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ABSTRAKT

Huntingtonova choroba (HD - Huntington's disease) je dédicné neurodegenerativni
onemocnéni zplsobené mutaci v genu huntingtin, ktery koéduje stejnojmenny protein.
Mutovany huntingtin se podili na mnoha patologickych interakcich a ovliviluje fadu
bunéénych mechanismli véetné imunitniho systému, ktery by mohl slouzit jako modifikator
neuropatologie onemocnéni. Buitky monocyto-makrofdgové linie exprimuji cytokiny, jejichz
produkce se méni v zavislosti na aktivaci buiiky. Pfitomnost mutovaného proteinu huntingtin
v téchto bunkach zpusobuje jejich hyper-responsivitu na imunitni podnéty, coz vede ke
zméndm v produkci cytokind. Tyto rozdily jsou patrné jiz nékolik let pfed nastupem
symptomtl. Zmény hladin urcitych cytokinii by tedy mohly slouzit jako vhodné biomarkery

pro sledovani nastupu a progrese onemocnéni.

Soucasti patogeneze HD je zanét v centralni nervové soustavé. Zanétlivé zmény v perifernich
tkanich by mohly reflektovat zanétlivé procesy v centradlni nervové soustavé. Vhodnym
modelovym organismem pro studium vlivu mHtt (mutovaného huntingtinu) na imunitni
systém by mohlo byt TgHD miniprase. Tento model umoziuje sledovat pomalou progresi
onemocnéni. U téchto miniprasat byly nalezeny zmény v produkci cytokinil v cerebrospinalni
tekutin€ a sekretomu mikroglii. Vzhledem k obtizné izolaci téchto télnich vzorkil se nabizi
otazka, zda se budou zanétlivé procesy nalezené v centralni nervové soustavé téchto

miniprasat odraZet v periferii, s ohledem na méné invazivni izolaci perifernich tkani a tekutin.

V perifernich tkanich jsme pomoci vysoce citlivé kvantitativni proteomické analyzy Luminex
xMAP detekovali n€¢kolik zmén v produkci cytokinti (zejména IL-1B, TNFa, IL-4, IFNa).
Tyto cytokiny by se mohly stat slibnymi biomarkery HD. V soucasné dobé neexistuje na
onemocnéni 1€k, dostupnd lécba je zaméfena pouze na symptomy choroby. Podrobna
charakterizace transgennich HD miniprasat je nutnd k nalezeni vhodného terapeutického

pfistupu a pfipadné moznosti lé¢by Huntingtonovy choroby.
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ABSTRACT

The Huntington disease (HD) is a hereditary neuro-degenerative disorder caused
by a mutation of the huntigtin gene that codes a protein of the same name. The mutated form
of the huntigtin gene plays its part in many pathological interactions and influences a number
of cellular mechanisms, including the immune system that could serve as a modifier
of the neuropathology of the disease. The cells of the monocyte-macrophage system express
cytokines whose production changes in relation to the activation of the cell. The presence
of the mutated huntingtin protein in these cells renders them hyper-responsive to immunity
incentives leading to changes in the production of cytokines. These differences are discernible
a few years prior to the appearance of the symptoms. Therefore, the changes in the levels
of certain cytokines could serve as appropriate biomarkers for monitoring of the onset

of the disease and its progression.

The HD pathogenesis includes an inflammation of the central neutral system. Inflammatory
changes in peripheral tissues could reflect inflammatory processes in the central neural
system. A miniature TgHD pig could represent an appropriate model organism for studying
of the impact of the mHtt on the immune system. This model enables to observe a slow
progression of the disease. Changes in the production of cytokines in the cerebrospinal fluid
and of microglia secretome have been detected in miniature pigs. Given the difficulty
of isolation of these body samples, a question should be asked whether inflammatory
processes found in the central neural system of these miniature pigs will correspond to those

in the periphery with regard to the less invasive isolation of peripheral tissues and fluids.

Using the high-sensitive quantitative proteomic analysis Luminex XMAP, we have detected
several changes in the production of cytokines (especially IL-1B, TNFa, IL-4, IFNa)
in peripheral tissues. These cytokines could be used as promising HD biomarkers. At
the moment, there is no cure for the disease. Available treatment focuses solely on the
symptoms of the disease. A detailed characterization of transgenic HD miniature pigs is
necessary in order to find an appropriate therapeutic approach and prospective treatment

of the Huntington disease.
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CILE PRACE

e Zavedeni metodiky izolace a kultivace monocytii HD miniprasat a jejich nasledna

diferenciace do makrofagli (mén¢ invazivni ptistup)

e Zavedeni metodiky izolace a kultivace makrofagi jako piibuzné subpopulace

mikroglii mozku HD miniprasat (invazivni ptistup)
e Charakterizace izolovanych bun¢k pomoci priutokové cytometrie

e Stanoveni hladiny zanétlivych cytokinii v sekretomu makrofagi a monocytd HD

miniprasat pomoci Luminexu
e Stanoveni hladiny zanétlivych cytokini v séru ziskaném z HD miniprasat

e Charakterizace exprese mutovaného a endogenniho huntingtinu pomoci metody

Western-blot



UvVOD

Huntingtonova choroba (HD - Huntington's disease) je dédi¢né neurodegenerativni
onemocnéni zpusobené mutaci v jediném genu. Pti¢inou HD je defekt v genu IT15
nachazejicim se na 4. chromozomu. Tento defekt je zapfi¢inén expandovanou repetici tripletu
CAG kodujicich aminokyselinu glutamin (Q) (The Huntington’s Disease Collaborative
Research Group, 1993). V disledku této mutace, expandované repetice genu IT15, vznika
patologicka konformace proteinu huntingtinu (mHtt - mutovany huntingtin). Vznika fibrilarni
forma proteinu ve struktufe B-sklddaného listu, ktera se za fyziologickych podminek
nevyskytuje (Poirier et al., 2005). Diky této abnormalni konformaci ziskdva protein nové

wrwe

huntingtinem.

Pro HD je charakteristickd ztrdta neuronii v oblasti striata a mozkové kiry, jenz ma za
nasledek progradujici motorické dysfunkce, psychické problémy a snizeni kognitivnich funkci
(Ross and Tabrizi, 2011). Patologie onemocnéni neni izolovana pouze na centralni nervovou
soustavu (CNS). Abnormality jsou pfitomné také v perifernich tkanich. Mutovany protein Htt
ovliviiuje spoustu pochodii v buiikach. Jednim z typickych znaki HD je pfitomnost agregata,
které poskozuji neurony (Prospero and Fischbeck, 2005). Mutovany Htt se podili naptiklad na
dysfunkci mitochondrii (Browne, 2008), ovliviiuje transport BDNF (brain derieved
neurotrofic factor) (Gauthier et al., 2004), zplsobuje excitotoxicitu, ovliviiuje transkripéni
mechanismy, apoptézu a dalsi (Leegwater-Kim and Cha, 2004). Ovliviiuje rovnéz imunitni
systém, pfic¢emz zpusobuje zanét v CNS, aktivaci mikroglii (Tai et al., 2007) a také se podili
na aktivaci periferniho imunitniho systému (Bjorkqvist et al., 2008). JelikoZ je mutovany
huntintgtin exprimovan ve vSech buiikdch organismu, nabizi se otdzka, zda budou zanétlivé
zmény v perifernich oblastech (monocyty, makrofagy a krevni sérum) reflektovat zanétlivé
procesy nalezené v CNS (mikroglie a CSF - mozkomiSni mok). Cytokiny produkované
buitkami imunitniho systému (IS) se zdaji byt moZnymi biomarkery pro sledovani uc¢innosti
terapeutickych strategii. Spravné vybrané cytokiny by mohly slouzit k méfeni efektivity
preklinického vyzkumu. Vhodny biomarker by mél byt snadno meéfitelny, objektivni
a dostupny ve snadno ptistupné télni tekutin€. DalSim diilezitym krokem k nalezeni ucinné
1écby HD je vhodny modelovy organismus. Tim by mohlo byt transgenni HD miniprase,
nesouci lidsky gen pro HD, kter¢ je fyziologicky velmi blizké ¢lovéku. V soucasné dobé se

usiluje o charakterizaci tohoto modelového organismu.
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Historie Huntingtonovy choroby

Pro Huntingtonovu chorobu se rovnéz pouziva ndzev Huntingtonova chorea. Termin chorea
poprvé vyslovil Paracelsus na pielomu 15. - 16. stoleti. Tento ndzev se dodnes pouziva pro
oznaceni mimovolnich kroutivych pohybi, které jsou mimo jiné charakteristickym rysem HD.
HD je také znama pod oznacenim tanec ,sv. Vita“, nebot' chlize osob trpicich timto

onemocnénim pripomina spise tanec.

Prvni uznavany popis Huntingtonovy choroby, nazvany On Chorea, pochazi z roku 1872.
Jeho autorem je americky lékat George Huntingtin. Jedna se relativné vystizné pojednani,
Huntingtonovy choroby (Huntington, 2003). Dalsi dilezitou osobnosti v rdmci vyzkumu HD
byl doktor Amerigo Negrette, ktery objevil v 50. letech 20. stoleti pocetnou skupinu lidi
trpicich timto onemocnénim pobliZ jezera Maracaibo ve Venezuele. Diky této skupiné
postizenych osob byl pozdé&ji objeven mutovany gen huntingtin, ktery zpusobuje

Huntingtonovu chorobu (The Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993).
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Gen huntingtin

Gen huntingtin, znamy také jako IT15, se nachazi na kratkém raménku Ctvrtého lidského
chromozomu (4p16.3). Je tvofen 67 exony. Jednd se o velky gen obsahujici 180 kb

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3064#summary), ktery koduje stejnojmenny protein.

Prvni exon tohoto genu obsahuje nestabilni trinukleotidovou repetici CAG (cytosin-adenin-
guanin). CAG repetice je podle genetického kodu koddénem pro glutamin (Q). Pokud je
v genu huntingtin 40 a vice CAG repetic, vZzdy dojde k rozvoji Huntingtonovy choroby (The
Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993). HD tedy patii mezi tzv. polyQ
onemocnéni. Gen huntingtin je mezi obratlovci velmi konzervovany (Zuccato et al., 2010).

Homolog tohoto genu byl nalezen napiiklad v amébach a cervech (Palidwor et al., 2009).

Pocet CAG repetic v populaci se pohybuje mezi 9 - 35. Pokud jedinci maji pocet glutamint
v genu HTT v tomto rozmezi, nikdy u nich HD nepropukne. OvSem v pfipadé genu huntingtin
je znamy jev tzv. genetické anticipace. Ta predpoklada, ze k mutacim jsou nachylnéjsi useky
s vy$§im poctem repetitivnich sekvenci. V pfipadé Huntingtonovy choroby dochazi
ke zvySeni poctu CAG repetic béhem pfenosu z generace na generaci (Ranen et al., 1995),
zejména pii paterndlnim ptenosu, kdy je mutace zdédéna od otce. Tudiz i1 zdravi jedinci
mohou mit potomky, ktefi budou postizeni HD. V tomto piipad¢ je za vznik onemocnéni
zodpovédna pravé genetickd anticipace. Pokud maji rodice pocet CAG repetic v rozmezi
27 - 35 opakovani (Semaka et al., 2010), jsou nositely tzv. premutace, nedojde u nich
k propuknuti HD. Ta se miZe rozvinout u jejich potomk, pokud zd&di expandovanou repetici
CAG, zvlast¢ od otce. Tato expanze je u muzil patrnd jiz v testikularnich zarode¢nych
buiikach pfed koncem jejich prvniho meiotického déleni a byla také detekovana zacatkem
meiotického déleni (Yoon et al., 2003). OvSem ve vSech somatickych buiikach se v tomto
ptipad¢é nachazi HTT ve stddiu premutace. Nelplna penetrance, kterd je typickd pro rozsah

36 - 39 CAG opakovani, vysvétluje stav, kdy se HD miZze nebo nemusi projevit.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3064#summary

Pocet CAG repetic
<27 CAG norma
27 - 35 CAG geneticka anticipace
36 - 39 CAG neuplnd penetrance
> 40 CAG klasicka forma
> 60 CAG pocatek pred 20. rokem Zivota
> 90 CAG pocatek pred 10. rokem Zivota

Tabulka ¢. 1 - Vztah poc¢tu CAG repetic na projeveni HD
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Projevy a formy HD

Huntingtonova choroba je charakteristickd poruchami, které¢ postihuji psychickou i fyzickou
stranku jedince. Dochézi k progresivnimu snizovani motorickych i poznavacich funkci, které
vyustuje v totalni rozpad osobnosti, demenci, absolutni zavislosti na okoli. Pacienti umiraji
pfiblizné 15 let od projeveni prvnich symptomd onemocnéni. Doposud neexistuje ucinna
1écba zaméfujici se na pfi¢inu onemocnéni, dostupna medikace feSi pouze symptomy nemoci.
V soucasné dob¢ je dostupné genetické testovani na HD. Testovani spociva bud’ v potvrzeni
diagndzy, ptipadné lze testovat osoby v riziku onemocnéni, nicméné se jedna o velmi narocny
proces at uz zpsychického ¢i etického hlediska. Dal§i moznosti je prenatalni ¢i

preimplantaéni testovani (Myers, 2004).

Pro HD jsou typické psychické poruchy, které ve vétSiné ptipadd predchazi hybnym
poruchdm. Psychické problémy jsou velmi casto prvotnimi symptomy. Pacienti s HD
vykazuji poruchy osobnosti, védomi o jejich kompetentnosti (Hoth et al., 2007), poruchy
prostorového vnimani, uzkost, deprese. Vyjimkou nejsou ani halucinace, agresivita
a obsedantn¢ kompulsivni porucha. Osoby trpici HD ¢asto podléhaji zavislosti na alkoholu,
nezajimaji se o své bezprostfedni okoli. Dochazi ke spankovym porucham, v pozdéjsich
stadiich nemoci se vyskytuji problémy s inkontinenci. Vyjimkou nejsou ani sexualni poruchy

(Rosenblatt, 2007).

NejvyraznéjSim postizenim a hlavnim ptiznakem HD, jeZ je témét nepfehlédnutelné, je vyse
zminéna chorea. Jedna se o charakteristické trhavé pohyby, které nelze ovladat vlastni vili.
V pocatecnich stadiich onemocnéni je chorea patrnd na hornich koncetinach a obli¢ejové
¢asti. Pfitomnost mutovaného proteinu rovnéz zpusobuje poruchy cilené motoriky. Chiize se
s pokracujicim onemocnénim HD stadva obtiznou, pacienti chodi tzv. do Siroka. Ani Casté
pady nejsou vyjimkou. S postupujici progresi onemocnéni dochazi ke zhorSovani pohyblivosti
jedince, ndslednému ustupu mimovolnich pohybti a celkové strnulosti. Dalsi projevem nemoci
je porucha fteci, kterd se postupem cCasu stava trhavou az nesrozumitelnou. Dochézi také
k porucham polykani, u pacientdi neni vyjimecné ani vdechnuti potravy nebo tekutin.

Nemocni ¢asto trpi vyraznym snizenim hmotnosti.
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Huntingtonovu chorobu Ize rozdé¢lit do tfech forem - klasickd forma, juvenilni forma a forma

s pozdnim néstupem

L4

Nejrozsitengjsi je klasicka forma, jejiz nastup ptichdzi obvykle kolem 40. - 50. roku zivota.
Tato forma se vyskytuje v 90 % piipadi. Prvotni symptomy jsou Casto nespecifické, ale ve
vetsing pripadd dochazi z pocatku spiSe k psychickym poruchdm. Nasledné dochazi
k rozvinuti motorickych problému. Nicméné pribéh HD je u kazdého c¢lovéka individudlni
a mohou ptevladat jak poruchy fyzické tak i psychické. Pacienti s touto formou onemocnéni

se vetsSinou do 15 let stavaji zcela zavisly na péci okoli a béhem par let umiraji.

Juvenilni forma HD manifestuje pied 20. rokem zivota. U této formy neni tolik patny vyskyt
chorey, ale spiSe celkova strnulost. Priibéh nemoci je agresivnéjsi nez u klasické formy.
Zpocatku se choroba projevuje poruchami psychiky, nasledné dochézi k rychlému rozvoji
demence. Expandovana alela obsahuje vysoky pocet CAG repetic, a ve vétSiné ptipadd je

zdédéna od otce. Pricemz k expanzi dochazi béhem spermatogeneze (Kremer et al., 1995).

Forma s pozdnim nastupem je charakteristickd projevem symptomii po 60. roku Zzivota.
Objevuji se mimovolni pohyby, které vétSinou nejsou tak progradujici a pacienty vyrazné

neomezuji. Osoby trpici touto formou dosahuji primérného véku doziti v populaci.
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Neuropatogeneze

Pro Huntingtonovu chorobu je charakteristické poSkozeni a nasledna atrofie specifickych
projek¢nich neuronti predevsim v oblasti striga a kortexu (Reiner et al., 1988; Vonsattel et al.,
1985). Nicméné HD zpusobuje posSkozeni v dalSich oblastech mozku (Kassubek et al., 2004;
Politis et al., 2008). Oblast striata je soucasti tzv. bazéalnich ganglii. Bazalni ganglia jsou
struktury nachazejici se v koncovém mozku, které se skladaji z nucleus caudatus, putamen
a globus pallidus. Déle k nim patii napt. parova cast sttedniho mozku substantia nigra, ktera
zajistuje nekolik funkci prevazné v fizeni pohybu. Substatia nigra se sklada ze dvou &asti

s rozdilnou funkci, pars compacta a pars retikularis.

