ABSTRAKT

Huntingtonova choroba (HCH) patri k nevylieCitelnym ochoreniam s fatdlnym
koncom. Zaradujeme ju k monogénnym neurodegenerativnym ochoreniam. Podl'a poctu
opakovani CAG repeticii v géne kodujicom huntingtin, ndstup ochorenia méze byt v
detskom veku (5%), strednom veku — najcastejSie (90%) a vy$Som veku (5%). Zaciatok
choroby sa prejavi zmenami v spravani, ku ktorym sa pridruzia problémy s koordinaciou a
pohybom. Neskor dochadza k psychickym zmenam. Ochorenie kon¢i smrtou. V dnesnej dobe
zatial' nie je vyvinutd U¢innd lieCba. Doktori momentalne len priznaky farmakologicky

utlmuju, ale nelieci sa pricina choroby.

Na naSom ustave v Libéchove sme v roku 2009 vytvorili model transgénneho miniprasat’a

(TgHD) nestceho N - terminalnu ¢ast’ 'udského mutovaného huntingtinu (mtHtt). Dostatok
potomkov a velka pribuznost' fyziolégie a morfolégie medzi prasatom (Sus scrofa) a
clovekom (Homo sapiens) nam déava dostatok moznosti na Studovanie zmien v centralnych
nervovych orgdnoch, ale i v periférnych tkanivach. Ako prvé zmeny fenotypu sme pozorovali
reprodukéné problémy TgHD kancov. Preto sa moja praca v prvom rade zamerala na
komplexné preStudovanie reprodukénych parametrov TgHD kancov, rovnako ako na
ultraStrukturdlne, imunocytochemické a biochemické zmeny v tkanivdich semennikov a v

spermiach.

V tejto préaci som detailne popisala reprodukéné defekty u TgHD kancov F1 a F2 generacie.
Vsetky ziskané vysledky boli vzdy porovnavané medzi netransgénnymi (WT)
a transgénnymi kancami (TgHD) rovnakého vrhu. U obidvoch generacii TgHD kancov bol
zisteny nastup reprodukénych zmien vo veku 13tich mesiacov. Zmeny v pocte spermii, v ich
pohybe a v progresivnom pohybu dopredu za hlavickou vykazovali signifikantné rozdiely vo
veku 24 az 36 mesiacov. Transmisnd elektronovd mikroskopia preukdzala pocetné
morfologické abnormality predovsetkym v oblasti bi¢iku spermii a taktiez v testikularnom
epiteli vo veku 24 a 36 mesiacov. Tieto morfologické pozorovania boli podopreté
imunocytochemickym sledovanim, ktoré¢ preukazalo signifikantne nizSiu prolifera¢nua aktivitu
spermatogonii TgHD kancov. Zasadné zistenie predstavuje vysoka expresia mutovaného
huntingtinu (mtHTT) vo vSetkych bunkdch semenotvornych kanalikoch semennikov TgHD
kancov a taktiez vo vSetkych castiach bi¢ika ejakulovanych spermii, predovSetkym v ich
spojovacich  cCastiach. Tieto zmeny boli taktieZ potvrdené neinvazivnym pristupom,

vySetrenim testikularneho tkaniva pomocou °'P  magnetické spektroskopie (MRS)



u surodencov (WT a TgHD kancov). I tento pristup preukdzal signifikantny pokles v pomere
fosfodiesterov (PDE/y- ATP) v parenchyme semennikov TgHD kancov.

Vyssie popisané zmeny v spermidch na urovni morfoldgie a funkcie boli zdsadnym sposobom
potvrdené pomocou detailného Stidia metabolizmu mitochondrii u spermii WT a TgHD
kancov. Hlavnou vyhodou tohto biologického materidlu je moznost' jeho neinvazivneho
ziskavania v dlh§om casovom intervale. Funkcie dychacieho retazca boli Studované pomocou
polarografie a potom bol metabolizmus mitochondrii stanoveny pomocou detekcie oxidacie
radioaktivnych substratov. Tento metodickych pristup preukazal signifikantny pokles v
dychacom komplexe I a taktiez v Styroch parametroch, ktoré indikuju vyznamné znizenie
urovne glykolytickej drahy v spermidach TgHD kancov. Tieto experimenty detailne
charakterizovali biomarkery pre monitorovanie rozvoja HCH.  Predlozené vysledky
jednoznacne potvrdili negativni vplyv mutovaného huntingtinu na mitochondridlny
metabolizmus, ktory vedie k degeneracii parenchymu semennikov a k zdsadnym zmenam vo

funkcii spermii.

Vsetky experimenty zaradené do tejto dizertacnej prace potvrdili, Ze TgHD miniprasat’a, u
ktorych bol preukazany postupny rozvoj predklinického fenotypu HCH, st vhodnym,
biomedicinskym modelom pre testovanie ucinnosti vsetkych stcasnych pristupov

k ovplyvneniu rozvoja HCH.



