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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AD Alzheimerova choroba

AlF1 allograft inflammatory factor 1
ALS amyotrofické lateralni skler6za
APES 3-aminopropyltriethoxysilane
ATP adenozintrifosfat

BDNF brain-derived neurotrophic factor
BrdU bromodeoxyuridin

CAG cytozin-adenin-guanin

CNP-ase 2',3'-cyclic nucleotide-3'-phosphodiesterase
CNS centralni nervovy systém

CNTF ciliary neurotrophic factor

COX cytochrom c-oxidaza

CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4

DAB tetrachlorid diaminobenzidinu

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindol

DNA deoxyribonukleova kyselina

DRPLA dentato-rubro-pallido-luysianska atrofie
ECM extracelularni matrix

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

EGF epidermal growth factor

EGTA ethylenglykoltetraoctova kyselina

EP nucleus entopeduncular

EPO erytropoetin

EPO-R receptor pro erytropoetin

GABA y-aminomaselna kyselina

GDNF glia-derived neurotrophic factor

GFAP glialni fibrilarni kysely protein

GP globus pallidus

GPi/GPe globus pallidus pars externa/pars interna
HD Huntingtonova choroba

H&E hematoxylin a eosin



HEB
HGF
htt

i.m.

IT15
JAK2
KA

KV
MA
MAP2
mhtt
MLGP
MLGS
MMP
MRNA
NADH
NADPH
nc

NC
NCAM
NDP
NEST
NeuN
NGF
NKB/NPB
NMDA
3-NP

hemato-encefalicka bariéra
hepatocyte growth factor

huntingtin

intramuskulédrni aplikace
intraperitonealni aplikace

ibotenova kyselina

intermedialni filamenta

insulin-like growth factor

interleukin

interesting transcript 15

Janus family tyrosine kinase 2
kainova kyselina

kanal vpichu

malonova kyselina
microtubule-associated protein 2
mutantni huntingtin

membrana limitans gliae perivascularis
membrana limitans gliae superficialis
matrixova metaloproteinaza
mediatorova ribonukleova kyselina
nikotinamid adenin dinukleotid
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
nucleus

nucleus caudatus

neural cell adhesion molecule
neurodegenerativni proces

nestin

neuronal- specific nuclear protein
nerve growth factor

neuralni kmenové/progenitorové buiky
N-metyl-D-aspartatova kyselina

3-nitropropionova kyselina



OPC

PBS
PCNA
PD
PNS
poly-Q
Pu

QA
rhEPO
ROS
SBMA
SCA
SD
SDS-PAGE
SN
SNr/SNc
STN
tgHD
TMPD
TNF-a
VIM
VS

wB

wit
YAC

+/-

prekurzorové bunky oligodendrocytt

placebo

fyziologicky roztok pufrovany fosforecnanem
proliferating cell nuclear antigen
Parkinsonova choroba
periferni nervovy systém

polyglutamin

putamen
chinolinova/chinolova/quolinovéa/quinolinova kyselina
rekombinantni lidsky erytropoetin

reaktivni kyslikové radikaly

spinobulbarni svalova atrofie
spinocerebelarni ataxie

Sprague-Dawley

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
substantia nigra

substantia nigra pars reticulata/pars compacta
nucleus subthalamicus
potkan transgenni pro Huntingtonovu chorobu
tetramethylfenylendiamin

tumor nekrotizujici faktor o

vimentin

Versus

Western Blot

wild-type

yeast artificial chromosome

pozitivni/negativni



1. UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1. Bazalni ganglia

Bazalni ganglia (BG) tvofi systém subkortikalnich jader telencefala, kterd se podileji na
fizeni motorickych funkci, kognitivnich funkci a emoci. BG zahrnuji 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 ¢lovéka oddéleny
prouzkem bilé hmoty — capsula interna. U potkana NC a Pu také piedstavuji hlavni
struktury BG, ale tvoii jedno téleso, caudoputamen, které je stejné jako u CElovéka
oznacovano jako striatum (neostriatum). (Neo)striatum, STN, GP, SN a nc. entopeduncular
(EP), ktery je strukturou homologickou ke GPi (Prescott et al, 2006), jsou navzajem

propojené a tvofi funkéni podjednotku mozku (obr. 1A, B).
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Obr. 1. Bazalni ganglia potkana: (A) interni drdhy, (B) externi drdhy (prevzato

a upraveno z Prescott et al, 2006).

