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SEZNAM POUŢITÝCH ZKRATEK 
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PD  Parkinsonova choroba 

PNS   periferní nervový systém 

poly-Q  polyglutamin 
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1. ÚVOD DO PROBLEMATIKY 

 

1.1. Bazální ganglia  

Bazální ganglia (BG) tvoří systém subkortikálních jader  telencefala, která se podílejí na 

řízení motorických funkcí, kognitivních funkcí a emocí. BG zahrnují nucleus (nc) caudatus 

(NC) a putamen (Pu), tzv. neostriatum (striatum), globus pallidus (GP: pars externa - GPe, 

a pars interna - GPi), nc. subthalamicus (STN), substantia nigra (SN: pars reticulata - SNr, 

a pars compacta - SNc), nc. accumbens a nc. lentiformis. NC a Pu jsou u člověka odděleny 

proužkem bílé hmoty – capsula interna. U potkana NC a Pu také představují hlavní 

struktury BG, ale tvoří jedno těleso, caudoputamen, které je stejně jako u člověka 

označováno jako striatum (neostriatum). (Neo)striatum, STN, GP, SN a nc. entopeduncular 

(EP), který je strukturou homologickou ke GPi (Prescott et al, 2006), jsou navzájem 

propojené a tvoří funkční podjednotku mozku (obr. 1A, B).  

 

Obr. 1. Bazální ganglia potkana: (A) interní dráhy, (B) externí dráhy (převzato 

a upraveno z Prescott et al, 2006). 

Poruchy BG se projevují abnormální motorickou činností a množstvím 

neuropsychiatrických poruch, např. degenerace neuronů ve striatu vede k rozvoji HD 

a příbuzných hyperkinetických poruch, u Parkinsonovy choroby (PD) a příbuzných 

parkinsonských onemocnění dochází k degeneraci dopaminergních neuronů v SNc (Afifi, 

2003; Graybiel, 2000). 

Striatové neurony jsou z 90% reprezentovány středně velkými neurony s trny. Zatímco 

ostatní striatové neurony využívají jako neurotransmiter GABA (γ-aminomáselná 
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kyselina), středně velké neurony s trny exprimují jiné neuropeptidy i jiný typ 

dopaminergních receptorů. Interneurony bez trnů představují 10% striatových neuronů 

a jsou rozděleny do 4 skupin: velké cholinergní neurony, malé GABA-ergní a parvalbumin 

obsahující neurony, somatostatin a neuropeptid Y exprimující neurony a neurony 

obsahující calretinin. Imunocytochemické metody prokázaly přítomnost dopaminergních 

interneuronů, které se ve striatu nacházejí jen v malém počtu a jejich počet se zvyšuje např. 

u Parkinsonovy choroby, kdy je přívod dopaminu do striata přerušený (Prensa et al, 2000; 

Smith a Kieval, 2000). Striatové neurony obsahují 2 typy dopaminových receptorů: D1 

a D2 receptory, které tvoří začátek striatopalidové dráhy (Afifi, 2003). Nejvyšší 

koncentrace dopaminu v mozku je právě ve striatu, kde pomáhá regulovat excitabilitu 

synapsí (Graybiel, 1990; Hornykiewicz, 2001).  

Striatum je hlavní vstupní strukturou BG přijímající excitační podněty ze senzoricko-

motorických částí kortexu za účasti glutamátu jako neurotransmiteru (Graybiel, 1990; 

Selemon a Goldman-Rakic, 1985) a z talamických jader, kdy neurotransmiterem je 

glutamát nebo aspartát (Giménez-Amaya a Graybiel, 1990; Smith et al, 2004). 

Dopaminergní projekce ze SNc mají na neurony ve striatu excitační (při aktivaci D1 

receptorů) nebo inhibiční účinky (aktivace D2 receptorů - McGeer et al, 1984). Další 

projekce do striata vedou z rafeálních jader (serotoninergní), z nc. coeruleus 

(noradrenergní) a z GPe (GABA-ergní) (Afifi, 2003). Signály jsou přijímány zejména 

středně velkými GABA-ergními neurony s trny (např. Bolam et al, 2000). Výstupními 

jádry BG jsou GPi a SNr, které inhibují další cílové struktury – jádra v talamu. Výstupní 

dráhy se dělí na přímou a nepřímou cestu. Neurony zapojené do přímé cesty exprimují D1 

receptory, koexprimují substanci P a dynorphin a představují monosynaptické inhibiční 

propojení s neurony GPi a SNr. Výsledkem aktivace přímé dráhy je odblokování talamu 

a zvýšení motoriky. Neurony nepřímé dráhy obsahují D2 receptory a enkefalin. Projekce 

pokračuje do GPe, které nepřímo přes STN excituje GPi a SNr. Při nepřímé cestě dochází 

k inhibici talamu a snížení pohybové aktivity (Alexander a Crutcher, 1990; Graybiel, 2000; 

Pollack, 2001). Zvýšená aktivita nepřímé dráhy je tedy odpovědná za snížení hybnosti 

u PD, naproti tomu zvýšená aktivita přímé dráhy má za následek nadbytečné pohyby u HD 

(De Long MR, 1990; Graybiel, 2000). Rovnováha propojení těchto dvou drah je 

rozhodující pro bezchybné ovládání motorických funkcí, stejně jako kognitivních 

a limbických pochodů (Graybiel, 2000).  
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1.2. Huntingtonova choroba 

Huntingtonova choroba (Huntington´s disease, HD), poprvé popsaná Georgem 

Huntingtonem v roce 1872 (Huntington, 1872), je autozomálně dominantně dědičné 

neurodegenerativní onemocnění s incidencí 3-10 nemocných na 100 000 obyvatel 

v západní Evropě a severní Americe (Ho et al, 2001; Vonsattel a DiFiglia, 1998). 

V Japonsku je to 0,5/100 000 obyvatel, v Asii a Africe je výskyt ještě nižší (Harper, 2002; 

Takano et al, 1998; Wright et al, 1981).  

K typickým klinickým příznakům patří nejprve změny osobnosti, následně typické 

bezděčné choreatické pohyby jak v klidu, tak při aktivních pohybech a finálně i demence 

(Antal et al, 2003; Garron, 1973). První symptomy se objevují nejčastěji mezi 35. až 50. 

rokem života a onemocnění končí vždy letálně, obvykle v průběhu 10-15 (výjimečně 20) 

let od nástupu klinických příznaků. Onemocnění se může rozvinout i v dětském 

a adolescentním věku - až  6% pacientů trpí juvenilní formou HD (Foroud et al, 1999).    

Prvním příznakem onemocnění bývá kognitivní dysfunkce a zpomalení intelektuálních 

procesů. Zhoršení kognitivních funkcí se může projevit i několik desítek let před nástupem 

motorického postižení a dále progreduje. Následně pacienti trpí změnami osobnosti 

(vznětlivost, apatie, sexuální poruchy - Jensen et al, 1993), v pozdějších stadiích pak 

i těžkou demencí, případně přidruženými manio-depresivními stavy (Folstein et al, 1983). 

Charakteristickým příznakem HD, také označované jako Huntingtonova chorea (chorea – 

tanec, řec.), však je motorická porucha spojená se ztrátou vůlí ovládaných pohybů, která 

pomalu postupuje. Nejčastějšími symptomy u HD pacientů jsou bradykineze a rigidita 

(Garcia Ruiz et al, 2000; Sánchez-Pernaute et al, 2000; Thompson et al, 1988), zejména 

v pozdějších stadiích. Pacienti obvykle umírají na následky srdečního selhání nebo 

aspirační pneumonii (Chiu a Alexander, 1982). U juvenilních pacientů jsou symptomy 

odlišné, jsou charakterizovány bradykinezí, tremorem, rigiditou a dystonií, ale chorea se 

nemusí vůbec projevit. Postižené děti mohou trpět i epileptickými záchvaty (van Dijk et al, 

1986). Většinu pacientů postihuje svalová atrofie a úbytek hmotnosti i navzdory 

dostatečnému kalorickému příjmu (Djoussé et al, 2002; Kirkwood et al, 2001; Sanberg et 

al, 1981).  

HD patří mezi systémové atrofie mozku, postihující především bazální mozková ganglia, 

zejména nc. caudatus a putamen. Z histopatologického hlediska je HD charakterizována 

předčasným zánikem především středně velkých (hlavně GABA-ergních) striatových 

neuronů obsahujících enkefalin, dynorphin a substanci P, které primárně inervují SNr 

a GP. Velké interneurony obsahující somatostatin, neuropeptid Y a NADPH, cholinergní 
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neurony a GABA-ergní neurony, obsahující parvalbumin, zůstávají většinou zachované 

(Ferrante et al, 1985; Reiner et al, 1988; Vonsattel et al, 1985). V pozdějších stadiích je 

také postižen neokortex, dochází k úbytku jeho objemu a zasaženy jsou zejména velké 

pyramidové neurony ve třetí, páté a šesté vrstvě (Hedreen et al, 1991; Heinsen et al, 1994). 

Úbytek neuronů se může objevit také v talamu, retikulární části substantia nigra a nc. 

subthalamicus v důsledku sekundárních změn a v pokročilejším stadiu onemocnění 

(Vonsattel a DiFiglia, 1998). Dochází k progredující atrofii striata a následné proliferaci 

gliových buněk, zejména astrocytů, což vede ke vzniku astrogliózy v postižených 

oblastech. Reaktivní glióza ale nedokáže nahradit úbytek šedé hmoty, a proto dochází ke 

kompenzační dilataci postranních mozkových komor (Vonsattel et al, 1985). Stupeň atrofie 

striata je v korelaci i s degenerací ostatních částí mozku - např. Kassubek a spol. (2004) 

udávají signifikantní atrofii hypotalamu. Následkem celkové atrofie se může hmotnost 

mozku snížit až o 40% (např. Gusella, 2001). 

Míra postižení se hodnotí nejčastěji s použitím stupnice podle Vonsattela a spol. (1985), 

rozdělené do 5 stupňů (stupeň 0-4) ve vztahu k charakteru a rozsahu degenerace striata. 

Stupeň 0 zahrnuje méně než 1% pacientů s klinickými příznaky HD. Mozek pacientů se 

makroskopicky neodlišuje od zdravého, nicméně mikroskopicky je detekován úbytek 30-

40% neuronů v hlavě NC, reaktivní glióza se zatím neobjevuje. Stupeň 1 (4% HD mozků) 

vykazuje atrofii ocasu a v některých případech i těla NC. Úbytek neuronů a astroglióza 

jsou evidentní zejména v hlavě (50%) a ocasu, méně pak v těle NC. Stupeň 2 (16% HD 

mozků) je spojený s již makroskopicky detekovatelnou atrofií striata, která je výraznější 

než u stupně 1. Konvexní tvar NC (tj. vyklenutí jeho mediálního povrchu do postranní 

komory) zůstává zachovaný. U stupně 3 (52% HD mozků) se, v důsledku atrofie striata, 

konvexita NC vyrovnává a ve stupni 4, kde je atrofie spojená se ztrátou více než 95% 

populace neuronů, má mediální povrch NC již konkávní tvar. 

V roce 1983 byla objevena genetická mutace, která HD způsobuje, a to na krátkém 

raménku 4. chromozomu (Gusella et al, 1983). Až v roce 1993 byl izolován gen IT15 

(interesting transcript 15), kódující nestabilní protein huntingtin (htt), složený 

z variabilního počtu opakujícího se trinukleotidu CAG (The Huntington´s Disease 

Collaborative Research Group, 1993). Molekulární defekt vzniká v důsledku expanze 

tohoto tripletu kódujícího aminokyselinu glutamin. Proto můžeme HD přiřadit k dalším, 

nejméně osmi, polyglutaminovým (poly-Q) chorobám, mezi které patří dentato-rubro-

pallido-luysianská atrofie (DRPLA), spinobulbární svalová atrofie (SBMA) 

a spinocerebelární ataxie (SCA) 1, 2, 3, 6, 7 a 17 (Zoghbi a Orr, 2000).  
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Anomální (mutantní) forma huntingtinu (mhtt) obsahuje 40 a více repeticí (adultní forma 

HD), ale riziko onemocnění vzniká už při 36-39 CAG repeticích (Kremer et al, 1994; 

Zühlke et al, 1993), při 55 a více repeticích se rozvíjí juvenilní forma onemocnění (Gárdián 

a Vécsei, 2004). Normální huntingtin je exprimován ve všech savčích buňkách - nejvyšší 

koncentrace je v mozku a varlatech, střední množství se nachází v játrech, srdci a v plicích 

(DiFiglia et al, 1995). V mozku jsou hlavními místy exprese neokortex, kůra mozečku, 

striatum a hipokampus. Lokalizace htt v mozku, a především ve striatu, ale nekoreluje se 

selektivním zánikem buněčných typů, specifických pro HD (Fusco et al, 1999). Jeho 

funkce není doposud plně objasněna. Různé studie však ukazují, že může mít klíčovou 

funkci v organizaci řady signálních proteinů a v intracelulárním transportu. Důkazem, 

podporujícím tuto teorii, je asociace htt s různými buněčnými organelami, jako jsou 

mitochondrie, Golgiho komplex, endoplazmatické retikulum, synaptické vezikuly a také 

s některými částmi cytoskeletu; v menším množství je přítomen i v jádře. Byla prokázána 

i jeho interakce s mnoha proteiny, které jsou zahrnuty do intracelulárního transportu 

(Harjes a Wanker, 2003; Kegel et al, 2002; Landles a Bates, 2004; Li SH a Li XJ, 2004; 

Young, 2003). Významná úloha huntingtinu v průběhu embryonálního vývoje byla 

prokázána u HD knock-out myší, u nichž měl nedostatek htt za následek buněčnou 

degeneraci a smrt zárodků v embryonálním období (Duyao et al, 1995; Nasir et al, 1995; 

Zeitlin et al, 1995). Inaktivace genu v mozku dospělých knock-out myší vedla k jejich 

sterilitě, redukované délce života a k neurodegeneraci (Dragatsis et al, 2000). Tyto nálezy 

vedou k předpokladu, že htt je důležitý během celého života. Navíc různé studie ukázaly, 

že normální forma proteinu chrání před buněčnou smrtí, indukovanou mutantní formou htt 

in vivo a před neurodegenerací, která byla navozena ischémií (Cattaneo et al, 2001; Ho et 

al, 2001; Leavitt et al, 2001; Leavitt et al, 2006; Zhang et al, 2003). Některé in vitro studie 

naznačují i anti-apoptotický efekt htt - bylo zjištěno, že huntingtin chrání  imortalizované 

striatové buňky před různými apoptotickými stimuly. Předpokládá se, že htt snižuje 

uvolňování mitochondriálního cytochromu c a brání tak tvorbě funkčního apoptózového 

komplexu a následné aktivaci kaspázy-9 (Rigamonti et al, 2001) a kaspázy-3 (Rigamonti et 

al, 2000). Navíc se prokázalo, že htt reaguje s aktivovanou formou kaspázy-3 a inhibuje 

tak její proteolytickou aktivitu (Zhang et al, 2006). 

Expandovaný polyglutamin dává huntingtinu nové vlastnosti, které vedou k jeho 

cytotoxicitě. Mutantní protein narušuje více intracelulárních drah tím, že se naváže na 

klíčové části těchto cest a zavezme je do agregátů. Ztráta funkce normálního htt přispívá 

k narušení intracelulární homeostázy jak sníženou expresí, tak tvorbou agregátů. HD je 
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tedy charakterizována tvorbou intracelulárních, vysokomolekulárních agregátů a inkluzí 

mhtt a jejich akumulací v jádře, perinukleárním prostoru a v dystrofických axonech. Tyto 

agregáty se pravděpodobně významně podílejí na neurodegenerativním procesu (Davies et 

al, 1997; DiFiglia et al, 1997; Sapp et al, 1999).  

Intracelulární dysfunkce, indukovaná mutantním htt, která vede k progresivní degeneraci 

důležitých neuronálních spojů, ke ztrátě buněk ve striatu, v některých korových vrstvách 

i v jiných oblastech v mozku, není jediným mechanismem zahrnutým v patogenezi HD. 

Excitotoxicita, metabolická a mitochondriální dysfunkce, oxidační a nitrační stres 

a apoptóza jsou molekulární mechanismy zapojené v genezi onemocnění (např. Beal, 

1997; Coyle a Schwarcz, 1976; DiFiglia, 1990; Dragunow et al, 1995; Manfredi a Beal, 

2000; Portera-Caillau et al, 1995; Tabrizi et al, 2000). Mnohé z těchto mechanismů se plně 

rozvíjí až v pozdějších stadiích nebo sekundárně. 

  

1.3. Astrocyty  

Astrocyty jsou nejpočetnější a největší ze skupiny buněk neuroglie v centrálním nervovém 

systému (CNS). Relativní počet astrocytů se ve vztahu k celkovému počtu mozkových 

buněk i k počtu neuronů zvyšuje společně s fylogeneticky narůstající komplexitou mozku. 

Například, typické ganglion pijavic je složené z 25-30 neuronů a jen jediného astrocytu, 

u Caernohabditis elegans (C. elegans) se poměr mění na 6:1, u hlodavců (myš, potkan) je 

v kortexu poměr 3:1 a u člověka připadá na jeden neuron 1, 4 astrocytů (např. Nedergaard 

et al, 2003).      

Astrocyty tvoří morfologicky heterogenní populaci buněk hvězdicovitého tvaru 

s početnými dlouhými výběžky, které obklopují všechny buněčné komponenty v CNS 

a obsahují intermediální filamenta (IF), tzv. gliofilamenta, zejména gliální vláknitý kyselý 

protein (GFAP). Rozlišujeme dva základní typy astrocytů podle lokalizace a morfologie: 

plasmatické astrocyty v šedé hmotě a fibrilární (vláknité) astrocyty v bílé hmotě (např. 

Verkhratsky a Butt, 2007).  
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Obr. 2. Základní typy astrocytů: (A) plasmatický astrocyt, (B) fibrilární astrocyt 

(převzato a upraveno z Junqueira et al, 1999). 

Plasmatické astrocyty jsou keříčkovité buňky s četnými krátkými, vysoce rozvětvenými 

výběžky, které obklopují synapse. Fibrilární astrocyty mají tenké a dlouhé nerozvětvené 

výběžky, které především probíhají paralelně s myelinizovanými axony a obklopují je 

v místě Ranvierových zářezů. Specializované výběžky obou typů astrocytů, tzv. vaskulární 

nožky (obr. 2A, B), naléhají na stěnu cév a vytvářejí membrana limitans gliae 

perivascularis (MLGP), která je významnou součástí hemato-encefalické bariéry (HEB); 

obdobně pak na piálním povrchu tvoří membrana limitans gliae superficialis (MLGS). 

Kromě těchto dvou základních typů astrocytů se v CNS nacházejí i malé populace 

specializovaných astrogliových buněk, např. Müllerova glie v retině, Bergmannova glie 

v mozečku, pituicyty v neurohypofýze.  

Astrocyty se vyvíjejí v prenatálním a časném postnatálním období z radiální glie, která 

přímo generuje i neurony pro kortikální ploténku (např. Mori et al, 2005) a dále slouží jako 

vodič pro migrující neurony a je důležitá pro správný vývoj architektoniky CNS. Po 

ukončení produkce, resp. migrace neuronů podél radiálních vláken zkrátí buňky radiální 

glie v  závěrečné fázi vývoje svoje apikální (radiální) výběžky a transformují se na 

hvězdicovité astrocyty (Schmechel a Rakic, 1979), příp. na Müllerovu nebo Bergmannovu 

glii (např. Rakic, 2003).  

Astrocyty byly poměrně dlouho považovány za pasivní elementy mozku, které poskytují 

pouze strukturální a metabolickou podporu neuronům. Ukázalo se však, že astrocyty také 

podporují přežívání neuronů během vývoje a jejich maturaci, formování a funkci synapsí. 

Zcela nezastupitelnou funkci mají při regulaci mikroprostředí v mozku. Astrocyty 

exprimují K
+
 a Na

+
 kanály, udržují stabilní iontové složení a pH extracelulární tekutiny 
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(zejména ionty K
+
 a Ca

2+
 - Nedergaard et al, 2003; Ruhl, 2005) a jsou hlavním zdrojem 

proteinů v extracelulární matrix (ECM) a producentem adhezních molekul v CNS - např. 

lamininu, N-cadherinu, NCAM (neural cell adhesion molecule) a fibronektinu (např. Chiu 

et al, 1991; Matthiessen et al, 1989; Neugebauer et al, 1988; Shea et al, 1992). Dále 

syntetizují a uvolňují proteolytické enzymy – zejména matrixové metaloproteinázy 

(MMPs), které mají důležitou úlohu v degradaci a remodelaci ECM (Muir et al, 2002; 

Wells et al, 1996). Astrocyty také produkují velké množství neurotrofických faktorů (De 

Keyser et al, 2008; Nedegaard et al, 2003), jako jsou NGF (nerve growth factor), BDNF 

(brain-derived neurotrophic factor), GDNF (glia-derived neurotrophic factor), CNTF 

(ciliary neurotrophic factor), glia-derived nexin (protease nexin-1), EGF (epidermal growth 

factor) a HGF (hepatocyte growth factor). Tyto faktory jsou esenciální pro proliferaci, 

přežívání a maturaci neuroblastů (Villegas et al, 2003). Jednou z hlavních funkcí astrocytů 

je i vychytávání neurotransmiterů uvolněných z nervových zakončení pomocí 

specializovaných membránových receptorů, čím se výrazně podílejí na přenosu vzruchů 

(Verkhratsky a Kirchhoff, 2007; Volterra a Meldolesi, 2005). Astrocyty produkují a také 

recyklují glutamát (Mazzanti et al, 2001) - jeho produkce se zdá být primárním 

mechanismem v modulaci synaptického přenosu (Kang et al, 1998) - a také kontrolují 

genezi, přežívání i zánik synapsí (Haydon, 2000; Ullian et al, 2001; Ullian et al, 2004). 

Astrocyty prostřednictvím svých výběžků, které jsou v kontaktu s cévami (vaskulární 

nožky) na jedné straně a s těly neuronů, axony (v místě Ranvierových zářezů) a synapsemi 

na straně druhé, zajišťují metabolické substráty pro neurony (Kasischke et al, 2004; 

Pellerin a Magistretti, 1994). A v neposlední řadě astrocyty ovlivňují vývoj a aktivitu 

neuronů na různých úrovních také prostřednictvím mezibuněčných kontaktů nebo 

humorální cestou (Környei et al, 2005). Je tedy zcela zjevné, že astrocyty představují stejně 

významnou a nezastupitelnou složku CNS jako neurony (Barres, 2003).  

 

1.3.1. Reaktivní astrocyty a astroglióza 

Rozsáhlé spektrum důležitých funkcí astrocytů ve zdravé nervové tkáni předurčuje jejich 

zapojení do reakcí vyvolaných patologickými podmínkami. V odpovědi na poškození CNS 

jakéhokoliv typu (traumatické, ischemické, virové, nádorové, neurodegenerativní) se 

astrocyty stávají „reaktivní“ a dochází k rozvoji tzv. reaktivní gliózy. Spolu s aktivací 

astrocytů dochází obvykle i k aktivaci mikroglie (reprezentující imunitní efektorové buňky 

v CNS), tedy k zánětlivé reakci v mozkové tkáni (např. Markiewicz a Lukomska, 2006).   
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Charakteristickým znakem reaktivních astrocytů je hypertrofie, zvýšená exprese GFAP 

a re-exprese nestinu a vimentinu (Clarke et al, 1994; Eliasson et al, 1999; Jing et al, 2007). 

Vizualizací protilátkou proti GFAP jsou výběžky reaktivních astrocytů mohutnější 

a početnější v porovnání s výběžky normálních astrocytů, zejména díky vytváření 

výrazných svazků GFAP-pozitivních gliofilament (např. Pekny a Pekna, 2004). Vzhledem 

k tomu, že zralé astrocyty se nedělí a v subpopulaci GFAP
+
 reaktivních astrocytů k dělení 

dochází (např. Sofroniew, 2005), lze předpokládat, že tyto dělící se astrocyty pocházejí 

z endogenních progenitorových buněk (Alonso, 2005; Buffo et al, 2005; Chen et al, 2002; 

Magnus et al, 2007). Avšak další studie (např. Buffo et al, 2008; Jabs et al, 1999; Miyake 

et al, 1992; Schiffer et al, 1993) přicházejí s hypotézou, že reaktivní astrocyty vznikají 

převážně transformací zralých astrocytů. Doposud se však nenašla jasná odpověď na 

otázku, jestli tyto reaktivní astrocyty vznikají z gliových prekurzorových buněk nebo 

z existujících klidových („quiescent“) plasmatických astrocytů. 

Z histopatologického hlediska byly v adultním CNS popsány dva typy reaktivní gliózy. 

Anizomorfní glióza, která se rozvíjí v bezprostředné blízkosti destruované tkáně, je tvořena 

gliovými elementy uspořádanými do sítě a má za následek kompletní reorganizaci 

postižené tkáně. Reaktivní astrocyty v této oblasti produkují chondroitin a keratin, které 

inhibují regeneraci axonů a tím zabraňují jejich pronikání do oblasti léze. Dále produkují 

i glykosaminoglykany, které se výrazně podílejí na formování gliové jizvy, která zde 

vzniká. Izomorfní glióza je sice spojena s progresivní demyelinizací a paralelním 

uspořádáním výběžků astrocytů, ale základní organizace tkáně zůstává zachována. Rozvíjí 

se ve větší vzdálenosti od primárně poškozené tkáně. Reaktivní astrocyty v izomorfní 

glióze produkují a uvolňují různé růstové faktory, např. NGF, EGF a cytokiny (např. 

interleukiny), které chrání neurony před smrtí. Dále syntetizují molekuly ECM a adhezivní 

molekuly, které podporují interakce neuron-astrocyt a napomáhají prodlužování axonů 

(Fawcett a Asher, 1999; Jabs et al, 1999; Ridet et al, 1997).  

Reaktivní astroglióza je postupný nepřetržitý proces zahrnující progresivní změny 

v genové expresi i na buněčné úrovni. Vznik určitého typu gliózy i reakce astrocytů závisí 

především na typu a rozsahu poškození, tj. na charakteru následně aktivovaných signálních 

kaskád (Sofroniew, 2009). K primárním signálům, vycházejícím z poškozených buněk 

v centru léze, můžeme řadit neurotransmitery (glutamát, adenosintrifosfát - ATP), 

cytokiny, adhezivní molekuly, růstové faktory i krevní faktory (např. trombin). Rozvoj 

obou typů reaktivní gliózy tak závisí na aktuální kombinaci těchto signálů a jejich relativní 

koncentraci (Verkhratsky a Butt, 2007). 
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I když je již dlouho známo, že se reaktivní astrocyty objevují v odpovědi na poškození 

CNS různého původu, jejich funkce doposud není přesně objasněna. Přisuzují se jim však 

jak negativní, tak pozitivní vlastnosti. Pochopení těchto různých, někdy i protichůdných 

vlastností, může mimo jiné vést k novým terapeutickým strategiím u různých typů 

poškození CNS. 

 

1.3.2. Intermediální filamenta v astrocytech 

Cytoskelet eukaryotických buněk obsahuje 3 základní složky: aktinová filamenta, 

mikrotubuly a intermediální filamenta, které se podílejí na udržení tvaru buněk, lokomoci, 

intracelulární organizaci a transportu. IF jsou rozdělena do 6 tříd na základě homologie 

sekvencí a struktury genů a podle specifičnosti jejich exprese v různých typech buněk 

(Goldman et al, 1999). Nejpočetnější jsou cytokeratinová IF, která tvoří třídu I (kyselá IF) 

a II (neutrální a bazická IF) a jsou exprimována zejména v epitelových buňkách. Třída III 

zahrnuje vimentin, desmin, GFAP a peripherin; do třídy IV se řadí IF přítomná v nervovém 

systému a patří k nim neurofilamenta, nestin, α-internexin a synemin. I když se většina IF 

nachází v cytoplasmě, třídu V tvoří nukleární (jaderné) laminy. Do třídy VI jsou zařazena 

IF phakinin a filensin, která jsou exprimována výhradně v oční čočce (Eriksson et al, 2009; 

Merdes et al, 1993). 

Všechna IF mají jednotnou strukturu, jsou tvořena centrální α-helikální doménou 

a nestálými C- a N- terminálními doménami, které se mohou lišit délkou i primární 

strukturou. Cytoskeletální IF jsou soustředěna v perinukleární oblasti, kde tvoří 

cytoplasmatickou síť a odtud se radiálně rozbíhají až k periferii buňky, kde jsou často 

ukotvena v místě mezibuněčných spojů (desmosomů a hemidesmosomů - Goldman et al, 

1996; Green a Simpson, 2007; Herrmann et al, 2007; Steinert a Roop, 1988).  