V pocatecnich a stfedn¢ pokrocilych stadiich HD jsou vice poskozeny striatdlni GABAergni
projekéni neurony, které produkuji enkefaliny, coz jsou opioidy nachdzejici se v nervové
soustaveé. Tyto neurony maji na svém povrchu dopaminové receptory typu D2. V pozdnich
stadiich odumiraji neurony s DI dopaminovymi receptory vytvaiejici kromé GABA také
substanci P, jez funguje jako neurotransmiter, ktery se vyskytuje zejména v oblasti substantia
nigra. Projekéni neurony propojujici striatum se substantia nigra pars compacta zistavaji
1 v nejpokrocilejSich ~ staddiich onemocnéni nejméné posSkozené (Reiner et al.,

1988).(dopamin?)

BDNF (brain-derived neurotrofic factor) je nepostradatelny pro pfezivani a aktivitu
striatdlnich neuronti, které pifi HD odumiraji nejdiive. Behem HD dochéazi ke snizovani
hladiny tohoto neurotrofického faktoru v mozkové kuie v disledku mutace genu huntingtin
(Zuccato et al., 2005). BDNF je exprimovan v centralni nervové soustavé savci, pricemz
k nejvétsi produkci dochédzi v korovych oblastech, odkud je anterogradné transportovan do
oblasti striata (Baquet et al., 2004). Snizeni exprese BDNF je jednim z moZnych mechanismu

vysvétlujicich ztratu striatalnich neuronta (Cattaneo et al., 2001).
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Struktura a apravy Htt

Huntingtin obsahuje polyglutaminovy usek, ktery se nachazi na N-konci proteinu. U savci se
za timto usekem nachdzi polyprolinova oblast, jejiz neptfitomnost zabranuje tvorbé inkluzi
(Steffan et al., 2004). Jelikoz je huntingtin vSudypfitomné exprimovan, intranuklearni inkluze
byly nalezeny v mozku (Davies et al., 1997) i v periferii (Sathasivam et al., 1999). V ptipadé
HD a dalSich polyQ onemocnéni jsou inkluze tvoieny polyglutaminy (Kanovsky, 2003).
Dtivodem vzniku inkluzi je expandovana oblast glutamini, kterou bunka nedokéaze zpracovat
a spravne¢ sbalit. Inkluze jsou tedy tvofeny Spatné sbalenymi proteiny, které jsou v ptipad¢ HD
tvofeny N-termindlnimi fragmenty mHtt. Pomoci imunocytochemie byla prokdzanad také

pfitomnost ubikvitinu v téchto ttvarech (Becher et al., 1998; Sieradzan et al., 1999).

U mysich modeltt R6/2 a R6/1, které vykazuji symptomy typické pro HD, byly nalezeny
neurdlni intranukledrni inkluze, kdezto u HD modeld bez viditelnych projevli tohoto
onemocnéni nebyly tyto struktury pozorovany (Davies et al., 1997). U mysiho modelu HD
(R6/2) byly inkluze detekovany taktéz v tkanich, které nejsou neuralniho pivodu. Vznik
téchto bilkovinnych agregatl byl nalezen ve svalovych vladknech kosterniho a srde¢niho svalu,
v ¢asti nadledvinek a ledvin, v Langerhansovych ostritveich slinivky bfiSni a v jaternich

hepatocytech (Sathasivam et al., 1999).

Nov¢jsi studie vSak vychazeji z toho, Ze inkluze mutovaného Htt maji spiSe protektivni
ucinky na buiky. Formovanim inkluzi se snizuje mnozstvi fragmenti mutovaného
huntingtinu v oblastech mimo jadro, coZ mé za nasledek delsi schopnost prezivani neuralnich
bun¢k (Mitra et al., 2004).Védci pracujici v poslednich letech na bunécnych modelech HD
pfinasi nové poznatky o agregaci huntingtin proteinu. Sahl a kolektiv pfiSel se zjisténim, Ze
samotna tvorba inkluzi zfejmé poskozuje degradacni systém bunck natolik, Ze v pozdéjSich
stadiich onemocnéni dochdzi ke vzniku novych potenciondlné toxickych utvarg,
cytosolickych fibril. Tato vlakna vznikaji vzdy aZ po zformovani inkluzniho téliska (Sahl et

al., 2015) a jsou n€¢kolikandsobné mensi nez nuklearni inkluze (Sahl et al., 2012).

Formovéni inkluznich télisek v neuronech snizuje hladinu toxickych fragmentii mHtt, které
jsou pravdépodobné zodpovédné za smrt neuronl. Tvorba téchto agregati ma ziejmé& pro
neurony protektivni u€inky (Mitra et al., 2004), coz potvrzuje také nov¢jsi kvantitativni studie

(Miller et al., 2010).

18



Na degradaci chybné sbalenych proteinti se podili ubikvitin - protedzomovy systém (UPS)
a autofagické procesy v bunkdch. K odstranéni mHtt jsou vyuziviany obé dvé degradaéni
drahy (Thompson et al., 2009). Typem autofagie podilejicim se na degradaci mutovaného
HTT je tzv. makroautofagie (Qin et al., 2003), pfi niz dochazi, za vzniku autofagozomii,
k neselektivni degradaci proteinti. Dal$im mechanismem odstranéni mutovaného proteinu je
autofagie, kterd je zprostfedkovana chaperony (CMA - chaperone-mediated autophagy). Jedna
se o vysoce selekéni systém degradace proteinli pomoci lysosoml za ucasti heat shock
proteintt (Hsp 70), které rozpoznavaji dva specifick¢é motivy. Mutovana forma proteinu Htt
ma vyssi miru interakce s CMA nez ostatni proteiny degradované pomoci této drahy (Qi et
al., 2012), ¢imz pravdépodobné dochazi k postupnému zablokovani degradac¢niho systému
anaruSeni proteinové homeostdze v buiikdch. Tato cesta je jednim z moznych vysvétleni

vzniku cytoplasmatickych agregatl a nuklearnich inkluzi u pacienti s HD (Jeong et al., 2010).

Ptitomnost expandované¢ CAG repetice a jeji néasledné proteolytické Stépeni proteinu Htt
zpusobuje poruchu degradaéniho systému v buiikdch a nakonec vede ke vzniku Htt
fragmentli, které¢ jsou pro buiky toxické (Goldberg et al., 1996). Protein huntingtin je
proteolyticky Stépen na specifickych mistech pomoci kaspazy 7, kaspazy 6 a kaspazy 2
(Hermel et al., 2004), Ca**- dependentni protedzy kalpak (Gafni and Ellerby, 2002).

V mozcich HD pacientl, v nucleus caudatus a putamen, byla nalezena E3 ubikvitin ligaza,
ktera je kddovana genem Parkin. Tento gen je nejcastéji poskozen pii Parkinsonové chorobé,
ktera také spadd pod neurodegenerativni onemocnéni. Dulezitou funkci této ligazy je
ubikvitinace a degradace Spatné sbalenych proteinli obsahujicich polyglutamin. Zminéna
ligdza byla detekovdna jak v cytoplasmatickych, tak v jadernych inkluznich téliscich

huntingtinu (Tsai et al., 2003).

Procesem SUMOylace dochazi ke stabilizaci N-termindlnich fragmenti mutovaného
huntingtinu (Steffan et al., 2004), které jsou tvofeny proteinovymi oligomery. SUMOylace je
post-translacni uprava, pii které dochazi k ptidavani SUMO (small ubiquitin-like modifier),
malého signalniho proteinu, na lysinovy zbytek. SUMO proteiny se neucastni pouze
stabilizace nebo degradace, ale hraji roli v nékolika dalSich bunéénych procesech (Geiss-
Friedlander and Melchior, 2007). SUMOylace také zabranuje vniku inkluznich télisek
(Steffan et al., 2004).

Agregaty mutovaného Htt v neuronech mohou odstranit gliové bunky pomoci

scavengerového receptoru Draper (Pearce et al., 2015).
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CREB-vazebny protein (CBP) obsahuje histon acetyltransferdzu. Acetylace mutovaného
proteinu huntingtin pomoci CBP na lysinu 444 vede kjeho zvySené degradaci
v autofagozomu v cytoplasmé, a tim muze dochéazet ke sniZzeni neurotoxicity (Jeong et al.,

2010).

Huntingtin je schopen tvofit homodimery vazbou pomoci HEAT usekt, které vytvaii a-ROD
struktury (Palidwor et al., 2009). Kazdy usek je slozen ze dvou anti-paralelnich a-helixt. Gen
huntingtin je tvofen Ctyfmi skupinami HEAT repetic (Tartari et al., 2008), které zajist'uji

proteinové interakce.

Na COOH-konci huntingtinu byla detekovdna aktivni jadernd exportni sekvence (NES)
a naopak nebyl nalezen jaderny lokaliza¢ni signal (NLS). Protein huntingtin tedy vyuziva ke
vstupu do jadra jiny zpiisob. Mezi obratlovci zustava jaderna exportni sekvence huntingtinu
velmi konzervovana (Xia et al., 2003). Za asociaci huntingtinu s mitochondriemi, Golgiho
aparatem a endoplasmatickym retikulem je zodpovédnych prvnich 17 aminokyselin na

N-konci proteinu. Tento tUsek se taktéz podili na tvorbé agregat (Rockabrand et al., 2007).
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Funkce Htt

Huntingtin je nepostradatelny pro spravny embryonalni vyvoj. Protein hraje diilezitou roli pfi
vyvoji mozku (Bhide et al., 1996). Knock-out tohoto genu zpusobuje letalitu (Duyano et al.,
1995). U bezobratlého modelu, Drosophia melanogaster, byl nalezen homolog HTT (Li,
Karlovich, Fish, Scott, & Myers, 1999). U tohoto organismu neni vyvoj embrya zavisly na
HTT, nicméné nepfitomnost genu se projevuje béhem Zivota dospélcti jako snizena schopnost
(Wntl Cre/+; Hdhflox/-), u nichz v oblasti choroidniho plexu (¢ast mozku tvotici mozkomisni
mok (CSF)) nebyla nalezena piitomnost genu HTT, maji hydrocefalus (Dietrich et al., 2009).
Hydrocefalus neboli vodnatelnost mozku je zplsoben hromadénim CSF v mozkovych

komorach.

Huntingtin je vSudypfitomné exprimovan. Huntingtin se podili na spravném fungovani jadra,
mitochondrii, endoplasmatického retikula a Golgiho komplexu. U bunéénych modeld
s knock-out HTT genem byla zjisténa zmensena velikost vySe zminénych bunéénych struktur
nebo jejich pozménénad distribuce v ramci buiiky. Pfi nadmérném mnoZstvi normalniho HTT
jsou tyto struktury také poSkozeny, je tedy nutna regulace tohoto mnozstvi proteinu (Hilditch-

Maguire et al., 2000).

Protein huntingtin je zapojen do bunécného transportu, diky asociaci s vezikuly. Pfi¢emz
expandovany polyQ tsek zplsobuje poruchy transportu (Difiglia et al., 1995). Na transportu
obou forem proteinu huntingtinu (mutované i wild-type) se podili endocytickd i1 sekrecni
dréha za ucasti klatrinu (Velier et al., 1998), coZ je protein vytvafejici vacky na bunécnych
membranach. Existuje nékolik proteinti, které interaguji s Htt. Patfi mezi n& naptiklad
huntingtin interacting protein 1 (HIP1). Vazba tohoto proteinu s Htt je ovlivnéna délkou
polyQ useku, ale také ptitomnosti N-konce HIP1 (Harjes and Wanker, 2003; Wanker et al.,
1997).

WT Htt (wild-type - zdrava forma) ma protektivni ucinek, a to tim, zZe snizuje mnozstvi mHtt
fragmentli v neuralnich bunkéch, ale také v ne-neuralnich (Ho et al.,, 2001). Mutovany
huntingtin také ovliviiuje NFkB drahu, a tim produkci né€kterych cytosini (Khoshnan et al.,

2004; Trager et al., 2014).
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Imunitni systém a Huntingtonova choroba

Imunitni systém

Imunitni systém (IS) se podili zejména na udrzovani integrity organismu. Hlavnim tkolem IS
je ochrana vnitiniho prostiedi ptfed patogeny, ale také pred vlastnimi buinikami, které jsou
néjakym zplisobem poskozené. Nemén¢ dulezitou funkci IS je tzv. autotolerance neboli

schopnost organismu tolerovat vlastni tkan¢.

Imunitni buiky (leukocyty) patii do =zékladnich slozek IS. Vznikaji z kmenovych
pluripotentnich bunék, které se nachéazi v kostni dieni. Z téchto bunék vznikaji délenim dvé
zakladni linie leukocytli: lymfoidni a myeloidni. Z lymfoidni linie vznikaji NK bunky, T a B
lymfocyty. Myeloidni prekurzor davd vznik granulocytim, monocytim a dal§im typtim

bunék.

@ kmenova buika
myeloidni
prekursor / \
lymfoidni
megakaryocyt progenitor
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/ \ neutrofil @ @ @ @
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Obrazek €. 1 - Vyvojova Fada leukocyti (pievzato ze Zdklady imunologie, 5. vydani, Hoiejsi a kol.)

Dulezitou soucast IS tvoii lymfatické tkané€ a orgéany, které se déli na primarni a sekundarni.
Primarnim lymfatickym organem je brzlik neboli thymus a kostni dfen. V téchto organech

dochézi k vyvoji imunitnich bunék. V thymu se vyviji vétSina T lymfocytdl, mistem vzniku
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B lymfocyti je kostni dfeil. Mezi sekundarni lymfatické organy patii slezina, jejiz hlavni
funkci je ochrana krve, slizni¢ni pojivova tkan a lymfatické uzliny. Lymfaticka uzlina je
mistem, kde dochazi ke kontaktu lymfocyt s antigeny a antigen-prezentujicimi bunkami
(APC). Prekurzorové lymfocyty se po setkani s kompetentnim antigenem, a za ucasti dalSich
kostimula¢nich signald, aktivuji, proliferuji a méni se na tzv. efektorové buniky. Efektorové
T lymfocyty opousti uzlinu a pfemistuji se do mista svého urceni, kde v piipadé
cytotoxickych lymfocytt (T.) ni¢i infikované buiiky. Zatimco pomocné T lymfocyty (Th)
produkuji rizné cytokiny, kterymi ovliviiuji dalsi bunky IS. V pifipadé aktivovanych
B lymfocyti je kone¢nym stadiem diferenciace plasmaticka buiika, kterd opousti lymfatickou

uzlinu, putuje do mist potieby a tam produkuje specifické protilatky (imunoglobuliny).

Buiiky monocyto-makrofagové linie

Monocyty jsou nejvetsi imunitni buniky pattici do bilych krvinek neboli leukocytt. Maji jedno
jadro, casto nepravidelného ledvinovitého tvaru. Vznikaji z kmenovych pluripotentnich
bunck. Vyvoj monocytii dale probiha ptes mitoticky aktivni stddia monoblastu a promonocytu
v kostni dieni. Monocyty opousti kostni dfefl a stejné jako ostatni typy leukocytil se uvoliuji
do krevniho ob¢hu. Existuje nékolik typlh monocytl, které se lisi velikosti, expresi receptorii
a schopnosti diferenciace (Auffray et al., 2009). Podle exprese povrchovych marker
rozliSujeme 3 typy monocyti v lidském organismu: klasické (CD14++ CDI16-), které
exprimuji marker CD14, piechodné (CD14++CD16+) exprimujici oba povrchové znaky
a neklasické ( CD14+CD16++) (Ziegler-heitbrock et al., 2010).

Monocyty v reakci na zanétlivé podnéty, pfiblizné po 8 - 12 hodinach, vcestovavaji do tkani
a nasledné se pfeménuji na rizné typy makrofagii. Makrofagy se vyskytuji ve vétSing€ tkani,
pri¢emz nejvice jsou znami v mozku jako mikroglie, v kostni tkani to jsou osteoklasty, v kizi
Langerhansovy ostrivky a v jatrech Kupfferovy buiky, atd. Monocyt pii pfeméné na
tvrdily, Zze monocyty a dendritické bunky se vyviji ze spole¢ného obecného prekurzoru, tento

nazor uz ziejme ale neplati (Sathe et al., 2014).

Monocyty a makrofagy se podileji na fad¢ dilezitych imunitnich funkci. Maji schopnost
fagocytozy, tedy pohlcovat cizorodé cCastice ze svého bezprostiedniho okoli. Jsou rovnéz

vyznamnymi producenty cytokinli a C3 slozky komplementu. Obsahuji lysozomy, které se

23



podileji na destrukei pohlcenych slozek. Maji rozvinuté endoplasmatické retikulum, Golgiho
aparat a obsahuji velké mnozstvi mitochondrii. Na své plasmatické membrané maji n¢kolik
druhti receptort, které zprostiedkovavaji kontakt s okolim. V procesu fagocytozy se uplatiuji
zejména lektiny na povrSich monocyti a makrofagl. Lektiny jsou proteiny schopné vazat
sacharidy, které jsou Casto soucasti povrchovych struktur mikroorganismu. Existuje né¢kolik
typtt povrchovych lektinl, napf. mannosovy receptor. Dalsimi dulezitymi receptory na
povrchu bun¢k monocyto-makrofagové linie jsou Fc receptory, které rozeznavaji protilatky
patogenti, a receptory komplementu. Na monocytech a makrofazich se vyskytuje receptor
CD14, ktery spolu s TLR4 rozeznava bakterialni lipopolysacharidy. Monocyty neklasickeé,
které exprimuji receptor CD16, ale méné¢ CD14 (CD14+CD16++) se vyznacuji snizenou
schopnosti fagocytdzy a maji spiSe pro-zanétlivy potencidl (Skrzeczyfhska-Moncznik et al.,
2008). Receptor CD16, ktery patii do tfidy Fc receptorti, exprimuji ho jak cirkulujici
monocyty, tak i monocyty kultivované in vitro (Clarkson and Ory, 1988), makrofagy a dalsi.