Poruchy BG se projevuji abnormélni motorickou ¢innosti a  mnozstvim
neuropsychiatrickych poruch, napf. degenerace neuroni ve striatu vede k rozvoji HD
a pfibuznych hyperkinetickych poruch, u Parkinsonovy choroby (PD) a pfibuznych
parkinsonskych onemocnéni dochazi k degeneraci dopaminergnich neuronti v SNc (Afifi,
2003; Graybiel, 2000).

Striatové neurony jsou z 90% reprezentovany stiedné velkymi neurony s trny. Zatimco

ostatni striatové neurony vyuzivaji jako neurotransmiter GABA (y-aminomaselna



kyselina), stfedn¢ velké neurony strny exprimuji jiné neuropeptidy i jiny typ
dopaminergnich receptort. Interneurony bez trnl predstavuji 10% striatovych neuront
a jsou rozdeleny do 4 skupin: velké cholinergni neurony, malé GABA-ergni a parvalbumin
obsahujici neurony, somatostatin a neuropeptid Y exprimujici neurony a neurony
obsahujici calretinin. Imunocytochemické metody prokézaly ptitomnost dopaminergnich
interneuront, které se ve striatu nachazeji jen v malém poctu a jejich pocet se zvysuje napf.
u Parkinsonovy choroby, kdy je piivod dopaminu do striata pieruseny (Prensa et al, 2000;
Smith a Kieval, 2000). Striatové neurony obsahuji 2 typy dopaminovych receptori: D1
aD2 receptory, které tvoii zacatek striatopalidové drahy (Afifi, 2003). Nejvyssi
koncentrace dopaminu v mozku je pravé ve striatu, kde pomaha regulovat excitabilitu
synapsi (Graybiel, 1990; Hornykiewicz, 2001).

Striatum je hlavni vstupni strukturou BG pfijimajici excitacni podnéty ze senzoricko-
motorickych ¢asti kortexu za ucasti glutamatu jako neurotransmiteru (Graybiel, 1990;
Selemon a Goldman-Rakic, 1985) a ztalamickych jader, kdy neurotransmiterem je
glutamat nebo aspartat (Giménez-Amaya a Graybiel, 1990; Smith et al, 2004).
Dopaminergni projekce ze SNc maji na neurony ve striatu excitacni (pfi aktivaci D1
receptord) nebo inhibi¢ni ucinky (aktivace D2 receptorti - McGeer et al, 1984). Dalsi
projekce do striata vedou zrafealnich jader (serotoninergni), znc. coeruleus
(noradrenergni) a z GPe (GABA-ergni) (Afifi, 2003). Signaly jsou pfijimany zejména
sttedné velkymi GABA-ergnimi neurony s trny (napi. Bolam et al, 2000). Vystupnimi
jadry BG jsou GPi a SNr, které inhibuji dalsi cilové struktury — jadra v talamu. Vystupni
dréhy se déli na pfimou a nepfimou cestu. Neurony zapojené do piimé cesty exprimuji D1
receptory, koexprimuji substanci P a dynorphin a pfedstavuji monosynaptické inhibi¢ni
propojeni s neurony GPi a SNr. Vysledkem aktivace pifimé drahy je odblokovani talamu
a zvyseni motoriky. Neurony nepiimé drahy obsahuji D2 receptory a enkefalin. Projekce
pokracuje do GPe, které neptimo pies STN excituje GPi a SNr. Pfi nepfimé cesté dochazi
Kk inhibici talamu a sniZeni pohybové aktivity (Alexander a Crutcher, 1990; Graybiel, 2000;
Pollack, 2001). ZvySena aktivita nepiimé drahy je tedy odpovédna za snizeni hybnosti
u PD, naproti tomu zvySena aktivita pfimé drahy ma za nasledek nadbyte¢né pohyby u HD
(De Long MR, 1990; Graybiel, 2000). Rovnovaha propojeni téchto dvou drah je
rozhodujici pro bezchybné ovladani motorickych funkci, stejné jako kognitivnich