V nervovém systému jsou IF přítomna v neuronech a astrocytech, ale v oligodendrocytech, 

formujících myelinové pochvy v CNS, intermediální filamenta chybí.  

Astrocyty mohou obsahovat 3 základní typy intermediálních filament: GFAP, vimentin 

a nestin. Jejich přítomnost/množství závisí na vývojovém stadiu astrocytů a na stupni jejich 

aktivace (Eliasson et al, 1999; Sultana et al, 2000). Nestin a vimentin nacházíme 

v gliálních prekurzorech a v nezralých astrocytech.  

GFAP je jedním z hlavních IF astrocytů. Byl identifikován před čtyřiceti lety při analýze 

plaků pacientů s roztroušenou sklerózou (Eng et al, 1970). Velké množství tohoto proteinu 

v astrocytech obratlovců naznačuje jeho důležitou funkci v CNS. Výrazná exprese GFAP 

je charakteristická i pro radiální glii u primátů (Levitt a Rakic, 1980) – ale ne např. 



19 

 

u hlodavců (Malatesta et al, 2003) – pro diferencující se astrocyty (Dahl, 1981) a reaktivní 

astrocyty (Eddleston a Mucke, 1993; Eng a Lee, 1995). Tyto vlastnosti podporují 

hypotézu, že GFAP určuje morfologii astrocytů, včetně jejich výběžků, které nasedají na 

stěnu krevních cév (vaskulární nožky tvořící MLGP), obklopují synapse a na piálním 

povrchu do sebe zapadají a tvoří MLGS. Novější studie navíc dokumentují expresi GFAP 

v adultních neurálních kmenových a progenitorových buňkách, i když jeho přesná funkce 

v těchto buňkách není zatím objasněna (např. Campbell a Götz, 2002; Doetsch et al, 1999; 

Malatesta et al, 2000; Noctor et al, 2001). Zájem o vlastnosti GFAP se zvýšil po odhalení, 

že mutace genu pro GFAP je spojená s rozvojem neurodegenerativního onemocnění – 

Alexandrovy choroby (např. Li et al, 2002).  

Vimentin (VIM) je exprimován především v buňkách mezenchymového původu, a to 

v nezralých (i např. nádorových) buňkách i zralých elementech – fibroblastech/fibrocytech, 

buňkách hladké svaloviny stěny cév a endotelových buňkách (např. Franke et al, 1987). 

Byly popsány různé funkce tohoto cytoskeletálního proteinu, zejména jeho podíl 

na udržení stability buněčného skeletu. Exprese vimentinu v nediferencovaných buňkách 

během vývoje CNS a hladké svaloviny naznačuje, že může sloužit jako prvotní buněčná 

kostra, která je v pozdějších stadiích nahrazována specifičtější sítí, např. GFAP 

v astrocytech, neurofilamenty v neuronech (Cochard a Paulin, 1984; Houle a Fedoroff, 

1983), nebo desminem v buňkách hladké svaloviny (Fürst et al, 1989). Další studie 

odhalily zapojení vimentinu do mnoha důležitých buněčných procesů – např. účast na 

přenosu signálů, nitrobuněčném transportu, reakcích na stres, apoptóze a na regulaci 

pohyblivosti buněk (např. Capetanaki et al, 1989). 

Nestin (NEST) byl identifikován v roce 1985 (Hockfield a McKay, 1985) a je přítomen 

v různých typech buněk - nejen v mitoticky aktivních progenitorových buňkách CNS a 

PNS, ze kterých se diferencují neurony i glie (Lendahl et al, 1990; Mujtaba et al, 1998), ale 

i v jiných proliferujících buňkách (aktivovaný endotel v placentě – Mokrý a Němeček, 

1998), v myogenních prekurzorech kosterní a hladké svaloviny (Kachinsky et al, 1994; 

Mokrý a Němeček, 1998; Sejersen a Lendahl, 1993), ve vyvíjejících se zubních pupenech 

(Terling et al, 1995), varlatech (Fröjdman et al, 1997) a v progenitorových buňkách 

vlasových folikulů (Li et al, 2003; Mokrý a Němeček, 1998). Během diferenciace buněk se 

exprese nestinu snižuje (Lothian a Lendahl, 1997; Zimmerman et al, 1994). K jeho 

přechodné re-expresi dochází v reakci na poškození např. svalu, ale také CNS - detekce 

v reaktivních astrocytech a v ependymových buňkách (Krum a Rosenstein, 1999; Namiki 

a Tator, 1999; Vaittinen et al, 2001). Některé dospělé tkáně, jako CNS a kůže, navíc trvale 
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obsahují malé populace nestin pozitivních kmenových/progenitorových buněk (Johansson 

et al, 2002; Li et al, 2003). V současnosti je nestin jedním z nejčastěji používaných 

markerů kmenových a progenitorových buněk, které vykazují charakteristické vlastnosti 

jako multipotenci, schopnost sebeobnovy a regenerace. O jeho funkci však stále máme 

poměrně málo poznatků.  

Zvýšená exprese GFAP, ale i vimentinu a nestinu je charakteristickým znakem reaktivních 

astrocytů. Proto pokusy s astrocyty ochuzenými o GFAP i o ostatní IF poskytují dobrou 

možnost studia fyziologických a patologických funkcí těchto buněk (Pekny, 2001). Řada 

studií, které se týkají IF v astrocytech, jim připisuje klíčovou roli při určování jejich 

funkčního stavu. Absence této složky cytoskeletu pravděpodobně snižuje schopnost 

astrocytů podílet se na akutní reakci v odpovědi na různá poškození CNS. Na druhé straně 

však astrocyty, které experimentálně neobsahují IF (zejména GFAP a vimentin), nebrání 

různým regeneračním procesům v CNS, například růstu axonů, obnově synapsí nebo 

dlouhodobé integraci neurálních transplantátů (Pekny a Pekna, 2004).  

 

1.4. Experimentální modely Huntingtonovy choroby 

Pro studium patogeneze HD a hledání potenciálních terapeutických zásahů jsou široce 

využívány in vivo modely, které funkčně simulují symptomy a neuropatologické změny 

v průběhu onemocnění. 

Nejčastěji studované zvířecí modely zahrnují kromě hlodavců a primátů i bezobratlé 

živočichy. Bezobratlí jako C. elegans a Drosophila melanogaster poskytují rychlé a vysoce 

účinné testování specifických hypotéz a nových terapeutických strategií. V nervovém 

systému C. elegans dochází k expresi CAG repeticí a k formování polyglutaminových 

agregátů ve svalových buňkách vyúsťující v celkové snížení motility (Brignull et al, 2006). 

U drosofil se poly-Q repetice exprimují v oku mouchy (Jackson et al, 1998) a i když se oko 

vyvíjí normálně, ve fotoreceptorech progresivně vznikají inkluze, které vedou k jejich 

degeneraci. Výhodou těchto modelů je krátký životní cyklus a jejich vysoká schopnost 

reprodukce. Avšak podrobnější studium onemocnění a vývoj terapeutických postupů 

vyžaduje modely komplexnější. 

Většinu zvířecích modelů můžeme obecně rozdělit do dvou kategorií, genetické 

a neurotoxinem indukované modely. 

První in vivo modely HD byly vyvinuty v 70-tých letech na základě selektivní citlivosti 

striatových neuronů k excitotoxickým aminokyselinám (Coyle a Schwarcz, 1976). 

Striatové neurony obsahují velké množství glutamátových receptorů, protože 
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kortikostriatální projekce využívají tyto excitační aminokyseliny jako primární 

neurotransmitery. Intrastriatální injekce selektivních a neselektivních glutamátových 

agonistů - kyseliny kainové (KA), ibotenové (IA) a chinolinové 

(chinolové/quolinové/quinolinové - QA) – simuluje excitotoxický proces vedoucí 

k buněčné smrti (Beal et al, 1986; Coyle a Schwarcz, 1976; Schwarcz et al, 1979b). 

Mitochondriální toxiny, kyselina 3-nitropropionová (3-NP) a kyselina malonová (MA), 

indukují smrt neuronů ve striatu inhibicí komplexu II cyklu trikarboxylových kyselin 

a elektronového transportu v mitochondriích, čím redukují produkci ATP (Beal et al, 1993; 

Brouillet et al, 1993).   

Mezi nejčastěji používané neurotoxické kyseliny patří kyselina chinolinová. Přímé podání 

QA, endogenního agonisty NMDA (N-metyl-D-aspartátová kyselina) receptoru, vyvolá ve 

striatu potkana degeneraci zejména středně velkých neuronů s trny a reprodukuje některé 

behaviorální a biochemické vlastnosti HD. QA je endogenní metabolit vznikající 

v průběhu kynureninové kaskády degradace tryptofanu a její vliv na zánik neuronů je 

předmětem studií již dlouhou dobu. Postmortální analýza mozků pacientů s HD 

v počátečním stadiu onemocnění odhalila zvýšené hodnoty QA a jejího prekurzoru 3-

hydroxy-kynureninu (Lafon-Cazal et al, 1993) a také oxygenázy kyseliny 3-hydroxy 

anthranilové (Schwarcz et al, 1988), která katalyzuje přeměnu kyseliny 3-hydroxy 

anthranilové na QA.  

Neurotoxická léze striata replikuje i některé behaviorální projevy HD, zahrnující 

motorickou a kognitivní dysfunkci. Dlouhodobé změny chování byly poprvé popsány 

u potkanů po unilaterální i bilaterální lézi striata. U modelu unilaterální KA-léze byl 

zaznamenán spontánní rotační pohyb zvířat ve směru léze (ipsilaterální) již 1. den po lézi, 

ale 8. den po lézi se rotace obrátila ve směru kontralaterálním ke straně léze. Další 

abnormální (choreatické) pohyby ani dystonie se nerozvinuly (Dunnett a Iversen, 1982; 

Schwarcz et al, 1979a). Tento rotační pohyb potkanů byl zpočátku uváděn jako analogický 

k hyperkinetickému pohybu pacientů s HD. Naproti tomu, bilaterální neurotoxická 

striatová léze indukovala spontánní a přetrvávající noční lokomoční hyperaktivitu 

a kognitivní dysfunkci (Deckel et al, 1983; Isacson et al, 1984; Mason a Fibiger, 1979; 

Sanberg et al, 1978). Toto zjištění prokázalo, že při unilaterální lézi může intaktní strana 

kompenzovat některé nedostatky strany poškozené. Rozsáhlá histologická 

a neurochemická charakteristika QA léze ve striatu opic ve studii Ferranta a spol. (1993) 

potvrdila, že takto navozený neurodegenerativní proces (NDP) ve striatu dobře imituje 
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změny v mozku pacientů s HD, tj. zánik především středně velkých neuronů s trny 

a relativní zachování interneuronů a dopaminergních aferentních drah.  

Objevení molekulárních technologií umožnilo vývoj geneticky upravených myší a nověji 

i potkanů pro studium HD. Genetické myší modely HD se dělí na transgenní, knock-in 

a knock-out modely. 

Transgenní linie exprimují zkrácenou nebo úplnou formu mutantního htt genu vloženého 

náhodně do myšího genomu. Doposud byl již vytvořen velký počet těchto modelů, které 

můžeme rozdělit do dvou základních kategorií. První skupinu tvoří myši, které exprimují 

N-terminální fragment htt - obvykle první jeden nebo dva exony lidského huntingtinu 

obsahujícího poly-Q expanzi. Druhá skupina transgenních myší exprimuje lidský htt gen 

s expandovaným poly-Q v plné délce. Všechny tyto modely však vykazují pouze některé 

rysy onemocnění shodné s nálezy u pacientů s HD. Vlastnosti transgenních myší popsali ve 

své práci Hickey a Chesselet (2003). První vytvořený transgenní model dostal označení R6 

(Mangiarini et al, 1996).  Tyto myši exprimují mutantní exon 1 lidského htt genu s délkou 

141-157 CAG repeticí. Doposud bylo vytvořeno šest linií, ze kterých ale čtyři linie 

obsahují ještě vyšší počet CAG repeticí, než je obvyklé i u juvenilní formy HD, konkrétně 

R6/1 (CAG)115, R6/2 (CAG)145, R6/5 (CAG)135-156 a R6/0 (CAG)142 (Mangiarini et al, 

1997). Další dvě linie HDex6 a HDex27 exprimují 18 CAG tripletů a slouží jako kontrola. 

K nástupu projevů onemocnění dochází ve věku 2 měsíců u R6/2 myší a 4-5 měsíců u linie 

R6/1. Nejčastěji studovaným modelem jsou R6/2 myši. Motorická dysfunkce nastupuje 

u těchto myší ve věku 5-6 týdnů. Dobře charakterizovaný progresivní fenotyp se projevuje 

snížením hmotnosti, rozvojem diabetu, třesem a křečemi. Hmotnost mozku je výrazně 

nižší, ale zánik neuronů je minimální a oproti nástupu behaviorálních symptomů opožděný 

(Davies et al, 1997; Hurlbert et al, 1999; Mangiarini et al, 1996).     

Další transgenní model, N171-82Q myši, exprimuje prvních 171 aminokyselin N-

terminálního fragmentu htt proteinu, nesoucího 82 CAG tripletů (Schilling et al, 1999). 

Behaviorální a anatomické příznaky se u tohoto modelu vyvíjejí později než u R6 myší. 

Vytváření YAC (yeast artificial chromosome) transgenních myší spočívá v klonování 

umělého kvasnicového vektoru, který vnese poly-Q repetici do myšího genomu. YAC 

kmeny exprimují 72 nebo 128 CAG repeticí. Oba kmeny vykazují úbytek neuronů 

převážně v laterálním striatu (Hodgson et al, 1999; Slow et al, 2003). YAC 72 myši mají 

v porovnání s wild-type (wt) kontrolami ve věku 12 měsíců nižší hmotnost o 50% 

a projevují výrazné krouživé pohyby i jiné pohybové abnormality, ataxii a svírání předních 

tlapek. YAC 128 myši vykazují ve věku 3 měsíců hyperkinetické pohyby, zatímco 



23 

 

po 6. měsíci se objevují náznaky hypokineze. Na podobném pozadí jako YAC kmeny 

vznikla i první linie transgenních potkanů (von Hörsten et al, 2003).  

Knock-in myši exprimují mutantní htt gen vložený do genového lokusu  kódujícího 

huntingtin pod kontrolou endogenního promoteru a mohou obsahovat repetici složenou ze 

111, 92 (HdhQ111, HdhQ92 linie), 140 a 150 CAG tripletů (Ramaswamy et al, 2007). 

U těchto myší není pozorován výraznější váhový úbytek. Zvýšená motorická aktivita se 

objevuje u zvířat s 92 a 140 CAG triplety kolem druhého měsíce života, hypoaktivita ji 

vystřídá v průběhu čtvrtého měsíce v závislosti na délce repeticí. I když u knock-in myší 

nedochází k úbytku neuronů, ve striatu 14 měsíčních myší se 150 CAG repeticemi a 24 

měsíčních zvířat se 111 CAG repeticemi byla popsána reaktivní glióza (Hickey 

a Chesselet, 2003; Lin et al, 2001; Menalled, 2005). 

Knock-out myši nepředstavují přesný model HD, ale jsou důkazem esenciální role htt 

během embryonálního vývoje, protože vystřižení genu pro huntingtin způsobí smrt těchto 

jedinců ještě v embryonálním období (Duyao et al, 1995). 

Nejnovější modely využívají virové vektory k přenesení lidského mhtt genu do striata 

zdravých potkanů nebo primátů a umožňují tak inzerci mhtt přímo do vybraných cílových 

buněk a studium efektu různého množství mhtt proteinu. Vysoký počet CAG repeticí má 

za následek formování nukleárních a cytoplasmatických agregátů už 5 dní po injekci, což 

značí, že exprese samotného poly-Q je úzce propojená se vznikem inkluzí (de Almeida et 

al, 2002; Senut et al, 2000).  

 

1.5. Transgenní model potkana pro Huntingtonovu chorobu 

V současnosti jediný model transgenních potkanů pro HD (tgHD potkani) byl vytvořen 

v roce 2003 skupinou profesora von Hörstena (von Hörsten et al, 2003).  

Tento model exprimuje N-terminální htt fragment s 51 CAG repeticemi. Malý počet CAG 

repeticí vede k nástupu choroby v pozdějším věku, na rozdíl od běžně používaných 

transgenních myší, které exprimují více než 60 CAG tripletů (např. Hickey a Chesselet, 

2003) a jsou tedy spíše obdobou juvenilní než častěji se vyskytující adultní formy 

onemocnění u člověka (Zühlke et al, 1993). 

V souladu s menší délkou CAG repeticí vykazují transgenní HD potkani z neurologického 

hlediska pomalu progredující fenotyp a také motorickou, kognitivní a afektivní dysfunkci 

(von Hörsten et al, 2003). Překvapivě, již v prvním měsíci života je pozorovatelná 

signifikantně snížená úzkostlivost tgHD zvířat v testu sociální interakce (Social Interaction 

Test), a proto v tomto věku vykazují zlepšení motorických funkcí v Accelerod Test-u. Tyto 
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časné změny v chování mohou ukazovat na to, že neuronální dysfunkce se patrně 

vyskytuje už v období jednoho měsíce po narození nebo i dříve. Významné je, že 

motorické funkce se postupně zhoršují a výkon významně klesá u 6 měsíčních 

homozygotních a 8 měsíčních heterozygotních tgHD zvířat (Nguyen et al, 2006). Tyto 

počáteční změny jsou ve shodě s pozorováním u transgenních myší. Redukovaná 

úzkostlivost byla u R6 myší pozorována již v prvním týdnu po narození (File et al, 1998; 

Naver et al, 2003). Podobně byl zaznamenán i průběh změn motorických funkcí  u R6/2 

myší (Luesse et al, 2001), HD knock-in myší (Menalled et al, 2002; Menalled et al, 2003) 

a YAC myší exprimujících mhtt v plné délce (Hodgson et al, 1999; Slow et al, 2003). 

Všechny tyto modely v průběhu onemocnění vykazují přechod od hyperaktivity 

k hypoaktivitě, tedy změny ekvivalentní progresi choroby u člověka, manifestující 

se pohybovou dyskinezí na začátku a akinezí v pozdějších stadiích nemoci (Kirkwood et 

al, 2001). Kognitivní změny, které jsou hlavním časným symptomem HD (Jason et al, 

1997; Lawrence et al, 1998), byly doposud u myších modelů popsány jen u R6/2 transgenů 

(Lione et al, 1999; Murphy et al, 2000). Zatímco u pacientů s HD a u tgHD myší se 

kognitivní dysfunkce objevila před motorickou dysfunkcí (Lawrence et al, 1998; Lione et 

al, 1999; Van Raamsdonk et al, 2005), u tgHD potkanů byl kognitivní deficit detekován až 

po nástupu motorických symptomů (Nguyen et al, 2006). Zvířata většinou vykazovala 

obloukovité ohýbání hlavy směrem dozadu a dyskinetické pohyby hlavou, avšak na pohled 

nebyly pozorovány žádné známky třesu, ataxie, sevření tlapek ani záchvatovité ataky. 

Behaviorální abnormality ukázaly teprve podrobné testy (von Hörsten et al, 2003). TgHD 

potkani se vyznačují progresivními poruchami paměti. Zpočátku se vyskytují poruchy 

krátkodobé paměti, později je postižená i dlouhodobá paměť (Nguyen et al, 2006), 

podobně jako je to u pacientů s HD, u kterých dochází v počátečních stadiích 

k progredujícímu zhoršení pozornosti a krátkodobé paměti (Ho et al, 2003).  

Na základě výsledků magnetické rezonance osmiměsíčních homozygotních tgHD potkanů 

byla zaznamenána kompenzační dilatace postranních komor a ložiskové léze ve striatu. 

Detekce neurochemických změn prokázala kompletní úbytek kyseliny xanthurenové ve 

striatu a kortexu tgHD homozygotů. Naproti tomu hladina xanthurenové kyseliny byla 

u heterozygotních tgHD potkanů v kortexu vyšší než u kontrolních zvířat. Snížená je 

i koncentrace tryptofanu a dopaminu ve striatu (von Hörsten et al, 2003). 

Ke zmenšení objemu striata dochází až u 12 měsíčních tgHD potkanů. V tomto věku je 

zaznamenán i signifikantní úbytek neuronů ve striatu, ale nebyly zjištěny žádné změny 

v páté kortikální vrstvě (Kántor et al, 2006). Redukce objemu striata je nejvýraznější 
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v mediální paraventrikulární části (Kántor et al, 2006), stejně jako u pacientů s HD 

(Vonsatell et al, 1985). 

U tgHD potkanů dochází k formování poly-Q agregátů v buněčných jádrech a v neuropilu, 

především ve striatu, stejně jako u HD knock-in myší (Li et al, 2000; Wheeler et al, 2000) 

a u pacientů s HD (DiFiglia et al, 1997). Tyto poly-Q agregáty se u tgHD potkanů objevují 

až po devátém měsíci života (Nguyen et al, 2006). 

Vytvoření modelu Huntingtonovy choroby na potkanech poskytuje lepší možnost 

charakteristiky progrese tohoto onemocnění v dlouhodobých in vivo experimentech. Navíc 

nám umožňuje porovnat naše předchozí nálezy ze studií na neurotoxickém modelu HD 

u potkana bez problémů s některými mezidruhovými odchylkami (potkan vs. myš). 

 

1.6. Mitochondriální dysfunkce 

Mitochondrie jsou intracelulární organely, ve kterých probíhá velké množství 

biochemických pochodů zahrnujících oxidativní fosforylaci a reakce metabolismu 

sacharidů, proteinů, tuků a steroidů. Jsou klíčové v přísunu ATP pro energetické 

požadavky buněk, zajišťování homeostázy Ca
2+

 a přenos intracelulárních signálů pro 

apoptózu. Počet mitochondrií v buňkách a tkáních je odrazem tkáňových požadavků na 

energii dodávanou procesem oxidativní fosforylace. Nejvyšší požadavky mají v lidském 

organismu neurony a svalové buňky, proto obsahují i nejvyšší počet mitochondrií (např. 

Schapira, 2010).    

Hlavním procesem pro získávání energie je oxidativní fosforylace. Systém oxidativní 

fosforylace je rozdělený do pěti podjednotkových komplexů dýchacího řetězce 

lokalizovaných na vnitřní mitochondriální membráně. Tyto komplexy jsou označené jako 

NADH-koenzym Q-oxidoreduktáza (komplex I), sukcinát-koenzym Q-oxidoreduktáza 

(komplex II), ubichinon-cytochrom c-oxidoreduktáza (komplex III), cytochrom c-oxidáza 

(komplex IV) a ATP-syntáza (komplex V). Prostřednictvím těchto komplexů jsou 

přenášeny elektrony na O2 za současného přechodu protonů z matrix do 

mezimembránového prostoru mitochondrie pomocí komplexů I, III a IV, čím vznikne 

elektrochemický gradient, jehož energie je pak využívána ATP-syntázou pro tvorbu ATP 

(např. Sharma et al, 2009). 

Mitochondriální dysfunkce je považována za jeden z počátečných příznaků prakticky 

všech neurodegenerativních onemocnění, např. HD, PD, AD (Alzheimerova choroba), 

ALS (amyotrofická laterální skleróza), iktus a epilepsie (např. Lin a Beal, 2006). Novější 
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poznatky ukazují, že mitochondriální dysfunkce může sehrávat roli i u psychiatrických 

onemocnění, např. bipolární porucha osobnosti a deprese (např. Kato, 2006).  

Vztah mezi poškozením mitochondrií a neurodegenerativním procesem u pacientů s HD 

mimo jiné dokládají i následující nálezy: (1) zvýšená produkce laktátu v kortexu 

a bazálních gangliích pacientů s HD; (2) snížený klidový poměr mezi fosfokreatinem 

a anorganickými fosfáty ve svalech pacientů - jeho rozpětí koreluje s délkou CAG tripletu 

a po námaze se zhoršuje; (3) experimentální systémová aplikace mitochondriálních toxinů 

vyvolává u zvířat selektivní degeneraci striatových neuronů, která je obdobného charakteru 

jako u HD pacientů; (4) abnormální depolarizace mitochondriální membrány 

v lymfoblastech pacientů s HD; (5) zhoršená aktivita komplexů II-IV dýchacího řetězce 

a akonitázy v bazálních gangliích HD pacientů, prokázaná biochemickými studiemi a (6) 

přítomnost poškozených mitochondrií při ultrastrukturální studii kortikálních biopsií HD 

pacientů (např. Browne a Beal, 2004). 

 

1.7. Erytropoetin 

Erytropoetin (EPO) je hemopoetický růstový faktor o molekulové hmotnosti 34 kDa, který 

stimuluje erytropoézu. EPO podporuje proliferaci a diferenciaci erytroidních 

progenitorových buněk a je rozhodující pro jejich přežívání. Hlavním místem produkce 

EPO jsou fetální játra a adultní ledviny. Myši s deficitem genů pro EPO nebo jeho receptor 

umírají 13. den intrauterinního vývoje v důsledku anémie způsobené poruchou definitivní 

erytropoézy (např. Byts a Sirén, 2009).  

EPO se váže na specifický receptor (EPO-R), který patří mezi cytokinové receptory 

s jednoduchým řetězcem. Dráha signalizace EPO je ukončena aktivací fosfatáz, které 

defosforylují JAK2 (Janus family tyrosine kinase 2). Komplex ligand-receptor je potom 

internalizován a degradován proteazomy (Youssoufian et al, 1993).   

Exprese EPO/EPO-R mRNA, stejně jako samotného proteinu, byla detekována v několika 

oblastech v mozku myší i primátů. Tyto oblasti zahrnují kortex, hipokampus a amygdalu, 

mozeček, hypotalamus a NC (Marti et al, 1996; Sirén et al, 2001). V in vitro 

experimentech byla zjištěna exprese EPO a jeho receptoru v neuronech, astrocytech 

(Bernaudin et al, 2000; Masuda et al, 1994), oligodendrocytech (Genc et al, 2006), 

mikrogliových (Nagai et al, 2001) a endotelových buňkách (Brines et al, 2000). Tyto 

nálezy ukazují na široké spektrum funkcí erytropoetinu v mozku. 

Exprese EPO a EPO-R v dospělém mozku je citlivá na zátěž organismu a je regulována 

dostupností kyslíku - hypoxie a ischémie jejich expresi zvyšují (Bernaudin et al, 1999; 
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Bernaudin et al, 2000; Fandrey, 2004; Lewczuk et al, 2000). Jiné stimuly jako 

hypoglykémie, uvolnění inzulínu, reaktivní formy kyslíku, IGF (insulin-like growth factor) 

aktivují hypoxií indukovatelný faktor a tak zvyšují expresi EPO (Chandel et al, 1998; 

Masuda et al, 1997). Prozánětlivé cytokiny snižují v astrocytech expresi EPO mRNA, ale 

zvyšují expresi EPO-R mRNA (Nagai et al, 2001). 

Mnohé in vitro a in vivo studie ukázaly, že erytropoetin může mít neurotrofické 

a neuroprotektivní účinky nezávisle na zvýšení hematokritu. EPO a jeho deriváty mají 

přímý neuroprotektivní účinek jak na modelech buněčných kultur, tak i po přímé aplikaci 

do mozku (Bernaudin et al, 1999; Sadamoto et al, 1998; Sakanaka et al, 1998). Exprese 

EPO/EPO-R v nervových buňkách je indukována hypoxickým a ischemickýcm stresem 

a přispívá k ischemické toleranci (Bergeron et al, 2000; Bernaudin et al, 2002; Dirnagl et 

al, 2003; Marti et al, 2004; Masuda et al, 1994; Prass et al, 2003; Ruscher et al, 2002; Sirén 

et al, 2001), zatímco snížení endogenního EPO v mozku zvyšuje ischemické poškození 

(Sakanaka et al, 1998). Geneticky podmíněná ablace EPO-R v mozku zhoršuje 

neurogenezi a přežívání neuronů po mozkové mrtvici (Chen et al, 2007; Tsai et al, 2006) 

a naopak, zvýšená exprese EPO je spojená s redukcí rozsahu postischemického postižení, 

edému mozku a funkčních deficitů u akutního (ischemického) modelu mozkové mrtvice 

(Kilic et al, 2005). 

