b, 12b, 13b).
Endogenni Htt se opét vyskytoval ve vSech tkanich bez rozdilu tkdné ¢i ptitomnosti mtHtt

(Obr. 11c¢, 12¢, 13c¢).

U vSech tii parii byla provedena kontrola mnozstvi proteinu pomoci MemCode (pi. Obr.

10).
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Obrazek 10: Kontrola mnozstvi proteinu pri testovani Tg K104 a Wt 103 miniprasat starych 36 mésicii metodou
Western Blotting, vizualizace: MemCode,
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A Tg L93 + Wt L151
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Obrazek 11: Exprese mtHtt a endogenniho Htt v riiznych tkanich Tg L93 a Wt L151 paru miniprasat starych 36 mésicii
vizualizovana: A - primarni protilatkou 3B5SH10 — Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD miniprasete v tkanich mozku
(cortex, cerebellum), michy (spinal cord) a varlat (testes), B — primdrni protilatkou EPR5526 — Pozorovan vyssi vyskyt
mtHtt u TgHD miniprasate v tkanich mozku (cortex, cerebellum), michy (spinal cord) a varlat (testes), C — primarni
protilatkou EPR5526 — Endogenni Htt se vyskytuje u Tg i Wt miniprasat ve vSech tkanich.
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Tg K100 + Wt K48
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Obrazek 12: Exprese mtHtt a endogenniho Htt v riiznych tkanich Tg K100 a Wt K48 paru miniprasat starych 36 mésicii
vizualizovana: A - primarni protilatkou 3B5SH10 — Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD miniprasete v tkanich mozku
(putamen, cerebellum) a plic (lung), B — primarni protilatkou EPR5526 — Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD
miniprasate v tkanich mozku (putamen, cerebellum), michy (spinal cord) a plic (lung), C — primarni protildtkou
EPR5526 — Endogenni Htt se vyskytuje u Tg i Wt miniprasat ve vSech tkanich.
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Tg K104 + Wt K103
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Obrazek 13: Exprese mtHtt a endogenniho Hitt v riiznych tkanich Tg K104 a Wt K103 paru miniprasat starych 36
meésici vizualizovana: A - primarni protilatkou 3B5SH10 — Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD miniprasete v tkanich
mozku (cortex, cerebellum), jater (liver) a varlat (testes), B — primarni protilatkou EPR5526 — Pozorovan vyssi vyskyt
mtHtt u TgHD miniprasate v thanich mozku (cortex, cerebellum), jater (liver) a varlat (testes), C — primdrni protilatkou
EPR5526 — Endogenni Htt se vyskytuje u Tg i Wt miniprasat ve vsech tkanich.
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Exprese mtHtt v riiznych tkanich miniprasat starych 48 mésicu
Ve veéku 48 mésict byly testovany tii pary miniprasat: Tg K209 + Wt K208, Tg K162
+ Wt K207, Tg K102 + Wt K99.

U téchto miniprasat byly zkoumany tkan¢ mozku (cortex, hippocampus, cerebellum),
tkdn¢ srdce (hearth), svalu (muscle), jater (liver), varlat (testes) (nebo plic (lung)

v pripad¢ samic) a michy (spinal cord).

Imunoznaceni transgenniho mtHtt primarni protilaitkou 3B5H10 bylo nejvyraznéjsi
pro produkty tkani mozku (kortex/hippocampus, cerebellum) a michy (spinal cord).
Produkt byl znacen i v tkanich varlat (testes) (popiipadné plic (lung)), ale v mnohem
mensi mife. Nejmens$i exprese proteinu poté nastavala v tkanich srdce (hearth) a jater
(liver). V tkanich svalu (muscle), na rozdil od jinych vékovych skupin nachdzime vyssi
produkci transgenniho Htt. Byly zde znacené i1 krat$i fragmenty mtHtt, které byly
nachazeny v raznych tkanich (Obr. 15a, 16a, 17a).

Imunoznaceni transgenniho mtHtt primarni protilditkou EPR5526 ukéazalo nejvyraznéjsi
produkty v tkdnich mozku (kortex/hippocampus, cerebellum), michy (spinal cord)
a varlat (testes) (poptipadné plic (lung)) (Obr. 15b, 16b, 17b). Na rozdil od ostatnich
veékovych skupin, u 48 mési¢nich zvifat nachdzime i pomérné velkou expresi
transgenniho mtHtt v tkdnich svalu (muscle) (nejvyznamnéji Obr. 16b) ve srovnani
s ostatnimi vékovymi skupinami. Endogenni Htt je opét exprimovan ve vSech tkani bez

rozdilu veéku €1 pfitomnosti mutované alely (Obr. 15c, 16¢c, 17c¢).