a limbickych pochodt (Graybiel, 2000).
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1.2. Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba (Huntington’s disease, HD), poprvé popsana Georgem
Huntingtonem v roce 1872 (Huntington, 1872), je autozomalné¢ dominantné dédi¢né
neurodegenerativni  onemocnéni s incidenci 3-10 nemocnych na 100 000 obyvatel
v zapadni Evropé a severni Americe (Ho et al, 2001; Vonsattel a DiFiglia, 1998).
V Japonsku je to 0,5/100 000 obyvatel, v Asii a Africe je vyskyt jesté nizsi (Harper, 2002;
Takano et al, 1998; Wright et al, 1981).

K typickym klinickym piiznakiim patii nejprve zmény osobnosti, nasledné typické
bezdécné choreatické pohyby jak v klidu, tak pii aktivnich pohybech a finalné i demence
(Antal et al, 2003; Garron, 1973). Prvni symptomy se objevuji nejcastéji mezi 35. az 50.
rokem zivota a onemocnéni kon¢i vzdy letalng€, obvykle v pribéhu 10-15 (vyjimecné 20)
let od nastupu klinickych piiznaki. Onemocnéni se mulze rozvinout i v détském
a adolescentnim véku - az 6% pacienti trpi juvenilni formou HD (Foroud et al, 1999).
Prvnim pfiznakem onemocnéni byva kognitivni dysfunkce a zpomaleni intelektudlnich
procest. ZhorSeni kognitivnich funkei se miiZze projevit i nékolik desitek let pfed nastupem
motorického postizeni a dale progreduje. Nasledn¢ pacienti trpi zménami osobnosti
(vznétlivost, apatie, sexualni poruchy - Jensen et al, 1993), v pozdé&jSich stadiich pak
I t€Zkou demenci, ptipadné pfidruzenymi manio-depresivnimi stavy (Folstein et al, 1983).
Charakteristickym ptiznakem HD, také oznaované jako Huntingtonova chorea (chorea —
tanec, fec.), vSak je motorickd porucha spojend se ztratou vili ovladanych pohybi, ktera
pomalu postupuje. Nejcastéjsimi symptomy u HD pacientti jsou bradykineze a rigidita
(Garcia Ruiz et al, 2000; Sanchez-Pernaute et al, 2000; Thompson et al, 1988), zejména
v pozdéjsich stadiich. Pacienti obvykle umiraji na nasledky srde¢niho selhdni nebo
aspira¢ni pneumonii (Chiu a Alexander, 1982). U juvenilnich pacientd jsou symptomy
odli$né, jsou charakterizovany bradykinezi, tremorem, rigiditou a dystonii, ale chorea se
nemusi vibec projevit. Postizené déti mohou trpét i epileptickymi zachvaty (van Dijk et al,
1986). VétSinu pacientll postihuje svalova atrofie a Ubytek hmotnosti 1 navzdory
dostate¢nému kalorickému piijmu (Djoussé et al, 2002; Kirkwood et al, 2001; Sanberg et
al, 1981).