EPO tedy indukuje široké spektrum buněčných odpovědí v mozku, nasměrovaných na 

ochranu a regeneraci poškozené tkáně. Základním mechanismem neuroprotekce je 

schopnost EPO inhibovat apoptózu v kulturách neuronů tím, že redukuje poškození DNA 

a asymetrii buněčné membrány (Celik et al, 2002; Kilic et al, 2005; Ruscher et al, 2002; 

Shingo et al, 2001; Villa et al, 2003; Wu et al, 2007). Dalším protektivním mechanismem 

je schopnost EPO chránit buňky před oxidačním poškozením (Solaroglu et al, 2003; Wu et 

al, 2007). EPO inhibuje peroxidaci lipidů zvýšením aktivity antioxidačních enzymů, 

například superoxid-dismutázy a glutation-peroxidázy (např. Kumral et al, 2005). EPO 

snižuje zánětlivou odpověď, redukuje reaktivní astrogliózu a aktivaci mikroglie a inhibuje 

přesun buněk imunitního systému do místa poškození (např. Agnello et al, 2002; Villa et 

al, 2007; Zhang et al, 2005). V kulturách cerebrovaskulárních endotelových buněk EPO 

snižuje TNF-α (tumor necrosis factor-alpha) a indukovanou expresi genů pro IL-6 

(interleukin-6), IL-1β, CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4) a IL-1α (Avasarala 

a Konduru, 2005). Erytropoetin chrání integritu cév a stimuluje angiogenezi (Jaquet et al, 

2002; Ribatti et al, 2003; Wang L et al, 2004). EPO podporuje diferenciaci neuroblastů, jak 

v kulturách neurálních kmenových buněk pocházejících z embryonálních i adultních 
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neurogenních zón, tak v kulturách embryonálních neurálních progenitorových buněk (Chen 

et al, 2007; Lipton, 2004; Shingo et al, 2001; Tabira et al, 1995). Zvyšuje i proliferaci 

progenitorů oligodendrocytů a podporuje jejich diferenciaci in vitro (Nagai et al, 2001; 

Sugawa et al, 2002).  

První studie účinku erytropoetinu u akutního ischemického poškození mozku u lidí 

dokazuje, že vysoké dávky intravenózně aplikovaného EPO jsou nejen dobře tolerované, 

ale mají za následek klinické zlepšení už po 30-ti dnech léčby (Ehrenreich et al, 2002). 

Povzbudivé výsledky prokazující neuroprotektivní vlastnosti EPO byly nedávno dosaženy 

i v dalších klinických pilotních studiích týkajících se léčby sekundární periferní neuropatie 

(Hassan et al, 2003), chronické schizofrenie a roztroušené sklerózy (Ehrenreich et al, 

2007).  

V současné době je erytropoetin prominentní součástí seznamu hemopoetických 

a angiogenetických faktorů, které jsou exprimovány v CNS a mají protektivní funkci, čím 

se řadí mezi slibné kandidáty pro terapeutické využití u onemocnění CNS. 
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2. CÍLE STUDIE  

  

● Podrobná morfologická charakteristika (pomocí histologických, imunohistochemic-

kých a imunofluorescenčních technik) rozvoje NDP ve striatu mozku potkanů 

po neurotoxické (QA) lézi, reprezentující tradiční model HD, v porovnání 

s kontrolními (stejně starými) zvířaty: 

a) v akutní fázi rozvoje NDP, tj. u zvířat přežívajících 3, 6-7, 14 a 28 dní po QA lézi. 

b) v chronické fázi NDP, tj. u zvířat přežívajících 3, 6, 9 a 12 měsíců po QA lézi. 

● Podrobná morfologická charakteristika (pomocí histologických, imunohistochemic-

kých a imunofluorescenčních technik) rozvoje NDP ve striatu mozku potkanů 

transgenních pro HD, reprezentující zcela nový model HD, v porovnání se (stejně 

starými) kontrolními (wt) zvířaty, u zvířat s přežitím 2, 6, 12, 18 a 22-24 měsíců. 

● Kvantitativní hodnocení mitochondriální respirace (u všech skupin tgHD potkanů 

v porovnání s kontrolními zvířaty) vzhledem k předpokládané participaci 

mitochondriální dysfunkce v patogenezi HD.  

● Kvantitativní (stereologická) analýza (program Ellipse) rozvoje reaktivní astrogliózy 

u jednotlivých skupin tgHD potkanů v porovnání s kontrolními zvířaty. 

● Sledování bezprostředního účinku erytropoetinu na rozvoj degenerativního procesu ve 

striatu fenotypu HD u potkanů s neurotoxickou (QA) lézí (pomocí histologických, 

imunohistochemických a imunofluorescenčních technik, Western Blot analýzy, 

behaviorálního testování zvířat a vyšetření krevního obrazu). 
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3. MATERIÁL A METODY 

 

3.1. Laboratorně připravovaná fixativa, roztoky, pufry  

4% neutrální formaldehyd – základní fixační roztok 

- originální (40%) roztok formaldehydu se naředí „pramenitou“ vodou v poměru 1:9, 

roztok se neutralizuje přidáním CaCO3 a uchovává se v tmavé láhvi. 

4% paraformaldehyd – pro kryostatové řezy  

- 4 g paraformaldehydu se rozpustí ve 100 ml PBS nebo PB pufru zahřátého na 60 °C. Do 

roztoku se přidá pár kapek 4M NaOH a konečný roztok se přefiltruje. 

Koncentrovaný roztok sacharózy - pro kryoprezervaci  

- 5 g sacharózy rozpuštěné ve 25 ml destilované vody se doplní 25 ml 0,2M PB (10% 

sacharóza); 10 g sacharózy rozpuštěné ve 25 ml destilované vody se doplní 25 ml 0,2M PB 

(20% sacharóza); 15 g sacharózy rozpuštěné ve 25 ml destilované vody se doplní 25 ml 

0,2M PB (30% sacharóza). 

Cytoskeletální extrakční pufr – pro WB analýzu GFAP   

- 75 mM Tris, 0.9 M NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 2 mM CaCl2, 1% Triton X-100, 

10% glycerol, 0.5% SDS, 0.5% deoxycholát; pH pufru se upraví na 7,4.    

Respirační médium MiRO5 – pro oxygrafické měření 

- 0.5 mM EGTA, 3 mM MgCl2, 60 mM K-laktobionát, 20 mM taurin, 20 mM HEPES, 110 

mM sacharóza, 1 g/l BSA (FFA); pH = 7,4. 

 

3.2. Laboratorní zvířata 

3.2.1. Potkani pro QA lézi a kontroly 

K experimentům byli použiti bílí laboratorní potkani - samci kmene Wistar (o váze 220-

240 g na začátku pokusu; BioTest Konárovice, ČR). Zvířata byla chována ve viváriu LF 

v Hradci Králové za standardních laboratorních podmínek (klimatizovaný vzduch, teplota 

15-21°C, vlhkost 50-60% a 12 hodinový cyklus světla a tmy), denní limit potravy 

(standard) byl 25-28 g na potkana a tekutiny ad libitum. Zvířata byla po operaci chována 

v samostatných klecích, po měsíci byla seskupena do klecí po maximálně 4 zvířatech 

(podle skupin). Váha potkanů byla orientačně kontrolována před operací, před aplikací 

BrdU a před ukončením pokusu. 

Zvířata byla usmrcena za 3, 6-7, 14 a 28 dní, 3, 6, 9 a 12 měsíců po aplikaci neurotoxické 

kyseliny. 

 



31 

 

3.2.2. Potkani transgenní pro Huntingtonovu chorobu a kontroly 

Byli použiti homozygotní potkani transgenní pro HD a jejich homozygotní wt kontroly (na 

pozadí kmene Sprague-Dawley, 51 CAG repeticí na N-terminálním fragmentu htt). 

Množení i genotypizace potkanů byly provedeny dodavatelem (Nguyen HP a Riess O, 

Ústav lékařské genetiky, Univerzita v Tübingenu, Německo). Zvířata byla přivezena cca 2-

4 týdny po genotypizaci (AnLab, Praha, ČR). Chovné podmínky ve viváriu LF-HK byly 

stejné jako pro potkany kmene Wistar.  

Zvířata byla odebírána (usmrcena) ve věku 2, 6, 12, 18 a 22-24 měsíců. 

 

3.3. Operační zákroky  

Veškerá manipulace se zvířaty a operační zákroky byly prováděny v souladu s pravidly pro 

práci se zvířaty (Zákon č. 246/1992 Sb., Vyhláška MZ č. 311/1997) a na základě schválení 

Odbornou komisí pro ochranu zvířat proti týrání UK v Praze, LF v Hradci Králové. 

Operační zákroky byly prováděny neurochirurgem v operační místnosti vivária LF-HK za 

polosterilních podmínek.  

 

3.3.1. Anestézie 

Anestézie zvířat byla provedena i.m. aplikací kombinace ketaminu (Narketan 10% inj., 

Vétoquinol S.A., Francie;  100 mg/kg) a xylazinu (Xylazin 2% inj., Bioveta, ČR; 16 

mg/kg). 

 

3.3.2. Neurotoxická a kontrolní léze 

Neurotoxická léze byla navozena intrastriatovou injekcí 2x1 µl kyseliny chinolinové (QA; 

Sigma-Aldrich, ČR; 17µg/2 ml aqua pro inj.) do pravé hemisféry (obr. 3A, B) do dvou 

míst (etáží) z jednoho vpichu s použitím následujících koordinát: A 1.2; L 2.5; V 5.0 a 4.5 

od bregmatu (A – anterior, P – posterior, V – ventralis; koordináty jsou uváděny v mm); 

linie zubů = 0. Aplikace byla provedena pomocí stereotaktického přístroje (Koppf, New 

York, USA) použitím automatického dávkovače Syringe Pump SP310 (World Precision 

Instruments, Německo). Zvířatům s kontrolní lézí (sham-lesioned/sham-L) byl do striata 

aplikován fyziologický roztok (2x1µl). 
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29 0 35 dní 

QA EPO/placebo 

            

Obr. 3. (A) Detail návrtu kalvy a (B) injekční aplikace QA do striata v pravé hemisféře. 

3.3.3. Aplikace bromodeoxyuridinu  

Bromodeoxyuridin (BrdU; Sigma-Aldrich, ČR) byl rozpouštěn v aqua pro inj. 

na koncentraci 120 mg/kg nebo 50 mg/kg v termostatu při 60°C (aby bylo dosaženo jeho 

úplného rozpuštění), maximálně půl dne před podáním a až do aplikace uchováván při 37-

40°C. Potkanům byl aplikován i.p. v několika schématech podle zaměření pokusu:  

a) 120 mg/kg 15 a 3 hodiny před ukončením pokusu 

b) 120 mg/kg 66, 42 a 15 hodin před ukončením pokusu 

c) 120 mg/kg 0.–3. den pokusu a pak 48 a 24 hodin před ukončením pokusu 

d) 50 mg/kg 13 dní po vytvoření  neurotoxické QA léze a u zvířat přežívajících 35 dní 

navíc 29.-34. den pokusu - u zvířat ze skupiny EPO/palcebo. 

 

3.3.4. Aplikace erytropoetinu 

RhEPO (rekombinantní lidský erytropoetin; EPREX, Janssen-Cilag, ČR) byl aplikován i.p. 

v dávce 3000 IU/kg, 1x denně po dobu 6 dní. Paralelně s aplikací rhEPO bylo kontrolní 

skupině aplikováno placebo (fyziologický roztok, i.p., 0,5 ml). Podávání rhEPO/placebo 

bylo zahájeno 8. nebo 29. den po intrastriatové injekci QA a zvířata byla usmrcena 

následující den po poslední aplikaci EPO/placebo (obr. 4).  

 

 

 

 

 

Obr. 4. Schéma podávání rhEPO/placebo v pilotní studii pro sledování okamžitého účinku 

EPO na rozvoj NDP ve striatu při aplikaci v akutní a chronické fázi NDP. 

0 8 14 dní 

QA EPO/placebo 
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3.3.5. Odběr mozkové tkáně 

Zvířata byla usmrcena v hluboké narkóze (ketamin-xylazin) transkardiální perfúzí 

fixačním roztokem (4% neutrální formaldehyd, 4% paraformaldehyd) nebo exsanguinací 

bez perfúze. Mozek byl vyštípán z lebky a přikrojen pomocí Brain Blockeru (Better 

Hospital Equipment Corp., New York, USA) do identických tkáňových bloků určených 

pro další zpracování (po odkrojení 3 mm čelních laloků byl přikrojen vlastní blok tkáně 

o tloušťce 4 mm).  

 

3.4. Histologické zpracování pro světelnou mikroskopii 

3.4.1. Parafínové řezy 

Tkáňové bloky byly imerzně dofixovány ještě 3 dny (ve 4% neutrálním formaldehydu) při 

pokojové teplotě. U transgenních potkanů i jejich wt kontrol byly navíc odděleny 

hemisféry (tedy každá hemisféra byla zpracovaná samostatně). Tkáň byla potom 

odvodněna vzestupnou alkoholovou řadou, projasněna xylenem a zalita do parafínu. 

Z parafínových bločků byly nakrájeny sériové frontální řezy o tloušťce 7 µm, které byly 

lepeny na podložní sklo pomocí kamencové želatiny. Po odparafínování a zavodnění byl 

každý 15. řez standardně obarven hematoxylinem a eosinem. Obarvené řezy byly opět 

dehydratovány vzestupnou alkoholovou řadou, projasněny xylenem a montovány do 

montovacího média (Klinipath b.v., Holandsko).  

 

3.4.2. Kryostatové řezy 

Po perfúzi 4% paraformaldehydem byl mozek přikrojen stejně jako mozek pro parafínové 

řezy. Po 3 hodinové imerzní postfixaci (ve 4% paraformaldehydu) následovala 

kryoprezervace v 10% roztoku sacharózy 2 hodiny, poté ve 20% sacharóze 3 hodiny 

a nakonec ve 30% sacharóze přes noc (resp. dokud tkáňový blok neklesl ke dnu nádobky). 

Postfixace i kryoprezervace probíhala v lednici při 4°C. Na kryostatu pak byly krájeny 

sériové řezy o tloušťce 8 µm a lepeny na APES-ová skla.   

 

3.5. Imunohistochemie a imunofluorescence 

Byla provedena imunohistochemická analýza vybraných protilátek jak na parafínových 

řezech, tak i na řezech kryostatových, které však byly používány jen výjimečně. Parafínové 

řezy byly odparafínovány a zavodněny sestupnou alkoholovou řadou. Použití některých 

protilátek vyžadovalo ještě speciální předpřípravu řezů:  
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- pro detekci polyglutaminu byla použita 98% kyselina mravenčí (5 minut při pokojové 

teplotě) - aby se rozpustily amyloidní fibrily a došlo tak k maximálnímu odhalení epitopů 

- pro detekci BrdU byla nezbytná hydrolýza DNA inkubací s 2N HCl po dobu 30 min při 

4°C 

- pro detekci CNP-ázy byly řezy natráveny 0,1% pepsinem v roztoku 0,1 N HCl - 30 minut 

při 37°C 

- většina detekcí ještě vyžadovala následné ošetření řezů v mikrovlnné troubě 3x 5 minut 

při 800W v citrátovém pufru (pH 6,0) pro odhalení epitopů. Po vychladnutí byly řezy 

opláchnuty v destilované vodě a v PBS. 

Všechny řezy byly inkubovány 3x10 minut v roztoku 0,2% H2O2 pro redukci aktivity 

endogenní peroxidázy. Po dalším oplachu v PBS pufru bylo na řezy aplikováno neimunní 

oslí sérum (pro potlačení nespecifické vazby protilátek) na dobu 20 minut při pokojové 

teplotě. Bez oplachu byla přidána primární protilátka (viz 3.5.1.) a řezy byly inkubovány 

přes noc ve vlhké komůrce v lednici (při 4°C). Druhý den byly řezy opláchnuty 3x 5 minut 

v PBS a dalších 45 minut inkubovány s odpovídající sekundární protilátkou (viz. 3.5.2.) při 

pokojové teplotě. Po dalším oplachu v PBS pufru byly řezy inkubovány se streptavidinem  

konjugovaném s křenovou peroxidázou (ředení 1:300) po dobu 45 minut při pokojové 

teplotě. Místo vazby peroxidázy bylo po oplachu v PBS vizualizováno tetrachloridem 

diaminobenzidinu (DAB) 5 až 15 minut za kontroly ve světelném mikroskopu. Po oplachu 

v destilované vodě následovalo ještě zvýraznění 3% roztokem modré skalice, další oplach 

v destilované vodě a dobarvení řezů 0,1% metylovou zelení nebo Gillovým 

hematoxylinem, dehydratace a zamontování do montovacího média (Klinipath b.v., 

Holandsko). 

Pro imunofluorescenci jsme použili dvoustupňovou nebo třístupňovou sekvenční metodu, 

kdy fluorochrom Cy3 nebo Alexa 488 byly navázány na sekundární protilátku nebo na 

streptavidin. Jádra byla dobarvena 4',6-diamidino-2-phenylindolem (DAPI). Řezy byly 

zamontovány do montovacího média DAPCO (Sigma-Aldrich, ČR). 
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3.5.1.  Pouţité primární protilátky 

3.5.1.1. Monoklonální protilátky 

Seznam použitých primárních monoklonálních protilátek je uvedený v tabulce 1. 

Tab. 1. Přehled primárních monoklonálních protilátek  

protilátka klon hostitel ředení výrobce/dodavatel 

AIF1 1022-5 myš 1:40 Acris Antibodies 

BrdU Bu20a myš 1:100 Dako 

β-III-tubulin TU-20 myš 1:20 Exbio 

CNP-ase 11-5B myš 1:500 Sigma-Aldrich 

GFAP G-A-5 myš 1:400 Sigma-Aldrich 

MAP2 HM-2 myš 1:500 Sigma-Aldrich 

NCAM 5B8 myš 1:4 DSHB 

NeuN A60 myš 1:50 Chemicon 

nestin 10C2 myš 1:200 Chemicon 

nestin RAT-401 potkan 1:4 DSHB 

PCNA PC-10 myš 1:20 CRC Lab. Univ. 

polyglutamine 5TF1-1C2 myš 1:20000 Chemicon 

synaptophysin SY38 myš 1:20 Dako 

vimentin V9 myš 1:100 Sigma-Aldrich 

vimentin (konjugovaný 

s Cy3) 

V9 myš 1:100 Sigma-Aldrich 

 

3.5.1.2. Polyklonální protilátky 

Seznam použitých primárních polyklonálních protilátek je uvedený v tabulce 2. 

Tab. 2. Přehled primárních polyklonálních protilátek  

protilátka hostitel ředení výrobce/dodavatel 

BrdU ovce 1:50 Abcam 

GFAP králík 1:400 Dako 

MAP2 králík 1:700 Chemicon 

S100β králík 1:300 Dako 

vimentin koza 1:20 Chemicon 

NG2 králík 1:200 Chemicon 
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3.5.2.  Pouţité sekundární protilátky 

Seznam použitých sekundárních protilátek je uvedený v tabulce 3. 

Tab. 3. Přehled sekundárních protilátek 

protilátka (konjugát) hostitel ředení výrobce/dodavatel 

anti-kozí (biotin) osel 1:1000 Jackson ImmunoRes. Lab. 

anti-králičí (biotin) osel 1:500 Jackson ImmunoRes. Lab. 

anti-myší (biotin) osel 1:500 Jackson ImmunoRes. Lab. 

anti-potkaní (peroxidáza) koza 1:1000 Pierce Biotechnology 

anti-kozí (Alexa 488) kuře 1:250 Molecular Probes 

anti-kozí (Alexa 488) osel 1:250 Invitrogen 

anti-králičí (Alexa 488) koza 1:250 Invitrogen 

anti-myší (Alexa 488) koza 1:250 Molecular Probes 

anti-myší (Cy3) osel 1:250 Jackson ImmunoRes. Lab. 

 

3.6. Fotodokumentace 

Digitální mikrofotografie z histologických a imunohistochemických řezů byly zhotoveny 

na mikroskopu BX-51 (Olympus, ČR) pomocí softwaru Cybernetics, verze 4.51 

(Laboratory Imaging, Praha, ČR).  

Pro digitální mikrofotografie z fluorescenčního mikroskopu Nikon Eclipse E400 byl použit 

software Lucia G/F, verze 4.82 (Laboratory Imaging, Praha, ČR). 

Přehledové digitální mikrofotografie řezů mozkem byly získány na stereomikroskopu 

Olympus SZX9 s použitím horního studeného světla KL 1500 LCD Olympus softwarem 

Quick Photo Micro (Olympus, ČR). 

Snímky byly podle potřeby upraveny (pouze jejich jas a kontrast) v programu Corel Photo-

Paint X3 (Corel Corp., Ontario, Kanada). 

V obrazové dokumentaci jsou mikrofotografie seskupeny v tematické celky (pro snadné 

porovnávání změn, popisovaných u jednotlivých skupin zvířat), ne podle pořadí, ve kterém 

se objevují v textu. 

 

3.7. Cylindr test 

Behaviorální testování zvířat ve studii s EPO bylo provedeno 24 hodin před začátkem 

pokusu a následně ob den během celého experimentu. Zvířata byla při testu umístěna ve 

skleněné válcové nádobě a v intervalu 3 minut byly počítány doteky předních tlapek na 
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stěnu nádoby (cylindru) pro každou končetinu zvlášť – počet doteků byl pak vyjádřen 

procentuálním poměrem. 

 

3.8. Odběr krve 

Krev pro kompletní hematologické vyšetření byla odebírána skleněnou kapilárou 

z retroorbitálních sinusů ve vnitřním koutku oka potkanů. Krevní rozbor byl proveden na 

Ústavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultní nemocnice v Hradci Králové. 

 

3.9. Western Blot   

K semikvantitativnímu hodnocení obsahu GFAP ve striatu po aplikaci rhEPO nebo placeba 

jsme použili Western Blot (WB) analýzu, která byla prováděna ve spolupráci s Ústavem 

farmakologie Lékařské fakulty v Hradci Králové. 

U zvířat usmrcených exsanguinací byly z vyjmutých mozků nejprve odkrojeny 3 mm 

z čelních laloků a pak přikrojen 5 mm blok tkáně. Hemisféry byly odděleny od sebe 

a z každé bylo vypreparováno celé striatum. Tkáň striata jsme zhomogenizovali 

v chlazeném cytoskeletálním extrakčním pufru. Následovala extrakce proteinů a měření 

jejich koncentrace Löwryho metodou. Homogenáty byly potom inkubovány 30 minut při 

pokojové teplotě se vzorkovým pufrem. Proteiny byly separovány pomocí gelové 

elektroforézy (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) na 

11% polyakrylamidových gelech. Proteiny byly přeneseny na nitrocelulózovou membránu, 

která pak byla inkubována 1 hodinu s Chemiblockerem (Chemicon, ČR) pro zablokování 

nespecifických vazebných míst. Následně byla membrána inkubována 1 hodinu s anti-

GFAP (ředení 1:200) při pokojové teplotě a pak se sekundární protilátkou (ředení 1:7000). 

Navázaná protilátka byla vizualizována chemiluminiscenčně s následnou expozicí filmu. 

Získaný obraz byl naskenován do počítače (ScanMaker i900, UMAX, Praha, ČR) 

a vyhodnocen za použití softwaru QuantityOne (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). 

 

3.10. Mitochondriální respirace 

Aktivitu enzymových komplexů dýchacího řetězce jsme hodnotili pomocí respirometrie. 

Principem této metody je měření úbytku kyslíku v uzavřené komůrce v důsledku spotřeby 

O2 biologickým materiálem. K měření jsme využili oxygraf Oroboros-2k (Rakousko). 

Měření bylo prováděno na Ústavu fyziologie Lékařské fakulty v Hradci Králové.  

Mozky potkanů usmrcených exsanguinací byly zpracovány stejným postupem jako pro 

WB analýzu (viz 3.9.). Vypreparovaná striata jsme zhomogenizovali v médiu MiRO5 
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pístovým homogenizátorem na ledu na 50% homogenát. Při hodnocení aktivity 

respiračních komplexů I a II jsme do komůrky, temperované na 37°C, napipetovali 2,1 ml 

média MiRO5 a 50 μl homogenátu mozku a komůrku jsme uzavřeli titanovým uzávěrem. 

Signál jsme nechali ustálit a přes kapiláru uzávěru jsme přidali respirační substráty 

a inhibitory. Nejprve jsme přidali substráty oxidované NADH-dependentními 

dehydrogenázami - malát (2,5 mM) + glutamát (10 mM) - které předávají elektrony na 

respirační komplex I. ATP-syntázu jsme aktivovali pomocí ADP (1 mM) a hodnotili jsme 

index respirační kontroly. Přídavek cytochromu c (20 μM) sloužil k hodnocení integrity 

mitochondriálních membrán. Komplex I jsme následně inhibovali rotenem (1 μM) a pak 

jsme přidali substrát pro komplex II (10 mM sukcinátu). Při hodnocení funkce cytochrom 

c-oxidázy (COX) jsme do komůrky ke 2,1 ml média MiRO5 napipetovali 10 μl 

homogenátu a po uzavření komůrky jsme přidali cytochrom c (20 μM), askorbát (5 mM) 

a tetramethylfenylendiamin (TMPD - 1 mM). Data byla zpracována pomocí softwaru 

Datlab 3 a Datlab 4 (OROBOROS, Rakousko). Od spotřeby kyslíku COX byla odečtena 

autooxidace askorbátu a TMPD. Naměřené hodnoty jsou prezentovány jako spotřeba 

kyslíku za jednotku času na množství biologického materiálu (pmol O2 . s
-1

. mg
-1

 proteinu). 

 

3.11. Stereologická analýza digitalizovaného obrazu 

Pokusili jsme se aplikovat morfometrické principy pro odhad celkové denzity GFAP ve 

striatu. Imunohistochemické barvení anti-GFAP jsme kvantifikovali pomocí programu 

Ellipse 2D (ViDiTo, Košice, SR). Z každé série řezů, nakrájených z mozku tgHD potkanů 

a jejich wt kontrol, jsme vybrali 10 řezů (vzdálenost mezi hodnocenými řezy byla 70 μm) 

a provedli jsme imunohistochemickou detekci GFAP. Digitální mikrofotografie striata byly 

pořízeny standardním způsobem (viz 3.6.) při zvětšení 20x. Velikost plochy 

imunohistochemického barvení ve striatu byla hodnocena pomocí bodové testovací sondy 

(testovací mřížky). Princip kvantifikace je demonstrován na obr. 5. K výpočtu byl použit 

vzorec estA = a*P, kde parametr a odpovídá ploše jednoho testovacího bodu a P je počet 

bodů testovací sítě, které protínají měřenou strukturu (Nachtigal et al, 2002). Plocha 

pozitivního GFAP barvení je pak vyjádřena v mm
2
. 



39 

 

 

 Obr. 5. Princip kvantifikace GFAP ve striatu. Průsečníky barvení a testovací mřížky jsou 

vyznačeny červeně.  

 

3.12. Statistické hodnocení 

Statistické hodnocení bylo provedeno použitím softwaru GraphPad Prism 5.0 (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, California, USA). Výsledky jsou uvedeny jako průměr ± 

směrodatná odchylka průměru (SEM, standard error of mean). Pro určení statistických 

významností byla stanovena hladina p<0,05. ANOVA test a Tukey test byly použity pro 

hodnocení statistické významnosti změn mezi různými věkovými skupinami; nepárový t-

test byl proveden při hodnocení výsledků mezi stejnými věkovými skupinami.  
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4. VÝSLEDKY 

 

4.1. Experimentální modely Huntingtonovy choroby 

4.1.1. Neurotoxická (QA) léze 

Neurodegenerativní proces ve striatu je hlavním morfologickým znakem HD. 

Morfologické změny při NDP jsou u QA lézí charakterizovány zejména rychlým rozvojem 

degenerace většiny striatových neuronů a následné reaktivní gliózy. Degenerace neuronů, 

zejména jejich dendritů, se významně podílí na redukci neuropilu. Rozvoj těchto změn 

postupuje přibližně koncentricky od místa vpichu jehly při aplikaci QA směrem na periferii 

striata (tedy vzhledem ke struktuře striata více laterálně než mediálně), proto intenzita 

poškození není homogenní. V oblasti kanálu vpichu (KV) se rozvíjí totální nekróza. Oblast 

totální nekrózy sice nemá u pacientů s HD žádný ekvivalent, ale z hlediska intenzity 

rozvoje NDP má vypovídací schopnost, např. při hodnocení účinku EPO (viz. 4.2.1.). 