U vSech tfi pari byla provedena kontrola mnozstvi proteinu pomoci MemCode

(pt.: Obr. 14).
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Obrazek 14: Kontrola mnozstvi proteinu pri testovani Tg K102 a Wt 99 miniprasat starych 48 mésicii metodou Western
Blotting, vizualizace: MemCode,
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Obrazek 15: Exprese mtHtt a endogenniho Htt v riiznych tkanich Tg K209 a Wt K208 pdaru miniprasat starych
48 mésicu vizualizovana: A - primdrni protilatkou 3BSHI10 — Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD miniprasete
v thkanich mozku (cortex, cerebellum), michy (spinal cord) a varlat (testes), B — primdrni protilatkou EPR5526 —
Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD miniprasate v tkanich mozku (cortex, cerebellum), michy (spinal cord) a varlat
(testes), C — primdrni protilatkou EPR5526 — Endogenni Htt se vyskytuje u Tg i Wt miniprasat ve vSech tkanich.
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Tg K162 + Wt K207
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Obrazek 16: Exprese mtHtt a endogenniho Htt v riiznych tkanich Tg K162 a Wt K207 paru miniprasat starych
48 mesicu vizualizovana: A - primarni protilatkou 3B5SHI10 — Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD miniprasete
v thkanich mozku (cortex, cerebellum), michy (spinal cord) a plic (lung), B — primdrni protilatkou EPR5526 — Pozorovan
vys$si vyskyt mtHtt u TgHD miniprasate v tkanich mozku (cortex, cerebellum), michy (spinal cord) a plic (lung),
C — primarni protilatkou EPR5526 — Endogenni Htt se vyskytuje u Tg i Wt miniprasat ve vSech tkanich.
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Tg K102 + Wt K99
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Obrazek 17: Exprese mtHtt a endogenniho Htt v riznych tkanich Tg K102 a Wt K99 paru miniprasat starych 48 mésicii
vizualizovana: A - primarni protilatkou 3B5SH10 — Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD miniprasete v thkanich mozku
(hippocampus, cerebellum) a varlat (testes), B— primarni protilatkou EPR5526 — Pozorovan vyssi vyskyt mtHtt u TgHD
miniprasate v tkanich mozku (hippocampus, cerebellum) a varlat (testes), C— primarni protilatkou EPR5526 —

Endogenni Htt se vyskytuje u Tg i Wt miniprasat ve vSech tkanich.
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Exprese mtHtt v kortexu miniprasat starych 48 mésicii a srovnani se

vzorky mozku mySi starych 4 a 12 tydnu

Do tohoto experimentu byly zafazeny mysi i miniprasata. Tkané byly odebrané z mozku
miniprasat (kortex) a z mozku mysi, vSechny odbéry byly vykoniny post mortem,
Miniprasata byla stard 48 mésicii (patfily sem dva pary miniprasat: Tg K102 + Wt K99,
Tg K209 + Wt K208) a mysi byly staré 4 a 12 tydnt. Vzorky byly zpracovany metodou
Western blot a vysledky byly imunoznaéeny protilatkou A/i Khoshnana, kterd oznacuje
proteinové agregaty. Vysledky prokazaly proteinové agregaty hlavné v mozku mysi

(Obr. 19).

proteinové agregaty
al

K102+K99 K209+K208 4 weeks 12 weeks

Pigs cortex Pigs cortex Mice - brain Mice-brain

Obrazek 18: Vizualizace proteinovych agregatii v mozku protilatkou Ali Khoshnana 48 mésicnich miniprasat
(K102+K99, K209+K208) a 4 a 12 tydenich mysi. Proteinové agregaty byly ukazany hlavné u vzorkii mysi.
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Sledovani oligomernich forem Htt nejstarSich 48 m miniprasat

— filter retardation assay

Zde byl sledovan vyskyt vyssich struktur mtHtt ve vzorcich tkdnich miniprasat a pro
srovnani bylo pfidano nékolik vzorkd mysich tkani. Tato metoda byla pouzita jiz
umysich tkani dfive a pomoci ni byly detekovany agregaty a oligomerni struktury

(Wanker et al. 1999).