HD patii mezi systémové atrofie mozku, postihujici predev§im bazalni mozkova ganglia,
zejména nc. caudatus a putamen. Z histopatologického hlediska je HD charakterizovana
pfed¢asnym zéanikem predevSim stfedné velkych (hlavné GABA-ergnich) striatovych
neuronll obsahujicich enkefalin, dynorphin a substanci P, které primarné inervuji SNr

a GP. Velké interneurony obsahujici somatostatin, neuropeptid Y a NADPH, cholinergni
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neurony a GABA-ergni neurony, obsahujici parvalbumin, ziistavaji vétSinou zachované
(Ferrante et al, 1985; Reiner et al, 1988; Vonsattel et al, 1985). V pozd¢jsich stadiich je
také postizen neokortex, dochazi k ubytku jeho objemu a zasazeny jsou zejména velké
pyramidové neurony ve tieti, paté a Sesté vrstvé (Hedreen et al, 1991; Heinsen et al, 1994).
Ubytek neuronti se mize objevit také v talamu, retikularni ¢asti substantia nigra a nc.
subthalamicus v dasledku sekundarnich zmén a v pokrocilej§im stadiu onemocnéni
(Vonsattel a DiFiglia, 1998). Dochazi k progredujici atrofii striata a nasledné proliferaci
gliovych bunék, zejména astrocytli, coz vede ke vzniku astrogliézy v postizenych
oblastech. Reaktivni glioza ale nedokdze nahradit tbytek Sedé hmoty, a proto dochdzi ke
kompenzacni dilataci postrannich mozkovych komor (Vonsattel et al, 1985). Stupen atrofie
striata je v korelaci i s degeneraci ostatnich ¢asti mozku - napf. Kassubek a spol. (2004)
udéavaji signifikantni atrofii hypotalamu. Nésledkem celkové atrofie se mize hmotnost
mozku snizit az o 40% (napt. Gusella, 2001).

Mira postizeni se hodnoti nejcastéji s pouzitim stupnice podle Vonsattela a spol. (1985),
rozdélené do 5 stupiti (stupen 0-4) ve vztahu k charakteru a rozsahu degenerace striata.
Stupen 0 zahrnuje méné nez 1% pacientl s klinickymi ptiznaky HD. Mozek pacientii se
makroskopicky neodliSuje od zdravého, nicméné mikroskopicky je detekovan ubytek 30-
40% neurond v hlavé NC, reaktivni glidza se zatim neobjevuje. Stupent 1 (4% HD mozki)
vykazuje atrofii ocasu a v nékterych piipadech i t&la NC. Ubytek neuront a astrogliéza
jsou evidentni zejména v hlavé (50%) a ocasu, méné pak v téle NC. Stupen 2 (16% HD
mozkil) je spojeny s jiz makroskopicky detekovatelnou atrofii striata, kterd je vyraznéjsi
nez u stupné 1. Konvexni tvar NC (tj. vyklenuti jeho medialniho povrchu do postranni
komory) zlstava zachovany. U stupné 3 (52% HD mozka) se, v dasledku atrofie striata,
konvexita NC vyrovnava a ve stupni 4, kde je atrofie spojena se ztratou vice nez 95%
populace neuroni, ma medialni povrch NC jiZ konkavni tvar.