Typický NDP se rozvíjí především laterálně od centra QA léze, proto je tato oblast zvolena 

za základní nejen při porovnávání jednotlivých věkových skupin po QA lézi, ale i pro 

porovnání se skupinou transgenních potkanů. Centrální část léze (kromě oblasti KV) ale 

poskytuje možnost studia celé škály změn, především ve vztahu k rozvoji akutní reaktivní 

gliózy. Proto při popisu akutní fáze NDP v QA lézi věnujeme pozornost i této oblasti. 

I když se v NDP postiženém striatu rozvíjí výrazná reparativní glióza, tyto astrocyty 

nestačí nahradit úbytek šedé hmoty a dochází tak k atrofii striata kompenzované 

rozšiřováním laterálních mozkových komor. Stupeň dilatace komor odpovídá jak 

závažnosti poškození, tak i stadiu NDP. 

Do akutní fáze NDP jsme zahrnuli rozvoj změn v mozku dospělých potkanů za 3, 6-7, 14 

dní a 1 měsíc po aplikaci QA. Masivní neurodegenerace, provázená reakcí gliové složky 

parenchymu (v této časné fázi zejména astrocytů) se začíná rozvíjet zhruba po 2 dnech 

a maxima dosahuje 6.-8. den. Pak se rozvoj NDP zpomaluje, ale přibližně do konce 1. 

měsíce má ještě charakter akutního poškození striata (obr. 6a). Následně pak přechází do 

chronického stadia. Chronické stadium NDP, opět především se zaměřením na reaktivní 

gliózu, jsme hodnotili za 3, 6, 9 a 12 měsíců po QA lézi (obr. 6b, 6c). 
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Obr. 6. Po intrastriatové aplikaci QA do pravé hemisféry se ve striatu rozvíjí NDP, který vede 

k jeho atrofii, kompenzované dilatací ipsilaterální postranní mozkové komory. Rozšíření komory 

v porovnání s kontralaterální intaktní hemisférou je dobře patrné již (a) za 14 dní. Rozsah dilatace 

odpovídá závažnosti poškození, tedy progresi NDP ve striatu, jak vidíme za (b) 3 měsíce a (c) 6 

měsíců po QA lézi. H&E; měřítko 1,5 mm. 

 

4.1.1.1. Akutní fáze neurodegenerativního procesu u QA léze 

Tři dny po QA lézi jsme již zaznamenali výraznou degeneraci neuronů v centrální oblasti 

léze. K jejich detekci jsme kromě H&E a Bodianovy impregnace neurofilament použili 

škálu neuronálních markerů detekujících jednak jádra neuronů (anti-NeuN), jednak 

neurofilamenta v cytoplasmě (těl i výběžků) – anti-β-III-tubulin a anti-MAP2 – i synapse 

v neuropilu (anti-Synaptophysin). Všechny uvedené markery (kromě anti-Synaptophysinu) 

nám potvrdily vymizení neuronů v centrální části QA léze a jejich postupnou degeneraci 

směrem k periferii, tedy rozvíjející se NDP ve striatu. Detekce synaptophysinu  ukázala, že 

hustota synapsí v neuropilu se redukuje jen pozvolna (částečně i proto, že jejich denzita je 

v normálním striatu tak vysoká, že mírný úbytek většinou ani nelze postřehnout). 

Charakteristické změny v jádrech degenerujících hyperchromních (tzv. denzních) neuronů 

(karyorexi až karyolýzu) na začátku rozvoje NDP v porovnání s kontrolními zvířaty 

prokázala především detekce NeuN. U sham-operovaných potkanů došlo k degeneraci 

neuronů pouze v oblasti bezprostředně kolem KV.  
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Ke znázornění ostatních elementů, především astrocytů, jsme použili detekci (zejména 

imunofluorescenční) tří intermediálních filament – nestinu, jako markeru neurálních 

kmenových/progenitorových buněk (NKB/NPB), ale i aktivovaného endotelu cév, 

vimentinu, který je typický pro nezralé/aktivované astrocytární buňky, endotel a zejména 

hladkou svalovinu cév, a GFAP především k detekci reaktivních astrocytů – a dále S100β 

proteinu, který je exprimován většinou GFAP
+
 i GFAP

-
 astrocytů, ale (jak prokázaly naše 

nálezy) lze pomocí něho také prokázat postupné vyzrávání/stárnutí těchto astrocytů.  

Ve striatu, poškozeném rozvíjejícím se NDP, byl také přítomen značný počet relativně 

velkých BrdU
+
 jader, značících výraznou proliferaci buněk (obr. 12a). BrdU je analog 

tymidinu, který se zabudovává do DNA dělících se buněk v průběhu S-fáze. Výraznou 

proliferační aktivitu dokumentovala i detekce PCNA (proliferating cell nuclear antigen), 

který je akumulován v jádře dělících se buněk na konci G1 a na začátku S-fáze, tedy ještě 

před replikací DNA, a jeho koncentrace se v průběhu G2 a M-fáze snižuje. Překvapivě, jen 

zcela ojediněle BrdU
+
 buňky exprimovaly také nestin, vimentin nebo GFAP (obr. 13a, 

13b). Část BrdU
+
 (PCNA

+
) buněk v centru léze (především kolem KV) představují 

fagocyty, tedy mikroglie a makrofágy, k jejichž aktivaci dochází v důsledku zánětlivé 

reakce spojené s aplikací QA. Kromě použití specifického markeru anti-AIF1
 
lze tyto 

elementy do jisté míry odlišit i podle jejich typické morfologie, to znamená podle poměrně 

objemného těla s obsahem vakuolizované cytoplasmy (v důsledku akumulace 

fagocytovaných částic) – (obr. 14). Mikroglie se aktivuje z rezidentní/neaktivní formy 

těchto buněk, zatímco makrofágy vycestovávají z krevního řečiště (monocyty) a mění se 

v tkáňové fagocyty (histiocyty), jak (mimo jiné) dokumentuje i jejich typická lokalizace 

v blízkosti cév. 

Nestin
+
 buněk byl ve třídenní QA lézi poměrně značný počet, zejména kolem centrální 

oblasti léze (obr. 15a), avšak rychle se snižoval směrem k periferii, kde nestin-pozitivní 

byly v podstatě pouze vaskulární nožky reaktivních astrocytů, které svým koncovým 

rozšířením vyznačují stěnu cév (a vytvářejí tak MLGP), ale navíc i aktivovaný endotel 

v cévách (obr. 15b). Naproti tomu v intaktním striatu kontrolních zvířat jsme expresi 

nestinu nezaznamenali vůbec, tedy ani v astrocytech, ani v endotelu (obr. 15c). Převážná 

většina nestin
+
 buněk měla charakter typických reaktivních astrocytů s četnými větvenými 

výběžky (obr. 17f), z nichž (jako vždy) byly nejmohutnější vaskulární nožky, zakotvené na 

stěně cév (obr. 17e, 17c, resp. 15a, 17a, 17b). Charakteristická byla ale i přítomnost nestinu 

v endotelových buňkách všech cév (obr. 16a) nejen v celé oblasti zasažené NDP (obr. 15a), 

ale i v periferních částech striga (obr. 15b), kde ještě nebyl patrný ani typický zánik 
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neuronů, ani reaktivní glióza (GFAP
+
 astrocyty), což svědčí pro jeho aktivaci v reakci na 

intenzivní poškození (QA léze) v téměř celém striatu. Na rozdíl od intaktních kontrol, kde 

byl endotel ve všech cévách nestin-negativní (obr. 15c).  

V centru léze měla většina elementů charakter nezralých gliových buněk (glioblastů) 

s malým počtem krátkých výběžků (výjimečně i apolárních), které byly převážně pouze 

VIM
+
 (obr.  18b,  18c). Vimentin exprimují také buňky endotelu a hladké svaloviny 

(v tunica media) stěny cév, ale (na rozdíl od exprese nestinu) nejen v oblasti striatové léze 

(obr. 16b), ale standardně ve všech cévách, tedy i v intaktním striatu (obr. 16c). To 

znamená, že exprese VIM v endotelových buňkách nesignalizuje jejich aktivaci, resp. 

neovaskularizaci, ale jde o standardní přítomnost tohoto IF v endotelu. 

Zajímavé nálezy jsme dostali při detekci NG2-glie. Zejména v oblasti centra léze dochází 

k aktivaci těchto buněk, avšak jen v poměrně malém počtu. Výrazně NG2
+
 buňky postupně  

získávají typickou charakteristiku reaktivních astrocytů (porovnej obr. 11a, 11b a 11c, 

11d).  

Nestin
+
 reaktivní astrocyty byly seskupeny zejména kolem centra léze (obr. 17a, příp. 15a) 

a koexpresi s vimentinem (obr. 17b, 17e, 17f) nebo s GFAP (obr. 15a) většinou vykazovaly 

spíše směrem do periferie rozšiřujícího se neurodegenerativního poškození striata. Některé 

z těchto reaktivních astrocytů již výrazně zvětšily svůj objem i množství IF (zejména 

vimentinu a GFAP) v cytoplasmě, a proto je označujeme jako hypertrofické reaktivní 

astrocyty (obr. 17d, 17f, 18a).   

Použití protilátky proti S100β proteinu je dalším způsobem detekce astrocytů. S100β 

pozitivitu vykazovala hlavně jádra a cytoplasma v tělech astrocytů, ale jen minimálně ve 

výběžcích. V porovnání se striatem intaktních zvířat (obr. 19a) jsme však zvýšení exprese 

S100β zaznamenali pouze v centru léze a blízkém okolí – tyto buňky byly buď pouze 

S100β
+
 a měly charakter astroblastů (obr. 19b) nebo VIM

+
/S100β

+
 (obr. 19c) -  přestože 

přítomnost značného počtu reaktivních GFAP
+
 astrocytů jasně dokazovala rozvoj NDP 

(obr. 19b). Jak VIM
+
/S100β

+
 (obr. 19c), tak GFAP

+
/S100β

+
 (obr. 19b) reaktivní astrocyty 

se vyskytovaly především v blízkosti cév. 

 

Šestý až sedmý den po QA lézi je postupně se rozvíjející atrofie striata již natolik výrazná, 

že je dobře patrné kompenzační rozšíření ipsilaterální mozkové komory. Detekce NeuN
+
 

(hematoxylin
+
) jader neuronů (obr. 20a, 20b) prokázala postupný zánik většiny neuronů 

v NDP postiženém striatu a pokračující propagaci tohoto procesu zejména laterálně (obr. 

20c). V blízkosti hranice s normální tkání striata je vždy v degenerujícím parenchymu ještě 
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část neuronů zachována, i když řada z nich již vykazuje známky degenerace různého 

stupně (obr. 20c). I přes zánik většiny neuronů v oblasti rozvíjejícího se NDP (zejména 

laterálně od KV), který zasáhl již více než polovinu objemu striata, se zatím neobjevují 

typické změny v integritě neuropilu (detekce neurofilament především impregnací podle 

Bodiana – obr. 7c, 7d). Změny týkající se neuronů, astrocytů i cév, které jsme popsali 

u třídenní QA léze, se v souvislosti s rychle se rozvíjejícím NDP ve striatu výrazně 

prohlubují.  

Část BrdU
+
 buněčných jader již měla o něco menší velikost a především sníženou 

pozitivitu BrdU (obr. 12b), resp. tato jádra stále více vázala DAPI, a to zejména v blízkosti 

centra léze (obr. 21a, 21b). To dokládá další dělení a vyzrávání BrdU
+
 buněk. Ani v tomto 

stadiu jsme však nenašli větší počet BrdU
+
/NEST

+
 (obr. 21a, 21b) nebo BrdU

+
/GFAP

+
 

buněk, tedy důkaz diferenciace nově generovaných buněk v astrocyty. V podstatě stejné 

změny (i když méně vyhraněné) bylo možné vidět i při detekci PCNA (obr. 21c) 

v porovnání se stejně starými kontrolními zvířaty (obr. 9e). Intenzita proliferace byla v této 

skupině nejvyšší ze všech sledovaných skupin.  

NG2
+
 buňky velmi pozvolna získávají charakter hypertrofických reaktivních astrocytů 

a překvapivě, jejich počet se výrazněji nemění (obr. 11c, 11d), ačkoliv počet typických 

GFAP
+
 reaktivních astrocytů se zvyšuje (v porovnání se skupinou potkanů 3 dny po QA 

lézi) velmi výrazně (obr. 8a, 25a, 25b, 26a, 26b), zejména v centrální oblasti (tj. kolem 

kanálu vpichu). 

Exprese nestinu je v reaktivních astrocytech především v centru léze a kolem něho (obr. 

22a, 22b), a to zejména v mohutných, silných výběžcích, tedy nejčastěji ve vaskulárních 

nožkách (obr. 22a), které jsou obvykle také NEST
+
/GFAP

+
 (obr. 23a). Zdaleka 

nejvýraznější je však pozitivita nestinu v aktivovaném endotelu cév (obr. 22b), avšak 

směrem do periferie degenerujícího striata jí výrazně ubývá (obr. 22c).  

V centru léze stále zůstávají nezralé glioblasty (s ojedinělými krátkými výběžky), které 

exprimují v podstatě pouze vimentin (obr. 24a, 22a). V okolní zóně je pak charakteristická 

přítomnost VIM
+
/GFAP

+
 reaktivních astrocytů (obr. 24b), z nichž mnohé jsou typické 

hypertrofické reaktivní astrocyty (obr. 24c). Směrem k periferii (tedy s klesající intenzitou 

degenerace neuronů) počet VIM
+
 astrocytů poměrně rychle klesá, zatímco GFAP

+
 

astrocytů naopak přibývá, takže v okrajové oblasti NDP pak převažují reaktivní astrocyty 

exprimující většinou pouze GFAP (obr. 23b, 24b).  

Přítomnost silných svazků denzních GFAP
+
 gliofilament v cytoplasmě, výrazně zvětšená 

těla a silné výběžky jsou charakteristické znaky reaktivních (hypertrofických) astrocytů 
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(obr. 25a, 25b) v porovnání s GFAP
+
 astrocyty v intaktním striatu (obr. 25c). Překvapivým 

nálezem byla detekce dvoujaderných reaktivních astrocytů (obr. 25a, 25b). Na podkladě 

řady dalších morfologických nálezů předpokládáme (např. také obr. 26a-e), že tento jev 

svědčí spíše o dělení těchto buněk, než o vzniku pouze aberantních diploidních elementů 

(pro tento předpoklad svědčí např. i to, že polyploidní astrocyty jsme nikdy nenalezli). 

U této skupiny jsme poprvé zaznamenali značný počet typických hypertrofických 

reaktivních astrocytů (obr. 8a).Výsledkem zvýšené exprese GFAP ve vaskulárních 

nožkách byla výrazná konturace cév (obr. 8b).  

Počet S100β
+
 reaktivních astrocytů byl výrazně vyšší než u předchozí skupiny, a to 

zejména v blízkosti centra léze, kde tyto buňky zároveň exprimovaly také vimentin (obr. 

26a), resp. GFAP (obr. 26b, 26c, 26d, 26e). S100β protein byl kolem centra léze 

lokalizován nejen v jádře astrocytů, což je typická lokalizace ve většině S100β
+
 buněk ve 

třídenní QA lézi (obr. 19b, 19c) a také v astrocytech intaktního striata u mladých potkanů 

(obr. 19a), ale v blízkosti centra léze i ve výběžcích reaktivních hypertrofických astrocytů 

(obr. 26a, 26b, 26c, 26e), zatímco směrem k periferii byly (zejména S100β
+
/GFAP

+
) 

astrocyty menší a S100β protein byl opět vázán především v jádře (obr. 26d, 26e). Je tedy 

evidentní, že hypertrofické reaktivní astrocyty se objevují nejdříve v místě největšího 

poškození (v tomto případě kolem centra QA léze) a zde také dosahují maximální velikosti 

a nejvýraznější exprese, resp. koexprese všech tří detekovaných IF i S100β proteinu.  

Nejvýraznější koexprese všech tří IF, tj. nestinu a zejména pak vimentinu a GFAP, byla 

i zde ve vaskulárních nožkách astrocytů (obr. 27a). Tento jev můžeme pozorovat i u cév 

v intaktním striatu, ale v tomto případě jsou VIM
+
/GFAP

+
 pouze vaskulární nožky (ne tělo 

astrocytu), které jsou vždy jemnější, než u typických reaktivních astrocytů (obr. 27b).  

Dva týdny (14 dní) po aplikaci QA se základní charakteristika NDP ve striatu v zásadě 

neliší od předešlé skupiny, avšak celý proces se začíná postupně zpomalovat. Atrofie 

striata je již výrazná, kompenzovaná dilatací ipsilaterální mozkové komory (obr. 6a). 

Vzhledem k protrahovanému účinku QA jsme na periferii léze ještě detekovali ojedinělé 

intaktní neurony nebo pomalu degenerující neurony s pyknotickými jádry během celého 

období akutní fáze rozvoje NDP.  

Výrazně snížená exprese BrdU v jádrech značených buněk, resp. postupné „ředění“ 

intenzity signálu, tedy náhrada exprese BrdU znázorněním chromatinu pomocí DAPI, 

dokazuje opakované dělení (proliferaci), případně následnou diferenciaci novotvořených 

buněk (obr. 28). Detekce PCNA v blízkosti centra léze rovněž potvrzovala úbytek velkých, 

výrazně PCNA
+
 jader, tedy nově generovaných buněk, a naopak byl nárůst počtu menších 
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jader se sníženou denzitou exprese PCNA (obr. 9a). Tyto opakovaně se dělící buňky 

(jádra) byly téměř výhradně v degenerujícím neuropilu a jen ojediněle ve svazcích 

myelinizovaných nervových vláken. To potvrzuje naše nálezy, že k postupné fokální 

demyelinizaci až degeneraci těchto axonů, vyvolávající reaktivní oligodendrogliózu, 

dochází až v pozdějších stadiích (spíše v chronické fázi NDP). 

Počet GFAP
+
 reaktivních astrocytů (zejména hypertrofických) ještě oproti předchozí 

skupině mírně vzrostl (obr. 29a) a byl v této a předchozí (6-7 denní) skupině nejvyšší ze 

všech hodnocených skupin, to znamená, že proces rozvoje reaktivní gliózy ve striatu, který 

vždy odpovídá intenzitě NDP, kulminuje v období 1-2 týdnů po intrastriatové aplikaci 

neurotoxické quolinátové kyseliny. I nadále představovaly tyto astrocyty dominantní 

složku parenchymu poškozeného striata.  

Exprese nestinu přetrvávala většinou již jen ve vaskulárních nožkách reaktivních astrocytů 

(obr. 29b), což je pravděpodobně dokladem postupného vyzrávání lézí aktivovaných 

astrocytů. Nestin
+
 byl tedy především aktivovaný endotel v původních nebo 

v novotvořených cévách (sproutech) – (obr. 29a). V blízkosti centra léze se ještě stále 

vyskytovaly VIM
+
 diferencující se astroblasty s malým počtem výběžků (obr. 30a, 30b), 

avšak převážná většina buněk byly hypertrofické reaktivní VIM
+
/S100β

+
/GFAP

+
 astrocyty 

(obr. 30a, 30b, 31a, 31c, 32a, 32b). Naproti tomu v periferních oblastech, 

postižených NDP, jsme hypertrofické astrocyty v podstatě již nenacházeli (obr. 31b, 32b), 

to znamená, že těla/jádra VIM
+
/S100β

+
/GFAP

+
 reaktivních astrocytů (znázorněná 

především detekcí S100β proteinu, příp. DAPI) byla zřetelně menší než v centrální části 

NDP (obr. 31a, 32a). Počet S100β
+
 astrocytů, zejména reaktivních (VIM

+
/S100β

+
, 

GFAP
+
/S100β

+
) se zvýšil zejména v periferní zóně NDP, a také zde se S100β protein již 

často objevoval i v odstupu silných výběžků (obr. 31b, 32b).  

 

Jeden měsíc po aplikaci QA je léze ve striatu již plně rozvinutá a postihuje přibližně ⅔ – 

¾ striata. Většina striatových neuronů v centru léze je zničena a zbývající neurony, které 

zůstaly sporadicky zachovány v postižené tkáni (zejména na periferii léze), postupně také 

degenerují (mají charakteristická tmavá kondenzovaná jádra) nebo mohou přežívat bez 

výraznějších změn. I když jsme s progresí NDP zaznamenali snížení exprese neuronálních 

markerů (β-III-tubulinu a MAP2), denzita synaptophysinu, tedy synapsí, se výrazněji 

nezměnila. Také jsme (ve srovnávané laterální oblasti) ještě nenašli zřetelnější prořídnutí 

neuropilu. Nicméně, mozková komora v poškozené hemisféře byla v porovnání se stejně 
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starými kontrolními zvířaty již výrazně rozšířená a objem šedé hmoty byl zřetelně 

zredukovaný. 

Počet PCNA
+
 buněk byl v porovnání s předchozí skupinou již o něco nižší. Přesto byla 

proliferační aktivita v oblasti NDP (zejména v neuropilu) stále relativně zvýšená (obr. 9b), 

i když denzita exprese PCNA v řadě buněk již výrazně poklesla. (Hodnocení exprese BrdU 

je v tomto intervalu přežívání zvířat již v podstatě bezpředmětné.) 

Počet reaktivních GFAP
+
 astrocytů i jejich morfologie odpovídaly stupni rozvoje NDP 

v daném místě. Astrocyty zejména v centrální oblasti NDP vykazovaly všechny vlastnosti 

charakteristické pro hypertrofické reaktivní astrocyty, reprezentující akutní reakci striata na 

poškození, i když denzita exprese GFAP byla v některých elemetech o trochu nižší (obr. 

8c). Počet GFAP
+
 reaktivních astrocytů v degenerovaném striatu se v porovnání 

s předchozí skupinou zvýšil již jen nevýrazně.  

Lokalizace exprese nestinu se od stadia 14 dnů po QA lézi již dále neměnila, to znamená, 

že nestin-pozitivitu vykazuje pouze aktivovaný endotel v cévách a v novotvořených 

„sproutech“ cév. Stejnou lokalizaci, tj. ve stěně cév, má i vimentin – avšak v tomto případě 

je VIM
+
 hladká svalovina ve všech cévách (tedy kromě kapilár, kde chybí) a VIM

+
 je 

i endotel (obr. 33a, 33b, 33c). Kromě toho (na rozdíl od nestinu) je typická exprese 

vimentinu také ve vaskulárních nožkách reaktivních astrocytů v koexpresi zejména 

s GFAP (obr. 33a, 33c), méně s S100β proteinem (obr. 33b). Výrazná koexprese S100β 

a GFAP je stále ještě v hypertrofických reaktivních astrocytech v oblasti kolem centra léze, 

a to nejen v jejich tělech (jádrech), ale i ve vaskulárních nožkách, tvořících MLGP (obr. 

34a, 34b).    

Po tomto období se expanze reaktivní gliózy téměř zastavila a NDP postupně přešel do 

chronického stadia. 

 

U zvířat s kontrolní sham-lézí byly změny v parenchymu striata zcela minimální. Jediným 

nápadným nálezem (avšak v porovnání s lidským mozkem zcela arteficiálním) bylo 

vytvoření jizvy v místě vpichu jehly (KV) při aplikaci fyziologického roztoku (vyznačené 

přítomností fagocytů s hemosiderinem – obr. 9g). Dále jsme kolem KV našli mírný lokální 

edém a rozvoj reaktivní gliózy, která se však rozbíhala pouze do nevelké vzdálenosti od 

místa vpichu. NEST
+
/VIM

+
 reaktivních astrocytů byl jen malý počet a tyto buňky tvořily 

lem kolem KV.  

Tyto nálezy tedy zcela jasně dokládají, že veškeré změny, které jsme popsali u zvířat s QA 

lézí, se skutečně rozvíjejí v důsledku progrese NDP ve striatu.  
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Ve striatu kontrolních intaktních zvířat, ani v hemisféře kontralaterální ke QA lézi, jsme 

nenašli žádné BrdU
+
 buňky nebo nestin

+
 astrocyty či endotelové buňky. Pozitivita na 

vimentin byla patrna jen v endotelu a ve svalovině cév (obr. 16c, 27b), ne však 

v astrocytech, s výjimkou jejich silných vaskulárních nožek (obr. 27b). I když plasmatické 

astrocyty tvoří významnou složku šedé hmoty striata, GFAP
+
 buněk je v intaktním striatu 

jen málo, protože většina astrocytů je GFAP-negativních (obr. 8g, 15c, 20a, 20b, 25c). 

Naproti tomu počet S100β
+
 astrocytů byl poměrně velký (obr. 25c), což dokládá, že část 

GFAP-negativních astrocytů je S100β
+
. 

 

4.1.1.1.1. Závěry - akutní fáze NDP u QA léze 

Hlavními znaky akutní fáze rozvoje NDP fenotypu HD je velmi rychlý zánik většiny 

striatových neuronů provázený rozvojem výrazné průvodní astrogliózy. Poškození striata 

NDP není v tomto případě homogenní, rozvíjí se především laterálně (i když přibližně 

koncentricky) od centra léze (resp. KV). Tím je dáno, že nejvýraznější poškození, tedy 

intenzita NDP a průvodní reaktivní astroglióza, jsou vždy v oblasti kolem KV, kdežto 

periferněji probíhá proces pozvolněji. Důsledkem rychle se rozvíjejícího zániku neuronů 

včetně jejich výběžků (především dendritů), je i výrazné narušení mikroprostředí pro 

všechny striatové elementy, zejména však pro gliové buňky (hlavně astrocyty), které 

prakticky okamžitě reagují a rozvíjí se výrazná reaktivní glióza.  

V centrální oblasti léze byly již od 3. dne po aplikaci QA přítomny typické hypertrofické 

reaktivní GFAP
+
astrocyty, jejichž počet a velikost kulminovaly přibližně 6.-14. den 

rozvoje NDP ve striatu, ale v prakticky nezměněném objemu byly i ve skupině 

s jednoměsíčním přežitím. V centru léze byly také přítomny VIM
+
 astroblasty, zatímco 

nestin
+
 astrocyty (obvykle NEST

+
/VIM

+
, méně NEST

+
/GFAP

+
) byly především v zóně 

kolem centra léze. Počet VIM
+
 astroblastů během sledovaného období (3 dny až 1 měsíc) 

postupně klesal, takže u potkanů přežívajících 1 měsíc jsme tyto buňky již prakticky 

nenašli. Exprese vimentinu však postupně klesala i v reaktivních astrocytech a stejný trend 

vykazovala i exprese nestinu. Zatímco nestin
+
 reaktivní astrocyty zaznamenaly 

nejvýraznější pokles mezi 7.-14. dnem, nejnápadnější úbytek VIM
+
 buněk byl mezi 14.- 

28. dnem experimentu. V počátečních fázích (do 1 týdne) byla kolem centra léze 

v reaktivních astrocytech typická především koexprese nestinu a vimentinu nebo nestinu 

a GFAP, méně vimentinu a GFAP. 

Naproti tomu směrem do periferie, jak se NDP postupně dále šířil, převažovaly pouze 

reaktivní astrocyty, tedy (v porovnání s hypertrofickými) s menším tělem, avšak se stejně 
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nápadným větvením silných výběžků a obsahem výrazných svazků GFAP
+
 gliofilament 

v cytoplasmě. S  prohlubující se intenzitou NDP se však měnil poměr zastoupení 

jednotlivých IF a S100β proteinu. Nejrychlejší pokles byl v expresi nestinu (14. den jsme 

již nacházeli tyto astrocyty jen ojediněle). Pokles denzity VIM
+
 IF byl nahrazován 

zvýšeným objemem GFAP
+
 gliofilament a narůstala i exprese S100β proteinu. Velmi 

zajímavým nálezem byl i posun exprese S100β z těl/jader astrocytů do odstupu kmenových 

výběžků reaktivních/hypertrofických astrocytů. Změna exprese uvedených proteinů 

dokumentuje nejprve velmi rychlou aktivaci astrocytů v centrální oblasti léze, tedy jejich 

přeměnu v reaktivní až hypertrofické astrocyty (NEST
+
, NEST

+
/VIM

+
, NEST

+
/GFAP

+
), 

a pak pokračující vyzrávání těchto rychle aktivovaných buněk. Naproti tomu 

v perifernějších oblastech a zejména v okrajových částech postupně se rozšiřujícího NDP 

se výrazně zvyšoval počet reaktivních astrocytů exprimujících většinou pouze GFAP. 