Vzorky byly odebrany z mysi post mortem, konkrétné z mozku mysi starych 4 a 12 tydnd.
Byly zde vyuzity dva pary mysi, sourozencii, Tg + Wt. Zbylé vzorky byly odebrany
z mozku miniprasat, konkrétné z kortexu, post mortem, ve véku 48 mésict. Byly zde
vyuzity 3 pary miniprasat, sourozencii: Tg K209+Wt K208, Tg K162+ Wt K207, Tg
K102+Wt K99.

Metoda Filter retardation zobrazila agregaty pouze u jednoho transgenniho miniprasete
(konktrétné K209), u ostatnich miniprasecich vzorkli se zachytit agregaty nepovedlo,
taktéz u mysich vzorkt (Obr. 20). Mozné zapticinéni je mozné hledat v nulovém vyskytu
vysSich forem mtHtt v té€chto tkanich, nebo spiSe ve Spatném zachyceni téchto forem

a nepritkaznosti této metody.

K209 Tg| K208 Wt K162 Tg|K207 Wt

4

K102 Tg | K99 Wt

12 weeks Wt |12 weeks Tg

4 weeks Wt | 4 weeks Tg

Obrazek 19: Sledovani vyssich forem mtHtt v mozku mysi starych 4 a 12 tydnii (2 pary) a miniprasat
starych 48 mésicii (3 pary). Vizualizace protilatkou Ali Khoshnana. Proteinové agregaty byly zachyceny
pouze u miniprasete Tg K209.
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Neinvazivni vysledky

Tato c¢ast vysledkli je zaméfena na ziskavani dat o chovani zvitete, ¢i o jeho pohybu

a vlastnostech bez veSkerych invazivnich zasaht.

Zavedeni metod

Zvitata byla testovana v jednotlivych disciplinach, vzdy nékolik po sobé jdoucich dni
a discipliny byly eliminovany podle vysledkii zvifat. Cilem bylo nalezeni metody ci
metod (nebo cesty ktémto metodam), ktera by spolehlivé prokazala nékterou
zmotorickych ¢ kognitivnich poruch charakterizujicich pacienty s HD na
Libéchovskych transgennich HD miniprasatech. Je diilezité podrobné prozkoumat model
Libéchovského TgHD miniprasete, aby ho bylo mozné pouzit pro preklinické testy. Zde
jsem se zabyvala zjisténim véku nastupu choroby u starSich prasat, kolegové v Miinsteru
maji mladsi prasata a zatim jejich testovani nepiineslo zadné signifikantni vysledky, a to
muze byt dano pravé vékem prasat, proto bylo dilezité otestovat starsi jedince a zavést
pro né nové metody, jako je napf. metoda Balance Beam, kterd je pfevzatd z testovani

prasat se spinocerebelarni ataxii (Beraldi et al. 2015).

Metody byly Cerpany ze zavedenych metod od kolegli z Miinsteru, plus byly zavedeny
nové metody, jako je Balance Beam, Stability test a dalSi. Metody byly pfizplsobeny tak,
aby zvifata byla schopnd cviceni provést, a zarovenl aby nebylo cviceni moc dlouha,

protoZe prasata pomérné rychle ztraceji soustiedénost.

Do této studie byla zahrnuta miniprasata od FO do F2 generace. Zvifata byla vzdy
vybirdna v parech (Tg + Wt) a ve vétSin€ pfipadii byla miniprasata v paru i sourozenci,
pokud to bylo mozné. Tato zvifata byla vybrana zdmérné&, s ohledem na jejich vék od 6
do 8 let. Tato miniprasata jsou nejstarSimi jedinci libéchovskych HD miniprasat a proto

je u nich nejvetsi Sance na prokazani motorickych ¢i kognitivnich poruch.

Zvitata byla hodnocena v jednotlivych testech skalou bodli 1-5 (vyjimecné 1-3) body,
podle dosazeného stupné zdolani piekazky, ¢i za prekonani prekazky celé to bylo 5 bodi.
Byly nastaveny hranice pro bodovani jednotlivych disciplin podle meznikd, kterd prasata

zdolala, podle toho pak byly udé€lovany body.
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Vysledky

Soubor behavioralnich testti v jednotlivych generacich
Na tomto misté jsou znazornény vysledky méfeni souboru behaviordlnich testii

v jednotlivych generacich s rozdilem Tg a Wt jedincil.