Pro-zanétlivé monocyty maji na svém povrchu TLR (Toll-like-receptors) a scavengerové
receptory, které se ti€astni rozeznavani cizorodych struktur a reaguji na tzv. PAMP (pathogen
associated molecular pattern), coz jsou struktury pro rtizné mikroorganismy shodné. Tyto
monocyty putuji do mista zdnétu, uvolnuji zanétlivé cytokiny a ovliviiuji spusténi lokalni
nebo systémové odpovedi (Kurihara et al., 1997). Pti zanétlivém podnétu dochézi k navySeni
proliferace monocytl v kostni dieni, a tim dochazi ke zvyseni poctu téchto bunék v krevnim

ob¢hu (Meuret et al., 1974).

Monocyty a makrofagy maji na svém povrchu tzv. Toll-like receptory (TLRs), které se déli do
nékolika rodin. TLRs byly odvozeny od receptoru Toll u octomilek (Drosofila melanogaster),
u nichz slouzi k uréeni dorzo-ventralni polarity béhem embryonélniho vyvoje. U savcil se
TLRs vyskytuji na nékolika typech imunitnich bunék vrozeného IS, ale nalezeny byly také na
bunikach epitelialnich buiikach a fibroblastech (Akira et al., 2006). TLRs za spoluucasti
dal§ich molekul rozpozndvaji mikrobidlni komponenty, naptiiklad vySe zminéné LPS -
rozpoznavan konkrétné TLR4, ¢imz dochazi k indukci zanétlivé odpovédi. Dojde ke spusténi
TLR signalni drahy, kterd vede k aktivaci transkripéniho faktoru NF«kB, ktery fidi expresi
zanétlivych cytokinti (Kawai and Akira, 2007).

Mikroglie, druh tkanovych makrofagl, jsou imunokompetentni buiitky v CNS se schopnosti
fagocytozy. Tyto buiiky jsou velmi citlivé na zmény ve svém bezprostiednim okoli. Radi se

mezi neuroglie, podpirné buniky nervového systému. Populace mikroglii tvoii 10 - 20 %
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z celkového poctu gliovych bunék mozku. V normalnim zdravém mozku se mikroglie nachazi
v klidovém stavu, pokud vSak dojde k n&jakému poskozeni, ptechazi do aktivovaného stavu.
Tyto aktivované mikroglie sekretuji zanétlivé molekuly, mimo jiné IL-6, IL-8, IL-1B a TNFa,
neurotoxické cytokiny, a stavaji se tak primarnimi zprostiedkovateli zanétu v centralni
nervové soustaveé. Mikroglie v piipade zanétu fagocytuji odumirajici bunky nervové soustavy
a slozky uvolnéné ze zanikajicich bun¢k spousti jejich aktivaci. Tento stav vyustuje ve
zmény morfologie mikroglii a podili se také na ovlivilovani genové exprese (van Rossum and
Hanisch, 2004). Prave tyto aktivované mikroglie ziejmé hraji dilezitou tlohu v patogenezi
HD. V posmrtnych mozcich pacientd byla nalezena zvySena aktivace mikroglii (Sapp et al.,
2001). Také jiz v pre-symptomatickém stadiu HD byla nalezena jejich zvysena aktivace (Tai

et al., 2007).
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Role mutovaného huntingtinu v imunitnim systému

Nejen pro Huntingtonovu chorobu je charakteristicky zanét centralni nervové soustavy. Na
patologii nékolika dal§ich neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Parkinsonova choroba,
Alzheimerova choroba a amyotroficka lateralni skler6za, se podili zanétlivé zmény v nervové
soustavé (Harry and Kraft, 2009; Lobsiger and Cleveland, 2007). Kli¢ovou roli zde hraji
prave aktivované mikroglie, které produkuji reaktivni formy kysliku a zanétlivé cytokiny jako
je naptiklad TNFa a IL-1B (Kim and de Vellis, 2005). Pro-zanétlivé cytokiny spusti dalsi
aktivaci mikroglii, coz vyustuje ve vznik zanétlivé kaskady. Aktivované mikroglie produkuji
také excitotoxiny jako je napfiklad glutamat a chinolinova kyselina. Nedavna studie zkoumala
krysy s pifiznaky HD, které u nich byly indukovany intrastriatdlnim podanim kyseliny
chinolinové. Po 1é¢eni klinicky dostupnymi antidepresivy, sertalinem a venlafaxinem, doslo

u téchto zvitat ke zlepSeni HD fenotypu (Gill et al., 2017).

Patogeneze HD neni jesté zcela jasné vysvétlena a pochopena. Ackoliv je rozvoj patologie
HD spjat piedevs§im se ztratou striatdlnich neuronti, mutovany gen huntingtin je exprimovan
v fad¢ dalSich ne-neurélnich tkéani (Li et al., 1993). Pficemz vys$si hladiny exprese RNA mHtt
byly nalezeny v imunokompetentnich bunikach (Crotti et al., 2015). Pfitomnost abnormalniho
proteinu v imunitnich bunikdich meéni jejich vlastnosti a funkce imunitniho systému je
v disledku exprese mutovaného genu poskozena. Zmény vramci IS jsou patrné jak
v centralnim nervovém systému, tak v periferii (Soulet and Cicchetti, 2011). Na poskozeni
CNS ma ziejmé vliv systémovy zanét (Bjorkqvist et al., 2008). ZvySené hladiny zanétlivych

proteini se vyskytuji nejen v CNS, ale byly rovnéz objeveny v periferii (Rocha et al., 2016).

Zapojeni periferniho IS do patogeneze onemocnéni doklad4 rovnéZ nékolik nedavnych studii.
V souvislosti s neurodegenerativnimi onemocnénimi jako je HD ¢i Alzheimerova choroba se
vyzkum zaméfil mimo jiné na enzym metabolismu aminokyseliny tryptofanu kynurenin
3-monooxygenazu (KMO). Exprese KMO byla nalezena také v nckterych perifernich
imunitnich bunikéch, napt. v makrofazich (Heyes et al., 1992). Peroralni podani inhibitoru
kynurenin 3-monooxygendzy potlacuje neurodegeneraci u mySiho modelu HD, ackoliv tento
inhibitor neni schopen penetrovat pfes hematoencefalickou bariéru do mozku. Déle snizuje
extracelularni hladinu glutamatu v mozku a zaroven redukuje aktivaci mikroglii, coz ma za
nasledek zmirnéni zanétu v CNS (Zwilling et al., 2012). Mysi modely HD rovnéz vykazuji po
transplantaci WT kostni dfen¢ zlepSeni motorickych deficith a zvySeni synaptogeneze

v oblasti kortexu. Dochazi k celkovému zlepSeni jejich fenotypu a hladiny cytokinii IL-6,
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IL-10 a IFNa se po zakroku vratily na hodnoty, které odpovidaly WT kontrolam (Kwan et al.,
2012a).

Monocyty, makrofagy a mikroglie ziskané od subjekti s HD, pokud nejsou stimulovany
lipopolysacharidy, nevykazuji Zadné rozdilnosti v porovnani s WT bunkami (Tréger et al.,
2014). Nicméné stimulace pomoci LPS zptsobuje hyper-aktivaci téchto imunitnich bunék
(Bjorkqvist et al., 2008). Tento fakt naznacuje piisobeni mHtt v NFkB signalizacni draze.
U mysi postizenych HD dochdazi k interakci mHtt a transkripéniho faktoru NFkB (Khoshnan
et al., 2004), ktery se v builkkach nachazi v podobé dimeru. Tato interakce byla rovnéz
potvrzena u perifernich myeloidnich bun¢k ziskanych od pacienti s HD. Protein huntingtin
reaguje s podjednotkami IKK trimeru, pfi¢emz vétsi mnozstvi interakei bylo zjiSt€no mezi
mHtt, tedy proteinem s expandovanou CAG repetici, a podjednotkou IKKy, kterd plni
regulacni funkci. Tato interakce zplsobi aktivaci trimeru IKK, jejimz vysledkem je
fosforylace a nésledna zvySend proteolytickd degradace IxB (Triger et al., 2014). Protein
TkappaB je inhibitorem NFxB (Hayden et al., 2012). Stépeni IxB umozni translokaci dimeru
NF«B do jadra, kde ovlivituje genovou expresi (Beinke and Ley, 2004). V piipadé¢ HD
zvySuje expresi genti kodujicich zanétlivé cytokiny, napiiklad IL-6 a TNFa (Trager et al.,
2014). SniZenim mnozstvi mHtt v primarnich lidskych imunitnich buitkdch pomoci malych
interferujicich RNA (siRNA) nastavad v bunikdch zvraceni HD fenotypu, dochéazi ke snizeni
hyper-reaktivity, produkce cytokini a zménam v transkripci. Tato data naznacuji pfimou
zavislost zmén vlastnosti bunék IS na pfitomnosti abnormalni formy proteinu HTT (Tréger et

al., 2014).

A Healthy cells B mHTT expressing cells

IL6

TNFa

Obrazek €. 2 - Znazornéni dysfunkce NFkB signalni drahy v pfitomnosti mHtt (pievzato - Triiger et al.,
2014).
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V krevni plasmé pacient s HD jsou detekovatelné zmény v hladinach urcitych cytokint. IL-6
a IL-8, které tvofi soucast pfirozené imunitni odpovédi, jsou pii HD produkovany ve
zvySeném mnozstvi oproti kontrolam. Rovnéz produkce proti-zanétlivych cytokina IL-4
a IL-10 byla u pacienti zvySena ve stfedn¢ pokrocilém stadiu onemocnéni. ZvySeni hladiny
TNFa koreluje s progresi onemocnéni. Nékteré rozdily jsou patrné i nékolik let pied za¢atkem
projevi HD, zména v produkci IL-6 byla zjisténa dokonce 16 let pied pocatkem klinickych
symptomu (Bjorkqvist et al., 2008). Dalsi studie detekujici hladiny plasmatickych zanétlivych
markerti u osob s HD zjistila zvySené hladiny cytokinu IL-6, MMP-9 (matrix metalopeptidaza
9), VEGF a IL-1PB. Rovnéz byla zjiSténa snizend koncentrace cytokinu IL-18. Tyto vysledky,
objevené u HD pacienttl, korespondovaly s mySim modelem pro HD (R6/2). Zmény hladin
téchto imunitnich faktort zfejmé ptispivaji k patogenezi HD (Chang et al., 2015). V séru HD
mysi byly nalezeny vys$si hladiny cytokinii IL-6, IL-10 a IL-1p (Bjorkqvist et al., 2008).
V séru 36 mésicnich transgennich HD miniprasat byla nalezena zvySena hladina IL-8

(Valekova et al., 2016).

Nedavna studie nalezla potencionalni terapeuticky pfistup tykajici se regulace kanabinoidniho
receptoru typu 2 (CB2). CB2 receptory se vyskytuji pfevazné na buitkach imunitniho systému
a kontroluji hladinu IL-6 v krvi. Po pouziti protilatky neutralizujici IL-6 dochdzi u mysiho
kmene R6/2 ke zlepSeni HD fenotypu (Bouchard et al., 2012). U mysich modeltt HD (R6/2,
HdhQ150 a YACI28) byly nalezeny zmény v hladinach cytokinti v krevni plasmé. Tyto
zmény odrazi zmény objevené u pacienti s HD (Bjorkqvist et al., 2008; Trager et al., 2015).

Monocyty pacientil s HD, které byly stimulované LPS, vykazuji in vitro zvySenou produkci
pro-zanétlivého IL-6, zvySenou hladinu MMP-9, VEGF, TGF-B1, TNFa, IL-1B (Bjorkqvist et
al., 2008; Chang et al., 2015; Tréager et al., 2014). Vyssi koncentrace IL-1 byla nalezena
u monocytl ziskanych od pacientti v pre-manifestaénim stadiu, pti¢emz hodnoty IL-6 a TNFa
byly zvySené ve vSech stadiich nemoci. IL-6 a TNFa se podileji na regulaci vrozené imunity
(Trager et al., 2014). Stejné¢ tak CD11+ myeloidni buiiky ziskané z krve R6/2 mysi maji po
stimulaci zvySenou produkci cytokinu IL-6 a TNFo, nicméné hladiny IL-1f, IL-10 a IL-12
zlstavaji nezménéné oproti kontrolni skupiné. Myeloidni buniky ziskané ze sleziny a kostni
dfené tohoto mysiho kmene rovnéz naznacuji rozdilnosti v produkci cytokinii. Buiiky ziskané
ze sleziny maji v porovnani s kontrolou zvySené hladiny IL-1B a IL-12. Nicméné hladiny
cytokini IL-6, TNFa a IL-10 zGstavaji nezménéné. Bunky izolované zkostni dfené
nevykazuji Zadné rozdily v produkci téchto cytokinu. (Trager et al., 2015). Myeloidni buiiky
1zolované z krve HD myS$iho modelu HdhQ150, ktery exprimuje celou délku mHtt proteinu,
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po stimulaci ukazuji zvySenou hladinu IL-1B, TNFa a IL-12. Cytokin IL-6 je rovnéz
produkovan bunikami ve zvySené mife, ale tento nartst neni statisticky vyznamny. Hladiny
IL-6 a TNFa jsou zvySené u bun€k ziskanych ze sleziny kmene HdhQ150. IL-1p a IL-10 jsou
nenapadné zvysSené oproti WT. Bunky izolované z kostni dfené opét nevykazuji zadné
rozdily. Makrofagy diferencované in vitro z bun¢k kostni dfené kmene YAC128 rovnéz po
stimulaci neukazuji rozdily v porovnani s kontrolni skupinou, pfi¢emz u makrofagt ziskanych
z peritonealni lavaze jsou rozdily zasadni. Ziejmé tedy zalezi také na ptivodu myeloidnich
bunék, nezralé myeloidni bunky ziskané z kostni dien¢ se chovaji jinak nez jiz periferni
diferencované monocyty a makrofdgy, nejsou hyper-responsivni po  stimulaci
lipopolysacharidy. Pficemz mnozstvi mHtt proteinu se v CD11+ bunikdch pochézejicich
pfimo z kostni diené neliSi od mnozstvi nalezeném v CD11+ bunkach ziskanych ze sleziny
(Trager et al., 2015). U monocytl ziskanych z 36 mési¢nich transgennich HD miniprasat
nebyly nalezeny zadné vyznamnéjsi zmény v produkci zkoumanych cytokini (IFNa, IFNy,

IL-1B, IL-4, IL-8, IL-10, TNFa) oproti WT miniprasatim (Valekova et al., 2016).

Mikroglie ziskané post-mortem od pacientti s HD se nachazi v aktivnim stavu, ktery koreluje
s progresi onemocnéni. Tyto buniky byly nalezeny pfedev§im v oblasti striata a dale pak ve
frontdlnim a parientdlnim kortexu (Pavese et al., 2006). Stimulované mikroglie ziskané
z transgennich R6/2 mysi vykazuji identické rozdily v produkei tohoto IL-6 (Bjorkqvist et al.,
2008). Po 24 hodinach stimulace pomoci IFNy + LPS byla vyznamné snizena produkce IFNa
u mikroglii ziskanych z 36 mésicnich transgennich HD miniprasat. SniZend hladina tohoto
cytokinu byla zjisténa jiz po 8 hodinach stimulace. Hladiny IL-1p a IL-8 byly vyrazné
zvySeny u nestimulovanych mikrogliich ziskanych z TG miniprasat. IL-10 byl po stimulaci

zvySen u WT miniprasat (Valekova et al., 2016).

Makrofagy ziskané diferenciaci monocyti od pacientii s HD produkuji vyssi hladiny cytokint
TNF-a a IL-8 ve vSech zkoumanych stadiich onemocnéni (pre-manifestacni; brzké; pokrocilé)
v porovnani s kontrolami (Trager et al., 2015). ZvySend hladina IL-6 byla nalezena
u stimulovanych makrofagli, které byly ziskdny z mySiho transgenniho kmene YACI128.
Oproti tomu u stimulovanych makrofagl ziskanych z transgenniho mySiho modelu YACIS,
ktery exprimuje lidsky wild-type huntingtin s 18 CAG repeticemi (Hodgson et al., 1999),
nebyly nalezeny zmény v produkci IL-6 v porovnani s wild-type jedinci (Bjorkqvist et al.,
2008). Stejné zmény v produkci tohoto cytokinu byly po stimulaci nalezeny u makrofagi

ziskanych z YAC128 mys$i metodou peritonealni lavaze (Trager et al., 2015).
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Mutovany protein huntingtin tedy zfejmé zplsobuje hyper-aktivaci mikroglii, monocyti

a makrofagt, ke které¢ dochdzi po stimulaci zanétlivym faktorem (Bjorkqvist et al., 2008).

V mozkomis$nim moku (CSF) HD pacientt byly také nalezeny rozdily v produkci IL-6, IL-8
a TNFa odpovidajici odlisSnostem v krevni plasmé. Hladiny téchto cytokinti byly rovnéz
méfeny u tiech mysich HD modeli (R6/2, Hdh'* Y2 3 YAC128). Ziskané vysledky odrazi
zmény u lidskych pacienti (Bjorkqvist et al., 2008). Mezi zanétlivé molekuly patii také
protein YKL-40, ktery je detekovatelny ve vysSich koncentracich v CSF béhem zéanétlivych
onemocnéni. Tento protein je produkovan mikrogliemi a makrofagy (Bonneh-barkay et al.,
2008).Ve studii danskych védct nebyly zmény hladin u pacientd s HD u tohoto proteinu
zjistény (Vinther-Jensen et al., 2014), pficemz nov¢jsi vyzkum prokazal vyssi koncentraci

YKL-40 v CSF u pacientut trpicich HD (Rodrigues et al., 2016).