V centru léze jsme během 1. týdne (zejména 3. den po lézi) viděli i poměrně značný počet 

buněk, které morfologicky odpovídaly astroblastům, ale exprimovaly pouze vimentin 

(nikoliv nestin) – jejich vyzrávání pokračovalo ve stejných intencích jako u aktivovaných 

astrocytů, u některých však jen velmi pomalu.  

Poměrně překvapivý nález poskytla detekce NG2-glie. Intenzivně NG2
+
 buňky svým 

charakterem odpovídaly reaktivním astrocytům (a to již od 3. dne po QA lézi), vyskytovaly 

se především v centrální oblasti léze, avšak jejich počet byl relativně velmi malý 

a v porovnání s výrazným nárůstem GFAP
+
 astrocytů jich v podstatě během akutní (časné) 

fáze reaktivní astrogliózy prakticky nepřibývalo. Všechny uvedené nálezy potvrzují, že 

reaktivní astrocyty při rozvoji reaktivní gliózy vznikají především aktivací existujících 

gliových buněk a jen minimálně dělením a diferenciací adultních NKB a gliálních 

prekurzorů (např. NG2
+
 glie).  

V obou typech reaktivních astrocytů v průběhu celé akutní fáze rozvoje NDP byla 

nejintenzivnější exprese všech IF a následně i S100β proteinu ve vaskulárních nožkách, 

vytvářejících svými rozšířenými zakončeními na zevním povrchu cév MLGP. 

Charakteristická byla také exprese nestinu v endotelu všech cév ve striatu postiženém 

neurodegenerací, což svědčí pro jeho aktivaci při NDP, zatímco exprese vimentinu 

v endotelu je standardním jevem i v intaktních cévách (u kontrolních zvířat).  

 

4.1.1.2. Chronická fáze neurodegenerativního procesu u QA léze  

Tři měsíce po lézi již nedochází k progresi NDP a pomalu probíhající morfologické změny 

se týkají především regresivních změn v neuropilu. Na frontálních řezech mozkem je dobře 
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patrné, že NDP postihuje již téměř celé striatum a je příčinou jeho výrazné atrofie (obr. 

6b). Na degeneraci a prořídnutí neuropilu se podílí jeho obě složky, tedy výběžky neuronů 

(především redukce bohatého větvení dendritů), jak je dobře patrné při impregnaci 

neurofilament (obr. 7e, 7f), i gliové buňky, tedy reaktivní astrocyty a oligodendrocyty. 

I když redukce sítě synapsí (značených anti-Synaptophysinem) byla zatím jen mírná, 

sledovala rarefakci neuropilu. S pokračující dezintegrací neuropilu se také dále prohlubuje 

narušení mikroprostředí v parenchymu striata. 

I když se počet reaktivních astrocytů výrazněji nezměnil, již zcela chybí hypertrofické 

reaktivní astrocyty, a to i v centrální oblasti NDP (porovnej obr. 34a a 35a). Typické pro 

pomalu pokračující NDP je tedy nenápadné, ale postupné zmenšování buněk a změny 

charakteru výběžků, přesněji ubývání exprese GFAP v jemných výběžcích. Výsledkem je, 

že při detekci GFAP v těchto reaktivních astrocytech je výrazná GFAP-pozitivita, vázaná 

na svazky gliofilament v cytoplasmě, koncentrovaná pouze do nejsilnějších výběžků, tedy 

především (resp. téměř výhradně) do vaskulárních nožek astrocytů a zejména do jejich 

rozšířených zakončení na stěně cév. Charakteristickým znakem reaktivní gliózy 

v chronickém stadiu NDP je tak množství typických silně GFAP
+
 „prstenců“ lemujících 

lumen striatových cév (obr. 8d). Výsledkem tohoto procesu je tedy postupná redukce sítě 

GFAP
+
 výběžků reaktivních astrocytů především na periferii neurodegenerativní léze 

(porovnej obr. 35a a 35b, 35c). 

Počet S100β
+
 reaktivních astrocytů, a zároveň koexprese s GFAP, ještě narůstá v centrální 

části degenerativní léze (obr. 35a), ale již ne v periferní oblasti (obr. 35b, 35c). U většiny 

GFAP
+
/S100β

+
 astrocytů zasahuje exprese S100β proteinu z těla astrocytu i do odstupů 

silných výběžků, zejména vaskulárních nožek, kde je pozitivita často v celé délce výběžku. 

Tvar S100β
+
 (převážně GFAP

+
/S100β

+
) reaktivních astrocytů se však výrazně liší od 

S100β
+
 astrocytů intaktního striata (porovnej obr. 35c a 35d). 

Naproti tomu již nenacházíme koexpresi VIM s GFAP (obr. 36a, 36b) nebo s S100β 

proteinem (obr. 37b, 37c), protože VIM
+
 astrocyty již zcela vymizely a vimentin je 

exprimován pouze ve stěně cév (endotelem a buňkami hladké svaloviny). Takže co se týká 

exprese vimentinu, není zásadní rozdíl mezi striatem postiženým NDP (obr. 36a, 37b) 

a intaktním striatem (obr. 37a). Totéž se týká exprese nestinu, který rovněž značí již jen 

buňky endotelu. Na rozdíl od vimentinu však nestin-pozitivitu vykazuje pouze endotel 

aktivovaný NDP (obr. 38a, 38b), tato pozitivita tedy není v cévách intaktního striata.  

V důsledku výraznějšího úbytku šedé hmoty striata dochází u svazků myelinizovaných 

nervových vláken, které striatem pouze procházejí, k jejich typickému nahuštění blíže 
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k sobě (obr. 7e, 7f). Objevuje se i demyelinizace části axonů ve svazcích, nejdříve v centru 

léze (obr. 10b), později i na periferii, takže klesá i denzita exprese CNP-ázy v těchto 

svazcích v porovnání s intaktním striatem (obr. 10a). V důsledku demyelinizace nervových 

vláken dochází k proliferaci oligodendrocytů (obr. 10c). Avšak při detekci CNP-ázou 

(která značí buňky produkující myelin) byly tyto buňky negativní. Morfologicky shodné 

buňky s tmavými homogenními jádry, typickými pro oligodendrocyty, se navíc objevují 

v malých skupinkách i v degenerujícím neuropilu a jejich počet se s pokračující degenerací 

neuropilu dále zvyšuje. Zmnožení těchto oligodendrocytům-podobných buněk v rámci 

reakce na rarefakci neuropilu navíc potvrzuje jejich participaci na reaktivní glióze (obr. 

10a, 10b). 

 

Šest měsíců po lézi je na frontálních řezech mozkem vidět, že NDP stále pokračuje, 

protože atrofie striata se dále zhoršuje (porovnej obr. 6b a 6c). Důsledkem prořídnutí 

neuropilu, tedy zejména redukce dendritického stromu, jsou také očekávané signifikantní 

změny na synapsích. V porovnání s kontrolními skupinami (obr. 42a) je evidentní snížená 

hustota synapsí v důsledku jejich degenerace a vymizení (obr. 42b).  

Zvýšenou proliferační aktivitu, tedy výrazně PCNA
+ 

jádra, jsme našli již jen zcela 

ojediněle u endotelových buněk; avšak menší kulovitá středně denzní PCNA
+ 

jádra 

gliových buněk, odpovídající jádrům oligodendrocytů, byla i zde přítomna ve značném 

počtu, zejména v místech, kde došlo k výrazné redukci neuropilu nebo k destrukci 

myelinových vláken, tedy v centrální oblasti léze (obr. 9c).  

Změny, typické pro reaktivní astrocyty chronické fáze NDP, se mírně prohlubují. K tomu 

však přispívají i změny věkové, tedy v důsledku stárnutí potkanů (obr. 39a, 39b, 41a). 

Avšak vzhledem k tomu, že na reaktivní astroglióze se zde již nepodílejí hypertrofické 

astrocyty, velikostí se tyto astrocyty výrazněji neodlišují od reaktivních astrocytů, kterých 

přibývá s věkem u intaktních zvířat. Nejzajímavější je i zde paralelní detekce GFAP 

a S100β proteinu (obr. 39a, 40a, 41a, 41b). Pomocí koexprese obou proteinů můžeme 

prokázat, že vymizení jemných výběžků GFAP
+
 reaktivních astrocytů je v podstatě 

arteficiální, způsobené redukcí, resp. vymizením GFAP
+
 gliofilament v těchto výběžcích, 

avšak detetekce S100β proteinu prokazuje, že i reaktivní astrocyty mají bohatě větvený 

strom S100β
+
 výběžků (obr. 41b). Výrazně GFAP

+
, resp. GFAP

+
/S100β

+
, tak zůstávají 

vaskulární nožky reaktivních astrocytů a jejich zakončení na stěně cév vytvářející 

charakteristický „prstenec“ kolem lumina cévy (obr. 8e, 40a, 41b). Toto typické 

zvýraznění stěny cévní se však objevuje i v intaktním striatu starších potkanů, i když 
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v podstatně menším rozsahu než při NDP (obr. 39a, 40a – porovnej s 35d). Přestože je 

počet reaktivních astrocytů v okrajových částech neurodegenerativní léze, ale i v centrální 

oblasti NDP (obr. 40a) o něco nižší, je reaktivní astroglióza základním charakteristickým 

znakem i chronické fáze NDP. 

Exprese nestinu v aktivovaném endotelu cév, ani vimentinu ve stěně cév (obr. 40b) 

nevykazuje žádné změny oproti předchozí skupině nebo intaktním zvířatům (obr. 39b).  

I když  svazky myelinizovaných nervových vláken striatem pouze procházejí, dochází 

v chronické fázi NDP i k jejich poškození, tj. k demyelinizaci, resp. degeneraci axonů a ke 

kompenzační proliferaci oligodendrocytů. Navíc je tento typ buněk přítomen 

i v degenerujícím neuropilu, kde se jejich počet také postupně zvyšuje.  

 

Za 9 a 12 měsíců po QA lézi jsme pozorovali pomalu, ale trvale se prohlubující redukci 

objemu striata, dokazující, že NDP stále, i když již jen pozvolna, pokračuje. Ve struktuře 

striata, postiženého NDP, jsme nenašli výraznější rozdíly mezi skupinami přežívajícími 9 

a 12 měsíců. Atrofie striata se pomalu prohlubovala v důsledku pozvolna pokračující 

degenerace obou hlavních složek šedé hmoty, tj. striatových neuronů, tedy i sítě jejich 

dendritů vytvářejících spolu s gliovými buňkami neuropil. Prořídnutí neuropilu bylo 

viditelné v celé oblasti rozvinutého NDP (obr. 7g, 7h). S jeho degenerací je spojeno také 

fokální snižování hustoty synapsí až do jejich úplné ztráty.  

Počet PCNA
+
 buněk se snížil na minimum a to překvapivě i v místech, kde je typická 

oligodendroglióza (obr. 9d, 7g). Tento nález potvrzuje, že k dalšímu výraznějšímu nárůstu 

počtu oligodendrocytů, resp. oligodendrocytům-podobných buněk, již nedochází i přesto, 

že rarefakce neuropilu nadále pokračuje (obr. 7g, 7h). U stejně starých kontrolních zvířat 

byla jádra striatových buněk PCNA-negativní (obr. 9f). 

V souvislosti s reaktivní astrogliózou jsme v této skupině nezaznamenali jakékoliv 

výraznější změny v porovnání se skupinou šestiměsíčních potkanů. Počet GFAP
+ 

reaktivních astrocytů se jen nevýrazně snižoval, spíše v důsledku redukce GFAP-pozitivity 

v jejich jemných
 
výběžcích. I u nejdéle přežívající skupiny zvířat byly nejnápadnější 

strukturou v degenerovaném striatu cévy, lemované výrazně GFAP-pozitivní 

perivaskulární gliovou membránou (obr. 8f). Toto charakteristické „orámování“ cév je 

(i když v daleko menší míře) typické i pro intaktní striatum stejně starých potkanů 

kontrolní skupiny (obr. 8h). 

Pomalu pokračující demyelinizace a degenerace axonů již postihla větší část 

myelinizovaných svazků (některé vykazovaly i velmi silné poškození – obr. 10d). 
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Na rozdíl od stagnující proliferace oligodendrocytům-podobných buněk v reakci na 

pokračující degeneraci neuropilu, je v těchto degenerujících nervových svazcích 

kompenzační proliferace oligodendrocytů velmi výrazná (obr. 7g, 7h). 

 

Věkové změny u kontrolních zvířat 

Charakteristické změny ve struktuře striata se objevovaly s přibývajícím věkem 

i u kontrolních potkanů. U nejstarších intaktních zvířat (9 a 12 měsíců starých) se rozvíjí 

mírná atrofie striata (symetricky v obou hemisférách). Změny v počtu a morfologii GFAP
+
 

astrocytů se rozvíjejí v důsledku fyziologického zániku některých neuronů, který pomalu 

progreduje s věkem, a tím dochází k mírnému kompenzačnímu nárůstu gliové složky 

v parenchymu striata (obr. 39a, 39b). Již u skupiny půlročních zvířat pozorujeme redukci 

GFAP
+
 gliofilament v jejich jemných výběžcích a tak jejich zdánlivé vymizení (porovnej 

obr. 35a, 35b, 35c a 39a, 41a). Výrazná GFAP-pozitivita se typicky u těchto zvířat 

objevuje ve vaskulárních nožkách a nejvíce v jejich zakončení na stěně cév, vytvářejících 

charakteristický „prstenec“ kolem lumina cévy. Na rozdíl od mladých zvířat, u kterých 

byly ve striatu typické plasmatické astrocyty, ze kterých jen některé byly GFAP
+
 (obr. 8g, 

25c), ve striatu starých potkanů jsme zaznamenali GFAP
+
 astrocyty, které charakterem 

výběžků odpovídaly spíše astrocytům fibrilárním (s menším počtem silnějších GFAP
+
 

výběžků – obr. 39a, 41a). Překvapivě S100β
+ 

astrocyty nevykazovaly výraznější věkové 

změny (porovnej např. obr. 25c a 41a). 

Proliferační aktivita (detekovaná pomocí PCNA) byla v intaktním striatu zanedbatelná 

nejen u starých (obr. 9f), ale i u zcela mladých potkanů (obr. 9e).   

Věkem podmíněné změny, týkající se astrocytů, představují další komponentu, která 

přispívá k prohlubování NDP v mozku potkanů po neurotoxické lézi. 

 

4.1.1.2.1. Závěry - chronická fáze NDP u QA léze 

V této fázi již účinek QA odeznívá a QA lézi tedy označujeme jako stabilizovanou. 

Expanze NDP ve striatu se výrazně zpomalila a další změny, charakterizující chronickou 

fázi NDP, spočívají především v prohlubování degenerativního procesu v neuropilu. 

Postiženy jsou obě jeho složky, tedy výběžky postupně zanikajících zbylých neuronů 

(zejména jejich velmi četné dendrity), ale hlavně gliové buňky – astrocyty 

a oligodendrocyty. Nejnápadnějším projevem této fáze NDP je progredující atrofie striata. 

Počet reaktivních astrocytů se již nezvyšuje, naopak jich pomalu ubývá, i když častěji než 

o skutečnou redukci jejich počtu se spíše jedná o postupné zmenšování jejich těl a redukci 
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výběžků. Hypertrofické reaktivní astrocyty již nejsou přítomny vůbec. Morfologické 

změny se týkají jak GFAP
+
/S100β

+
 a GFAP

+
/S100β

-
, tak (i když méně) GFAP

-
/S100β

+
 

reaktivních astrocytů (nestin
+ 

ani vimentin
+
 astrocyty již nejsou v neurodegenerativní lézi 

přítomny). 

Změny se týkají především jemných výběžků GFAP
+
 astrocytů. Jejich zdánlivě výrazná 

redukce je způsobena především ubýváním exprese GFAP v důsledku úbytku (nebo spíše 

asi retrakce) GFAP
+
 gliofilament v jejich cytoplasmě. Prokazatelně však dochází i k určité 

redukci těchto výběžků. Reaktivní astrocyty v této fázi pak vykazují výraznou GFAP-

pozitivitu pouze v těle a v nejsilnějších výběžcích, tedy především (později téměř 

výhradně) ve vaskulárních nožkách, zejména v rozšířených zakončeních na stěně cév. Tím 

vzniká charakteristický obraz degenerujícího striata v chronické fázi procesu (a to i u rok 

přežívajících potkanů), kde dominují GFAP
+
 „prstence“ (tvořené perivaskulární gliovou 

membránou) kolem cév a jednotlivé silné výběžky/vaskulární nožky astrocytů. Příčinou 

těchto změn by mohla být např. snížená „reaktivita“ astrocytů v důsledku vyhasínajícího 

účinku QA, ale i jejich postupná degenerace při pokračujícím degenerativním procesu 

v parenchymu striata. Atypické zesílení vaskulárních nožek astrocytů (a MLGP) 

pravděpodobně také souvisí se zhoršením transportu látek (O2, živin aj.) v degenerujícím 

striatu, případně i s narušenou HEB, na jejíž funkci se významně podílejí.  

Překvapivě, zejména GFAP
-
/S100β

+
 astrocyty nevykazují během chronické fáze žádné 

výrazné změny s výjimkou pozvolného úbytku jemných výběžků, případně zmenšování těl. 

V návaznosti na výrazné prořídnutí neuropilu se posléze rozvíjí i degenerace synapsí. Také 

dochází k demyelinizaci a degeneraci nervových vláken ve svazcích procházejících 

striatem a k rozvoji reparativní oligodendrogliózy. Ta se rozvíjí především v  nervových 

svazcích v návaznosti na jejich progresivní degeneraci. Proliferace oligodendrocytů (či 

oligodendrocytům-podobných buněk) v neuropilu je zpočátku (cca u 3 měsíčních zvířat) 

výrazná a pozvolna se snižuje; oligodendroglióza však přetrvávala až do ukončení 

experimentu (12 měsíční zvířata), ale typicky především v demyelinizovaných 

a poškozených svazcích nervových vláken. V žádném případě však ani zde nešlo 

o myelinizující oligodendrocyty. 

Na celkovém obrazu NDP za 3-12 měsíců po aplikaci QA mají navíc podíl i věkové změny 

ve struktuře striata, tedy stáří potkanů. 
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4.2. Genetický model – potkani transgenní pro Huntingtonovu chorobu 

Sledovali jsme rozvoj neurodegenerativních změn ve striatu u 2, 6, 12, 18 a 22-24 

měsíčních tgHD potkanů a jejich wild-type kontrol. Jednotlivé věkové skupiny jsme 

vytvořili na podkladě doposud publikovaných prací, které charakterizují tgHD a wt 

potkany. 

 

4.2.1. Morfologické hodnocení   

Zjistili jsme, že rozvoj NDP ve striatu tgHD potkanů probíhá velmi pomalu a výraznější 

změny se objevují až u zvířat starých nejméně 1 rok.  

 

 

         

 

Obr. 43. (a) Laterální komory jsou v mozku mladých intaktních (2 měsíčních wt) potkanů poměrně 

úzké. NDP fenotypu HD vyúsťuje v atrofii striata a následné rozšíření postranních mozkových 

komor – velmi mírné rozšíření můžeme pozorovat již (b) u 6 měsíčních tgHD potkanů, (c) atrofii 

striata s výraznějším rozšířením laterálních komor však až u 18 (a 24) měsíčních tgHD potkanů. 

H&E; zvětšení 16x. 
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U 2 měsíce starých tgHD potkanů jsme nezaznamenali žádné morfologické odlišnosti od 

stejně starých wt zvířat, proto následně uvedená charakteristika platí shodně pro transgenní 

i wt zvířata. Veškeré nálezy jsou také stejné s charakteristikou stejně starých potkanů, 

použitých jako kontroly u QA lézí. Laterální mozkové komory jsou symetrické a poměrně 

úzké (obr. 43a).  

Striatové neurony (β-III-tubulin
+
/MAP2

+
 a Bodian

+
), resp. jejich jádra (NeuN

+ 
a Bodian

+
), 

jsou u wt i tgHD potkanů seskupené do typických shluků, a i když mají variabilní velikost 

(obr. 46c porovnej s 46d), převažují zde poměrně velké neurony (obr. 46a, 47a). Odstupy 

velmi početných dendritů (s dendritickými trny) vytvářejí charakteristickou β-III-tubulin-

pozitivitu neuropilu kolem těl neuronů (obr. 47a). Jádra těchto neuronů jsou typicky velmi 

světlá (tedy s jemně rozptýleným chromatinem) s 1 výrazným jadérkem (obr. 44a). Denzitě 

neuropilu (obr. 44a) odpovídá i velká hustota synapsí (obr. 48a), které (v porovnání se 

starými zvířaty, zejména tgHD - obr. 48b, 48c) lze charakterizovat jako „jemné“. 

Morfologická charakteristika striata je tedy totožná s nálezy u intaktních mladých zvířat ze 

skupiny s neurotoxickou lézí (viz kap. 4.1.1.1.). 

Počet GFAP
+
 astrocytů u takto mladých zvířat je jen malý (obr. 50a, 51e). I u této skupiny 

(wt i tgHD potkanů) platí, že nejvýraznější GFAP-pozitivitu vykazují vaskulární nožky 

astrocytů, jejichž rozšířená oploštělá zakončení výrazně ohraničují lumina cév (obr. 50a). 

Přibližně stejně početné jsou i GFAP
-
/S100β

+
 astrocyty a jen ojediněle nacházíme 

GFAP
+
/S100β

+
 glii. S100β protein je lokalizován především v jádrech a tělech astrocytů 

a z něho odstupujících kmenových výběžcích (obr. 51e). Jen výjimečně jsme našli BrdU
+
 

jádra právě rozdělených gliových buněk (obr. 49a).  

Expresi nestinu jsme nezaznamenali ani v gliových buňkách ani v endotelu cév, to 

znamená, že k žádné jejich aktivaci nedošlo. Stejně tak vimentin
+ 

byl pouze endotel 

a hladká svalovina ve stěně cévní, ale žádné astrocyty, stejně jako u intaktních zvířat 

v předchozí skupině (viz kap. 4.1.1.1.).  

 

I když u skupiny 6 měsíčních tgHD potkanů nelze ještě postihnout změny v objemu 

striata, tedy jeho atrofii, u všech hodnocených tgHD potkanů jsme zaznamenali velmi 

mírné rozšíření postranních mozkových komor (obr. 43b) v porovnání z kontrolními wt 

potkany a zejména s 2 měsíčními zvířaty (obr. 43a). Jako první příznak NDP jsme zde 

(v porovnání se stejně starými wt potkany - obr. 47b) zjistili především zmenšování 

velikosti neuronů/jader, avšak jen u malého počtu (resp. jen v některých skupinách) 

striatových neuronů (obr. 44c, 47e). Degenerujících neuronů bylo v této skupině ještě 
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poměrně málo, výjimečně jsme nacházeli i zanikající hyperchromní (tmavé/denzní) 

neurony s pyknotickým jádrem (obr. 44c). Téměř nezměněná byla i hustota a charakter 

neuropilu (porovnej obr. 47b a 47e) - i když na některých místech striata byla textura 

o málo řidší – a proto jsme také nenašli žádné změny na synapsích.  

V porovnání se stejně starými wt potkany (obr. 51a) se mírně zvyšuje počet GFAP
+
 

astrocytů (obr. 50d), ale nelze říci, že by se jednalo o reaktivní gliózu. Na rozdíl od 

reaktivních astrocytů v neurotoxické lézi jsou změny v morfologii těchto buněk jen velmi 

pozvolné. Jejich těla nejsou výrazněji zvětšená (nejedná se tedy o hypertrofické astrocyty), 

typické je zejména zvýraznění jejich výběžků postupným přibýváním gliofilament a tím 

zvyšování denzity GFAP (obr. 50d). Nejnápadnější je opět zvýraznění gliové 

perivaskulární membrány (porovnej obr. 50d a 50a). V expresi S100β proteinu jsme však 

nenašli žádné rozdíly oproti mladým potkanům, tedy nemění se počet GFAP
+
/S100β

+
 ani 

GFAP
-
/S100β

+
 astrocytů. Astrocyty ve striatu kontrolních (wt) zvířat se nijak nelišily od 

předchozí wt skupiny (porovnej obr. 51e a 51a).  

 

U 12 měsíčních tgHD potkanů bylo již patrné rozšíření laterálních komor, i když 

(v porovnání s potkany s neurotoxickou lézí) stále jen mírné. Úbytek neuronů je v této 

skupině již výraznější. Charakteristickým projevem však nadále zůstává zmenšování 

objemu těl (tedy i jader) striatových neuronů (při zachování nukleo-cytoplasmatického 

poměru - obr. 44d, 45b), které vynikne v porovnání s mladšími potkany (zejména 

kontrolními - obr. 44a, 46a, 46c, ale i tgHD – obr. 44c). Tento jev potvrzuje například 

i detekce β-III-tubulinu, který značí cytoplasmu neuronů včetně odstupu jejich výběžků 

(obr. 47f). Mírné zmenšení těl neuronů se však selektivně objevilo i u wt kontrol (obr. 

47c). Tyto nálezy dokumentují průběh NDP, který začíná zmenšováním neuronů (včetně 

redukce jejich dendritů) a končí úplným zánikem těchto buněk. V případě tgHD potkanů 

však tento proces u většiny neuronů probíhá velmi pomalu a teprve u nejstarších skupin 

zvířat (18 – 24 měsíčních) je úbytek neuronů výraznější. U wt potkanů pak jde 

o fyziologický zánik některých neuronů. Také již bylo možné detekovat velmi mírné 

prořídnutí neuropilu (obr. 44d), především v porovnání s kontrolami (obr. 44a). 

Charakteristickým znakem je i to, že neurodegenerace je výrazně selektivní (což 

odpovídá nálezům u HD pacientů) - to znamená, že veškeré projevy neuronální degenerace 

(zmenšování neuronů, příp. jejich zánik) postihují jen některé neurony, ať již jednotlivě 

nebo v malých skupinách (obr. 44e). K celkovému obrazu neuronální degenerace patří 

i zvýšená akumulace polyglutaminových inkluzí v jádrech striatových (a kortikálních) 
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neuronů (obr. 45b) – zejména v porovnání s kontrolními zvířaty (obr. 45a) - dokumentující 

nejen zvýšené hromadění mhtt v jádrech, ale i kondenzaci karyoplasmy v důsledku 

zmenšování velikosti neuronů a tedy i jejich jader. 

V důsledku zvyšujícího se počtu degenerujících neuronů se u této skupiny objevuje 

i podstatně více GFAP
+
 reaktivních astrocytů (obr. 50e), jak dokládá zejména provedená 

kvantitativní analýza (viz kap. 4.2.2.). Stejně jako v předchozích skupinách tgHD a wt 

potkanů, i zde ojediněle nacházíme dělící se jádra gliových buněk, z nichž některá mohou 

být i BrdU
+
 (obr. 49b). Vzhledem k tomu, že zánik neuronů však není ani v této skupině 

výrazný, je i rozvoj reaktivní gliózy jen pozvolný. Je však zcela zjevný zlom v progresi 

NDP u zvířat starých 1 rok v porovnání se 6 měsíční skupinou a následné prohlubování 

těchto změn u skupiny 18 a 24 měsíčních potkanů (porovnej obr. 50d a 50e-g). Je také 

třeba zdůraznit, že v důsledku selektivní degenerace striatových neuronů se i rozložení 

GFAP
+
 reaktivních astrocytů ve striatu liší v různých lokalitách – z tohoto důvodu jsme 

vždy na histologických řezech porovnávali jen stejné lokality (tj. pro fotodokumentaci 

vždy dorzo-mediální oblast striata). U 12 měsíčních wt potkanů vidíme, že se sice poněkud 

zvýšil počet GFAP
+
 astrocytů, tyto astrocyty však nevykazovaly atributy typických 

reaktivních astrocytů se silnými, výrazně GFAP
+
 výběžky, ale spíše se v nich zvýšil počet 

(objem) GFAP
+
 gliofilament, především v jejich vaskulárních nožkách zvýrazňujících 

cévní stěnu (porovnej obr. 50a a 50b). 

Počet S100β
+
 astrocytů se téměř nezměnil, výraznější změny byly (jak již bylo uvedeno) 

pouze ve smyslu přibývání GFAP
+
 reaktivních astrocytů, zejména typicky ve vazbě na 

cévy (obr. 51f).  

 

U skupin 18 a 22-24 měsíčních tgHD potkanů je charakter změn stejný, liší se pouze 

intenzita neurodegenerativního postižení striata a tedy i tomu odpovídající rozsah 

a charakter reaktivní gliózy. Vzhledem k tomu, že se jedná o relativně velmi stará zvířata, 

je zde významná také participace procesu stárnutí, tedy morfologicky definovaných 

senilních změn. 