Vsechny testy byly statisticky vyhodnoceny pomoci Dvouvybérového Wilcoxonova testu
pro zavislé vybéry. Tento test prokdzal statistickou vyznamnost u jednoho testu, Leg

testu, u ostatnich testii byla hypotéza zamitnuta.

Soubor behavioralnich testii FO generace
Zde bylo testovano 8 rtiznych metod a miniprasata byla pfi jejich pfekonavani bodovana

stupnici 1-5 (v nékterych ptipadech 1-3) body.
U této generace jsou jen 2 zvirata: Tg F807 (samice), Wt F808 (samec).

Vysledky jsou znazornény v grafu €. 3: Tg jedinec zde dosahl ve 3 disciplinach nizSiho
poctu bodii nez Wt jedinec. Konkrétné jsou to discipliny Seesaw test, Leg test a Stability
test. Tyto discipliny vSechny souvisi se stabilitou a schopnosti pohybu. Vysledkem
hodnoceni se ukazuje Wt jedinec schopné&jsi udrzet stabilitu a piekonat prekazky nez

jedinec Tg.

Behavioral tests - FO generation
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Graf 3: Vysledky behavioralnich testit FO generace — porovnani Tg a Wt miniprasete. U trech disciplin, konkrétné
Seesaw test, Leg test a Stability test vznikl rozdil mezi Tg a Wt jedincem, kdy Tg jedinec dosahl méné bodii.
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Soubor behavioralnich testii F1 generace
Osm metod shrnujicich schopnost pohybu, ptekonavani piekazek a strach bylo testovano
na F1 generaci zvitat. Do F1 generace patii 3 zvitata: Tg G117 (samec), Tg G118 (samec)

a Wt G122 (samice).

Vysledky zndzornény v grafu €. 4 naznacuji rozdilné vysledky Tg a Wt jedincti v 5
disciplinach, konkrétné: Toy 1 cover pan, Toy 2 skittles, Seesaw, Leg a Stability test. Jen
jedna z t&chto disciplin ukazuje lepsi vysledek Tg jedince: Seesaw test — tento vysledek
muze byt ovlivnén pohlavim jedince a s tim spojenym strachem. Ostatni 4 discipliny opét
ukazuji lepsi pohybové schopnosti Wt jedinct nez jedincit Tg. Do grafu byly zahrnuty
chybové usecky, které naznacuji signifikantnost testovani. Ale ptfi malém poctu zvifat
nejsou vysledky statisticky vyznamné. Ale zde §lo hlavné o vyzkouSeni a zavedeni metod

na téchto zvifatech.

Behavioral tests - F1 generation
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Graf 4: Vysledky behavioralnich testii F1 generace — Srovnavani Tg a Wt prasat. Rozdily v Tg a Wt skupinach byly
zndzorneny u 5 disciplin.
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Soubor behavioralnich testii F2 generace

F2 generace zahrnuje 10 jedinct (5 Tg + 5 Wt): Tg K65 (samice), Wt K66 (samice), Tg
K150 (samec), Wt K151 (samec), Wt K155 (samice), Tg K156 (samice), Tg K169
(samice), Wt K188 (samice), Tg K217 (samice), Wt K353 (samec).

Vysledky jsou znazornény v grafu €. 5. Je pozorovan rozdil (Tg/Wt) v 7 z 8 disciplin.
Pouze ve 2 disciplindch — konkrétn€ Toy 1 cover pan a Toy 2 skittles byla vySe hodnocena
skupina Tg jedinch. U téchto dvou kategorii jde spiSe o motoriku rypadku miniprasat.
V 5 disciplinach ziskala vyssi bodové ohodnoceni skupina Wt jedincii — Tunnel, Hurdle,
Fearlessness, Seesaw a Leg test. Tyto discipliny jsou zaméfeny na pohyb a bojacnost.
Zavérem by mohlo byt hodnoceni, charakterizujici Tg jedince jako jedince s horsi

schopnosti pohybu a vét§im strachem.
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Graf 5. Vysledky behaviordlnich testii F2 generace — Srovnani Tg a Wt prasat. Rozdily v Tg a Wt skupindach byly
znazorneny v 7 z 8 disciplin.
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Balance beam
Balance beam je metoda kombinujici schopnost mobility, motivace, piekonani strachu.
Balance beam je lavka ve vysSce ohrani¢end zdbranami, zacinajici zvedajici se lavkou se

stupinky a kon¢ici rovnou plosinou pro otoc¢eni zvifete.