Imunitni buiiky exprimujici mutovany huntingtin (Bjorkqvist et al., 2008) maji poskozenou
migraci. Mikroglie ziskané z HD mysi vykazuji poSkozenou migraci za chemotaktickymi
podnéty. Porucha migrace mikroglii byla prokdzdna u mysich modelt exprimujicich plnou
délku lidského mutovaného HTT; YAC128, ktery obsahuje 128 CAG repetic (Slow, 2003)
a BACHD s 97 glutaminy (Gray et al., 2009). Deficit byl také nalezen u vytvotfené bunécné
linie mikroglii (BV2), které exprimovala fragmenty mutované¢ho Htt. Poskozeni migrace za
zanétlivymi podnéty maji také makrofagy ziskané z peritonea BACHD a R6/2 mysi.
Monocyty ziskané z HD pacientll maji také poskozenou migraci, stejné tak makrofagy, které
byly diferencovany z monocyti pomoci ristového faktoru GM-CSF. In vivo experiment
ukazal sniZzenou infiltraci monocytli a makrofagh do peritonea u mysi s HD. Za poskozeni
migrace je pravdépodobné zodpovédnd porucha v remodelaci aktinu, konkrétné snizeni
hladiny aktin-vazebného proteinu kofilinu (Kwan et al., 2012b), ktery je nezbytny pro migraci
bun¢k (Dawe et al., 2003). PoSkozena migrac¢ni schopnost imunitnich bunék v disledku mHtt
muze vést k neefektivnim signalizacnim mechanismiim, ¢imz Ize vysvétlit zvySené hladiny
pro-zanétlivych cytokini (Kwan et al., 2012b). Novéjsi studie kmene R6/2 naopak

neprokéazala migracni deficit makrofagi ziskanych z peritoneélni lavaze (Trager et al., 2015).

Makrofagy, in vitro diferencované z monocytl, ziskané od HD pacienti vykazuji rovnéz po
stimulaci LPS vy$§i urovenn fagocytdzy oproti kontrolam, stejné tak jako peritonedlni
makrofdgy R6/2 mysi. Nicméné makrofagy diferencované z bunék kostni diené se od

kontrolnich skupin nelisi (Trédger et al., 2015).
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Cytokiny

IFNa

Cytokiny z této rodiny zabranuji replikaci virG vazbou na receptory napadenych bunék, a tim
indukuji tzv. antivirovy stav. Nejvice jsou IFNa produkovany specidlnimi plasmacytoidnimi
dendritickymi bunikami. Tyto buiiky jsou aktivovany nukleovymi kyselinami virG. INFa se
také podileji na vzniku horecky, tlumi proliferacni vlastnosti bunék a vyuzivaji se také pii

1é¢be hepatitidy typu B a C.

IFNy

IFNy ma rovnéz antivirovy ucinek a stimuluje expresi obou tfid MHC glykoproteint. Cytokin
je produkovan Thl buitkami, cytotoxickymi T lymfocyty a NK bunkami. IFNy zptsobuje
pfeménu makrofagh do aktivni formy, ¢imz dochazi k likvidaci pohlcenych parazitd, ktefi

jsou jinak schopni ptezivat ve fagozomech neaktivovanych makrofagi.

IL-1B

Patfi mezi pro-zanétlivé cytokiny a zprosttedkovava zanétlivou odpovéd’. Je produkovan
aktivovanymi makrofagy, monocyty a dendritickymi buinkami. Aktivni forma tohoto

interleukinu vznikd aZ po proteolytickém Stépeni, pro které je nezbytna funkce inflamasomu.

1L-4

IL-4 patti do skupiny proti-zanétlivych cytokinli a je produkovan bazofily a mastocyty.
Cytokin se podili na diferenciaci Th-lymfocytu na Th2 bunku, kterd sama také produkuje 1L-4
a odpovida na néj. Th2 buika, zplsobi pfeménu B bunky na plasmatickou bunku, ktera
produkuje IgE. Osoby nesouci mutacioa-podjednotky IL-4 receptoru, kterd je zplsobena
zaménou guaninu za adenin, mivaji sklony k alergickym onemocnénim (Khurana Hershey et

al., 1997).
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IL-10

IL-10 patfi do rodiny proti-zdnétlivych cytokini. Tento cytokin je produkovan mnoha
imunitnimi buitkami, véetné monocytl, makrofagt, Treg buitkami, Th2 buiikami a neutrofily.
Zaroven se vyznacuje pleiotropnimi U¢inky, tedy ovlivituje Sirokou Skalu bunék (Mosser and
Zhang, 2009). Primarn¢ pusobi na epitelidlni bunky, udrzuje jejich homeostazu, vyvolava
obranné mechanismy organismu proti patogeniim a podili se na procesu hojeni (Ouyang et al.,
2011). Tento cytokin neni kontinudlné¢ exprimovan ve vétSin€ tkdni, ale po stimulaci
zanétlivym podnétem dochézi ke zvysSeni jeho produkce (Li et al., 2012). Jeho hlavni funkci
je inhibice vyvoje Thl bun¢k, ¢imz potlacuje rozvoj zanétlivé odpovédi, stejnou funkci ma
také IL-4. Pomoci negativni zpétné vazby dokaze inhibovat vlastni syntézu makrofagy.
Indukuje pfeménu nezralych B-lymfocyti na plasmatické builky a zajiStuje izotypovy
pfesmyk z IgM na IgA. IL-10 a TGF inhibuji bunécnou odpovéd’ typu Thl (Bettini and A.
Vignali, 2010) .

IL-8

IL-8 je cytokin (chemokin), ktery je tvoifen béhem zanétu. Je soucasti vrozené imunitni
odpovédi. Jeho hlavnim producentem jsou fagocyty. Po zénétlivé stimulaci je taktéz
produkovan fadou dalSich bunck. Klicova funkce tohoto interleukinu je pfildkavani
neutrofilnich leukocytli do mista zanétu, pasobi tedy jako tzv. chemoatraktat. IL-8 existuje

v n€kolika biologicky aktivnich forméch (Baggiolini and Clark-lcwisb, 1992).

TNFa

TNFa je produkovan nékolika typy imunitnich bunék, primarné vSak makrofagy (Olszewski
et al., 2007). Tento prozanétlivy cytokin se podili na fizeni vyvoje zadnctu, na indukci lokalni

imunitni odpovédi, teploty a ptipadné sepsi.
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Modelové organismy

Pro studium neurodegenerativnich onemocnéni bylo vytvoteno jiz nékolik zvifecich modeld.
Mezi nejzndméjsi patii mysSi, krysy, ovce, prasata, opice a primati. Nejpouzivangj$Sim
a nejprozkoumangéj$im organismem pro studium HD jsou bezesporu mysi modely. Tyto malé
modelové organismy umoziuji studovat zakladni patologické rysy HD (Zuccato et al., 2010),
nicméné vzhledem k jejich tolik rozdilné neuroanatomii od cloveka je potifebné vyuzit
vhodnéjsi modelovy organismus. Nejvhodnéjsi modelem pro studium takovychto onemocnéni
se doposud zda byt prase a to jak z fyziologického, morfologického (Swindle et al., 2012), ale
také etického hlediska (Lind et al., 2007). Prasata dosahuji pohlavni dospélosti jiz v 5
meésicich a dozivaji se primérné 15 let, coz poskytuje moznost provadét dlouhodobé studie.
Pomérné snadno a rychle se rozmnozuji. Doba biezosti trvad 114 dni. Mivaji az 12 selat ve

vrhu.

Cvvr

odpovida lidskému organismu. Maji gyrifikovany povrch mozku stejn€ jako ¢lovek, oproti
mySim, jejichz mozkova kuraje hladka, bez zavit, tzv. lisencephalon (Hofman, 1985).
Prase¢i mozek je svym vyvojem a anatomii mnohem vice podobny lidskému mozku, ve
srovnani s pouzivanymi mensimi savéimi modely. Velikost prase¢iho mozku umoziuje
pouziti neinvazivnich zobrazovacich metod, napt. PET (pozitronova emisni tomografie), MRI

(magneticka rezonance) a elektroencefalografie.

Miniprasata se kvili svym vlastnostem a podobnosti s ¢lovékem v soucasné dobé vyuZzivaji
pfi mnoha biomedicinskych vyzkumech a zda se, Ze Cetnost vyuZzivani tohoto modelového
organismu jest¢ vzroste. Fyziologickd a morfologicka podobnost prasecich organti s lidskymi
umoznuje studium xenotransplantaci a onemocnéni kiize. Vyzkum chromozomalnich aberaci
a kmenovych bungk patii mezi dalsi oblasti studii vyuZivajicich miniprasata (Vodicka et al.,
2005). Rovnéz pro modelovani lidskych neurodegenerativnich onemocnéni se miniprasat
zdaji byt vhodnym modelovym organismem (Lind et al., 2007), 1 pfes relativné narocné

podminky ustdjeni a finan¢ni prostredky.
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Model transgenniho miniprasete pro HD

Pro studium Huntingtonovy choroby bylo vytvofeno transgenni miniprase (TgHD). TgHD
miniprasata byla vytvofena v Lib&chové na Ustavu Zivo¢isné fyziologie a geneticky ve
spolupraci s nékolika mezindrodnimi laboratofemi. Prvni TgHD miniprase se narodilo v roce
2009. Tato prasata nesou N-termindlni ¢ast lidského mutovaného huntingtinu, ktery je pod

kontrolou lidského promotoru.

Prase¢i a lidsky gen pro endogenni huntingtin vykazuji az 96% podobnost (GenBank,
Accession No. AB016794). Prase¢i homolog lidského genu huntingtin ma velky ORF
(otevieny Cteci ramec - 9417 nukleotidl kodujicich 3139 aminokyselin). Prase¢i huntingtin je
ve vSech tkanich exprimovan jako dva transkripty o velikosti 11 a 13 kb. Poc¢et CAG repetic
se u prasat pohybuje mezi 8 - 14 (Matsuyama et al., 2000). Pfedpokladana velikost praseciho
huntingtin proteinu je 345 kDa (GenBank, Accession No. AB016793).

Transgeneze prob&hla pomoci lentivirového vektoru (HIV1-HD-548aaHTT-145Q), ktery
obsahoval 548 aminokyselin lidského HTT proteinu, v nichz bylo zahrnuto 145 glutamind
(CAG/CAA) (Baxa et al.,, 2013). Takto upraveny vektor byl pienesen do perivitelinniho
prostoru pronukledrniho stddia prasecich embryi. Transfekovand embrya byla poté
laparoskopicky pienesena do vejcovodll ndhradnich prasnic. V prvnim vrhu bylo transgenni
jedno z Sesti narozenych selat. K vytvoreni F1 generace bylo nutné zkiizit jediné TgHD prase

s jeho WT sourozencem. Postupnym kitizenim vybranych jedinct vznikly dalsi generace.

Metodou PCR (polymerazova tetézova reakce) a FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace)
bylo ovéteno zaclenéni lidského mutovaného HTT genu do dlouhého raménka chromozomu 1
(1g24-925). Fragmenta¢ni analyza PCR amplikonid prokazala, Ze integrovany transgen
obsahoval 124 CAG/CAA repetic misto piivodnich 145. Zabudovani lentivirového insertu do
praseciho genomu neposSkodilo kodujici sekvence, tudiz patologie tohoto modelového
organismu jsou zpisobeny pravé expresi mHtt (Macakova et al., 2016). Metodou Western
blot byla ovéfena pfitomnost mHtt fragmentl (o velikosti 120 kDa) v kortexu, putamen,
kaudate nukleus, hippokampu, hypothalamu, thalamu, mozecku a hibetni miSe. mHtt byl
nalezen také v nékterych perifernich tkanich, zejména v tenkém stifevu, plicich, jatrech,
ledvinach, ovariich a kGzi (Baxa et al., 2013). Exprese mutovaného proteinu byla rovnéz

detekovana v testes, spermatozoich a semenotvornych kanalcich (Macakova et al., 2016).
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V nedavné dobé byly zavadény nové metody pro behavioralni testovani FO, F1, F2 generace,
které prozatim neprokazaly zadné signifikantni rozdily mezi TG a WT jedinci. Transgenni

zvirata dospivaji ve stejném véku jako jejich WT sourozenci.

Byla prokazana snizena schopnost reprodukce TgHD kancii u F1 generace. Spermatogeneze
byla testovana u 13 - 26 mési¢nich TgHD a WT kanct. U transgennich zvifat dochazelo
k postupnému snizovani poctu spermii v ejakuldtu s pfibyvajicim stafim. Metodou in vitro
fertilizace (IVF) byla zjisténa snizend schopnost spermii TgHD kanct proniknout do oocytl
ziskanych od WT samic, na rozdil od spermii WT jedinci. Po odstranéni zona pellucida
(glykoproteinovy obal oocytu) byla schopnost penetrace spermii od TgHD a WT kancu
totozna. Pfitomnost mutovaného HD genu ziejmé& poSkozuje schopnost proniknuti spermii
pres zona pellucida, avSak nema vliv na splynuti spermie s cytoplasmatickou membranou
oocytu (Baxa et al., 2013). U jedincii z F1 (24 - 36) a F2 (12 - 36) generace bylo od 13 mésice
véku pozorovatelné snizené mnozstvi spermii v ejakulatu. Stejn¢ jako v predchozi studii pocet
spermii s piibyvajicim vékem zkoumanych transgennich miniprasat klesal. Rovnéz byly
zjistény zmény morfologie spermii, schopnost penetrace a snizeni jejich pohyblivosti.

Soubézné dochazi k celkové degeneraci spermatogennich bun¢k (Macakova et al., 2016).

Protein DARPP-32 je exprimovan stiedné velkymi ostnitymi neurony (medium-size spiny
neurons) nachazejicimi se ve striatu (Walaas and Greengard, 1984). U TgHD miniprasat byla
v oblasti kaudate nukleus a putamen nalezena snizend hladina tohoto proteinu jiz v 16
mésicich (Baxa et al., 2013). SniZena koncentrace tohoto proteinu byla nalezena i1 u dalSich
modeltt HD, dokonce jiz v presymptomatickém stadiu (Bibb et al., 2000). DARPP-32 Ize tedy

oznacit jako marker neurodegenerace.

Imunitni systém transgennich HD miniprasat je rovnéZz ovlivnén ptfitomnosti mutovaného
HTT. Piitomnost mutované formy tohoto proteinu pravdépodobné zplsobuje paralelni
aktivaci zanétlivych procesit v CNS a periferii. Mikroglie ziskané z mozki trangennich zvitat
jsou rovnéZ hyper-responsivni na externi stimuly (IFNy + LPS). V sekretomu mikroglii a CSF
36 mésicnich TG miniprasat byla nalezena snizend produkce IFNa a IL-10. Naopak
v sektretomu téchto bunék byla detekovana zvySena hladina IL-8 a IL-1PB. ZvySena hladina
IL-8 byla rovnéz zjisténa i v séru (Valekova et al., 2016). Ziejmé tedy i periferni systém

TgHD miniprasat je zapojen do patologie onemocnéni.
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METODIKA

Modelovym organismem bylo transgenni miniprase s vlozenou N-termindlni sekvenci
lidského mutovaného huntingtinu obsahujici 124Q pod kontrolou lidského promotoru (Baxa

etal., 2013).

Byla pouzita transgenni prasata stard 48 - 56 mésict a jejich stejné staii wild-type sourozenci
(viz Tabulka ¢. 2). VSechna miniprasata pouzitd v této praci maji stejné podminky chovu.
Porovnéavani jedinci jsou bud’ sourozenci, nebo jsou parovani podle stafi a maji stejné
genetické pozadi. V tomto véku miniprasat odpovidaji brzkému presymptomatickému stadiu

Huntingtonovy choroby u ¢lovéka.

Periferni krevni mononuklearni buiikky (BPMCs) byly izolovany z krve miniprasat, ktera byla
odebirdna z kréni tepny. Zvifata méla pied odbéry hladovku. Zralé makrofagy byly ziskany

post mortem peritonedlni lavazi, tzn. vyplachem bfi$ni dutiny.
sbirdni materidlu

makrofigy diferencované makrofagy z peritonealni

monocyty o i sérum
48 - 56 mésici z monoc'yt'u o Iave:ze': . A48 mésici
48 - 56 mésicu 48 mésicu

stimulace24 h stimulace24 h

{10 U/mIIFNy, 2 pg/mi LPS) stimulace24h  {10U/mlIFNy, 10/ 100 ng/ml LPS)
{10 U/mIIFNy, 10/ 100 ng/ml LPS)
sekretomy uchovany sekretomy uchovany  sekretomy uchovany sérum uchovano
pii - 80°C pii- 80°C pii- 80°C pii - 80°C

profilovani cytokind pomoci Luminex xMAP technologie
(IFNa, IFNy, IL-1B, IL-4, IL-8, IL-10, TNFa)
a vyhodnoceni ziskanych dat

Obrazek ¢. 3 - Ilustrace metodickych postupi. Plan prace.
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Stari v dobé odbéru (mésice)

TG/WT 1. odbér 2. odbér
Miniprasata pouZita pro ziskani monocyti
K150 TG 49,2 55,9
K151 WT 49,2 55,9
K223 TG 52,7 55,7
K226 WT 52,7 55,7
K351 TG 50,8 53,8
K353 WT 50,8 53,8

Miniprasata pouZita pro ziskani makrofagu diferencovanych z monocytt

K150 TG 50,8 56,6
K151 WT 50,8 56,6
K152 TG 51,9 55,2
K155 WT 51,9 55,2
K156 TG 51,9 55,2
K153 WT 56,6
Miniprasata pouzita pro ziskani peritonealnich makrofagt

K207 WT 48

K208 WT 48

K209 TG 48

K162 TG 49

Miniprasata pouzita pro ziskani séra

K207 WT 48

K208 WT 48

K209 TG 48

K162 TG 48

K14 WT 48

K101 TG 48

K99 WT 48

K102 TG 48

K97 WT 48

K154 WT 48

L38 TG 48

L39 TG 48

Tabulka ¢. 2 - Pi‘ehled miniprasat pouzitych v této diplomové praci.
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Monocyty

Izolace BPMCs

Monocyty byly ziskany z periferni krve TgHD a WT miniprasat. Plnd krev (cca 10 ml) byla
odebrana do injek¢ni stfikacky s Heparinem, ¢imz se predeslo jejimu srazeni. Takto ziskana
krev byla natedéna 1:2 vPBS (2x 5 ml krve +10 ml PBS - Phosphate Buffer Saline).
Nasledné byla krev opatrné navrstvena na separacni roztok (Ficoll-Paque Plus 1077, GE
Healthcare) a centrifugovana (400g, 30 min, 20°C), ¢imz doslo k separaci krevnich bunék

podle hustotniho gradientu.