Atrofie striata je (v porovnání především s mladými kontrolními zvířaty - obr. 43a) již 

zcela evidentní (obr. 43c). I když je úbytek neuronů výraznější, než u předchozích skupin 

tgHD potkanů (porovnej obr. 46b, 46e, 46f a 46d), i zde se významnou měrou na NDP ve 

striatu (tedy na redukci šedé hmoty) podílí pokračující zmenšování některých neuronů, ať 

již jednotlivých či ve skupinách (obr. 44e, 44f, 47g-i). Tím více také vyniká, že degenerace 

striatových neuronů je selektivní (porovnej např. u 18 měs. tgHD obr. 46e a 46f, a u 24 
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měs. tgHD obr. 47h a 47i). Zajímavým, i když ne neobvyklým nálezem, bylo rovněž 

zjištění, že intenzita NDP je u těchto starých tgHD potkanů, sledovaných v rámci jedné 

skupiny, poměrně výrazně rozdílná (obr. 46e a 46f). Tento jev zcela odpovídá variabilitě 

(jak fyziologické, tak ve vztahu k patologickým procesům), velmi dobře známé u lidí.  

Spolu s degenerací striatových neuronů dochází i k postupnému, i když relativně mírnému, 

prořídnutí neuropilu (které je patrné např. při použití impregnace neurofibril – obr. 44e, 

44f, i ve vazbě na detekci synapsí obr. 48c). V důsledku fyziologické degenerace neuronů 

(obr. 47d) dochází k prořídnutí neuropilu striata, a tedy i synapsí, také u starých wt potkanů 

(obr. 44b a 48b). 

Pokračující atrofie striata se, mimo jiné, projevuje i typickým zhuštěním svazků 

myelinizovaných vláken v důsledku prořídnutí neuropilu a retrakce šedé hmoty striata 

(např. obr. 44f). Charakteristickým rysem progrese NDP u tgHD potkanů je také pomalu se 

zvyšující hustota polyglutaminových inkluzí v jádrech striatových (a kortikálních) neuronů 

(dokumentující přítomnost mhtt), pravděpodobně ale především v důsledku zmenšování těl 

a tedy i jader těchto neuronů (obr. 45c). 

Průvodním jevem zvýšené degenerace neuronů je vždy rozvoj reaktivní gliózy. Vzhledem 

k atypicky pomalému zániku neuronů u transgenních potkanů se však i tento proces rozvíjí 

jen pomalu. Přesto již u 18 měsíčních (obr. 50f) a zejména pak u 22-24 měsíčních tgHD 

potkanů (obr. 50g) je astroglióza zřetelně výraznější v porovnání s mladými tgHD potkany 

(obr. 50d), i se stejně starými kontrolními zvířaty (obr. 50c). Teprve ve skupinách ročních 

(obr. 50e) a starších tgHD potkanů nacházíme typické GFAP
+
 reaktivní astrocyty - ve 

větším počtu však až u nejstarších zvířat (obr. 50g). Také u nejstarších kontrolních zvířat 

narůstá počet GFAP
+
 astrocytů (obr. 50c), avšak povětšinou je nelze podle jejich 

morfologie označit za typicky reaktivní (porovnej obr. 50c a 50g). Kromě astrocytů 

nacházíme v neuropilu pochopitelně i satelitní oligodendrocyty, ale u nich jsme (na rozdíl 

od QA léze) nezaznamenali zvýšení jejich počtu. 

Zajímavý nálezem byl nárůst počtu GFAP
-
/S100β

+
 výběžků plasmatických astrocytů jako 

součásti neuropilu (obr. 51d), což můžeme považovat za důkaz zvýšené proliferace či 

aktivace i těchto buněk v reakci na rozvoj NDP. Tento předpoklad podporuje i fakt, že 

i v tomto případě se jednalo o ložiskové změny, tedy nejnápadnější v místech s pokročilou 

degenerací neuronů (porovnej obr. 51c a 51d, 51g a 51h). Zvýšení počtu GFAP
-
/S100β

+
 

astrocytů jsme však zaznamenali i u nejstarších kontrolních potkanů (obr. 51b), ale nikdy 

ve stejném rozsahu jako u paralelních skupin tgHD potkanů (obr. 51d). U starých tgHD 

potkanů je také o něco vyšší počet GFAP
+
/S100β

+
 a zejména typický je nález koexprese 
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i v ostatních výběžcích GFAP
+ 

reaktivních astrocytů (obr. 51h), nejen ve vaskulárních 

nožkách (obr. 51f, 51g). Exprese S100β se totiž postupně rozšiřuje z těla astrocytů i do 

jejich výběžků (obr. 51g, 51h). Tento proces byl velmi typický pro maturaci nově 

generovaných/aktivovaných reaktivních astrocytů u NDP navozeného QA. Nejnápadnější 

změnou u GFAP
+
 astrocytů, vázanou na progresi NDP (tedy patrnou cca od 1 roku věku u 

tgHD potkanů) je hypertrofie vaskulárních nožek, zejména jejich koncových rozšířených 

částí, které vytvářejí MLGP, tedy ke ztluštění stěny cév (obr. 50f, 50g porovnej s 50e 

a 50a); zároveň se mírně zvyšuje i počet cév, což lze ale (alespoň z části) přičíst atrofii 

(zhuštění) parenchymu striata. Obdobné, ale podstatně méně intenzivní ztluštění MLGP 

vidíme i u starých wt potkanů (obr. 50b, 50c). Na rozdíl od neovaskularizace, resp. 

aktivace cév ve striatu potkanů s NDP po QA lézi (zejména v akutní fázi procesu), značené 

výraznou expresí nestinu v endotelu aktivovaných cév (obr. 16a), jsme u tgHD potkanů 

tento jev nepozorovali ani u nejstarších zvířat. Rovněž jsme u nich nedetekovali expresi 

vimentinu nebo BrdU ve vztahu k proliferaci, resp. aktivaci astrocytů ve striatu (obr. 52). 

Můžeme tedy předpokládat, že GFAP
+
 reaktivní astrocyty ve striatu tgHD potkanů, 

postiženém progredujícím NDP, vznikají spíše transformací z tzv. klidových gliových 

buněk/prekurzorů, než generováním nových astrocytů z adultních neurálních (gliogenních) 

prekurzorů, jak je typické zejména při akutních typech poškození mozku.  

Zaznamenané morfologické změny u starých wt potkanů dokládají, že na progresi změn při 

NDP ve striatu mají podíl i věkové změny – typické je zejména zmenšování některých 

neuronů (jen málo jejich úplný zánik), nárůst počtu GFAP
+
 astrocytů, i ztluštění MLGP; 

tyto změny jsou však vždy méně intenzivní v porovnání s NDP u tgHD potkanů. 
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4.2.2. Kvantitativní stereologická analýza  

Změny, které jsme popsali z histopatologického hlediska ve striatu tgHD i wt potkanů 

(tedy rozvíjející se jak v důsledku NDP, tak procesu stárnutí) jsme chtěli vyhodnotit 

i kvantitativně. Zajímal nás především rozvoj astrogliózy ve striatu, definovaný počtem 

GFAP
+
 astrocytů, resp. plochou, kterou na daném řezu zaujímají. Změny v množství 

GFAP
+
 astrocytů jsme totiž, na rozdíl od nepatrného úbytku neuronů, zaznamenali 

i v důsledku stárnutí u kontrolních skupin zvířat.  

Pro kvantitativní vyhodnocení plochy GFAP-pozitivního imunohistochemického barvení 

jsme použili jednu ze stereologických  metod, pomocí kterých je možné odhadem stanovit 

počet objektů, délek, ploch a objemů. Tyto postupy jsou založené na statistickém 

odvozování geometrických vlastností hodnocených struktur a objektů pomocí bodových, 

lineárních, rovinných či objemových testovacích sond. Oproti digitální analýze obrazu, 

jejíž výhodou je především možnost automatizace při rutinním hodnocení vzorků, zaručují 

tyto metody lepší reprodukovatelnost, tedy vyšší objektivitu hodnocení, zejména při různé 

kvalitě preparátů. 

Stereologická analýza ukázala signifikantní zvýšení plochy exprese GFAP až u 12 

měsíčních tgHD potkanů, s pokračující progresí u 18 až 24 měsíčních zvířat (v porovnání 

s 2 měsíčními tgHD potkany jako referenční skupinou - graf 1A). U 2 a 6 měsíčních skupin 

jak wt, tak tgHD potkanů není významnější rozdíl mezi skupinami stejného typu ani 

vzájemně. To potvrzuje naše nálezy, že k rozvoji reaktivní astrogliózy dochází až u ročních 

a starších tgHD potkanů. Zjistili jsme však i poměrně významný nárůst GFAP-pozitivity 

ve striatu wt potkanů od 12. měsíce v porovnání s 2 měsíčními wt zvířaty (graf 1B). Počet 

GFAP
+
 reaktivních astrocytů se u sledovaných tgHD potkanů od 2 do 24 měsíců znásobil 

3,3x a nárůst GFAP-pozitivity ve stejném časovém rozpětí u wt potkanů byl (překvapivě) 

2,6x. To potvrzuje, že na progresi reaktivní astrogliózy u tgHD zvířat má podíl nejen 

neurodegenerativní proces, ale nezanedbatelně i věkové změny (graf 1B), což lze mimo 

jiné přičíst také poměrně vysokému věku potkanů ve dvou nejstarších sledovaných 

skupinách. 

Z hlediska celkového hodnocení pro nás bylo důležité také porovnání množství GFAP
+
 

astrocytů ve striatu tgHD, resp. wt potkanů v jednotlivých věkových skupinách: u tgHD je 

u 6 měsíční skupiny nárůst plochy GFAP
+
 astrocytů o 17% v porovnání s 2 měsíčními 

zvířaty, zatímco u 12 měsíčních potkanů je to o 125% v porovnání s 2 měsíčními zvířaty, 

resp. o 92,3% oproti 6 měsíčním potkanům; u 18 měsíčních tgHD potkanů se plocha 

GFAP
+
 astroglie zvětšila o dalších 35,7% oproti 12 měs. potkanům, zatímco u 22-24 měs. 
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skupiny již jen o 8,7% optoti 18 měs. tgHD skupině. Poměrně překvapivé byly výsledky 

porovnání wt skupin: u 12 měs. wt potkanů přibylo o 58,23% GFAP pozitivity oproti 

6 měsíčním skupinám, u 18 měs. skupiny o 44% oproti 12 měs., zatímco u 22-24 měs. 

skupiny wt zvířat se denzita astrocytů již dále nezměnila. Porovnáme-li skupinu 22-24 

měsíčních wt a tgHD potkanů (graf 2), pak je hustota reaktivní GFAP
+
 astroglie vyšší 

o 33,67% u tgHD potkanů oproti stejně starým kontrolním wt zvířatům. 

Kvantitativní analýza tedy potvrzuje správnost našeho morfologického hodnocení rozvoje 

reaktivní astrogliózy ve striatu mozku tgHD potkanů starých 12 a více měsíců. Zajímavým 

nálezem, který vynikl teprve při kvantitativní analýze, byl výrazný (zlomový) nárůst 

plochy exprese GFAP právě ve skupině 12 měs. tgHD, ale i wt zvířat. Navíc toto 

hodnocení jasně dokládá výraznou participaci změn v důsledku stárnutí na rozvoji NDP 

a tedy i průvodní astrogliózy.  

       
tg

H
D
2

tg
H
D
6

tg
H
D
12

tg
H
D
18

tg
H
D
24

0

1

2

3

***

***
***

p
lo

c
h

a
 G

F
A

P
 (

m
m

2
)

  

w
t2

w
t6

w
t1

2

w
t1

8

w
t2

4

0

1

2

3

***

*** ***

p
lo

c
h

a
 G

F
A

P
 (

m
m

2
)

 

Graf 1: Plocha pozitivního barvení na GFAP ve striatu (A) tgHD a (B) wt potkanů. Statistická 

významnost (ANOVA, Tukey test, ***p<0,001) v porovnání s referenční skupinou (A) tgHD2 

a (B) wt2. 

A 
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Graf 2: Porovnání velikosti plochy pozitivního barvení GFAP ve striatu tgHD a wt potkanů. 

Statistická významnost (nepárový t-test, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) při porovnání tgHD a wt 

v jednotlivých věkových skupinách.  

 

4.2.3. Kvantitativní hodnocení mitochondriální respirace     

Mitochondriální dysfunkce je řazena mezi mechanismy zahrnuté v patogenezi HD. 

Rozhodli jsme se proto změřit, zda dochází ke změnám parametrů mitochondriální 

respirace (graf 3) a sledovali jsme aktivitu mitochondriálních komplexů I, II a IV. Tyto 

složky respiračního řetězce transportují elektrony z NADH a FADH2 pomocí série 

redoxních reakcí, přičemž konečným akceptorem těchto elektronů je O2 na konci řetězce. 

Komplex I (NADH-koenzym Q-oxidoreduktáza): Výsledky oxygrafie homogenátu striata 

ukázaly signifikantní snížení aktivity komplexu I u tgHD potkanů od 12. měsíce 

v porovnání s tgHD ve věku 2 měsíců (graf 4A). Při porovnání tgHD a wt potkanů v každé 

věkové skupině jsme zaznamenali u skupin tgHD potkanů určitý trend ve snížení aktivity 

komplexu I (graf 5A), ale v důsledku vyšší variability výsledků a menšího počtu zvířat 

(vzhledem k předčasnému úhynu několika zvířat) ve skupinách přežívajících 22-24 měsíců 

však žádná ze změn nedosáhla statistické významnosti. 

Komplex II (sukcinát-koenzym Q-oxidoreduktáza): V aktivitě komplexu II jsme 

překvapivě nezaznamenali žádné výraznější změny u tgHD potkanů a to ani v porovnání se 

stejně starými kontrolními zvířaty (graf 4B, 5B). 

Komplex IV (cytochrom c-oxidáza): Naproti tomu u komplexu IV došlo nejprve k nárůstu 

aktivity u 12 měsíčních zvířat v porovnání s 2 měsíčními tgHD potkany, ale v dalším 

období se aktivita tohoto komplexu snižovala; vždy však byla vyšší než u 2 měsíčních 

tgHD potkanů (graf 4C). Při porovnání výsledků u tgHD a wt zvířat se však ani aktivita 

komplexu IV (stejně jako komplexu II) výrazněji nelišila (graf 5C).  
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Závěr: Výsledky měření mitochondriální respirace ukazují u tgHD potkanů poškození 

respiračního řetězce v důsledku snížené aktivity komplexu I, které se podílí na rozvoji 

mitochondriální dysfunkce.  

 

Graf 3: Reprezentativní respirační křivka u 2 měsíčních wt a tgHD potkanů. Glutamát + malát 

(glut+mal), adenosindifosfát (ADP), cytochrom c (cyt c), roten (rot), sukcinát (suc). 
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Graf 4: Změny spotřeby kyslíku (A) komplexem I, (B) komplexem II a (C) komplexem IV 

v homogenátu striata tgHD potkanů. Statistická významnost (ANOVA, Tukey test, *p<0,05) 

v porovnání s kontrolní skupinou 2 měsíčních tgHD potkanů. 
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Graf 5: Porovnání aktivity (A) komplexu I, (B) komplexu II a (C) komplexu IV ve striatu tgHD 

a wt potkanů. 
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4.2.4. Závěry – rozvoj NDP ve striatu potkanů transgenních pro HD 

Morfologické i dílčí kvantitativní hodnocení změn ve striatu mozku tgHD potkanů jasně 

prokázalo, že rozvoj NDP typu HD je u tohoto modelu pozvolný a dlouhodobý. 

Degenerace striatových neuronů probíhá velmi pozvolna a tedy atypicky. To znamená, že 

k redukci šedé hmoty striata dochází především v důsledku zmenšování neuronů (což je 

počáteční fáze NDP, u tgHD potkanů tedy výrazně protrahovaná), méně v důsledku úplné 

degenerace, tedy vymizení neuronů. Toto je také důvodem pouze mírného prořídnutí 

neuropilu (a tedy i synapsí) i u nejstarších, 2-letých tgHD potkanů, a ne příliš intenzivní 

průvodní reaktivní gliózy. Za velmi významný nález považujeme, že degenerace neuronů 

probíhá i u nejstarších tgHD potkanů selektivně, což odpovídá charakteristice NDP 

u pacientů s HD.  

Hustota polyglutaminových inkluzí v jádrech neuronů se sice zvyšuje s progresí NDP, ale 

patrně především v důsledku zmenšování neuronů a tedy i kondenzace karyoplasmy 

v jádrech. 

Dalším důkazem protrahované neuronální degenerace je i to, že jsme první změny (ve 

smyslu mírné atrofie striata) zaznamenali až u 6 měsíčních tgHD potkanů a za „zlomový“ 

lze v naší sestavě označit teprve 12. měsíc života těchto zvířat. U této skupiny jsme 

(v porovnání s mladými i stejně starými kontrolními zvířaty) zaznamenali již zřetelné 

změny v rámci rozvoje NDP (degeneraci, hlavně zmenšování neuronů i nález typických 

reaktivních astrocytů, tedy počínající reaktivní astrogliózu).  

Na progresi změn při NDP ve striatu mají nezanedbatelný podíl i věkové změny – zejména 

u 18 až 24 měsíčních wt kontrol je typické mírné zmenšování i úbytek neuronů a tomu 

odpovídající nárůst počtu GFAP
+
 astrocytů, především zmohutnění jejich vaskulárních 

nožek, které způsobuje charakteristické ztluštění MLGP. 

Popsaný atypický průběh rozvoje NDP je pravděpodobně také hlavním důvodem poměrně 

málo signifikantních změn při hodnocení respirační aktivity mitochondrií. 
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4.3. Vliv erytropoetinu na rozvoj nerodegenerativního procesu fenotypu HD – pilotní 

studie 

Je známo, že hemopoetický růstový faktor erytropoetin přechází přes HEB a v mozkové 

tkáni indukuje široké spektrum buněčných odpovědí, nasměrovaných na ochranu 

a regeneraci poškozené tkáně, snižuje zánětlivou reakci a stimuluje angiogenezi aktivací 

endotelu. Na základě literárních údajů o experimentálním ovlivnění akutního ischemického 

poškození nás zajímal účinek EPO na rozvoj chronického poškození mozku typu HD, 

který doposud nebyl studován.  

Vzhledem k významné roli astrocytů v CNS za normálního stavu i při jeho poškození nás 

zajímala možnost jejich ovlivnění EPO. Primárně jsme chtěli ověřit, zda krátkodobé 

podávání vysokých dávek EPO (3000 IU/kg i.p. denně po dobu 6 dnů) může (1) pozitivně 

ovlivnit rozvoj neurodegenerativního poškození striata, tj. zejména zmírnit rozvoj reaktivní 

gliózy a (2) zmírnit následky NDP ve striatu ve smyslu možného ovlivnění již rozvinuté 

gliózy. Porovnávali jsme tedy bezprostřední účinek EPO na NDP (1) v akutní fázi rozvoje 

neurotoxické léze – 7 dní po aplikaci QA, a (2) v subchronické fázi, kdy je striatová léze 

již plně rozvinutá, tzv. stabilizovaná (NDP se prohlubuje již jen pomalu, tedy obdobně jako 

u pacientů s HD) – 28 dní po QA lézi.  

Morfologické nálezy jsme doplnili semikvantitativním hodnocením objemu GFAP ve 

striatu WB analýzou a behaviorálním testováním zvířat pomocí cylindr testu. Pro 

kompletaci nálezů bylo provedeno i hodnocení hematologické (krevní obraz), kde však 

nebyly zjištěny žádné rozdíly mezi testovanými skupinami, ani v porovnání s kontrolními 

zvířaty. 

Obě skupiny s aplikací EPO byly porovnávány se stejnými skupinami po aplikaci placeba 

(pl), tj. fyziologického roztoku, a také s intaktními zvířaty. 

 

4.3.1. Morfologické hodnocení vlivu EPO 

Při aplikaci EPO u potkanů s akutní neurotoxickou lézí (7 dní po aplikaci QA, QA7) 

jsme zjistili, že EPO ovlivňuje rozsah totální nekrózy v oblasti kanálu vpichu, ale 

v podstatě neovlivňuje rozsah léze ve striatu (porovnej obr. 53a a 53b). Vzhledem 

k menšímu objemu úplně destruované tkáně v oblasti KV dochází vlivem EPO i ke vzniku 

podstatně menšího lokálního edému a také k méně výrazné „úklidové“ reakci, tj. nachází 

se tady menší počet fagocytů a tím i nižší počet BrdU
+
 buněk v porovnání s placebovou 

skupinou. 
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Detekcí proliferace pomocí BrdU jsme zaznamenali vysokou proliferační aktivitu ve 

striatové lézi v souvislosti s rozvojem výrazné reaktivní gliózy v odpovědi na akutní fázi 

NDP ve striatu. Počet BrdU
+
 jader je po aplikaci EPO výrazně nižší (obr. 54b, 55b) 

v porovnání se skupinou s aplikací placeba (obr. 54a, 55a) zejména proto, že je zde menší 

počet fagocytujících buněk, což prokazuje sníženou zánětlivou odpověď tkáně striata. I tak 

ale část BrdU
+
 jader patřila mikroglii (menší oválná jádra s hrudkami chromatinu) a dalším 

gliovým elementům (satelitní oligodendrocyty s tmavým kulovitým jádrem) a také 

novotvořeným nediferencovaným gliovým buňkám, které jsou typicky VIM
+
 (viz dále). 

Detekce GFAP ukázala, že rozsah reparativní gliózy je po aplikaci EPO o něco menší, 

avšak rozdíl mezi skupinou s EPO (obr. 54b, 56b) a s placebem (obr. 54a, 56a) byl jen 

malý, proto jsme k potvrzení tohoto nálezu ještě použili semikvantitativní WB analýzu (viz 

kap. 4.3.2.). Rozsah a intenzita koexprese GFAP a vimentinu (viz dále) se však 

u porovnávaných skupin výrazněji nelišila (obr. 56a, 56b, 56c), to znamená, že krátkodobá 

aplikace EPO proces vyzrávání novotvořených/aktivovaných astrocytů neovlivňuje. Kromě 

typických GFAP
+
 reaktivních astrocytů, byly samozřejmě přítomny ve zvýšeném počtu 

i S100β protein exprimující astrocyty, ať již GFAP
+
/S100β

+
 nebo GFAP

-
/S100β

+
, a to 

v podstatě ve stejném rozsahu u skupiny s placebem a s EPO. Stejná situace byla i při 

kombinované detekci S100β proteinu a vimentinu (obr. 57a). Exprese S100β proteinu je 

typická pro vyzrávající astrocyty, především ty, které jsou aktivovány v důsledku NDP, 

rozvíjejícího se po aplikaci QA (jak jsme již demonstrovali u neurotoxické léze – viz kap. – 

4.1.1.).  

Vimentin, který je v intaktním striatu exprimován pouze ve stěně cév, tj. endotelem 

a buňkami hladké svaloviny (obr. 58e), lze (jak jsme prokázali) s výhodou použít také pro 

detekci nezralých (novotvořených) nebo zralých aktivovaných astrocytů. Po aplikaci EPO 

(obr. 56b) jsme však v této skupině nezjistili významnější rozdíly v porovnání 

s placebovou skupinou (obr. 56a), to znamená, že EPO významněji neovlivňuje vyzrávání 

nově generovaných astroblastů.  

Re-exprese nestinu je ve striatu postiženém NDP typická pro aktivované (reaktivní) 

astrocyty v akutní fázi procesu, ale také pro aktivovaný endotel cév. Po aplikaci EPO (obr. 

59b) nacházíme v porovnání s placebovou skupinou (obr. 59a) v centrální oblasti 

rozvíjejícího se NDP výraznější expresi nestinu především ve vaskulárních nožkách 

reaktivních hypertrofických astrocytů (méně v endotelu), což svědčí o jejich aktivaci, 

pravděpodobně i ve vztahu k rekonstrukci poškozené HEB v této oblasti. Můžeme tedy 
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tento efekt EPO považovat za další důkaz toho, že i v případě NDP podporuje (alespoň 

v určitém směru) vaskulogenezi.  

Na základě detekce neuronálními markery MAP2 a -III-tubulinem se zdá, že při rozvoji 

NDP ve striatu je po aplikaci EPO odumírání striatových neuronů o něco pozvolnější (což 

by odpovídalo neuroprotektivnímu efektu EPO) – zda je naše domněnka správná, je ale 

potřeba ověřit na podstatně větším počtu zvířat, než bylo použito v této studii.  

Při aplikaci EPO do plně rozvinuté subchronické léze (28 dní po aplikaci QA, QA28) 

jsme zjistili, že podání EPO již neovlivní rozvoj totální nekrózy v oblasti KV, protože 

v průběhu 1 měsíce došlo k jejímu vyhojení, tj. k vytvoření gliové jizvy (obr. 53d). Nálezy 

v oblasti KV se proto neliší od kontrolní placebové skupiny (obr. 53c). Z důvodu 

pokračujícího procesu hojení (přechod do chronické fáze) ve tkáni již také není přítomno 

větší množství fagocytujících buněk (došlo k odeznění akutní zánětlivé reakce, včetně 

resorpce edémové tekutiny).    

Většina striatových neuronů je 1 měsíc po QA lézi již zničená, proto jsme ani 

nezaznamenali žádný rozdíl v detekci MAP2 a -III-tubulinu mezi skupinami s aplikací 

EPO a placebo.  

Exprese BrdU byla u skupiny s aplikací placeba výrazně nižší (v porovnání s QA7), 

protože již v podstatě nedochází k nové proliferaci gliových buněk a další rozvoj léze 

pokračuje již jen velmi pomalu. Došlo k vymizení většiny fagocytujících buněk 

a subchronické stadium QA léze vykazuje již jen malý počet BrdU
+
 buněk, navíc se 

zřetelně sníženou expresí BrdU v jádře, což znamená, že u těchto buněk došlo 

k opakovanému dělení (obr. 54c, 55c). U skupiny s EPO však byl vyšší počet, i když 

většinou jen lehce BrdU
+ 

jader, v převážné většině vykazujících morfologii jader astrocytů. 

To s největší pravděpodobností znamená, že po podání EPO došlo k další vlně proliferace 

gliových buněk a většina z nich se ještě dále, někdy i opakovaně dělila (obr. 54d, 55d).       

Při použití detekce vimentinu je dobře patrné, že po aplikaci EPO se jeho exprese mírně 

zvýšila v centrální oblasti NDP (obr. 56d, 58d) v porovnání s placebovou skupinou (obr. 

58a), což koresponduje s nálezem zvýšeného počtu BrdU
+
 jader v této lokalitě. Důvodem 

je jednak generování (proliferace) nových gliových elementů, které v této fázi exprimují 

pouze vimentin (obr. 56c), jednak zvýšená aktivace vaskulárních nožek astrocytů 

v souvislosti s přepokládanou zvýšenou metabolickou aktivitou astrocytů (transport látek 

mezi krví a tkání šedé hmoty striata) v NDP postiženém striatu, příp. s tvorbou nových cév 

a rekonstrukcí (v oblasti KV) narušené HEB (obr. 58b). 
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Velmi mírné snížení počtu GFAP
+
 reaktivních astrocytů po podávání EPO (obr. 54b, 56d) 

se v podstatě prokázal až kvantitativní WB analýzou (viz dále). Naproti tomu změny 

v počtu S100β
+
 astrocytů (obr. 57b) jsme nezaznamenali. Oproti akutní fázi NDP byl počet 

reaktivních astrocytů nižší, ale v důsledku změn v subchronické fázi NDP, ne vlivem 

aplikace EPO. 

Exprese nestinu byla v porovnání s předchozí skupinou méně výrazná, především proto, že 

došlo k postupné maturaci části aktivovaných astrocytů, a v podstatě jsme nezjistili rozdíl 

mezi skupinou s aplikací placeba nebo EPO.  