Zvite bylo bodovano $kélou od 1 do 5 bodd, podle toho, kam az na plosin€ vylezlo, ¢i ji

pteslo celou.

Balance beam v F0 a F1 generaci

V tomto testu bylo testovano 5 zvitat, 3 Tg (F807, G117, G118) a2 Wt (F808, G122).

Vysledky metody Balance beam u FO a F1 generace 1ze pozorovat na grafu ¢. 6. Vysledky
ukazuji velké rozdily v Tg a Wt skupin€ miniprasat, které se postupné zmensuji. Pro Tg
zvitata byl tento test 1. den velmi obtizny ale po 7 dnech uZ ho dokazali ¢astecné
zvladnout. Wt skupina se s timto testem vyrovnala 1épe a vykazovala béhem 7 dni
viceméng¢ stejné vysledky. U Tg skupiny zvifat je zajimavy postup uceni jedinci a tim
vyrovnavani se Wt skupin€. Tyto vysledky naznacuji horSi schopnost mobility a
pfekonani strachu u Tg zvifat ve srovnani s Wt zvifaty. Chybové usecky ukazuji

signifikantnost tohoto testu, ale to mize byt dano hlavné malym vzorkem populace.

vvvvvv

Balance beam FO+F1 generations

i{ﬁ i {i __

1.den 2.den 3.den 4.den 5.den 6.den 7.den

Body

Tg MWt

Graf 6: Vysledek testu Balance beam u F0 a F1 generace — Srovnani skupin Tg a Wt miniprasat v priibéhu dni. Byly
pozorovany rozdily mezi Tg a Wt skupinou, které se v pribéhu dni snizovaly.
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Balance beam v F2 generaci
V tomto testu bylo pouzito 12 zvitat, 6 Tg (K150, K152, K156, K169, K217, K65)a 6 Wt
(K151, K153, K155, K188, K353, K66).

Vysledky znazornéné v Grafu 7 ukazuji mensi rozdily mezi skupinou Tg a Wt miniprasat
nez u FO+F1 generace, to miize byt dano stafim zvitat a zdroven rozvojem HD. I pfes to
je ale na Grafu 7 vidét rozdil v procesu uceni této nové metody. Skupina Wt miniprasat
se tento test naucila rychleji neZ skupina Tg, kde je na Grafu 7 vidét minimalni zlepSeni.
Chybové usecky ukazuji signifikantnost testu, test byl opét provadén na mensim vzorku

populace pro zavedeni a vyzkouseni této metody.

Balance beam F2 generation

1.den 2.den 3.den 4.den 5.den

Tg mWt

Graf'7: Vysledek testu Balance beam v F2 generaci — Srovnani Wt a Tg skupiny zvirat. Byly ukazany rozdily mezi Tg a
Wt skupinou.
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Diskuze

Neurodegenerativni onemocnéni (NO) je v posledni dob€ velmi zkoumané odvétvi védy,
které se zaCind dostdvat i do podvédomi laické vefejnosti. HD patfici mezi
neurodegenerativni onemocnéni je méné zndma choroba, za to ale natolik zdvazna jako
ostatni degenerativni poruchy, jako jsou napi. zndméjsi Alzheimerova choroba ci
Parkinsonova choroba a mnohé dalsi. A¢ se o HD zatim mnoho nemluvi je v ,,hledacku*
vyzkumu mnoha laboratofi po celém svéteé. A v cem je takova odliSnost od ostatnich
neurodegenerativnich onemocnéni? Je to dané hlavné autosomalné dominantni dédi¢nosti
tohoto onemocnéni spolu s pozdnim projevem nemoci. Projev HD ve vétSiné piipada
(krom¢ juvenilni formy) se rozviji az po reprodukénim veéku nemocného, to je
samoziejm¢ podobné i u ostatnich vyse zminénych NO. Ale v kombinaci pozdniho
projevu a dédi¢nosti vznikd velmi nezvyklad nemoc, kterou je HD. Na tuto nemoc zatim
neexistuje 1€k, a€ pticina je zndma jiz n¢kolik desitek let. Tyto faktory proto vysvétluji

zaméteni vyzkumu posledni doby na HD.