Layers before Ficoll spin Layers after Ficoll spin

I
Blood Plasma

[ PBMCs (interphase)

Ficoll

Ficoll Granulocytes

RBCs

v

Obrazek ¢. 4 - Separace krevnich bunék na zakladé hustotniho gradientu (prevzato
https://www.nature.com/nprot/journal/v9/n7/pdf/nprot.2014.104.pdf).

Vrstva mononuklearnich bunék nachézejici se na rozhrani Ficoll a krevni plasmy byla pomoci
pipety opatrné pienesena do nové zkumavky s roztokem PBS a centrifugovana (300g, 5 min,
20°C). Po odsani supernatantu byla peleta resuspendovana v roztoku PBS a znovu
centrifugovana (200g, 12 min, 20°C), ¢imz doSlo k odstranéni trombocytd. Poté byl
supernatant znovu odsan a peleta resuspendovana v 1 ml PBS s 0,5% BSA (Bovine Serum
Albumin). Bunéénym analyzatorem (Vi-CELL®), ktery pracuje na principu barveni

trypanovou modfi, byly buniky spocitany a byla ur€ena jejich Zivotnost.

Izolace monocyti metodou MACS

Magneticka separace (MACS = magnetic cell separation) je metoda zaloZena na vazb¢ bunék
a magnetickych mikrokulicek, které na sobé maji navazanou protilatku. Pomoci magnetu Ize

poté pozitivni selekci vyizolovat zaddanou populaci bunék. Na zéklad¢ celkového poctu
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PBMCs byly buiiky oznaceny anti-CD14 mikrokulickami (CD14 MicroBeads, Miltenyi
Biotec), o koncentraci 20 pl mikrokuliek na 2x10 bungk a inkubovany (15 min, 4°C).
Metodou MACS byly ziskany CD14+ monocyty. Povrchovy marker CD14 je charakteristicky
pro monocyty/makrofagy.

Kultivace a stimulace monocyti

Vyizolované CD14+ buiiky byly vysazeny do 24 jamkovédesti¢ky (hustota 0,5 x 10° bungk /
jamka) a kultivovany v 0,5 ml RPMI-1640 médiu (Sigma-Aldrich) s pfidanym 5% FBS,
2mM L-glutaminem a 0,1% gentamycinem. CD14+ monocyty byly po 16-ti hodiniach
kultivace stimulovany IFNy (10 U/ml, Sigma-Aldrich) a LPS (3 pg/ml, Sigma-Aldrich) po
dobu 24h. Nasledujici den byla zjisténa zivotnost bun¢k pomoci PI (propidium jodid, fedéni
1:1000) ainverzniho fluorescenéniho mikroskopu (IX 70, Olympus). Supernatant byl

zmrazen (-80°C) a uchovan k dal§imu pouziti.
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Makrofagy z diferenciovanych monocyti

Izolace a kultivace monocyti

Zplné¢ krve byly ziskany CD14+ bunky (monocyty) pomoci gradientové centrifugace
anasledné magnetické separace (viz Izolace monocytu metodou MACS). Bunky byly
vysazeny do 24-ti jamkové desti¢ky o hustotd 0,5 x 10° bun&k na jamku a kultivovany
v RPMI-1640 médius 10% FBS, 2mM L-glutaminem, 0,1% gentamycinem. Do média byl
pridan také rekombinantni praseci rustovy faktor GM-CSF (20 ng/ml), ktery indukoval
diferenciaci monocyti do makrofagi. Ctvrty den po vysazeni bylo vyménéno kultivaéni

médium za nové.

Diferenciace a stimulace monocytii/makrofagi

Po dobu Sesti dni probihala diferenciace monocytii v makrofagy. Sesty den buiiky jiz
vykazovaly fenotyp plné diferencovanych bunék - makrofagh (viz Obrazek ¢. 5). Bylo
vyménéno kultivaéni médium, v némz byla sniZena koncentrace ptidavaného FBS (1%) a také
GM-CSF (0,2 ng/ml). Bunky byly stimulovany IFNy (10 U/ml) a LPS o rizné koncentraci
(10; 100 ng/ml) po dobu 24-ti hodin. Nasledujici den byl posbiran a centrifugovan supernatant
(1000g, 5 min, 4°C), ktery byl poté hluboce zamrazen (-80°C) a uchovéan k dal§imu pouZiti.

Zivotnost bunék byla zjistovana pomoci PI (fedéni 1:1000).

Obrizek €. 5 - Diferenciace monocyti do makrofagi. Na levém obrazku - vysazené monocyty, na pravém -
jiz diferencované makrofagy. Pfeména bunék trvala 6 dni (zvétseni 20x; IX 70, Olympus).
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Makrofagy izolované z peritonealni lavaze

Lavaz peritonea a izolace PEC

Zralé makrofagy byly ziskdny peritonedlni lavazi z usmrcenych miniprasat. Proplachnuti
biisni dutiny bylo provedeno pomoci PBS. Peritonealni tekutina obsahujici PEC (peritoneal
exudate cells - buniky z biisni dutiny) byla odebrana do 50ml zkumavky a byly odpipetovany
velké kusy tuku. Poté byla tekutina prefiltrovana ptes 100um filtr a nasledné centrifugovana
(400g, 10min, 4°C) a byl odsan supernatant. Pro odstranéni erytrocytli byla peleta bunck
resuspendovana v lyza¢nim roztoku (EXCELLYSE Easy, Exbio) a inkubovana (5 min, RT).
Poté bylo piidano PBS a bunécné suspenze byla centrifugovana (400g, 10 min, RT). Zbyla
peleta bunck, kterd obsahovala makrofagy a neutrofily, byla resuspendovana v kultivaénim
médiu (Kapetanovic and Fairbairn, 2009). Pomoci bunééného analyzatoru Vi-CELL® byl

zjistén pocet a také Zivotnost bunck.

Izolace makrofagi

Pro izolaci mini-prase¢ich makrofagli bylo potieba zavést protokol, ktery byl nasledné
optimalizovan. Byla testovana metoda magnetické separace a test adherence. Pro izolaci

makrofagl byl nakonec pouzit test adherence.

MACS

Suspenze PEC byla centrifugovéana (300g, 10 min, 4°C), poté byl odsan supernatant. Peleta
bund&k byla resuspendovéna s primarni protilatkou CD172a (10 pl Ab/10” bun&k; inkubace 30
min, 4°C). Bunky byly nésledné 2x promyty 0,5% BSA a centrifugovany (300g, 10 min,
4°C), byl odsan supernatant. Bunécna peleta byla resuspendovéana v 0,5% BSA a byly pfidany
Anti-Mouse IgG1 mikrokulicky (inkubace 15 min, 4°C). Poté byly bunky promyty, opét
centrifugovany (300g, 10 min, 4°C), byl odsan supernatant a peleta bunck byla
resuspendovana v 0,5% BSA. Na zakladé markeru prasec¢ich makrofagi (CD172a) byla
provedena magneticka separace. Builkky vyizolované MACS (CDI172a+) byly nésledné
méfeny na pratokovém cytometru. Zarovein byla métfena populace bun€k, u které nebyla
provedena magnetické separace (viz Obrazek ¢. 16). Touto metodou byla ziskdna 96%

populace CD172a+ makrofagt.
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Test adherence

Test adherence byl provadén v 24-ti jamkové desticce. Do kazdé jamky byly vysazeny bunky
o stejné hustotd (2x10°bun&k/1 ml kultivaéniho média), vie v duplikatech. Bun&&na suspenze
byla 2 hodiny inkubovana v termostatu (37°C). Poté byly odmyty nepiisedlé buiky

- neutrofily a k adherovanym buiikam bylo pfidédno kultivaéni médium.

Suspenze neadherentnich bunék byla centrifugovana (400g, 10 min, 4°C) a peleta byla
nasledné¢ resuspendovana v PBS. Suspenze takto ziskanych neadherentnich bunék byla
vyhodocena pomoci pratokové cytometrie. Byl urCen procentualni pomér adherentni

a neadherentni frakce bunék, které byly ziskané z peritonealni lavaze.

Stimulace makrofagi

Po 24 hodinach kultivace byly buiiky stimulovany IFNy (10 U/ml) a LPS o rtizné koncentraci
(10; 100 ng/ml). Po dalSich 24 hodinéach byl sebran supernatant a zmrazen (-80°C) k dalSimu
vyuZiti.

Krevni sérum

Odebrand plna krev se nechala pfi pokojové teploté sraZzet 1 hodinu. Po 10 min byl odtrhnut
krevni kolac¢. Tekutina byla centrifugovana (1500g, 10 min, 4°C). Supernatant byl pienesen
do nové zkumavky a opét centrifugovan (1500g, 10 min, 4°C), ¢imz doSlo k odstranéni
zbylych krevnich bun&k. Sérum bylo odebrano do ¢isté zkumavky a néasledn€ zmrazeno na

-80°C.

Urceni zivotnosti bunék

Zivotnost byla ovéfena PI (fedéni 1:1000), ktery byl k buitkam piidan. Poté byly buiiky
vizualizované pod fluorescencnim mikroskopem (IX 70, Olympus). Pofizené fotografie byly
nasledné vyhodnoceny programem Image] a bylo zjisténo procentudlni zastoupeni Zivych

a nezivych bun¢k.
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Charakterizace bunék

Bunky byly charakterizovany pomoci pratokového cytometru FACS ARIAII (Becton
Dickinson, San Jose, CA). Na zéklad¢ pfitomnosti povrchovych markert byl ovéfen bunécny
typ a Cistota bun¢k. Pro charakterizaci bun¢k pomoci prutokové cytometrie byla piipravena
suspenze bundk vroztoku 10% Pig serum + PBS (10° bundk/100ul PBS). Detektory
pratokového cytometru snimaji ptimy rozptyl (FSC), ktery je pfimo umérny velikosti bunky,

boc¢ni rozptyl (SSC) vyjadiujici komplexitu, resp. granularitu bunék a fluorescenci.

Bunky byly centrifugovany (400g, 3 min, RT) a poté byl odsan supernatant. K pelet¢ bunck
byl pfidan roztok PBS s 10% Pig serum a buniky byly blokovany 15 minut. Nasledné bunky
byly oznaceny primdrni protilditkou v 96-ti jamkové desticce. Ke kazdé protilatce byla
pripravena izotopova kontrola a vzorky byly inkubovany v tm¢ (30 min, 4°C). Vzorky byly
dvakrat promyty v 1% Pig serum + PBS. K promytym vzorkim s nekonjugovanou primarni
protilatkou byla nasledné ptidana sekundarni protilatka a takto ptipravené vzorky byly ve tmé
inkubovany (30 min, 4°C). Poté byla desticka se vzorky znovu dvakrat promyta 1% Pig serum

+ PBS. Rovnéz byl piipraven propidium jodid (fedéni 1:1000) kvuli stanoveni zivotnosti.

Nasledné byly vzorky métfeny na prutokovém cytometru v programu BD FACSDIVA a data
byla analyzovdna za pouziti softwaru FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR). Pomoci

tzv. gating strategy byla postupné vybrana ndmi pozadovana populace bunék.

43



Gating strategy
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Obrazek ¢. 6 - Gating strategy - piiklad strategie ,,gatovani® na IgG
A - ,,gate“ P1 oznacuje hlavni populaci bunék

B - P2 - odstranéni dubleti (dublety - ¢ervena populace)

C - P3 - odstranéni mrtvych bunék pomoci propidium jodidu

D - P4 - dana populace bunék naseho zajmu
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Izotyp Redéni Firma
CD14 MicroBeads, human mouse, IgG2a 20ul/107bb Miltenyi Biotec MACS
CD14 mouse, IgG2a 1:20 Santa Cruz Biotechnology mAb
CD172a (SWC3) mouse, IgG1 1:100 AbD Serotec mAb
CD11b (Mac-1) mouse IgG1, kK 1:20 BD Pharmingen™ mAb
CD3 (PE/Cy5) mouse, 1gG1 1:50 abcam mAb
CD163-FITC mouse, 1gG1 1:10 AbD Serotec mAb
CD45-FITC mouse, IgG1 1:20 AbD Serotec mAb
1gG2a mouse, IgG2a 1:10 AbD Serotec neg. Ctrl
1gG1 mouse, 1gG1 1:10 AbD Serotec neg. Ctrl
1gG1-PE/Cy5 mouse, IgG1 1:10 Abcam neg. Ctrl
IgG1-FITC mouse, 1gG1 1:10 AbD Serotec neg. Ctrl
Goat Anti-Mouse 1gG1 (RPE) 1:500 SouthernBiotech sek. Ab
Goat Anti-Mouse 1gG2a (RPE) 1:500 SouthernBiotech sek. Ab

Tabulka ¢. 3 - Pirehled protilatek pouZitych k charakterizaci bunék. MACS - magneticka separace bunék;
mADb - monoklonalni protilatka; neg. Ctrl - negativni kontrola; sek. AB - sekundarni protilatka
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Western blotting

Metoda Western blotting byla pouzita pro imunodetekci endogenniho a mutovaného proteinu

huntingtinu (EPR5526), a tubulinu v CD 14+ monocytech.
Lyze bunék

Peleta bunék byla resuspendovana v lyza¢nim pufru (RIPA pufr -Radio Immuno Precipitation
Assay buffer -150 mMNacCl, 1% NP-40, 0,5% deoxycholat, 0,1% SDS, 50 mM Tris-HCI, pH
8) doplnénym o inhibitory proteaz a fosfataz. Vzorky byly lyzovany (30 min, 4°C),
sonikovany (10 min) a poté centrifugovany (10 000g, 15 min, 4°C).

Meéreni koncentrace proteinii

Nésledné byla v kazdém vzorku méfena koncentrace proteinli pomoci kitu (Pierce BCA
Protein Assay Kit 660 nM, Thermo Fisher). Vzorky byly méfeny v 96-ti jamkové desticce.
Nejdiive byl napipetovan Blank, poté kalibra¢ni fada a vzorky, které byly v duplikatech. Poté
byla desticka se vzorky vloZena do spektrofotometru a pomoci programu Gen5 2.09
(Synergy/HTX, BioTec) byla zméfena absorbance proteini. Data byla vyexportovana do

programu Excel a byla vypocitana koncentrace proteinti v kazdém vzorku.
Elektroforéza

Poté byly pfipraveny vzorky na elektroforézu. Do kazdé zkumavky bylo napipetovano
stanovené mnoZstvi vzorku, 4 pl loadingu, 2 pl redukce a vSe bylo doplnéno do 25 pl RIPA
purfem. Takto pfipravené vzorky byly zahtaty (5 min, 95°C). Mezitim byla pfipravena
elektroforéza (xCell Surelock, Invitrogen). Bylo pfipraveno 800 ml running pufru (40 ml Tris-
acetate SDS Running bufr doplnéno chlazenou destilovanou vodou), ke kterému bylo pfidano
500 pl antioxidantu (NuPAGE® Antioxidant, Invitrogen). Byly pouzity 4-12%
prefabrikované polyakrylamidové gradientoveé gely (NuPAGE® Bis-Tris gels, Invitrogen). Po
zahtati byly vzorky naneseny spolu s markerem (HiMark, BioRad) na gel a byla spusténa
elektroforéza (1,5 h, 150 V). Po dokonceni elektroforézy byl gel 10 minut inkubovan v 10%
roztoku TOWBINu (BioRad).
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Western blotting - iblot

Nasledné byl gel oplachnut v ultracisté vodé a podle ndvodu byl sestaven tzv. blotovaci
sendvic (iBlot Gel Transfer Stacks Nitrocellulose, Mini, Life Technologies). Gel byl nasledné
pfiloZzen na nitrocelul6zovou membranu a pomoci blotovaciho zafizeni (iBlot, Invitrogen)
doslo pisobenim elektrického proudu (250 mA) k pfenosu proteini z gelu na povrch

membrany. Membréana byla poté 1 hodinu blokovana v 5% roztoku mléka.
Imunoznaceni

Poté byla membrana oznacena primarni protilatkou (huntingtin - EPR5526, 1:3000; B-tubulin,
1:10000) a pfes noc inkubovana pti 4°C. Nasledujici den byla membrana 3x promyta v TTBS
(NaCl, Tween, Tris pH = 7,6, destilovand voda) a inkubovana 1 hodinu v sekundarni

protilatce (anti-rabbit, anti-mouse, 1:10 000).