 

   

   
 
Obr. 53. (a) Při porovnání se skupinou s aplikací placeba do sedmidenní QA léze (QA7+P6), (b) 

zmenšuje aplikace EPO (QA7+EPO6) výrazně rozsah totální nekrózy v oblasti KV, ale v podstatě 

neovlivňuje rozsah a intenzitu NDP v okolním striatu. (d) Aplikace EPO do již plně rozvinuté léze 

(QA28+EPO6) neovlivňuje její rozsah a postižené striatum se neliší (c) od striata s aplikací placeba 

(QA28+P6); oblast KV je už vyhojená gliovou jizvou. Porovnávány jsou řezy ze stejného místa 

v mozku potkanů. CC – corpus callosum; TN – totální nekróza v oblasti KV. H&E; měřítko 150 µm. 
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4.3.2. Western Blot analýza objemu GFAP ve striatu 

Rozsah reparativní gliózy v důsledku NDP typu HD, která je charakterizovaná hlavně 

přítomností výrazně GFAP
+
 reaktivních astrocytů, jsme se rozhodli vyhodnotit také 

pomocí semikvantitativní metody WB, zejména proto, že morfologické nálezy 

naznačovaly zmírnění rozsahu reaktivní gliózy po aplikaci EPO.  

Orientační výsledky WB analýzy (graf 6) nám potvrdily typický nárůst objemu GFAP 

u zvířat s QA lézí v důsledku reaktivní astrogliózy při rozvoji NDP typu HD, tedy u všech 

sledovaných skupin v porovnání s intaktními kontrolními zvířaty. Dále jsme prokázali, že 

u potkanů přežívajících 5 týdnů po neurotoxické lézi (QA28+P6) je objem GFAP ve striatu 

nižší oproti zvířatům s 2 týdenní QA lézí (QA7+P6). Morfologickým podkladem tohoto 

efektu je především postupná regrese hypertrofických astrocytů, tedy redukce jejich 

objemu a posléze i počtu. 

Mírná redukce objemu GFAP u obou skupin s aplikací EPO - i když u skupiny 

QA28+EPO6 byl tento pokles zcela minimální – sice potvrzuje naše morfologické nálezy, 

avšak vzhledem k malému počtu hodnocených zvířat nelze prozatím s jistotou tvrdit, že 

podání EPO významněji ovlivňuje rozvoj reaktivní astrogliózy.  

Vzhledem k malému počtu zvířat v naší pilotní studii (n = 2 v každé skupině) nebyly 

výsledky WB analýzy statisticky hodnoceny.   
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Graf 6: Výsledky WB analýzy objemu GFAP v hemisféře s QA lézí (pravé) po podávání 

EPO/placebo a u intaktních potkanů. 

 

 

4.3.3. Behaviorální testování - cylindr test 

Cylindr test vychází z tendence potkana prozkoumávat prostředí, ve kterém se nachází 

a dotýkat se předními končetinami bočních stěn skleněného válce, ve kterém je umístěn. 

Většina hlodavců nepreferuje výrazně jednu končetinu, takže použití pravé a levé tlapky je 

přibližně 50%:50%. Zvíře s poškozenou motorikou se dotekům postiženou tlapkou 

(končetina kontralaterální k poškozené hemisféře) vyhýbá. 

Výsledky behaviorálního testování (graf 7) nám naznačují sníženou motoriku levé přední 

končetiny (kontralaterální) k poškozené (pravé) hemisféře v důsledku rozvíjejícího se NDP 

a preferenci ipsilaterální přední končetiny. Nepozorovali jsme však rozdíl mezi skupinami 

po aplikaci EPO/placebo. Hlavním důvodem je patrně to, že pokus byl ukončen po 

poslední aplikaci testovaných látek, takže případný vliv celé dávky EPO na motoriku zvířat 

se nemohl výrazněji projevit.  
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Graf 7:  Snížení motoriky levé (kontralaterální) tlapky se zhoršuje s progresí NDP, není 

však rozdíl mezi skupinami po podání EPO a placeba.  

 

4.3.4. Závěry - vliv erytropoetinu na rozvoj NDP fenotypu HD – pilotní studie 

Krátkodobé podávání (i.p.) vysokých dávek EPO sice do jisté míry ovlivnilo rozvoj 

reaktivní astrogliózy v důsledku NDP ve striatu, tento efekt se však projevil v podstatě 

pouze při aplikaci EPO v počáteční, tedy akutní fázi rozvoje neurotoxické léze (QA7). 

Tato fáze svojí velmi rychlou progresí NDP i dalších průvodních změn odpovídá akutnímu 

poškození, nikoliv chronickému, dlouhodobě se rozvíjejícímu NDP, jakým je HD 

u člověka Proto také hlavní projev pozitivního působení EPO u našeho modelu – tedy 

zmírnění průvodní zánětlivé reakce - byl shodný s jeho účinkem při akutním, např. 

ischemickém poškození mozku. Zajímavým, i když ne zcela jasným nálezem u skupiny 

v subchronickém stadiu NDP (QA28) byla jakási druhá vlna proliferace gliových buněk 

(BrdU
+
/VIM

+
). Objasnění tohoto efektu však vyžaduje daleko podrobnější studii a to nejen 

morfologickou. 

Můžeme tedy shrnout, že naše pilotní studie prokázala, že pozitivní ovlivnění chronického, 

pomalu progredujícího neurodegenerativního procesu typu HD podáváním EPO je 

minimálně velmi problematické a spíše nereálné. 
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5. DISKUSE 

 

Neurodegenerativní onemocnění představují skupinu chorob, při kterých dochází 

k ireverzibilní ztrátě buněk mozku, míchy nebo periferních nervů. Vznikají v důsledku 

poškození neuronů nebo jejich myelinových pochev. Mnohá z nich jsou dědičná nebo 

vznikají sekundárně následkem toxického či metabolického poškození, jiná se rozvíjejí 

v důsledku působení infekčních agens. Rychlý rozvoj lékařské genetiky umožnil 

identifikaci genů specifických pro různá neurodegenerativní onemocnění a využití různých 

zvířecích modelů dovoluje studium etiologie a příslušných patogenních mechanismů této 

skupiny chorob. 

Huntingtonova choroba, původně spíše označovaná jako Huntingtonova chorea, je letální 

neurodegenerativní onemocnění, které je charakterizováno progresivní motorickou 

dysfunkcí, kognitivní poruchou a demencí. Onemocnění vzniká v důsledku expanze CAG 

trinukleotidu na exonu 1 genu kódujícího nestabilní protein huntingtin (The Huntington´s  

Disease Collaborative Research Group, 1993). Funkce tohoto proteinu není doposud 

přesně objasněna, částečně z důvodu jeho exprese v celém organismu a v různých 

buněčných strukturách, a proto se také předpokládají jeho mnohostranné funkce jak 

v cytoplasmě, tak i v buněčném jádře. Htt participuje na genové expresi, intracelulárním 

transportu, intracelulární signalizaci a metabolismu (Harjes a Wanker, 2003; Hoogeveen et 

al, 1993; Kegel et al, 2002; Li SH a Li XJ, 2004). Mutantní forma htt způsobuje formování 

nukleárních i cytoplasmatických inkluzí a spouští v buňkách řadu škodlivých 

biochemických reakcí, které vedou k buněčnému stresu, buněčné dysfunkci, 

kompenzačním odpovědím, degeneraci a nakonec k buněčné smrti.   

Neurodegenerativní proces typu HD se rozvíjí postupně (během 10-20 let) a je 

charakterizován progresivním postižením neuronů s pozvolnou ztrátou synapsí, dendritů, 

axonů i buněčných organel zapojených do biosyntetických, transportních a degradačních 

procesů (Ferrante et al, 1991; Sotrel et al, 1993). Navzdory tomu, že onemocnění bylo 

identifikováno před více než 100 lety a neustále probíhají intenzivní studie zkoumající 

patogenezi HD z různých pohledů (patologie, morfologie, biochemie, fyziologie, 

imunologie, molekulární biologie, atd.), doposud neexistuje žádná účinná terapie pro léčbu 

tohoto devastujícího onemocnění. 

Většina klinických projevů HD je připisována degeneraci v CNS, ale některé znaky 

onemocnění jsou zprostředkované poruchami mimo CNS (Björkqvist et al, 2008; van der 
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Burg et al, 2009; Wild a Tabrizi, 2008), např. ztráta hmotnosti a ochabování svalů, 

metabolická dysfunkce a endokrinní poruchy. Mozek postihuje masivní zánik striatových 

neuronů, až z 95% to jsou GABA-ergní středně velké neurony s trny s projekcí do globus 

pallidus a substantia nigra, zatímco velké interneurony zůstávají zachovány. Důsledkem 

NDP je progredující atrofie striata, v menším rozsahu i mozkové kůry, subkortikální bílé 

hmoty, talamu, některých hypotalamických jader a jiných dalších oblastí. V pokročilejších 

stadiích, zejména u juvenilní formy HD, je patrná difuzní atrofie celého mozku (Halliday 

et al, 1998; Vonsattel, 2008).  

Velké množství informací o HD vychází ze studia modelových systémů. Ke studiu 

patogeneze onemocnění jsou široce využívány různé jak in vitro, tak in vivo modely. 

Navzdory tomu, že každý z existujících zvířecích modelů reprodukuje jen některé 

mechanismy, podílející se na NDP typu HD, představují tyto modely důležitou součást 

výzkumu HD.  

 

5.1. Experimentální modely Huntingtonovy choroby – neurotoxická léze 

Excitotoxicita (nadměrná stimulace receptorů excitačních aminokyselin, hlavně NMDA-

receptorů) je už dlouho považována za jeden z hlavních mechanismů sehrávajících 

důležitou roli v patogenezi HD (např. Cowan a Raymond, 2006; Schwarcz et al, 2010).  

Jedním z ne-glutamátových agonistů NMDA-receptorů je i kyselina quinolinová. QA je 

endogenním metabolitem tryptofanu a její nízká hladina ve fyziologickém rozmezí není 

škodlivá, ale už mírné zvýšení hladiny působí cytotoxicky. QA není schopna přecházet 

HEB, proto musí být v experimentech aplikována přímo do striata (Foster et al, 1984), kde 

navodí neurodegenerativní proces typu HD u pokusných zvířat – nejčastěji používaní jsou 

potkani (Bordelon et al, 1997; Ribeiro et al, 2006) a myši (McLin et al, 2006), méně 

primáti (Emerich et al, 2006; Kendall et al, 2000). 

Typickým průvodním znakem NDP ve striatu je rozvoj reaktivní gliózy, která se objevuje 

jako reakce na poškození CNS již několik dní po zásahu různého charakteru do nervové 

tkáně (např. Gunčová et al, 2009b; Isacson et al, 1987; Jabs et al, 1999; Mazurová et al, 

2008; Schiffer et al, 1993; Takamiya et al, 1988). Reaktivní glióza je charakterizována 

především hypertrofií a proliferací astrocytů, méně aktivací mikrogliových buněk (např. 

Jabs et al, 1999; Ridet et al, 1997). K výraznému nárůstu počtu reaktivních astrocytů 

dochází už v prvních dnech po QA lézi. Reaktivní astrocyty se vyznačují vysokou 

heterogenitou, zvýšenou expresí GFAP a re-expresí IF, typických pro nezralé gliové 

elementy (Gunčová et al, 2007b; Gunčová et al, 2009b), jak potvrzují i četné práce 
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zabývající se především akutní reakcí mozku dospělého jedince na poškození (např. 

Kimelberg, 2004; Schiffer et al, 1993). Tato heterogenita se zřejmě odvíjí od různé funkce 

reaktivních astrocytů v závislosti na jejich vzdálenosti od místa poškození. Zatímco 

reaktivní astrocyty v blízkosti centra léze participují na zánětlivé odpovědi, vzniku edému 

a vytvoření gliové jizvy, která ohraničuje místo poškození a brání postupu poškození do 

okolní tkáně, reaktivní astrocyty na okraji ložiska poškození (tzv. distální) se podílejí na 

zachování funkčního mikroprostředí.  

V šedé hmotě zdravého CNS převládají GFAP-negativní astrocyty a GFAP
+
 astrocytů je 

jen velmi málo. Jejich počet se však výrazně zvyšuje v průběhu reaktivní astrogliózy 

(Mazurová et al, 2006a; Pekny a Pekna, 2004), která představuje obecnou reakci 

parenchymu CNS na jakýkoliv typ poranění. Zvýšená exprese GFAP v astrocytech je 

důležitým ukazatelem jejich reaktivního stavu (Eng a Ghirnikar, 1994; Eng et al, 2000). 

Naše nálezy ukazují, že k výraznému nárůstu exprese GFAP v reaktivních astrocytech 

dochází jen v akutní fázi NDP, tedy obvykle během prvních cca 14 dnů, maximálně do 1 

měsíce po vytvoření neurotoxické léze. Simultánní detekcí proliferačního markeru BrdU 

s GFAP jsme prokázali, že nově generované BrdU
+
 buňky v lézi se jen v poměrně malém 

počtu diferencují v typické GFAP
+ 

reaktivní astrocyty. Stejně tak (ve shodě s recentními 

nálezy jiných autorů – např. Buffo et al, 2008) jsme potvrdili, že jen poměrně malý počet 

NG2
+
 gliových prekurzorů se transformuje v typické reaktivní astrocyty, a to zejména 

v oblasti maximalního poškození, tedy v centrální části rozvíjejícího se NDP, 

v akutní/časné fázi procesu. Původní předpoklad byl, že hypertrofické reaktivní astrocyty 

vznikají transformací plasmatických astrocytů (např. Jabs et al, 1999; Schiffer et al, 1993; 

Takamiya et al, 1988), recentní práce (především Buffo et al, 2008) však jako hlavní zdroj 

uvádějí tzv. klidové („quiescent“) astrocyty. Buffo a spol. (2008) dokládají, že kortexu 

mozku myší po akutní mechanické lézi (poranění vpichem) se reaktivní astrocyty generují 

hlavně ze zmíněných klidových astrocytů, které získávají vlastnosti NKB. Naše nálezy 

potvrzují, že v akutní fázi rozvoje NDP typu HD - kterou však můžeme simulovat pouze 

při použití neurotoxické léze, nikoliv transgenních zvířat - reaktivní astrocyty vznikají 

především aktivací existujících gliových buněk a jen minimálně dělením a diferenciací 

adultních NKB a gliálních prekurzorů (např. NG2
+
 glie). Koexpresi BrdU a GFAP, tedy 

reaktivní astrocyty vzniklé proliferací, jsme v malém množství - podobně jako další autoři 

(např. Takamiya et al, 1988) - detekovali hlavně v blízkosti centra léze. Většina BrdU
+
 

rychle proliferujících buněk v centru léze (v oblasti kanálu vpichu) byla však mikroglie, 

případně makrofágy, které vycestovaly z krevního řečiště. Ostatní BrdU
+
 buňky 
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exprimovaly nestin, který je typickým markerem NKB a NPB, a vimentin, který – jak jsme 

i prokázali (Gunčová et al, 2009b) - je charakteristický pro nezralé, resp. aktivované málo 

diferencované gliové buňky. Tyto buňky během prvních 14 dnů téměř nevykazovaly žádné 

změny v expresi markerů ani v morfologii a tento náš nález potvrzuje, že diferenciace 

novotvořených gliových buněk trvá déle než 14 dní (např. Mao a Wang, 2001 uvádějí 

rozpětí kolem 1 měsíce). 

Hlavním znakem je zejména hypertrofie původních plasmatických (většinou 

GFAP
+
/S100β

+
) astrocytů. Typické hypertrofické GFAP

+ 
reaktivní astrocyty jsme 

zaznamenali až kolem 7. dne po QA lézi, což znamená, že aktivace astrocytů je postupná 

a trvá několik dní (např. Brickell et al, 1999; Mazurová et al, 2008). 

Pro reaktivní astrocyty v akutní fázi NDP je typická re-exprese nestinu a vimentinu, tedy 

IF charakteristických pro NKB/NPB, a koexprese těchto dvou IF s GFAP (např. Gunčová 

et al, 2007b; Gunčová et al, 2009b; Janeczko, 1993; Krum a Rosenstein, 1999; Mazurová 

et al, 2006b; Wang K et al, 2004). Zjistili jsme, že rozsah re-exprese i koeprese těchto IF 

ve striatu se v akutní fázi NDP typu HD mění také v závislosti na vzdálenosti reaktivních 

astrocytů od centra léze a na stupni jejich zralosti. V centrální části QA léze vznikají 

typické hypertrofické reaktivní astrocyty z části z nediferencovaných adultních neurálních 

progenitorů/prekurzorů (v centru léze především VIM
+
 astroblasty) a následně pak 

postupně vyzrávají (některé velmi pomalu, i několik týdnů), ostatní pak aktivací 

existujících astrocytů (obvykle NEST
+
/VIM

+
, méně NEST

+
/GFAP

+
). V perifernějších 

částech, kde se NDP vyvíjí pozvolněji, dochází téměř výhradně k aktivaci existujících 

astrocytů. Proto v centru QA léze dochází k sice  postupné, ale rychlejší expresi/koexpresi 

nestinu, vimentinu a GFAP, svědčící pro vyzrávání (většiny) těchto buněk, než na periferii, 

kde v oblasti postupně se rozšiřující degenerace neuronů je typická  přítomnost většinou již 

jen výrazně GFAP
+
 reaktivních astrocytů. Nejrychlejší pokles byl v expresi nestinu (14. 

den jsme již nacházeli tyto astrocyty jen ojediněle). Pokles exprese vimentinu byl 

nahrazován zvýšeným objemem GFAP
+
 gliofilament a narůstala i exprese S100β proteinu. 

Velmi zajímavým nálezem byl i posun exprese S100β z těl/jader astrocytů i do odstupu 

kmenových výběžků reaktivních/hypertrofických astrocytů. Schopnost aktivace 

existujících astrocytů, dokumentovaná především re-expresí IF nestinu a vimentinu, je 

dokladem, že reaktivní astrocyty mají některé atributy adultních neurálních kmenových 

buněk, které jsou v dospělém mozku lokalizovány pouze v sekundárních neurogenních 

zónách (subependymové a subgranulární). 
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Rozvoj reaktivní gliózy a změny v morfologii astrocytů jsou podmíněny intenzitou 

a stupněm degenerace neuronů zřejmě v návaznosti na úzký vzájemný vztah mezi neurony 

a gliovými buňkami, proto je rychlý úbytek neuronů ve striatu postiženém QA lézí 

nahrazován hypertrofickými reaktivními astrocyty.  

Reaktivita astrocytů se nicméně postupně snižuje, protože NDP rozvíjející se ve striatu na 

podkladě neurotoxické léze, není progresivním v pravém slova smyslu, i když se rozvíjí až 

do chronického stadia. Vzhledem k tomu, že účinek QA postupně odeznívá, expanze NDP 

ve striatu se výrazně zpomaluje a další změny, charakterizující chronickou fázi NDP, 

spočívají především v prohlubování degenerativního procesu v neuropilu vedoucí 

k progresivní atrofii striata. Postiženy jsou obě jeho složky, tedy jak zbývající neurony 

(včetně velmi bohatého stromu dendritů), tak hlavně gliové buňky – astrocyty 

a oligodendrocyty. Mikroglie se na této fázi již v podstatě nepodílí, protože se jedná 

o chronickou fázi NDP. Počet reaktivních astrocytů se již nezvyšuje (hypertrofické 

astrocyty již nejsou přítomny vůbec), naopak dochází k postupnému zmenšování jejich těl 

a redukci výběžků. Také jsme již nenašli nestin
+ 

ani vimentin
+
 astrocyty. Morfologické 

změny se týkají především jemných výběžků GFAP
+
 astrocytů. Reaktivní astrocyty v této 

fázi vykazují výraznou GFAP-pozitivitu pouze v těle a v nejsilnějších výběžcích, tedy 

především (později téměř výhradně) ve vaskulárních nožkách. Jejich rozšířená zakončení 

obklopují cévy ve formě perivaskulární ohraničující membrány a vytvářejí tak specifickou 

morfologicko-funkční glio-vaskulární jednotku (Nedergaard et al, 2003), která je součástí 

hematoencefalické bariéry (např. Mathiisen et al, 2010). Vzniká charakteristický obraz 

degenerujícího striata v chronické fázi procesu, kde dominují GFAP
+
 „prstence“, tvořené 

zbytnělou perivaskulární gliovou membránou kolem cév (Mazurová et al, 2006a). Navíc 

jsme zaznamenali mírnou participaci věkových změn (např. Cotrina a Nedergaard, 2002; 

Mazurová et al, 2006a) na rozšiřování a zesilování astrogliových nožek. Tyto postupné 

změny v morfologii vaskulárních nožek naznačují úsilí astrocytů o adaptaci na NDP ve 

striatu, který, mimo jiné, vede i ke zhoršení látkové výměny v parenchymu striata.  

Jak již bylo uvedeno, schopnost proliferace astrocytů v odpovědi na degeneraci neuronů ve 

striatu je poměrně omezená, v podstatě je suplovaná aktivací a hypertrofií existujících 

gliových elementů, a tato skutečnost významně přispívá k redukci šedé hmoty striata a jeho 

výrazné atrofii. 

Jen poměrně málo je popsaná participace oligodendrocytů na rozvoji reaktivní gliózy 

a většina prací se týká pacientů s HD (např. Myers et al, 1991; Vonsattel, 2008). Naše 

nálezy dokládají zvýšený počet oligodendrogliových buněk v souvislosti s redukcí 
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neuropilu v důsledku progredujícího NDP (např. Gunčová et al, 2011; Mazurová et al, 

2002). Je zřejmé, že tyto buňky se nacházejí jak v šedé hmotě striata postiženého NDP, tak 

v bílé hmotě, tj. ve svazcích myelinizovaných nervů, ve kterých došlo k degeneraci axonů. 

V obou lokalitách jsou tyto buňky vždy CNP-ase negativní, to znamená, že neprodukují 

myelin, a navíc neexprimují ani žádné markery charakteristické pro astrocyty. Z našich 

nálezů zatím není jasný ani vztah těchto buněk k NG2
+
 glii, která představuje poměrně 

početnou skupinu buněk, nacházejících se v parenchymu mozku za normálních 

i patologických podmínek (např. Kimelberg, 2004; Nishiyama, 2007). I když původně byly 

NG2
+
 buňky považovány za progenitorové buňky oligodendrocytů, bylo zjištěno, že 

vytvářejí interakce s astrocyty i neurony, přijímají presynaptické podněty a odpovídají na 

uvolněné neurotransmitery ze synapsí (Wigley a Butt, 2009). Významné je, že 

z morfologického hlediska vypadají jejich těla a jádra podobně jako v plasmatických 

astrocytech, ale větvením a typem výběžků se liší (Nishiyama, 2007). Studium 

proliferačního potenciálu a reaktivních vlastností NG2
+
 buněk, astrocytů a mikroglie je 

nejčastěji zaměřeno na akutní kortikální léze v mozku potkanů (např. Hampton et al, 

2004). Naše dílčí nálezy zatím ukazují na to, že v důsledku rozvoje akutního NDP ve 

striatu dochází k aktivaci NG2
+
 buněk a v menší míře k jejich přeměně na reaktivní 

astrocyty. Je však třeba další, podstatně podrobnější analýza, týkající se morfologické 

charakteristiky těchto buněk ve vztahu k progredujícímu NDP typu HD.  

Hlavním důsledkem degenerace neuronů a rozvoje reaktivní gliózy je dezintegrace 

neuropilu, tvořeného především hustou sítí dendritů a výběžků astrocytů (méně jiných typů 

gliových buněk). Na neuropil je vázána i vaskularizace parenchymu CNS. NDP tedy 

představuje progresivní narušení mikroprostředí ve striatu včetně vaskulárního niché. 

Společně s rarefakcí neuropilu se snižovala i hustota synapsí. Je pravděpodobné, že 

na citlivosti striatových neuronů k excitotoxickému poškození se podílí i zhoršená 

schopnost astrocytů vychytávat extracelulární glutamát ze synaptických štěrbin (Gil 

a Rego, 2008). Naproti tomu však, při uvážení tohoto vztahu mezi synaptickými a 

astrocytárními sítěmi a relativně pomalé degeneraci synapsí, můžeme předpokládat, 

že reaktivní astrocyty, i když pravděpodobně v omezené míře, pokračují v udržování 

homeostázy ve striatu, dokud NDP nedosáhne maxima. 

 

5.2. Genetický model – potkani transgenní pro Huntingtonovu chorobu 

Objevení genu IT 15 kódujícího nestabilní protein huntingtin a rozvoj molekulárních 

technologií umožnilo vytvoření transgenních modelů pro studium neuropatologických 
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mechanismů HD. Naše studie poprvé přehledně dokumentuje histopatologické změny ve 

striatu tgHD potkanů, kteří představují nový a jediný transgenní potkaní model pro 

studium HD. Prokázali jsme zde, že na rozdíl od často používaných transgenních myší, 

které exprimují více než 60 (resp. až 150) CAG tripletů a jsou tedy spíše obdobou juvenilní 

formy onemocnění s velmi rychlou progresí (např. Bates et al, 1997), geneticky upravení 

potkani, exprimující pouze 51 CAG repeticí, takže představují spíše adultní typ HD 

s pomalou progresí nejen z hlediska funkčního (von Hörsten et al, 2003), ale 

i morfologického.   

Naše práce prokazuje, že rozvoj histopatologických změn v mozku tgHD potkanů je 

naopak velmi pozvolný a charakteristické rysy NDP se rozvíjejí až ve 2. roce života těchto 

zvířat (Gunčová et al, 2009a; Gunčová et al, 2010; Mazurová et al, 2009, Mazurová et al, 

2011). V souhlase se studiemi autorů tohoto modelu (Nguyen et al, 2006; von Hörsten et 

al, 2003) jsme potvrdili, že atrofie striata (kompenzovaná dilatací postranních mozkových 

komor) je relativně časným příznakem – začíná se objevovat již u 6 měsíčních tgHD 

potkanů. Prokázali jsme, že NDP ve striatu probíhá v podstatě atypicky, protože rozvoj 

NDP typu HD je u tohoto modelu velmi pomalý, proto také nejvýraznější podíl na úbytku 

šedé hmoty má zmenšování neuronů (především jejich těl) a teprve pak zánik neuronů. 

Navíc degenerace neuronů probíhá typicky selektivně, to znamená, že některé shluky 

neuronů jsou postiženy degenerací s rychlejší progresí, některé degenerují pozvolna a jiné 

přetrvávají beze změn (nejčastěji v oblasti pod corpus callosum) i u nejstarších 

sledovaných skupin tgHD potkanů. Tento specifický rys byl doposud popsán pouze 

v lidském mozku postiženém HD (Vonsattel, 2008). Pozvolný rozvoj NDP je také 

důvodem pouze mírného prořídnutí neuropilu (a tedy i synapsí) i u nejstarších skupin tgHD 

potkanů, a ne příliš intenzivní průvodní reaktivní gliózy. 

Charakter jader striatových neuronů se však u tgHD potkanů mění také v důsledku 

akumulace intranukleárních agregátů mhtt. Předpokládá se, že mhtt v jádře způsobuje 

poruchu transkripce (Ross et al, 1999) a je selektivně toxický pro striatové neurony, což 

právě by mohlo být důvodem jejich selektivní degenerace a zániku (Gu et al, 2007). 

Nicméně úloha intracelulárních polyglutaminových inkluzí v neurodegenerativním procesu 

je zatím stále nejasná (např. Rowan, 2004). Částečně k tomu přispívá i velmi složitá 

metoda znázornění těchto inkluzí (zejména cytoplasmatických, tj. v axonech a dendritech) 

u zvířecích modelů HD (např. Osmand et al, 2006). První neurony se zvýšeným množstvím 

denzních intranukleárních agregátů jsme zaznamenali u 6 měsíčních tgHD potkanů 

a zejména pak u ročních a starších zvířat. Také jsme poukázali na postupné zhušťování 
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polyglutaminových inkluzí u 12-24 měsíčních zvířat v důsledku zmenšování jader, resp. 

celých striatových neuronů. Velmi jemné, málo početné agregáty v neuropilu byly pouze 

ve striatu nejstarších (18 a 24 měsíců) potkanů. I když určité změny v expresi poly-Q 

najdeme i u 12-24 měsíců starých wt potkanů, jádra striatových neuronů u těchto 

kontrolních zvířat stále zůstávají typicky velmi světlá s 1 výrazným jadérkem, a to i přesto, 

že se postupně mírně zmenšují. 

Jako první jsme také popsali progresi reaktivní gliózy ve striatu tgHD potkanů. Nárůst 

počtu GFAP
+
 astrocytů provázelo i zesilování vaskulárních nožek a s tím spojené ztluštění 

MLGP, tedy vytváření typických výrazně GFAP
+
 „prstenců“ kolem cév. Naopak ani 

u nejstarších zvířat nebyly přítomny hypertrofické astrocyty, typické pro akutní fázi 

rozvoje NDP u neurotoxické léze a pro pokročilá stadia HD v lidském mozku. Kántor 

a spol. (2006) ve své práci uvádějí, že tgHD potkani žádné známky aktivace astrocytů 

nevykazují. V protikladu k tomuto nálezu jsme imunohistochemickou detekcí i využitím 

stereologie jednoznačně prokázali, že progrese NDP ve 2. roce života tgHD potkanů je 

provázena reaktivní gliózou. Důvodem odlišných výsledků může být i použití rozdílného 

pohlaví potkanů v experimentu, tedy samic na rozdíl od námi používaných samců. 