Nalezeni 1éku je tedy zdjmem veédecké komunity. Od nalezeni pfi¢iny HD (expanze
polyglutaminové repetice CAG (Huntington et al. 1993)) proto zacalo vznikat mnoho

zvitecich modelli ve snaze nalézt ten spravny pro testovani 1ék.

Jako prvni modely zacaly vznikat modely mysi, pro jejich dostupnost, nenaro¢ny chov
1 nizké naklady. Nejzndmé;jsi a nejrozsifenéjsi model je tzv. R6/2 model mysi. Tato linie
nese lidsky mutovany Htt na exonu 1 v oblasti 148-153 repetic. R6/2 mys vykazuje
poruchy chovani od véku 5 tydnil, pokrocilou neurodegeneraci v oblasti striata ve véku
12 tydnt a obvykle mysi této linie umiraji ve véku 12-15 tydnt (Hickey et al. 2005;
Mangiarini et al. 1996; Morton et al. 2005). Ale u malych modelovych zvitat, jako jsou
mysi, je problém s mirou podobnosti s ¢lovékem, ktera je velmi mala. Rada testovanych
1€ka prokazala vyborné vysledky u mysich modeld, ale zadné vysledky u ¢lovéka. Proto
bylo nutné vytvoftit velky model HD. Je vytvotfeno nékolik model velkych zvirat, jako
jsou nehuméanni primati (etické problémy a finan¢ni naro¢nost), ovce a dalsi, ale velmi
vyznamnym modelovym zvifetem se stalo prase. Jak jiz pro nendro¢nost chovu, mensi

etické problémy, snadné mnoZeni, a i pro delsi vékovy standart.
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Vyznamné modely HD prasat byly prozatim vytvoteny tfi. Prvni model HD prasete byl
vytvotfen v roce 2001 z Gottingenského miniaturniho prasete a byl vytvofen mikroinjikaci
prase¢i Htt cDNA do pronuclea oplozeného vajicka. Ale tento prvni model neprojevil
v zadném sméru projevy fenotypu HD (Uchida et al. 2001). Druhy model byl vytvoien
vroce 2010 z Tibetského miniaturniho prasete, a to nuklearnim pienosem lidského
mutované¢ho Htt o délce 105 CAG repetic. Ale tento model se ukazal jako nestabilni,
jelikoz vétSina prasat zemiela postnatalné, to muze byt pticitano toxicit¢ mtHtt. Ackoliv
u tohoto modelu se ukdzalo nckolik dilezitych symptomt HD — vysoka exprese
transferovaného useku, hyperkineze a dalsi (Yang et al. 2010). Poté v roce 2013 byl
model. Tento model vznikl zkiiZzenim Gottingenského a Minesotského prasete (Vodicka
et al. 2005) a byl vytvofen mikroinjekci lentivirového vektoru do praseciho embrya —
konkrétn¢ bylo vlozeno 124 CAG repetic mutantniho lidského Htt. Takto vznikly model
je stabilni a ¢ast potomkt je vzdy transgenni (Baxa et al. 2013). Po vytvofeni vhodného
modelu bylo tfeba zacit sjeho konkrétnim popisem, aby bylo mozno ho pouzit
na preklinické testovani lidskych 1€ki. Prase je totiz velmi podobné ¢loveéku, 1 ve stavbé
a velikosti mozku i celkové stavby téla a hmotnosti (Schramke et al. 2015; Vodicka et al.

2005).

V této diplomové praci jsem se zaméfila na dva hly zkoumani modelu. Prvnim smérem
byla biochemicka podstata modelu zkoumana post mortem a druhym smérem bylo

ustanoveni fenotypu Libéchovskych prasat.

Biochemické zmény byly studovany metodou Western blot, Filter retardation assay,
genotypizaci a sledovani genové exprese mtHTT. Tyto metody byly pouzity na post

mortem vzorcich ziskanych z Tg a Wt zvifat ve véku 4, 6, 16, 24, 36 a 48 mésict.