Izotyp Redéni Firma
EPR5526 IgG 1:3000 Abcam mAB
B-tubulin lgG1 1:10000 Sigma-Aldrich mAB
Anti-mouse 1:10000 Jackson ImmunoResearch Sek. AB
Anti-rabbit 1:10000 Jackson ImmunoResearch Sek. AB

Tabulka & 4 - Piehled protilatek pouZitych na imunoznafeni. mAb - monoklonalni protilitka; sek. AB
- sekundarni protilatka

Vyvolani

Poté byla membrana opét promyta v TTBS a po dobu 5 minut inkubovéna v roztoku ECL
(ECL Prime Western Blotting Detection Reagent RPN 2232, GE Healthcare). Marker byl na
membrané oznaCen pomoci specidlniho pera (Western Sure Pen, LI-COR). Nasledné byla

membrana vyvolana za pouziti ptistroje Bio-Rad (Hercules, CA).
Pieznaceni

Membréna byla stripovana peroxidem vodiku (30 min, RT), aby mohla byt pfeznacena jinou
primarni protilatkou. Membrana byla promyta v roztoku TTBS (5 min, RT), umisténa do
zkumavky s H,O, a inkubovéna na rolleru (30 min, RT). Nésledn¢ byla membréna 3x
promyta v TTBS a po dobu jedné hodiny blokovana v 5% roztoku mléka. Poté byla

membrana oznacena jinou primarni protilatkou a inkubovéna na rolleru (12 h, 4°C).
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Luminex xXMAP®

Pfitomnost cytokinli byla detekovéna piistojem Luminex 200 se softwarem xPONENT
3.1.871.0 (Luminex Corp., Austin, TX), ktery kombinuje principy ELISA a pratokové
cytometrie. Pro kvantifikaci cytokini byl pouzit S-parametrovy logisticky regresni

algoritmus.

Pro kvantitativni stanoveni koncentrace cytokint byl pouzit kit Swine Cytokine Magnetic
7-Plex Panel (Invitrogen T™MLSCO0001M, Thermo Fisher Scientific Inc.), ktery umoznuje
simultdnni detekci 7 cytokini (IFNa, IFNy, IL-1B, IL-4, IL-8, IL-10, TNF-a) v jednom
vzorku. Hladina cytokinli byla méfena v séru a v sekretomu (= kondiciované médium)

monocytl/makrofagli. Jako metodicky postup byl pouzit jiz vytvoieny protokol (Valekova et

al., 2014)
SloZeni kitu:

e Swine Cytokine Magnetic 7-Plex Antibody Bead Concentrate (10x)

e Swine Cytokine Magnetic 7-Plex Biotinylated Antibody Concentrate (10x)
e Swine Cytokine 7-Plex Standard

e Wash Solution Concentrate (20x)

e Assay Diluent

e Biotin Diluent

o Streptavidin RPE Concentrate (10x)

e Streptavidin RPE Diluent

e 96-well Flat Bottom Plate

Piiprava vzorki a kalibrac¢ni rady

Reagencie byly pred pouzitim zahtaté na RT. Vzorky byly rozmrazeny na ledu a kratce
zvortexovany, sonikovany a nakonec centrifugovany (20 000g, 10 min, 4°C), ¢imZ byla
odstranéna piipadna debris. Kvili zajisténi identického pozadi a minimalizaci efektu matrice
by mél byt pomér diluentu, ve vSech vzorcich, kalibra¢nich standardech a kontrolach, stejny.
Vzorky byly nafedény, aby jejich MFI (medidan intenzity fluorescence) neptesahoval
kalibracni kiivku, a tim byla umoznéna jejich detekce a také kviili odstranéni vysoce

abundantnich proteini.
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Vzorky a standardy byly pfipraveny v duplikatech. Standardni kiivka byla pfipravena
postupnym fedénim 1:2 (STD1 - STDS5) a 1:1 (STD6 - STD9). Misto sedmi bodu, dle
protokolu, byla piipravena standardni kiivka o deviti bodech, ¢imz byla ziskdna vyssi
presnost detekce nizkych hodnot. Standardy pouzité pro sérum byly nafedény pomoci Assay
Diluent (AD). Standardy pro sekretomy tkanovych kultur byly nafedény mixem AD (50 %)

a kultiva¢niho média (50 %).

150 pL 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL

Blank

Reconstituted 13 19 127 1:81 1:243 1:729
Standard i

Std1 Std2 Std3 Std4 Std5 Stdé Std7

Obrazek ¢. 7 - Priklad postupu vytvoreni kalibraéni kiivky. Nami vytvorena fedici fada byla
modifikovana (pievzato - protokol Swine Cytokine Magnetic 7-Plex Panel; novex - life technologies).

Dale byl pfipraven promyvaci roztok (1x WB) z Wash Solution Concentrate (20x), ktery byl

nafedén deionizovanou vodou v poméru 1:19.

Magnetické kulicky (Antibody Bead Concentrate (10x)) byly pfed pouzitim kratce
vortexovany a sonikovany. Nésledné byly natedény (1:10) promyvacim roztokem (1x Wash

Solution).

vv oy

Vzorky bunécnych kultur

Vzorky sekretomu monocytii/makrofagi byly nejprve natedény (1:1) v Cistém kultivacnim
médiu. Takto nafedéné vzorky byly naneseny na desticku, kde byly znovu fedény (1:1)
pomoci Assay Diluent (AD). Vzorky pro bunécné kultury byly tedy fedény celkem 4x. Jako

pozadi bylo pouzito €isté kultivaéni médium a AD.
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Vzorky séra

Vzorky séra byly fedény (1:1) za pouziti Cistého kultivaéniho média. Jako pozadi byl pouzit
AD a WB.

Veskeré vzorky byly v pfislusném fedéni naneseny do 96-ti jamkové desticky (Flat Bottom
Plate), ktera byla prekryta folii a umisténa na tiepacku (2 hod, RT) a poté 2x promyta

promyvacim roztokem za pouziti magnetické desticky.

Piiprava detekéni protilatky a inkubace

Detekéni protilatka (Biotinylated Antibody Concentrate (10x)) byla nafedéna (1:10) pomoci
Biotin Diluent a pfiddna do kazdé jamky. Desticka byla nasledné na tfepacce inkubovéana
(1 hod, RT). Poté¢ byla desticka 2x promyta promyvacim roztokem, opét za pouziti

magnetické desticky.

Priprava Streptavidinu RPE a inkubace

Streptavidin (Streptavidin RPE Concentrate (10x)) byl zfedén (1:10) Streptavidin RPE
Diluent a napipetovan do vSech jamek. Desticka byla poté umisténa na tiepacku (0,5 hod,
RT). Nasledn¢ byla desticka, za pouziti magnetické desticky, 3x promyta promyvacim

pufrem.

Ziskani dat a analyza

Do kazdé jamky bylo pfidano 150 pl promyvaciho roztoku a desticka byla umisténa na
ttepacku (3 min, RT). Poté byla desticka se vzorky vloZena do pfistroje Luminex 2000 se
zabudovanym softwarem XxPONENT. Na zdklad¢ kalibra¢ni kiivky a medidnu intenzity
fluorescence (MFI) byla ur¢ena koncentrace cytokinll. Ziskana data (MFI) byla analyzovana
a statisticky vyhodnocena ve spolupraci s Thermo Fisher Scientific, USA. Data byla
vyhodnocena v programu GraphPad Prism 6 a zobrazena jako dotplot. P-hodnota udava

hladinu vyznamnosti (P <0,1).
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Pro statistické vyhodnoceni byly pouzity nasledujici testy:

Monocyty
e Kolmogoroviv-Smirnoviv test nasledovany ANOVA - Bonferroniho mnohocetnym

srovnavacim testem

Makrofagy diferencované z monocyti
e Kolmogoroviiv-Smirnoviv test nasledovany ANOVA - Bonferroniho mnohocetnym
srovnavacim testem (IL-10, IL-4)
e Kolmogoroviv-Smirnoviiv test nasledovany Kruskal-Wallis testem - Dunntv

mnohocetny srovnavaci test (IL-1B, IFNa, TNFa)

Makrofagy ziskané z peritonea

e ANOVA - Bonferroniho mnohocetny srovnavaci test
Sérum

e Kolmogoroviv-Smirnoviiv test nasledovany Mann-Whitney testem nebo neparovym

t-testem
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Add 25 pL 1X antibody-coated beads

/k‘ Wash 2 x 200 pL

Sample type: Standard Serum, Plasma, or Tissue Culture Supernatant

Add 50 pL
Assay Diluent |
Add 100 pL

x r rr standard E;Ii"'" X Px rr
N

ﬁﬁﬁﬁ Shake for 2 hr at RT in the dark

Wash 2 x 200 pL
1YY

Add 100 pL 1X Blotinylated Detector Antlbody

ﬁ‘* j‘ﬁ\ m;ﬁmh;fmfnmndm
§Y¥8Y

Add 100 pL 1X SAY-RPE

Hc Shake for 30 min at RT in the dark
\t Wash 3 x 200 pL

T

E i Add 150 pL wash buffer
l Shake for 2-3 min

Read in Luminex* xMAP*System

Total time: 3.5 hr

’\m i n-pl-rme:r&nn

arrubodf #'h

Obrazek ¢. 8 - Znazornéni metodického postupu kvantitativni detekce cytokinu (pievzato - protokol Swine
Cytokine Magnetic 7-Plex Panel; novex - life technologies).
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VYSLEDKY

Charakterizace imunitnich bunék

Imunitni buiiky byly ziskany z plné krve a peritoneélni lavaze. Z plné krve byly vyizolovany
CD14+ monocyty, dale pak CDI4+ monocyty, které byly nasledné diferencovany do
makrofagl. Z peritonedlni lavaze byly ziskdny makrofagy. Ziskané imunitni buiky byly

charakterizovany pomoci priitokové cytometrie a danych protilatek (viz Metodika).

Charakterizace PBMCs

Vyizolované PBMCs z plné krve byly charakterizovany pomoci monoklonélnich protilatek

CD45, CD172a, CD14 a CD163. Bylo zjisténo procentuélni zastoupeni PBMCs.

Markery:

CD45 - marker leukocytti (lymfocyty + monocyty)
CD172a - marker monocytti i makrofagt

CD14 - marker nezralych monocytt

CD163 - marker zrajicich a zralych monocytl (=> makrofagh)

Monoklonélni protilatka CD14 se specificky vaZe na povrchovy marker nezralych monocytd,
kdezto CD163 je charakteristicky marker scavengerovych membranovych receptori na
maturovanych tkanovych makrofazich (Fabriek et al., 2005). Povrchovy receptor CD172a
patii do skupiny signélnich regulacnich proteintll a je asociovany s protein-tyrosin fosfatdzou
SHP-1 (Bullido et al.,, 2000). CD172a je charakteristicky pro monocyty/makrofagy
a granulocyty (Piriou-Guzylack and Salmon, 2008).
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Obrizek €. 9 - Charakterizace miniprasecich PBMCs pomoci FACS
A -V populaci bunék bylo 64,3 % leukocyti

B - Monocyty a makrofagy tvorily 13,6 % bunééné populace

C - Nezralych a zrajicich monocyti bylo v bunééné populaci 7,4 %

D - Populace zrajicich a zralych monocyti tvorila 3,3 %

Po secteni populace nezralych monocyti (7,4 %) a zrajicich-zralych monocyti (3,3 %)
ziskdame 10,7% populaci monocytli, coz odpovidd pomérmému zastoupeni monocyt v krvi,
které je zpravidla 5-10 %. Tomu také odpovida CD172a+ populace monocytii a makrofagt,

ktera tvoti 13,6 % z celkového poctu bunék.
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Cistota monocytii

Populace CD14+ monocytti ziskand z plné krve tvofila pfiblizné 13% z celkového poctu
bun¢k. Provedenim magnetické separace (MASC) bylo dosazeno 98% Ccistoty populace
CD14+ monocytl (tzn. necelé 2% bunck nebyly CDI14+ monocyty). Byly pouzity
monoklonalni protilatky CD3 (marker T-lymfocytii) a CD14 (marker monocyti/makrofagn).
Pro ur¢eni CD3+ bunck byla pouzita konjugovand monoklondlni protilditka CD3-PE/CysS.
Populace CD14+ buné€k byla zjisténa monoklonalni protilatkou CD14.

Pre - sorting Post - sorting
A B J
9 ]
> -3
(@) E
~ 7
[FN) -
o

f‘:! “a
o 3
© 1

R P |||||5 T T .'-'-"|¥ T ;'.”l'|:|

10t 10 10 10
CD14 - PE

Obrizek & 10 - Cistota monocytii - dvojité barveni (CD14; CD3). A - pied sortovanim 13,6 % CD14+;
B - po sortovani MACS 98,3 % CD14+

CD14+ bunky byly nasledné kultivovany a stimulovany. Pomoci pritokové cytometrie bylo
ovéfeno, Ze metodou magnetické separace byla ziskdna témét Cistd populace CDI14+

monocytt (98,3 %).

Zivotnost monocytii

Zivotnost byla zjistovana u bunék ziskanych od transgennich i wild-type jedincii a také

u stimulovanych i nestimulovanych bunék.
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Zivotnost Zivé (%) Nezivé (%)
TG NS 78,92 21,08
TG ST 85,10 14,90
WT NS 83,17 16,83
WT ST 79,87 20,13

Tabulka & 5 - Zivotnost monocytii - Propidium jodid. TG NS - nestimulovany transgen; TG ST -
stimulovany transgen; WT NS - nestimulovany wild - type; WT ST - stimulovany wild - type

Dle vypocitanych dat lze vyvodit, ze stimulace buniky neposkozuje (viz Tabulka €. 5). Nebyl

nalezen vyznamny rozdil ani mezi stimulaci transgennich a wild-type bunék.
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Charakterizace makrofagu diferencovanych z monocyta

Makrofagy byly ziskany diferenciaci monocytii pomoci rastového faktoru GM-CSF. Fenotyp
buné¢k byl prokdzan dvojitym barvenim monoklondlnimi protilatkami CD14 a CD163.

A lzotypova kontrola B Makrofagy - dvojité barveni

Q1]a2

Q12

1,0% 70,3%

1gG2a-PE
CD14- PE

Q3 a4 ] [o] 04

lllill\l tll‘r|r| T ||VV||[| T ||l\|\|| T \I\I\l\‘ T llllllfi T lIII\I\‘ T \\III\I‘
0* i w* 10 0 100 0* 10°

1gG1-FITC CD163 - FITC

Obrazel ¢. 11 - Fenotyp diferencovanych makrofagii - dvojité barveni (CD14; CD163). A - izotopova
kontrola; B - charakterizace makrofagi - kvadrant Q2 obsahuje 70,3 % buné¢né populace, kteraje
pozitivni pro oba markery. V kvadrantu Q1 jsou buiiky, které maji znak CD14. V kvadrantu Q4 (4,5 %)
se vyskytuji buiiky, které dozravaji a ztratili marker CD14 (Chamorro et al., 2005; Mccullough et al.,
1997). Q2 a Q4 tedy obsahuje buiiky, kter¢ jiz diferencovaly v makrofagy.

Mezi makrofagy ziskanymi z transgennich a wild-type miniprasat nebyl nalezen rozdil ve
fenotypu. MnoZstvi takto ziskanych makrofagii bylo podobné u Tg i WT miniprasat. Tyto

buiiky byly nasledné pouzité na stimulaci.

Zivotnost makrofign diferencovanych 7 monocytii ovéiend pomoci FACS

Zivotnost makrofagi, které byly diferencovany z monocyti, byla ovéfena propidium jodidem.
Zivotnost téchto bundk byla zjistovana u vzorkd ziskanych z transgennich i wild-type

miniprasat, jak stimulovanych, tak nestimulovanych bun¢k.
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Obrazek ¢. 12 - Urceni Zivotnosti nestimulovanych (NS) a stimulovanych (ST) makrofiagia pomoci PI.
Reprezentativni dot-ploty ukazuji, Ze 97 % populace nestimulovanych bunék je Zivotaschopna. Stimulaci
pomoci LPS a IFNy pieZzilo 96,1 % bunék (plati pro stimulaci 10 i 100 ng/mL LPS). Stimulace nema vliv
na Zivotnost bunék.

Zivotnost makrofigi diferencovanych z monocytii

Za pouziti PI (fedéni 1:1000) byla, stejn¢ jako u monocytl, prokazana zivotaschopnost bunék.
Bunky byly opét pomoci fluorescenéniho mikroskopu (IX 70, Olympus) a programu ImageJ
vyhodnoceny. Nasledné byla v programu Excel vypocitana jejich primérnd zivotnost (viz

Tabulka ¢. 6)

Zivotnost Zivé (%) NeZivé (%)
TG NS 97,11 2,89
TG 10 98,14 1,86
TG 100 98,27 1,73
WT NS 98,19 1,81
WT 10 97,35 2,65
WT 100 97,91 2,09

Tabulka & 6 - Zivotnost makrofiagi - Propidium jodid. TG NS - nestimulovany transgen; TG ST -
stimulovany transgen; WT NS - nestimulovany wild - type; WT ST - stimulovany wild - type

Nebyly nalezeny rozdily v Zivotnosti bunék ziskanych od transgennich a wild-type
miniprasat. Lze tedy vyvodit, Ze stimulace builky neposkozuje a nema vliv na jejich
zivotaschopnost. Obdobné vysledky byly nalezeny u monocytl, kde vSak byla Zivotnost
bunek ptiblizn€ o 10 % nizsi.
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Charakterizace makrofagi ziskanych z peritonealni lavaze

Makrofagy =ziskané z miniprasat metodou peritonedlni lavaze byly charakterizovany

primarnimi protilatkami CD163, CD172a a CD11b.