Neuroprotektivní vliv ženských pohlavních hormonů byl popsán v různých in vitro a in 

vivo HD studiích (např. Stroppolo et al, 2007; Túnez et al, 2006). Byla provedena i studie 

s tgHD potkany, která charakterizovala a prokázala lehčí průběh onemocnění u tgHD 

samic a potenciální neuroprotektivní efekt 17β-estradiolu (Bode et al, 2008). Proto také 

v jedné z našich dalších studií na tomto modelu chceme provést porovnání morfologických 

změn při rozvoji NDP u potkanů obou pohlaví.  

Jak jsme již uvedli, NDP typu HD se ve striatu mozku transgenních potkanů rozvíjí jen 

pozvolna a nemůže tedy vyvolat akutní reakci astrocytů (reaktivní astrogliózu), která je 

naopak charakteristická pro NDP navozený akutním neurotoxickým poškozením po 

intrastriatové aplikaci QA. Proto také u tohoto modelu nenacházíme nestin
+
 a vimentin

+
 

astrocyty. Rovněž zmnožení oligodendrocytů je zcela minimální a to pouze u 18 a 24 

měsíčních tgHD potkanů, protože také k degeneraci myelinizovaných nervových vláken 

dochází jen v několika málo svazcích.  

Na základě těchto našich poznatků se domníváme, že kdyby tgHD potkani přežívali déle 

(cca 3-4 roky), pravděpodobně by se u nich rozvinuly morfologické (a tedy s největší 

pravděpodobností i funkční) projevy velmi podobné pokročilé fázi NDP u pacientů s HD. 

Avšak (jak již popsali i autoři modelu) tito potkani koncem 2. roku života (mezi 22.-24. 

měsícem) velmi rychle hynou (často během 1 týdne). Překvapivé je, že 2 roky je 
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maximální doba přežití nejen pro samce potkanů transgenních pro HD, ale i pro stejně 

stará kontrolní (wt) zvířata. Proto také nejstarší námi hodnocené skupiny tgHD a wt 

potkanů zahrnují zvířata stará 22-24 měsíců. Tento jev potvrzuje, že limitovaný věk zvířat 

v tomto případě nesouvisí s genetickou mutací, ale s kmenem potkanů Sprague-Dawley 

(SD). 

Dále jsme u tohoto modelu prokázali poměrně významný podíl věkových změn na rozvoji 

NDP, protože i u kontrolních wt zvířat dochází jak k typickému zmenšování a mírnému 

úbytku neuronů, tak k nárůstu GFAP
+
 astrocytů. I když jsou tyto změny menšího rozsahu 

než u tgHD potkanů, kvantitativní stereologická analýza denzity GFAP ve striatu prokázala 

signifikantní zvýšení u nejstarších sledovaných skupin wt potkanů. Při porovnání Sprague-

Dawley wt potkanů (samců) se stejně starými (maximálně 12 měsíčními) potkany kmene 

Wistar jsme charakteristické zmenšování u většího počtu neuronů pozorovali pouze u SD 

potkanů. I tento nález zapadá do celkové charakteristiky SD potkanů, a sice že se celkově 

dožívají kratšího věku než potkani kmene Wistar, a proto i změny spojené s procesem 

stárnutí se u nich objevují dříve a rozvíjejí se rychleji. 

Tyto nálezy jsou v souladu s novějšími poznatky o změnách CNS v procesu stárnutí, které 

mění vžité spojení zániku neuronů s věkem – naopak, jejich úbytek je minimální a spíše 

než k zániku neuronů dochází ke zmenšování jejich těla a postižení jejich výběžků 

i synapsí (např. Hof a Morrison, 2004). Makroskopicky je pozorovatelná atrofie mozku, 

úbytek bílé hmoty je difusní a rovnoměrný, zatímco u šedé hmoty jsou popisovány 

regionální odlišnosti, kortex ve frontální a parietální oblasti je postižen více než kortex 

v temporální a okcipitální oblasti, stejně jako je vážně postižené i striatum (Resnick et al, 

2003; Scahill et al, 2003). Změny gliových buněk ve stáří byly dlouho považovány za 

nepodstatné v porovnání s degenerací neuronů. S věkem byl zaznamenán rozvoj reaktivní 

gliózy stejně jako v odpovědích na poškození nervové tkáně. Aktivace astrocytů byla 

detekována v průběhu fyziologického stárnutí použitím GFAP jako markeru, kdy 

docházelo ke zvýšení exprese mRNA i proteinu (např. Finch, 2003).  

Mitochondriální dysfunkci je již poměrně dlouho připisována významná úloha v rozvoji 

neurodegenerativních onemocnění (např. Beal, 2005). Různé práce poukazují na narušení 

buněčného metabolismu u HD v souvislosti s možnými mitochondriotoxickými účinky 

mhtt (např. Gizatullina et al, 2006; Harjes a Wanker, 2003; Panov et al, 2002). 

Mitochondriální respirační řetězec je základní pro udržení neuronální homeostázy a jeho 

narušení by mohlo vést k neurodegeneraci. Funkční respirační komplexy jsou důležité pro 

řadu dějů (Nicholls a Budd, 2000) - pohyb protonů/elektronů, membránový potenciál 
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mitochondrií (důležitý pro tvorbu ATP), hospodaření s Ca
2+

 a tvorbu/detoxikaci 

kyslíkových volných radikálů (reactive oxygen species, ROS). Navzdory předpokladům, že 

poškození respiračního řetězce představuje primární mechanismus v patogenezi HD, 

současné poznatky ho řadí mezi mechanismy sekundární (např. Schapira, 2002). 

U pacientů s HD (stupeň postižení 3 a 4) je v mozku popisována redukce aktivity 

mitochondriálních komplexů II, III a IV (např. Browne et al, 1997; Gu et al, 1996; Mann et 

al, 1990). Poruchy funkce enzymů respiračního řetězce jsou u genetických transgenních 

modelů doloženy jen u R6/2 myší, u kterých byla ve striatu  a v kortexu zjištěna redukce 

aktivity komplexu IV, zatímco aktivita komplexu II se neměnila (Tabrizi et al, 2000). 

V naší studii jsme rovněž nezaznamenali změny v aktivitě komplexu II. Toto zjištění bylo 

celkem překvapivé, vzhledem k tomu, že inhibitory komplexu II (např. 3-NP, MA) jsou 

běžně využívány pro generaci experimentálních modelů HD (např. Brouillet et al, 1999). 

Výsledky oxygrafického měření homogenátu striata tgHD potkanů ukazují snížení aktivity 

pouze u komplexu I, které bylo doposud zaznamenáno jen u R6/2 myší v mitochondriích 

buněk kosterního svalu a jen za ztížených podmínek (v přítomnosti nadbytku Ca
2+

) 

(Gizatullina et al, 2006). Komplex I je prvním enzymem dýchacího řetězce, oxiduje 

NADH pocházející z Krebsova cyklu a využívá 2 elektrony na redukci ubichinonu 

(koenzym Q10) na ubichinol. Protože je tedy hlavním místem vstupu do elektronů do 

respiračního řetězce a je považován za limitující faktor respirace, tak sehrává centrální 

úlohu v energetickém metabolismu. Inhibitory komplexu I (např. rotenone, 1-methyl-4-

phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine - MPTP) sice vyvolávají vznik parkinsonského 

syndromu, selektivní zánik dopaminergních neuronů a výrazný deficit dopaminu (např. 

Betarbet et al, 2000; Langston et al, 1983), ale protože striatum přijímá dopaminergní 

vstupy ze SNc, je možné zavzetí této cesty do mechanismů selektivní degenerace u HD. 

Byly provedeny různé studie, které prokázaly degeneraci nigrostriatových projekcí, atrofii 

dopaminergních neuronů v SN a redukci množství dopaminergních neuronů ve striatu 

postiženém HD (např. Huot et al, 2007; Suzuki et al, 2001; Yohrling et al, 2003). Lze tedy 

předpokládat, že u tgHD potkanů se na rozvoji mitochondriální dysfunkce podílí i komplex I. 

V poslední době přibývají teorie o diverzitě mitochondrií v různých typech buněk a tkání 

v závislosti na jejich funkčních požadavcích (Kuznetsov et al, 2009; Mootha et al, 2003). 

Proto by se dalo předpokládat, že mitochondriální dysfunkce v neuronech striata 

postiženého HD bude probíhat poněkud odlišně než v krevních destičkách, lymfocytech, 

buňkách kosterního svalstva a dalších buňkách, které jsou u HD obvykle studovány. Navíc 

se mitochondrie liší i v jednotlivých buňkách (Huang et al, 2004; Sonnewald et al, 1998; 
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Wikstrom et al, 2009), proto by se mohly mitochondrie studovat in situ v buňkách 

a tkáních primárně postižených HD.   

Naše nálezy dokládají, že většina morfologických změn ve striatu tgHD potkanů svým 

charakterem odpovídá NDP v mozku dospělých pacientů s HD (Mazurová et al, 2009). 

Tyto změny se rozvíjejí pozvolna a dlouhodobě, typické změny se objevují až ve 2. roce 

věku tgHD potkanů, což by se dalo považovat za určitou nevýhodu, zejména z hlediska jak 

časového (participace věkových změn), tak i z hlediska ekonomického. Naopak velkou 

výhodou pro nás byla možnost porovnání s předchozím studovaným neurotoxickým 

modelem bez nutnosti přihlížení k mezidruhovým rozdílům (potkan vs. myš).   

 

5.3. Vliv erytropoetinu na rozvoj degenerativního procesu fenotypu HD – pilotní 

studie 

Dlouhou dobu byla erytropoetinu připisována výhradně úloha hemopoetického faktoru, 

kdy podporuje maturaci a přežívání erytroidních progenitorových buněk (Jelkmann 

a Hellwig-Burgel, 2001). V posledních letech však bylo prokázáno, že EPO je zahrnutý 

i v procesu neuroprotekce, neurogeneze a angiogeneze, a sehrává důležitou roli jako 

neurotrofický i imunomodelační faktor (např. Carlini et al, 1995; Sakanaka et al, 1998; 

Studer et al, 2000). Důležitá funkce EPO v CNS byla zjištěna především ve studiích 

s EPO-R deficientním modelem myší, u kterých byla zaznamenána masivní apoptóza 

a redukce počtu neuronálních progenitorových buněk (např. Yu et al, 2002).  

Vzhledem k velmi významné funkci astroglie v CNS (např. Ransom et al, 2003) a její 

participaci na reparativních procesech při akutním poškození CNS předpokládáme, že se 

může podílet i na rozvoji neurodegenerativních onemocnění (Miller, 2005), a tedy i HD. 

Navíc bylo zjištěno, že EPO podporuje diferenciaci nervových buněk prostřednictvím 

astrocytů (Park et al, 2006). 

Na základě literárních údajů o experimentálním ovlivnění akutního ischemického 

poškození mozku jsme se pokusili vytvořit model, kterým jsme chtěli nejprve ověřit, zda 

má EPO nějaký okamžitý efekt na rozvoj reaktivní astrogliózy, která je základním 

morfologickým znakem HD, v důsledku chronického (neurodegenerativního) poškození 

striata.  

Na rozdíl od humánní aplikace jsme EPO podávali nárazově po dobu 6 dní v poměrně 

vysoké dávce (3000 IU/kg). Zvířata byla usmrcena hned následující den po ukončení 

aplikace EPO z důvodu zjištění rozsahu bezprostředního efektu EPO na reaktivní gliózu 

v její akutní fázi (tj. na začátku jejího rozvoje) a v subchronické fázi. Pokud by tato naše 
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pilotní studie prokázala pozitivní vliv EPO na rozvoj reaktivní gliózy (tedy její omezení) 

u neurotoxického modelu v akutní a subchronické fázi procesu, předpokládali jsme další 

testování EPO v chronické fázi rozvoje NDP po neurotoxické lézi a následně i u tgHD 

modelu v různých časových odstupech po aplikaci EPO.  

Krátkodobé podávání vysokých dávek EPO při aplikaci v počáteční fázi léze mitiguje 

rozvoj akutního poškození striata, avšak zejména ve vztahu k rozvoji totální nekrózy 

vzniklé vpichem a aplikací QA do striata, nikoliv ve vztahu k samotnému NDP. Za spíše 

zajímavý pak můžeme považovat nález opětovné aktivace astrocytů ve smyslu proliferace, 

avšak ne ve formě hypertrofických reaktivních výrazně GFAP
+
 astrocytů, ale především 

GFAP
-
 plasmatických astrocytů, po aplikaci EPO do rozvinuté (subchronické) 

neurotoxické léze (Gunčová et al, 2007a). Uvedené projevy zapadají do charakteristiky 

pozitivního efektu EPO při podání u jiných typů akutního poškození mozku (ischémie, 

trauma). Především je to podpora neovaskularizace, trofiky tkáně a omezení zánětlivé 

reakce. Základní význam pro trofiku a metabolismus nervové tkáně mají astrocyty, včetně 

jejich přímého kontaktu s cévami prostřednictvím vaskulárních nožek.  

Použití WB analýzy jsme v naší pilotní studii testovali především z metodického hlediska. 

Přesto především díky kvantifikaci lze prokázat, že EPO mírně ovlivňuje reparativní gliózu 

ve striatu především při aplikaci v akutní fázi, a jen velmi málo v subchronické fázi 

rozvoje NDP. Toto zjištění do jisté míry koresponduje s nálezy jiných autorů (např. Gorio 

et al, 2005; Vitellaro-Zuccarello et al, 2008) po aplikaci EPO do akutní míšní léze. 

Porovnání je však problematické, protože se jedná o zcela jiný typ poškození parenchymu 

CNS – posttraumatická léze s tvorbou gliové jizvy vs. NDP, který vyvolává těžkou difúzní 

astrogliózu.  

Pro kompletaci nálezů bylo provedeno i behaviorální testování zvířat. Testy nám sice 

potvrdily existenci striatové léze, avšak ve shodě s některými autory (např. Urakawa et al, 

2007) je třeba konstatovat, že výraznější lateralizace předních končetin se projevuje až 

u rozvinuté léze, tedy nejdříve za 14 dní po aplikaci QA. Navíc v takto postaveném 

experimentu, tedy při ukončení pokusu po poslední aplikaci EPO, se jeho účinek na 

motoriku nemůže projevit. Stejné nálezy – tedy žádné signifikantní změny – jsme dostali 

i při hodnocení krevního obrazu testovaných zvířat, to znamená, že hemopoetický účinek 

EPO (tedy zvýšená produkce červených krvinek) se nemohl projevit. 

I když se jednalo pouze o pilotní studii, tedy poměrně malý počet zvířat, můžeme 

konstatovat, že podávání EPO u chronického neurodegenerativního procesu typu HD nemá 
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žádný signifikantní účinek na rozvoj onemocnění. Naše nálezy jsou v tomto smyslu shodné 

s jedinou studií vlivu asialoEPO na rozvoj NDP typu HD u R6/2 myší (Gil et al, 2004). 
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6. ZÁVĚRY 

 

● Intrastriatální injekce neurotoxické kyseliny (QA) navozuje v mozku potkana 

progresivní NDP, tj. velmi rychlý zánik většiny striatových neuronů a rozvoj výrazné 

průvodní reaktivní gliózy s přítomností hypertrofických reaktivních astrocytů v akutní 

fázi procesu (s maximem 6.-14. den v naší sestavě).  

● Naproti tomu v chronické fázi (několik měsíců po QA lézi) sice pomalu pokračuje 

progrese NDP, manifestující se především pokračující atrofií striata, ale masivní zánik 

striatových neuronů je již ukončen a důsledkem toho je, že reaktivní astroglióza je 

dokonce na ústupu. Změny v morfologii reaktivních astrocytů v chronické fázi procesu 

zahrnují zmenšování buněk, redukci jejich výběžků, „retrakci“ GFAP
+
 gliofilament, tj. 

jejich přítomnost pouze v těle a v nejsilnějších výběžcích - tedy především (později 

téměř výhradně) ve vaskulárních nožkách - a vytváření typických „prstenců“ kolem cév 

v důsledku hypertrofie vaskulárních nožek a tedy zesílení MLGP.  

● V obou fázích rozvoje NDP, ale zejména v chronické, se na reaktivní glióze významně 

podílejí i oligodendrocyty (v šedé i bílé hmotě striata), což je typické i pro pokročilý 

proces u pacientů s HD.  

● Akutní fáze NDP, která svým charakterem přibližně odpovídá změnám v mozku 

pacientů s HD v pokročilém (chronickém) stadiu nemoci, se rozvíjí periferně (zejména 

laterálně) od centra léze (kanálu vpichu). I když změny v oblasti KV přinášejí zajímavé 

poznatky, jedná se pouze o akutní reakci na mechanicko-toxické poškození mozku (vč. 

zánětlivé reakce), nikoliv o proces neurodegenerace typu HD. 

● V reaktivních astrocytech jsme v akutní fázi NDP detekovali re-expresi IF typických 

pro období diferenciace gliových buněk (nestin a vimentin), v malé míře i např. NG2 

(marker gliálních prekurzorů), což naznačuje, že tyto hypertrofické reaktivní astrocyty 

vykazují některé znaky adultních kmenových/progenitorových buněk, nasměrovaných 

na gliogenezi.  

● Nejvýraznější koexprese IF nestinu, vimentinu a GFAP byla vždy ve vaskulárních 

nožkách astrocytů. To potvrzuje specializovaný vztah astrocytů ke stěně cév (tzv. 

gliovaskulární jednotka) a dokládá vystupňovanou aktivitu vaskulárních nožek 

u reaktivních astrocytů, pravděpodobně především v důsledku narušení mikroprostředí 

parenchymu striata neurodegenerativním procesem. Navíc exprese nestinu v endotelu 



120 

 

všech cév ve striatu postiženém neurodegenerací svědčila o jeho aktivaci při rozvoji 

NDP. 

● Výsledky pilotní studie vlivu EPO na progresi NDP ve striatu potkanů s QA lézí 

neprokázaly žádný signifikantní účinek na rozvoj chronického neurodegenerativního 

procesu typu HD.  

● Na celkovém obrazu NDP v jeho chronické fázi mají navíc podíl i věkové změny ve 

struktuře striata, jak dokazují nálezy u starých potkanů (kmene Wistar) v kontrolních 

skupinách. Tyto změny však nikdy nedosahovaly intenzity a rozsahu změn u stejně 

starých wt zvířat, kontrolních ke skupinám tgHD potkanů (kmen Sprague-Dawley). 

● Průběh NDP v mozku tgHD potkanů je sice progresivní (stejně jako v mozku pacientů 

s HD), ale má poněkud atypický charakter, protože striatové neurony degenerují jen 

pomalu. Především dochází k jejich zmenšování, proto i regrese/rarefakce neuropilu, 

a tedy i atrofie striata se rozvíjejí jen velmi pozvolna (v podstatě až od 1 roku věku 

potkanů). Degenerace neuronů je (stejně jako v lidském HD mozku) selektivní, takže 

část striatových neuronů zůstává nezměněna i u nejstarších zvířat. 

● Typická je i akumulace polyglutaminových agregátů mhtt v jádrech striatových 

neuronů u tgHD potkanů a jejich „zhušťování“ se zmenšováním jader/buněk v průběhu 

NDP. 

● Pozvolný rozvoj NDP u tgHD potkanů nemůže vyvolat akutní reakci astrocytů 

(výraznou reaktivní astrogliózu), takže také nikdy nejsou přítomny hypertrofické, ani 

nestin
+
 nebo vimentin

+
 reaktivní astrocyty. Také podíl oligodendrocytů na reaktivní 

glióze je zcela minimální. 

● Kvantitativním hodnocením mitochondriální respirace jsme zjistili, že mitochondriální 

dysfunkce v buňkách striata u tgHD potkanů se rozvíjí především na podkladě snížené 

aktivity mitochondriálního komplexu I. 

● Za nejvýznamnější výsledek naší práce považujeme zpracování podrobné morfologické 

charakteristiky obou porovnávaných základních typů modelů HD, tedy neurotoxického 

a transgenního (s použitím samců potkanů jako experimentálních zvířat), 

a vyhodnocení přínosu těchto modelů. Nálezy, týkající se změn ve striatu tgHD 

potkanů a jejich porovnání s kontrolními wt potkany v průběhu rozvoje NDP, jsou 

zcela původní, doposud jinými autory nepublikované. Také některé poznatky, týkající 

se NDP navozeného injekcí QA, nejsou zatím v literatuře uváděny. 
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● Z našich poznatků jasně vyplývá, že pro modelaci neurodegenerativního procesu, který 

se rozvíjí v mozku pacientů s HD, zatím neexistuje experimentální model, který by 

jednoznačně tento chronický progresivní proces simuloval. I když z hlediska 

patogeneze je jednoznačně lepší používat geneticky upravená zvířata (přítomnost 

mhtt), je řada nejasností (např. ve vztahu k reakci gliové složky v tomto procesu), 

u nichž je potřeba sledovat i změny v průběhu akutního stadia procesu. Znalost těchto 

mechanismů je totiž nezbytná pro pochopení dějů v chronickém stadiu nemoci, resp. 

k pochopení rozvoje neurodegenerativního onemocnění od jeho počátku (kdy 

u pacientů ještě nejsou klinické příznaky nemoci).  

● Proto v současnosti považujeme za nejvhodnější kombinaci nálezů s použitím obou 

zmíněných typů modelů.   
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7. SOUHRN 

 

Huntingtonova choroba (HD) je dědičné neurodegenerativní onemocnění. I přes to, že již 

známe příčinu vzniku tohoto onemocnění, jíž je produkce mutantní formy nestabilního 

proteinu huntingtinu (mhtt), obsahujícího 40 a více repeticí trinukleotidu CAG, efektivní 

terapie doposud neexistuje. Proto při studiu patogeneze tohoto letálního onemocnění mají 

nezastupitelnou roli in vivo modely. Doposud však neexistuje model, který by napodobil 

průběh neurodegenerativního procesu (NDP), který se rozvíjí především ve striatu mozku 

pacientů s HD. Existují dva základní typy modelů HD s použitím hlodavců jako 

experimentálních zvířat – neurotoxická léze a geneticky modifikovaná zvířata. 

Hlavním cílem naší studie tedy byla podrobná morfologická charakteristika rozvoje NDP 

typu HD ve striatu mozku potkanů, přičemž byla porovnávána progrese tohoto procesu 

v lézi navozené intrastriatovou injekcí kyseliny chinolinové (QA) a u potkanů transgenních 

pro HD. Porovnávali jsme skupiny potkanů (samců) s přežitím 3, 6-7, 14 dní, 1, 3, 6, 9 a 

12 měsíců po QA lézi a tgHD potkany s přežitím 2, 6, 12, 18, 22-24 měsíců a u obou 

skupin i stejně stará kontrolní (intaktní) zvířata. 

Základním morfologickým znakem NDP fenotypu HD je předčasný zánik striatových 

neuronů, vedoucí k progredující atrofii striata, kompenzované dilatací postranních 

mozkových komor, provázený rozvojem reparativní astrogliózy. Intrastriatální injekce QA 

navozuje v mozku potkana progresivní NDP, tj. velmi rychlý zánik většiny striatových 

neuronů a rozvoj výrazné průvodní reaktivní gliózy s přítomností hypertrofických GFAP
+ 

reaktivních astrocytů (typických i pro NDP u člověka) v akutní fázi procesu (za 3-28 dní 

po QA lézi). Tyto reaktivní astrocyty vykazují re-expresi intermediálních filament, 

typických pro nezralé gliové elementy (nestin, vimentin). Tento jev naznačuje, že reaktivní 

astrocyty vykazují některé atributy adultních kmenových buněk nasměrovaných na 

gliogenezi. V chronické fázi (za 3-12 měsíců po lézi) sice progrese NDP pomalu 

pokračuje, ale masivní zánik striatových neuronů je již ukončen a důsledkem toho je, že 

(na rozdíl od průběhu HD u lidí) reaktivní astroglióza je dokonce na ústupu.  

Průběh NDP v mozku tgHD potkanů je sice progresivní, jeho průběh je však poněkud 

atypický, protože striatové neurony degenerují jen pomalu, takže výraznější změny se 

objevují teprve u zvířat starých 1 rok. Především dochází ke zmenšování neuronů, méně 

k jejich zániku. Degenerace neuronů je (stejně jako v lidském HD mozku) selektivní. 

Typická je i postupná akumulace polyglutaminových agregátů (mhtt) v jádrech striatových 

neuronů u tgHD potkanů. Velmi pozvolný rozvoj NDP nemůže vyvolat výraznou reaktivní 
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astrogliózu, takže také nikdy nejsou přítomny hypertrofické ani nestin
+
 nebo vimentin

+
 

reaktivní astrocyty. Na progresi NDP ve striatu mají podíl i věkové změny.  

Z uvedeného vyplývá i naše doporučení, že v současnosti považujeme za nejvhodnější při 

řešení této problematiky kombinaci nálezů s použitím obou zmíněných typů modelů. 

Nálezy, týkající se rozvoje NDP ve striatu tgHD potkanů (samců) a jejich porovnání se 

změnami po neurotoxické lézi, jsou zcela původní, doposud jinými autory nepublikované.  
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8. SUMMARY („Morphological characteristics of alterations in the striatum induced 

by neurodegenerative process in the brain“) 

 

Huntington´s disease (HD) is an inherited neurodegenerative disorder. Although the cause 

of HD, i.e. the production of the mutant form of unstable protein huntingtin (mhtt) which 

contains 40 and more CAG repeats is known, the effective therapy is not yet available. 

Therefore, the use of animal models is crucial for the study of the pathogenesis of this fatal 

disorder. To date, there is no suitable experimental model simulating the 

neurodegenerative process (NDP) developing in the striatum of the human HD brain. Most 

of rodent models of HD fall into two broad categories - the neurotoxic lesions and 

genetically engineered models. 

The primary aim of our study was a comprehensive morphological description of the 

development of NDP of HD phenotype in the striatum of the rat brain. We compared the 

progression of NDP in the lesion induced by intrastriatal injection of quinolinic acid (QA) 

and in rats transgenic for HD. The groups of male rats surviving for 3, 6-7, 14 days, 1, 3, 6, 

9 and 12 months after the QA lesion were compared with 2-, 6-, 12-, 18-, 22-24-month-old 

tgHD rats and age-matched control (intact) counterparts in both groups. 

The primary morphological feature of the NDP of HD phenotype is a premature death of 

striatal neurons, resulting in the progressive striatal atrophy compensated by the dilatation 

of lateral brain ventricles, followed by the development of the reparative astrogliosis. 

Intrastriatal injection of the QA into the rat brain induces the progressive NDP, i.e. fast 

degeneration of the majority of striatal neurons and the development of prominent 

concomitant astrogliosis with the presence of GFAP
+
 reactive hypertrophic astrocytes 

(typical also for NDP in human brain) during the acute phase (3-28 days after the QA 

lesion). These reactive astrocytes re-express intermediate filaments also typical for 

immature glial cells (nestin, vimentin). This phenomenon indicates that reactive astrocytes 

share some attributes with adult stem cells committed for gliogenesis. Despite the slow 

progression of NDP during the chronic phase (3-12 months after the QA lesion), a massive 

degeneration of striatal neurons is almost finished and therefore, the reactive astrogliosis 

declines (in contrast to the progression in human HD). 

Although the NDP in the brain of tgHD rats is progressive, its course is rather atypical 

because of only slow degeneration of striatal neurons. Therefore, the substantial 

morphological changes appear only in 1-year-old rats. Neurons primarily decrease in size, 

less are really dying. Neuronal degeneration (like in human HD brain) is selective. The 
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gradual accumulation of polyglutamine (mhtt) aggregates in nuclei of striatal neurons is 

also typical. Very slow progression of the NDP is not able to induce the conspicious 

reactive astrogliosis, and neither hypertrophic nor nestin
+
 and vimentin

+
 reactive astrocytes 

are present. The aging changes also contribute to the progression of NDP. 

Based on our results, the use of both mentioned models and the combination of findings is 

suggested to be the most effective in this research field. Our findings referring to the 

development of NDP in the striatum of tgHD (male) rats, and their comparison with 

alterations induced by the neurotoxic lesion, are original and have not been referred by any 

other author yet. 
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