Vysledky genotypizace byly jednoznacné, jako jedind metoda se provadi u zivych zvifat

mladého véku pro uréeni Tg a Wt jedinct. Ze skupiny bylo vzdy zhruba 1/3 jedinct Tg.

Metodou Western blot byla zkoumana prasata ve véku 4, 6, 16, 24, 36 a 48 mésict. Byly
zkoumany vzorky z tkdni mozku — kortex, putamen, cerebellum a hippocampus, varlat —
testes, jater — liver, z oblasti michy — spinal cord, srdce — hearth, svalu — muscle a plic —

lung.
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Za jeden z nejvétsich ukazatelt HD byly povazovéany agregaty v mozku. Nedavno vSak
bylo zjisténo, ze a¢ v mySim mozku se procento agregatli pohybuje okolo 40-50%,
v mozku lidskych pacientt je to jen kolem 0,3% (Jansen et al. 2016). U Libéchovskych
prasat jsou nalézany fragmenty Htt v nékterych tkanich Castéji a v jinych méné, tyto
fragmenty se pravdépodobné podili na vyvoji nemoci z divodu jejich toxicity (Mende-
mueller et al. 2001). U 24 mési¢nich zvifat je nejmarkantnéj$i podil fragmentt Htt
ve varlatech, a to mtlize souviset s prvnim piiznakem nemoci u samcu prasat, ktery se
projevuje ve 13 meésicich. Timto prvnim symptomem je neplodnost a postupujici
degenerace varlat (Macakova et al. 2016). Dalsi oblasti s vysokym vyskytem fragmentt
Htt je mozek — konkrétné kortex, putamen a hippocampus. Fragmenty v oblasti mozku
mohou souviset s vyvojem choroby a s postupnou neurodegeneraci. Na rozdil od téchto
vysledkl jsou tkané srdce a svalu, kde nejsou nalézany skoro Zadné fragmenty Htt. U 36
mésicnich zvifat se objevuji fragmenty jiz 1 v tkanich jater. A u 48 mésicnich zvifat

pribyvaji i tkané plic.

Ve svétle téchto vysledki by se dalo naznacit, ze fragmenty Htt se nejprve objevuji

v tkénich varlat a mozku a postupné s vékem se dostavaji do dalSich tkani.

V souladu s témito vysledky se jevi 1 vysledek exprese mtHTT v cortexu 24, 36 a 48
meésicnich zvifat. Na Grafu 1 lze pozorovat zvySenou expresi mtHTT rostouci s vékem
prasete. To by se mohlo pfisuzovat k postupné neurodegeneraci mozku znamé také
u lidskych pacienti s HD. Dalo by se tedy pfedpokladat, Ze u varlat tomu bude podobné,
ale vysledky exprese mtHTT ve varlatech 24, 36 a 48 mé&si¢nich zvifat ukazuji pravy
degeneraci varlat. Degenerace varlat je prvnim znakem u 13 mési¢nich samci miniprasat
(Macakova et al. 2016) a proto tyto vysledky naznacuji, ze degenerace varlat snizuje
mnozstvi exprimovaného mtHTT. Naopak u mozku dochézi k degeneraci pozdéji, proto

tam dochdzi k rlstu exprese.

Behavioralni zmény u HD miniprasat byly zkoumany pomoci zavedeni novych metod.
Tyto zmény byly zkoumany u prasat generace FO, F1 a F2. Metody bylo tfeba nejprve
zavést, protoze na prasatech toho stafi zatim zadné znamé zavedené nejsou. Ale mladsi
miniprasata — samice generace F3 jsou v Némecku testovdna na behavioralni a kognitivni
zmeény, ale toto testovani zatim nepfineslo zadné vysledky, coz mlze byt zplisobeno