A lzotypova kontrola B Makrofigy - lavaE
B W

£ g

5 o 5 L

ui T T — T
10’ ' 10°

IgG1-FITC CD163 - FITC

Obrazek €. 13 - Charakterizace makrofagl z peritonealni lavaZe primarni protilatkou CD163.
A - izotopova kontrola; B - charakterizace makrofigi - makrofagy tvorily 12,6 % populace bunék.

A Izotypova kontrola B Makrofigy - laviE

CD11b - PE

Ig6G1 - PE

10* 10°

empty-FITC empty-FITC

Obrazek ¢. 14 - Charakterizace makrofagi z peritonealni lavaZze primarni protilatkou CDI11b.
A -izotopova kontrola; B - charakterizace makrofagi - 11,4 % bunééné populace bylo tvoieno
makrofagy.
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A Izotypova kontrola B Makrofagy - lavaZ
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Obrazek ¢. 15 - Charakterizace makrofagi z peritonealni lavaZze primarni protilatkou CD172a.
A - izotopova kontrola; B - charakterizace makrofagu - detekovano 11,4 % makrofagi ve vzorku.

Cistota makrofigi z peritonedlni lavdze
MACS

Po magnetické separaci byla pomoci primérni protilatky CD172a ziskana téméf 100% Cista

populace makrofagu.

Pre-sorting Post-sorting (CD172a+) Post-sorting (CD172a-)
A B (63
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Obrazek & 16 - Cistota makrofiagi. Makrofigy ziskané z peritonealni lavaZe tvorily 11,3 % bunéné
populace (A). Po provedeni magnetické separace byla ziskana 96,4% populace makrofagi pozitivnich pro
marker CD172a (B). Populace bunék, ktera byla po MACS CD172a- tvorila 0,5 % (C).
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Metoda adherence makrofagii na podklad

Vyizolované bunky z peritonedlni lavaze byly po ptecisténi vysazeny do 24-ti jamkové

desticky a neadherentni buiiky byly ndsledné odmyty.

Neadherentni bunky

Za pouziti protilatky CD172a bylo zjiS§téno mnozstvi neadherentnich makrofagi, které
nepiisedly na podklad béhem testu adherence. Primarni protilatka CD172a je charakteristicka

vazbou na monocyty a makrofagy.

A Izotypovi kontrola B Makrofigy - test adherence
e P4 = P4
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Obrazek ¢ 17 - MnoZstvi neprisednutych makrofaglii po testu adherence. A -izotopova kontrola;

B - charakterizace makrofigu - po provedeni testu adherence pouze 1,3 % makrofagi neadherovalo na
podklad.

Makrotagy ziskané z bfiSni dutiny miniprasat byly nakonec izolovany pomoci adherentni
metody. Tato metoda byla uptednostnéna pred izolaci pomoci magnetické separace zejména

z diivodu jednodussiho provedeni a mensiho zatiZeni bun¢k béhem izolace.

Takto ziskané adherentni buiiky byly pouZity pro kultivaci a ndslednou stimulaci.
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Detekce proteinu huntingtin

Pfitomnost proteinu huntingtin byla zjiSt¢éna metodou Western blot za pouziti protilatky
EPR5526 o fedéni 1:3000. Nandska byla zkontrolovana obarvenim membrany pomoci
B-tubulinu. Byla detekovana endogenni forma proteinu a rovnéz mutantni. Endogenni Htt byl
zjistén v perifernich krevnich mononuklearnich buiikach, v CD14- buitkach a CD14+ bunkach

(monocytech) nezavisle na tom, zda byly vzorky ziskany od transgennich nebo WT jedincii.

Detekce endogenniho Hit

460 | d u . I | | .I | ‘endogenni Htt

K150 K151 K152 K155 K156 K152 K155 K156

(PBMC) [PBMC) [CD14-) (CD14-) (CD14-) (CD14+) (CD14+) (CD14+)
TG WT TG WT TG TG WT TG

Obrazek ¢. 18 - Pritomnost endogenniho proteinu Htt ve zkoumanych vzorcich detekovana pomoci
protilatky EPR5526.

Mutantni forma proteinu Htt byla detekovana u vzorkl ziskanych od transgennich zvifat.

mHtt byl nalezen v perifernich krevnich mononuklearnich buiikach, CD14- buiikach a CD14+

monocytech.
Detekce mHtt
117 mHtt
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K150 K151 K152 K155 K156 K152 K155 K156

(PBMC) (PBMC) (CD14-) (CD14-) [CD14-) (CD14+) (CD14+) (CD14+)
TG WT TG WT TG TG WT TG

Obrazek ¢. 19 - Pritomnost mHtt nalezena ve vzorcich ziskanych od transgennich jedinci. Detekovano
protilatkou EPR5526.
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Profilovani cytokini

Monocyty

CD14+ monocyty, ziskané z plné krve 48 - 56 mésicnich TG-HD miniprasat, byly izolovany
metodou magnetické separace. Nasledné byly po dobu 16 hodin kultivovany. Poté byly
stimulovany IFNy (10 U/ml) a LPS (3 pg/ml). Po 24 hodinich stimulace byl odebran
sekretom, ktery byl néasledn¢ vyhodnocovan metodou Luminex xXMAP. Data byla statisticky
analyzovana pomoci Kolmogorova-Smirnova testu normality a nasledné metodou ANOVA

(Bonferroniho test). P-hodnota < 0,1.

Ziskané vysledky prokazaly urcité rozdily mezi transgenimi a wild-type jedinci.
U transgennich miniprasat byla po stimulaci detekovana signifikantné zvySena koncentrace
IL-1B, IL-10 a IFNa v sekretomu monocyti. Oproti tomu koncentrace IL-8 byla

u nestimulovanych vzorku ziskanych z transgennich zvifat snizena.

Interleukin 1P
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Obriazek ¢. 20 — Koncentrace IL-1f v sekretomu monocyti. Nalezena vyznamné vysSi koncentrace
cytokinu v sekretomu monocyti ziskanych z transgennich miniprasat. V porovnani s WT monocyty byla
po stimulaci detekovana vys$si koncentarace IL-1$ u TG monocyti.
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Obrazek €. 21 - KoncentracelL-10 v sekretomu monocyti: Vyssi imunitni odpovéd® monocyti ziskanych

z transgennich miniprasat oproti WT. Signifikantné vyssi odpovéd’ (hyper-stimulace) TG monocyti na
externi stimul. MoZna aktivace proti-zanétlivé imunity v CD14+ monocytech.
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Obrazek ¢. 22 - Koncentrace IFNa v sekretomu monocyti. U TG zvitat byla detekovana vyssi odpovéd’
na stimulaci v porovnani s WT.
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Obrazek €. 23 - Koncentrace IFNy v sekretomu monocytii. Nebyly detekovany Zadné rozdilnosti.
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Obrizek ¢. 24 - Koncentrace TNFa v sekretomu monocytii. Koncentrace cytokinu byla mezi vzorky beze
zmén.
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Obrazek €. 25 - Koncentrace IL-4 v sekretomu monocytii. Pozoroviano mirné navyseni koncentrace IL-4
u stimulovanych WT monocyti oproti monocytiim ziskanych z TG zvirat
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Obrizek €. 26 - Koncentrace IL-8 v sekretomu monocyti. SniZena koncentrace cytokinu u transgennich
miniprasat oproti WT v nestimulovanych vzorcich. ZvySena koncentrace IL-8 u WT detekovana i v séru.
Po stimulaci narust mimo detekéni limit (ND).
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Makrofagy z diferencovanych monocyti

CD14+ monocyty byly izolovany z praseci krve metodou MACS. Vyizolované bunky byly
kultivovany v médiu za pouziti 20 ng/ml rekombinantniho praseciho rstového faktoru GM-
CSF. Po Sesti dnech CD14+ monocyty diferencovaly v makrofdgy. Fenotyp a Cistota bunck
byly ovéfeny pratokovou cytometrii. Po dobu dalSich 24 hodin byly buiiky stimulovany [FNy
(10 U/ml) a LPS o dvou koncentracich (10; 100 ng/ml). Posléze byly detekovany koncentrace
jednotlivych cytokini v sekretomech za vyuziti metody Luminex. Ziskanad data byla
statisticky analyzovana pomoci Kolmogorova-Smirnova testu normality a metodou ANOVA
(Bonferroniho test) v piipadé¢ IL-10 a IL-4. U cytokinid IL-1B, IFNa a TNFa byl pouzit

Kruskal-Wallis test (Dunniiv mnohocetny srovnavaci test). P-hodnota <0, 1.

V sekretomech stimulovanych makrofaghi diferencovanych z TG monocytli byla nalezena
signifikantné zvysSena koncentrace cytokind IL-1B, [FNa a TNFa. Rovnéz byla detekovana
zvySend koncentrace IL-4 v sekretomu transgennich makrofagl, ale az pfi stimulaci

100 ng/ml LPS.
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Obrazek ¢. 27 - Koncentrace IL-1B v sekretomu makrofagi diferencovanych z monocytiu. Po stimulaci
vy$§i davkou LPS (100 ng/ml) byla detekovana signifikantné vysSi koncentrace tohoto cytokinu
v sekretomech makrofagi ziskanych z transgennich zvirat. Narust koncentrace IL-1f oproti WT byl
evidentni i po stimulaci 10 ng/ml.
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Interleukin 10

<0,0001
' 0,0007 '
- . 0,0003 .
0,0145 °
r 1 .
® ® "L.' _._. hd [ J
8- .' Py
°
2 2+
® .9
sege — &
°
0.5
°
0125 T T T T T T
@) 2 Q Q o o
N KX N N QO Q
O & N
<0 $ A & <O &

Obrazek ¢. 28 - Koncentrace IL-10 v sekretomu makrofagi diferencovanych z monocyti. Nutna vyssi

davka externiho stimulu (100 ng/ml LPS) u TG vzorki oproti WT. MoZna aktivace proti-zanétlivé imunity
u TgHD miniprasat.
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Obrazek ¢. 29 - Koncentrace IFNa v sekretomu makrofagi diferencovanych z monocyti. Detekovana
signfikantné zvySena koncentrace IFNa u transgennich zviirat po stimulaci v porovnani s WT.
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Obrazek ¢. 30 - Koncentrace IFNy v sekretomu makrofagi diferencovanych z monocyti. Pri detekei
tohoto cytokinu nebyly nalezeny Zadné rozdily.
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Obrazek ¢. 31 - Koncentrace TNFa v sekretomu makrofagi diferencovanych z monocyti. Zjisténa
signifikantné vyss$i koncentrace TNFo po stimulaci u TgHD miniprasat oproti WT, uz po stimulaci
10 ng/ml LPS.
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Interleukin 4
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Obrazek ¢. 32 - Koncentrace IL-4 v sekretomu makrofagi diferencovanych z monocyti. Signifikantni

narist koncentrace IL-4 v sekretomu TG makrofagi po stimulaci LPS 100 ng/ml. MoZna aktivace
proti-zanétlivé imunity u TgHD miniprasat.
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Obrazek ¢. 33 - Koncentrace IL-4 v sekretomu makrofagi diferencovanych z monocyti. Po stimulaci
narust mimo deteké¢ni limit (ND).
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Makrofagy z peritonealni lavaze

PIn¢ diferencované makrofagy byly ziskany post mortem peritonealni lavazi neboli
vyplachem bfi$ni dutiny za pouziti PBS. Peritonedlni tekutina obsahujici PEC byla postupné
precisténa a testem adherence byla izolovana populace makrofagli. Fenotyp peritonedlnich
makrofagii byl ovéfen metodou pratokové cytometrie. Ziskané buiky byly 24 hodin
kultivovany a nasledné po dobu dalSich 24 hodin stimulovany IFNy (10 U/ml) a LPS
o riznych koncentracich (10; 100 ng/ml). Posléze byly detekovany koncentrace jednotlivych
cytokinti v sekretomech peritonedlnich makrofagi metodou Luminex. Vzhledem k normélni
gausovské distribuci byla pro statistickou analyzu vyuzita metoda ANOVA (Bonferroniho
test). P-hodnota <0,1.

Koncentrace cytokinii ziskanych ze sekretomli makrofaghh metodou peritonedlni lavaze
z transgennich HD minipraset neukézala 7zadné signifikantni rozdily oproti WT jedincim.

Koncetrace cytokinti IL-10 a IL-8 se nachdzela pod limitem detekce.
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Obrizek €. 34 - Koncentrace IL-1P v sekretomu makrofigu z peritonealni lavaze.
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Obrazek ¢. 35 - Koncentrace IFNo v sekretomu makrofagii z peritonealni lavaze. Po stimulaci doslo ke
zvySeni koncentrace IFNo v sekretomu TG i WT makrofagi.
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Obrizek €. 36 - Koncentrace IFNy v sekretomu makrofagi z peritonealni lavaze.

72



Interleukin 4

0.54
r 0.254
&
>
S 0.1254
@ [ )
— ° ° —
0.0625-4 —e-0—
—o0—
0.03125 T T T T T T
@) @) Q Q Q Q
N KX N N QO N

Obrazek ¢. 37 - Koncentrace IL-4 v sekretomu makrofagu z peritonealni lavaze.
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Obrizek €. 38 - Koncentrace TNFa v sekretomu makrofagi z peritonealni lavaze.
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Sérum

Sérum bylo ziskané z plné krve miniprasat, ktera se nechala srazet piti RT. Po naslednych
centrifugacich bylo ziskdno Ccisté sérum, ve kterém byla méfena koncentrace cytokini
metodou Luminex. Pro statistické vyhodnoceni ziskanych dat byl pouzit Kolmogoroviiv-

Smirnoviv test nasledovany Mann-Whitney testem nebo neparovym t-testem. P-hodnota

<0,1.

V séru byla zjisténa signifikantn¢ vyssi koncentrace IFNo u WT miniprasat. IL-8 byl zvySeny
rovnéz u WT jedinct oproti TG. Stejné zvySeni bylo pozorovano u nestimulovanych WT
monocytl. Koncentrace ostatnich analyzovanych cytokinli neukazala zadné rozdily mezi WT

a TG miniprasaty.
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Obrazek ¢ . 39 - Koncentrace IL-1p v krevnim séru.
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Obrazek ¢. 40 - Koncentrace IFNo v krevnim séru. Koncentrace tohoto cytokinu byla u transgennich
miniprasat signifikantné sniZena oproti WT.
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Obrazek ¢. 41 - Koncentrace TNFa v krevnim séru.
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Obrazek ¢. 42 - Koncentrace IL-4 v krevnim séru.
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Obrazek ¢. 43 - Koncentrace IL-8 v séru. ZvySena koncentrace cytokinu u WT jedinci. Stejné zvySeni bylo
detekovano u NS WT monocyti.
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DISKUZE

Zapojeni imunitniho systému do patologie Huntingtonovy choroby ziistava stile otevienym
tématem. Nékolik studii prokéazalo vyskyt zanétu v centralni nervové soustaveé (Moller, 2010),
ktery je zpisobeny predevsim aktivovanymi mikrogliemi (Sapp et al., 2001; Pavese et al.,
2006; Tai et al., 2007). Aktivace téchto bunck je pozorovatelnd jiz u pre-symptomatickych
stadii onemocnéni (Tai et al., 2007). Jelikoz jsou mikroglie obtizné dostupnym biologickym
materidlem, nabizi se moZznost studovat periferni imunitni systém a ovéfit, zda se déje

odehravajici se v CNS odrazi rovnéz v periferii.

Mutovany protein huntingtin (mHtt) je exprimovan nejen v neurdlnich bunkach, ale rovnéz
v buitkdch ne-neuralniho piivodu, tedy i v monocyto-makrofagové linii bunék. K patologii
onemocnéni rovnéz prispivaji imunitni mechanismy odehravajici se v perifernich tkénich (van
der Burg et al., 2009). Tyto buiiky zastavaji v organismu mnoho funkci. Zprosttedkovavaji
antimikrobidlni ochranu, podili se na udrZzovani homeostaze organismu a mimo jiné¢ produkuji

cytokiny, které se podileji na fizeni imunitnich pochodd.

Monocyty, makrofagy a mikroglie jsou hyper-responsivni na in vitro stimulaci bakterialnim
lipopolysacharidem (Bjorkqvist et al., 2008). Dulezitou roli v prib&hu onemocnéni ma tedy
rovnéZ imunitni systém, pfi¢emz pravé cytokiny mohou slouzit jako biomarkery progrese HD.
Tyto polypeptidové molekuly, které lze relativné snadno ziskat z bunck periferni krve
anasledné velmi citlivymi metodami detekovat, by mohly umoznovat sledovani nastupu
a vyvoje onemocnéni. Cytokiny pravdépodobné predstavuji novy terapeuticky cil, na ktery Ize

zam¢tit mozné 1écebné postupy.

Pouziti velkého zvifeciho modelu, transgenniho HD miniprasete, které je v mnohém podobné
lidskému organismu (Lind et al., 2007; Vodicka et al., 2005), umoznuje sledovat pomalou
progresi tohoto neurodegenerativniho onemocnéni. Pomoci metody lentivirové transgeneze
bylo vroce 2009 v Libéchové vytvofeno transgenni miniprase nesouci lidsky mutovany
huntingtin se 124 CAG/CAA repeticemi, ktery se pfedava z generace na generaci. Mutovany
protein je u téchto miniprasat exprimovan v CNS i v perifernich tkdnich (Baxa et al., 2013;
Macakova et al., 2016; Rausova et al., 2016). Tento model poskytuje moznost studovat
poruchy fungovani imunitniho systému béhem HD. Fyziologicky stav miniprasat (stafi

48 - 56 mésic) pouzitych v této praci odpovida brzkému pre-symptomatickému stadiu
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onemocnéni u ¢lovéka. V roce 2016 byla na libéchovskych transgennich miniprasatech (stari
9 - 36 mésict) provedena studie, kterd analyzovala pfitomnost cytokind (IFNa, IFNy, IL-1f,
IL-4, IL-8, IL-10, TNF-a) pomoci Luminex xMAP technologie v sekretomu mikroglii,
cerebrospinalni tekutin€, séru a v sekretomu monocyti. U TG jedincii byla v sekretomech
mikroglii a mozkomi$nim moku (CSF) oproti wild-type sourozencim detekovana zvySena
koncentrace pro-zanétlivych cytokint IL-1f a IL-8. Déle byla u TG v CSF zjisténa snizena

koncentrace antivirového INFa a proti-zanétlivého IL-10 (Valekova et al., 2016).

Snahou této diplomové prace bylo zjistit, zda jsou patrné nckteré patologické zmény
v periferii u miniprase¢iho modelu HD u zvifat ve véku 48 - 56 meésicii. Imunitni bunky
ziskané z transgennich HD miniprasat byly ocharakterizovany metodou pritokové cytometrie.
Monocyty byly z periferni krve transgennich HD miniprasat, kterd byla ve véku 48 - 56
mesicl, vyizolovany pomoci gradientové centrifugace. Magnetickou separaci byla ziskéna
98% populace CD14+ monocytii. Tyto buiiky byly kultivovany a nasledné po dobu 24 hodin
stimulovany IFNy (10 U/ml) a LPS (3 pg/ml). Makrofagy byly ziskany diferenciaci z CD14+
bun¢k pomoci rastového faktoru GM-CSF. Pieména bunck trvala 6 dnii. Ziskana bunécna
populace byla tvofena téméer ze 75 % CD163+ makrofagy. Tyto bunky byly nasledné
stimulovany IFNy (10 U/ml) a LPS o dvou riznych koncentracich (10 ng/ml a 100 ng/ml).
Peritonealni makrofagy byly ziskdny izolaci z bfiSni dutiny. Metodou adherence na podklad
byla ziskana populace makrofagt, ktera byla opét stimulovana IFNy (10 U/ml) a LPS o dvou
ruznych koncentracich (10 ng/ml a 100 ng/ml). Koncentrace cytokint ze sekretomtt CD14+
monocytli, makrofagh diferencovanych z CDI14+ monocytli, makrofagh izolovanych
z peritonea a séra byla analyzovana kvantitativni proteomickou metodou Luminex xMAP.
Metodou Western blot byla potvrzena ptitomnost mHtt v PBMC , CD14- bunkéach a CD14+
monocytech ziskanych =z transgennich zvifat. Ziskané vysledky prokazaly nékolik
vyznamnych rozdili mezi myeloidnimi bunikami ziskanymi od 48 - 56 mésicnich
transgennich a wild-type miniprasat. OdliSnosti byly rovnéZ nalezeny i v séru 48 mési¢nich

miniprasat.

Z4dné signifikantni rozdily mezi TG a WT nebyly nalezeny v sekretomu CD14+ monocytl
odebranych z prasat ve stafi 36 mésicl, naproti tomu v séru byla detekovana statisticky
vyznamné zvySend hladina IL-8 u transgennich zvifat oproti WT (Valekova et al., 2016).
Pticemz v CSF a sekretomu mikroglii ziskanych z 36 mési¢nich miniprasat byly nalezeny
signifikantni zmény hladin IFNa, IL-10, IL-8 a IL-1B mezi WT a TG vzorky. Tyto vysledky

naznacuji pfitomnost aktivovanych mikroglii a zdnétu v CNS u TgHD miniprasat (Valekova
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et al., 2016), ktery je typickymi privodcem neurodegenerativnich onemocnéni. Vysledky
studie provedené na 36 mési¢nich TG miniprasatech prokazaly rozdily mezi zkoumanymi
bunéénymi populacemi - mikrogliemi ziskanymi z CNS a monocyty izolovanymi z periferni
krve. V sekretomech monocyti nebyly nalezeny zadné signifikantni rozdily mezi TG a WT.
Oproti tomu v sekretomech mikroglii byly nalezny signifikatni zmény v koncentracich
cytokini mezi TG a WT, v piipadé IL-1pB a IL-8 byly signifikantni rozdily detekovény i bez
stimulace in vitro. Mnozstvi mHtt bylo v perifernich bunikach bylo az o dvacet procent nizsi
nez v mikroglii, to mize byt mimo jiné jeden z divodul, pro¢ v periferii nejsou zmény tak

patrné (Valekova et al., 2016).

U monocytl izolovanych z TG miniprasat byla detekovana zvysend koncentrace IL-10, tedy
zvySend imunitni reakce na vnéjsi stimul u TG oproti WT, coz mlize poukazovat na moznou
aktivaci proti-zanétlivé imunity v CD14+ buiikach. Oproti tomu statisticky vyznamné snizena
koncentrace IL-10 byla detekovana po stimulaci 100 ng/ml LPS v sekretomu mikroglii 36
mesicnich transgennich miniprasat (Valekova et al., 2016). U makrofagt diferencovanych
z monocytd ziskanych ze 48 - 56 mési¢nich miniprasat byla detekovdna nizsi koncentrace
IL-10 u transgennich zvifat po stimulaci LPS o koncentraci 10 i 100 ng/ml. V séru ziskaném
z mysSiho kmene YAC128 bylo nalezeno zvySeni IL-10 u transgennich jedincti (Kwan et al.,
2012a). U monocyti byla koncentrace I1L-4 po stimulaci vys§i u vzorkl ziskanych od WT
jedinct. IL-4 byl pfi stimulaci nizs§i ddvkou LPS (10 ng/ml) u trangennich vzorkli nenédpadné
sniZen, ale pfi vySSim externim stimulu (100 ng/ml LPS) doSlo u vzorkd od transgennich
jedinct k navySeni hladiny tohoto proti-zanétlivého cytokinu. U pacientii s HD byl v plasmé
detekovan narist koncentrace IL-4 a IL-10 oproti kontrole a toto zvySeni pozitivné korelovalo
s progresi onemocnéni. Oba tyto proti-zadnétlivé cytokiny se podileji na adaptivni imunitni

odpovédi (Bjorkqvist et al., 2008).

U nestimulovanych vzorkii ziskanych z monocyti od transgennich 48 - 56 mésicnich
miniprasat byla nalezena snizend koncentrace IL-8. Toto sniZeni bylo nalezeno také v séru 48
mesicnich jedincl. Mozné propojeni se zvySenou koncentraci IL-10 u TG. Rovnéz mozna
souvislost s kolisdnim koncentrace IL-8 podobné jako v CSF u transgennich miniprasat
(nepozorované u WT), pfi€emZ u transgennich zvifat ve v€ku 9 - 36 mésicit byly v CSF
nalezeny dynamické zmény v produkci IL-8, kdy dochazelo k poklesu i nartstu koncentrace
tohoto cytokinu v zavislosti na stafi zvirat. V CSF ziskaném od WT jedincti nebyly takové
rozdily pozorovany. V séru transgennich 36 mési¢nich miniprasat byla nalezena naopak

vyrazn¢ zvysSend hladina IL-8 (Valekova et al., 2016). ZvySena koncentrace tohoto cytokinu
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byla nalezena v sekretomu mikroglii ziskanych ze vzorkti mozka odebranych post-mortem
HD pacientt (Silvestroni et al., 2009). Stejny nartst koncentrace IL-8 byl detekovan v CSF
a plasm¢ HD pacienti (Bjorkqvist et al., 2008).

Koncentrace IFNo naméiend v sekretomu monocyti neodpovidala vyznamné snizené
koncentraci detekované v CSF u 9 - 36 mésicnich transgennich miniprasat. Nizka koncentrace
tohoto cytokinu v CSF mize souviset se zménami vrozené imunitni odpovédi a podilet se na
progresi onemocnéni (Valekova et al., 2016). V monocytech ziskanych od 48 - 56 mési¢nich
prasat byla koncentrace IFNa u transgennich jedinci mirné zvySena. VyraznéjSi narust
koncentrace tohoto cytokinu byl po stimulaci také nalezen u TG makrofaga diferencovanych
z monocytd. U vzorkil makrofagi izolovanych z bfisni dutiny nebyl detekovan témét zadny

rozdil v produkci tohoto anti-virového cytokinu mezi WT a TG.

Koncentrace pro-zanétlivého IL-1f byla po stimulaci v monocytech a makrofazich
signifikantné zvysSena u vzorkil z transgennich zvifat oproti kontroldm. U vzorkd makrofagi
stimulovanych vyssi koncentraci LPS (100 ng/ml) byl narast hladiny IL-1pB je$té patrnéjsi.
Pticemz v sekretomu mikroglii od transgennich miniprasat bylo toto zvySeni vyrazné
u nestimulovanych bun¢k, nicméné mezi stimulovanymi buiikami nebyly rozdily signifikantni
(Valekova et al.,, 2016). Zvysend hladina IL-1B byla rovnéz detekovdna u monocytl
ziskanych mys$iho kmene HdhQ150 (Trager et al., 2015). ZvySena koncentrace tohoto
cytokinu byla nalezena také v sekretomu monocytii ziskanych od pacienti s HD, a to dokonce

JiZ v pre-manifestaénim stadiu onemocnéni (Politis et al., 2015).

V reakci na infekci dochazi ke spusténi vrozené imunitni odpoveédi. Aktivované makrofagy
a mikroglie za¢nou sekretovat zanétlivé molekuly véetné TNFa. Pokud nedojde k regeneraci
poskozeni, pokraCujici produkce zanétlivych medidtori spousti chronicky zanét, ktery
pravdépodobné piispiva k progresi onemocnéni. Pfi méfeni koncentrace TNFa v sekretomu
monocytll 48 - 56 mési¢nich miniprasat nebyl nalezen Zadny rozdil mezi WT a TG vzorky.
Nicmén¢ u makrofagh diferencovanych z monocyti byla po stimulaci patrna vyssi
koncentrace zanétlivého TNFa u transgennich vzorkd. Makrofagy ziskané z bfiSni dutiny
nevykazovaly ani po stimulaci zddné rozdily mezi WT a TG vzorky. U pacienti s HD dochazi
k postupnému zvySovani hladiny TNFo, pficemz progrese onemocnéni pozitivné koreluje
s produkci tohoto cytokinu (Bjorkqvist et al., 2008). ZvySena hladina TNFa byla detekovéna
také v sekretomu monocytl z R6/2 mysi (Trager et al., 2015).
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V séru a sekretomech ziskanych od stimulovanych monocytti ¢i makrofagli z miniprasat ve
véku 48 - 56 mésicti byly pomoci kvantitativni metody Luminex detekovany rozdily mezi WT
a TG jedinci. Koncentrace zkoumanych cytokini byly po stimulaci LPS a IFNy zvySené
u obou skupin - TG 1 WT. V sekretomech monocytii miniprasat ve véku 36 mésicii nebyly
zjiStény zadné signifikantni rozdily mezi WT a TG zvifaty. Jedinym vyznamnym ndlezem
v periferii byla signifikantné zvySend koncentrace IL-8 v krevnim séru TgHD miniprasat ve

veku 36 mésict (Valekova et al., 2016).

Pti vyzkumu myeloidnich bunék je rovnéz dilezity jejich ptivod, nebot’ u CD11+ myeloidnich
bunék ziskanych z kostni dfen¢ a u makrofagt diferencovanych in vitro z myeloidnich bun¢k
kostni dfené HD mysi nebyly nalezeny zadné vyznamné zmény v produkci pro-zanétlivych
cytokinti po stimulaci LPS. Stejné tak u CDI11+ bunék izolovanych z kostni difené mysi
nebyly objeveny rozdily oproti kontrolam. Pficemz u CD11+ myeloidnich bun¢k zikanych
z krve R6/2 mysi byla detekovéana zvySend koncentrace IL-6 a TNFa oproti kontrolam. Stejné
tak u CD11+ bungk ziskanych ze sleziny, kde byla detekovana zvySend koncentrace IL-18
(Trager et al., 2015).

Principy ptisobeni mHtt v imunitnich bunkéach nejsou jesté zcela objasnény. Nicméné je
znamo zapojeni NFkB signalni drahy do patologie HD. Tato drdha ma vyznamou roli pii
zanétu a imunitni odpovédi - podili se na regulaci produkce cytokini, naptiklad IL-8, IL-1f
a TNFa. Exprese mHtt zplisobuje zvySeni aktivity jaderného faktoru kB v buiikach striata
R6/2 mysi (Khoshnan et al., 2004), dysfunkce této signdlni drahy byla prokazana rovnéz
u monocytti a makrofagl ziskanych od pacientii s HD. Expandovana repetice mHtt umoznuje
pfimou vazbu na IKKy, ¢imZ dojde k degradaci inhibitoru (IxB) a nasledné translokaci
jaderného faktoru kB (NF«kB) do jadra, coz mlze zpiisobit zmény v produkci IL-6, TNFa,
IL-8 a IL-1B. Nespravna funkce této vnitini signalni drahy je jednou z mozZnych pficin
zvyseni produkce zanétlivych cytokini (Tréger et al., 2014). Rovnéz plsobeni JAK/STAT
signalni drahy se zda byt do urcité miry zapojené do dysregulace IS béhem HD. Aktivace této
drahy probiha pfes cytokinovy receptor a ovliviiuje transkripci genli pro cytokiny. U pacientl
s HD byla zjiSténa signifikantné vyssi hladina signdlni molekuly STATS, jenz je spojovéana
s produkci IL-6, nicméné ostatni zkoumané molekuly neprokdzaly zadné rozdily oproti

kontrolni skupiné (Tréger et al., 2013).

Jako soucast patogeneze HD je povazovano rovnéz poSkozeni imunitniho systému mimo

CNS. V perifernim systému 48 - 56 mésicnich TgHD miniprasat bylo nalezeno né¢kolik
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vyznamnych zmén v produkci cytokini oproti WT a to zejména v sekretomu CDI14+
monocytt (IL-1f, IL-10, IFNa, IL-8) a znich diferencovanych makrofagt (IL-1pB, IL-10,
IFNa, TNFa, IL-4). V séru byla nalezena signifikantn¢ sniZzena koncentrace IFNa a zvySena
koncetrace IL-8 u TG zvifat. Sekretomy makrofagl izolovanych metodou peritonealni lavaze
neprokazaly zadné¢ zmény mezi WT a TG miniprasaty, pravdépodobné kviili malé skuping
zkoumanych zvitat (2 TG a 2 WT). Zmény exprese téchto cytokini by mohly v budoucnu
sméiovat k detekei novych biomarkerti ndstupu a progrese onemocnéni, ty se mohou pomoci

dalSich potvrzeni stat novymi potencionalnimi znaky HD.
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ZAVER

Na patogenezi HD se z velké casti podili zadnét v nervové soustave. Vzhledem k obtizné
izolaci mozkové tkané je predmétem vyzkumu zjistit, zda zanétlivé zmény odehravajici se
v periferii odpovidaji tomu, co probiha v CNS. Rovnéz imunitni systém se podili na
patogenezi HD. Dochazi k paralelni aktivaci pfirozené imunity v centralni nervové soustave,
kde klicovou roli hraji mikroglie, a v periferii, kde se nachdzi mimo jiné i monocyty
a makrofagy. Na imunitni aktivaci se tedy podili jak centralni nervovy systém, tak periferie.
Imunitni bunky jsou hyper-responsivni na externi stimuly a dochazi u nich ke zméndm

v produkei cytokini (Bjorkqvist et al., 2008; Moller, 2010).

Diplomova prace byla zaméfena na charakterizaci dysfunkci v perifernim imunitnim systému
TgHD miniprasat. Vrozeny imunitni systém miniprasat je zapojen do patogeneze HD,

nicmén¢ byla detekovana i nedostatecnd odpovéd’ adaptivniho imunitniho systému.

V perifernim imunitnim systému TgHD miniprasat bylo nalezeno nékolik cytokinti, které by
mohly slouzit jako biomarkery nastupu a progrese nemoci. V sekretomu monocytl byl jako
nejslibnéjsi cytokin detekovan IL-1pB, v sekretomu makrofagt pak IL-1B, TNFa, IL-4, IFNa
a v krevnim séru IFNa. Zajimavé vysledky ukazala rovnéz zménéna koncentrace chemokinu
IL-8 v séru a sekretomu monocyti mezi WT a TG. Tyto cytokiny by tedy mohly slouzit jako
slibné biomarkery nastupu HD u miniprasat. Specifickd inhibice nebo aktivace t&chto
biomarkerti by mohla ptispét k vyvoji pfipadnych 1é¢iv. Vhodny vybér cytokint, pfipadnych
biomarker HD, maze slouzit pro sledovani ti¢innosti terapeutickych strategii v preklinickém

stadiu. Cytokiny tedy mohou pomoci pii hledani novych terapeutickych cila.

Ackoliv zmény v periferii nejsou tak markantni jako v CNS, vyhodou vyzkumu perifernich
oblasti stale zlistava méné invazivni odbér télnich tekutin a tkani, nebot’ ziskani mozkové
tkan¢ od lidskych pacientll je téméf nemozné. Je tedy potiebné sledovani dalSich zmén
fungovani imunitniho systému TgHD miniprasat a snaha o jejich pfipadné¢ sméfovani

k novym terapeutickym strategiim.
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