nedostate¢nym stafim zvitat (Schramke et al. 2015, 2017; Schubert et al. 2015).
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Star$i miniprasata tedy byla testovana v n¢kolika kategoriich, ve snaze nalézt spravnou
metodu pro rozeznani behavioralnich a kognitivnich zmén znamych u lidskych pacienti.
Bylo tedy zavedeno n¢kolik metod, které rozdilné zvladala zvitata Tg a Wt v zavislosti
na véku. Taky byl rozdil v u€eni postupu pro jednotlivé zkousky. Hlavnim cilem tedy
bylo nalézt metody pro popsani behaviordlnich a kognitivnich zmén u HD miniprasat.
Tento cil je dulezity hlavné pro lep$i charakterizovani modelu a pro mozné pouziti tohoto
modelu pro preklinické testovani. Bylo celkem testovano 15 zvitfat. 2 zvirfata z FO
generace, 3 zF1 a 10 z F2. Ke kazdému Tg zvifeti byl do paru Wt. Soubor testd byl
vztazen vzdy na generaci. Bohuzel z FO a F1 generace nebylo mozné mit vice zvifat, proto
tyto vysledky nejsou tak pritkazné jako vysledky s F2 generaci. Kazdopadné pii shrnuti
vSech testl by se dalo definovat, Ze Tg zvitata maji vétsi problém s testy, které obsahuji
prekazky a je nutné vyuzit obratnost zvifete (Leg test, Stability test a Seesaw test).
Samostatnym testem pak byla Balance Beam, ktera byla vyrobena podle ptedlohy a na ni
se projevily rozdily mezi Tg a Wt zviraty. Tyto rozdily zavisely na strachu a obratnosti
zvitete prejit pfekazku a je dilezité zde poznamenat, ze se rozdily postupné zmenSovaly,
takZe by tu mohl byt i ukdzan rozdil v ucenlivosti zvifat. I na této malé skupince zvifat
byly tedy nalezeny n¢které metody, které by mohly v budoucnu pomoci v charakterizaci
fenotypu zvitete pro preklinické testovani, protoze u ¢lovéka jsou pohybové problémy

jednim z nejvyrazngjSich znakl choroby.

U této skupiny mozna absence téchto poruch jen nemusela byt zatim ukazana a ukaze se
az s dalSim testovanim, kterému byly témito metodami poloZeny ziklady anebo jsou
Libéchovska miniprasata jest€ mlada na behavioralni zmény, 1 kdyz biochemické zmény

se jiZz projevuji.
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Zavér

Huntingtonova choroba je neurodegenerativni onemocnéni na které se v posledni dobé
zamé&fuje ¢im dal vétsi pozornost. Je to hlavné z divodu kombinace vysoko procentni
dédi¢nosti a pozdnim projevem choroby. Pfi¢ina HD je znama jiz spoustu let, o to
zarazejici je, Ze stale neni nalezen I1ék. Jesté zajimavéjsi fakt je poté to, Ze stale neni piesné
znama hlavni funkce Htt v téle, pravdépodobné proto, ze je to velmi komplexni protein,

ktery se Giastni mnoha drah a je pro fadu systému fungovani téla nepostradatelny.

Proto je dulezité nalézt vhodny model pro tuto chorobu, aby se mohlo 1épe prozkoumat
fungovani Htt a mozné 1éky. Jako jeden z vhodnych modelt se zatim jevi miniprase, které
ma podobnou hmotnost jako clovek, velikost a uspotadani mozku i celkovou stavbu téla.
Libéchovské miniprase je zatim slibné¢ vypadajici model HD, proto je velmi dilezity
popis tohoto modelu. Po biochemickeé strance se vysledky podobaji vysledkiim u lidskych
pacientl, tyto vysledky jsou taktéZ v této praci zminény, jako mnozstvi fragment Htt
objevujici se nejvice ve varlatech a v mozku a stoupajici s vékem. Ted jiz jen chybi
behaviordlni a kognitivni zmény u miniprasete, které jsou znamé u lidskych pacienti.
Z tohoto dlivodu jsem se v této praci vénovala i této problematice a snazila jsem se zavést
vhodnou metodiku pro testovani téchto zmén. Vysledky nebyly staticky prikazné, ale
divodi muze byt nékolik. Jednak nedostate¢na velikost skupiny, z FO generace v tuto
chvili jiZ zddnd zvitata nejsou a z F1 pouze 3, ale mohl hrat roli 1 nizky vék miniprasete.
U clovéka s pozdnim nédstupem nemoci také dochazi az pozdéji k projevu behavioralnich
a kognitivnich zmén, proto u Libéchovskych prasat k témto zménam jest€¢ mize dojit.
V kazdém ptipad¢ zaklady metody zavedené v této praci mohou slouzit jako zaklad pro
budouci behavioralni a kognitivni testovani HD miniprasat i jinych miniprasec¢ich modelt

neurodegenerativnich onemocnéni.
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