V roce 1983 byla objevena genetickd mutace, ktera HD zpiisobuje, a to na kratkém
raménku 4. chromozomu (Gusella et al, 1983). Az vroce 1993 byl izolovan gen IT15
(interesting transcript 15), kodujici nestabilni protein huntingtin (htt), sloZzeny
z variabilniho poctu opakujiciho se trinukleotidu CAG (The Huntington’s Disease
Collaborative Research Group, 1993). Molekularni defekt vznika v dasledku expanze
tohoto tripletu kédujiciho aminokyselinu glutamin. Proto miizeme HD pfitadit k dal§im,
nejméné oSmi, polyglutaminovym (poly-Q) chorobam, mezi které patii dentato-rubro-
pallido-luysianska  atrofie (DRPLA), spinobulbarni svalova atrofie (SBMA)
a spinocerebelarni ataxie (SCA) 1, 2, 3, 6, 7 a 17 (Zoghbi a Orr, 2000).
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Anomadlni (mutantni) forma huntingtinu (mhtt) obsahuje 40 a vice repetici (adultni forma
HD), ale riziko onemocnéni vznika uz pii 36-39 CAG repeticich (Kremer et al, 1994,
Ziihlke et al, 1993), pii 55 a vice repeticich se rozviji juvenilni forma onemocnéni (Gardian
a Vécsei, 2004). Normalni huntingtin je exprimovan ve vSech sav¢ich buiikach - nejvyssi
koncentrace je v mozku a varlatech, stfedni mnozstvi se nachazi v jatrech, srdci a v plicich
(DiFiglia et al, 1995). V mozku jsou hlavnimi misty exprese neokortex, kiira mozecku,
striatum a hipokampus. Lokalizace htt v mozku, a pfedevsim ve striatu, ale nekoreluje se
selektivnim zanikem bunéénych typut, specifickych pro HD (Fusco et al, 1999). Jeho
funkce neni doposud pln¢ objasnéna. Riizné studie vSak ukazuji, ze miize mit klicovou
funkci v organizaci fady signalnich proteinii a v intracelularnim transportu. Dikazem,
podporujicim tuto teorii, je asociace htt s riznymi bunéénymi organelami, jako jsou
mitochondrie, Golgiho komplex, endoplazmatické retikulum, synaptické vezikuly a také
s n¢kterymi Castmi cytoskeletu; v mensim mnozstvi je pfitomen i v jadfe. Byla prokazéana
I jeho interakce s mnoha proteiny, které jsou zahrnuty do intracelularniho transportu
(Harjes a Wanker, 2003; Kegel et al, 2002; Landles a Bates, 2004; Li SH a Li XJ, 2004;
Young, 2003). Vyznamna tUloha huntingtinu v pribéhu embryondlniho vyvoje byla
prokédzana u HD knock-out mys$i, u nichz mél nedostatek htt za nasledek bunécnou
degeneraci a smrt zarodkti v embryonalnim obdobi (Duyao et al, 1995; Nasir et al, 1995;
Zeitlin et al, 1995). Inaktivace genu v mozku dospélych knock-out mysi vedla k jejich
sterilité, redukované délce Zivota a k neurodegeneraci (Dragatsis et al, 2000). Tyto nalezy
vedou k ptredpokladu, Ze htt je dilezity béhem celého zivota. Navic rizné studie ukazaly,
Ze normalni forma proteinu chrani pfed bunéénou smrti, indukovanou mutantni formou htt
in vivo a pfed neurodegeneraci, ktera byla navozena ischémii (Cattaneo et al, 2001; Ho et
al, 2001; Leavitt et al, 2001; Leavitt et al, 2006; Zhang et al, 2003). N¢které in vitro studie
naznacuji 1 anti-apoptoticky efekt htt - bylo zji§téno, Ze huntingtin chrdni imortalizované
striatové builky pfed rtiznymi apoptotickymi stimuly. Pfedpoklada se, Ze htt snizuje
uvolnovani mitochondridlniho cytochromu ¢ a brani tak tvorbé funkéniho apoptézového
komplexu a nasledné aktivaci kaspazy-9 (Rigamonti et al, 2001) a kaspazy-3 (Rigamonti et
al, 2000). Navic se prokazalo, ze htt reaguje s aktivovanou formou kaspazy-3 a inhibuje
tak jeji proteolytickou aktivitu (Zhang et al, 2006).

Expandovany polyglutamin dava huntingtinu nové vlastnosti, které vedou k jeho
cytotoxicité. Mutantni protein narusuje vice intracelularnich drah tim, Zze se navaze na
klicové casti téchto cest a zavezme je do agregati. Ztrata funkce normalniho htt pfispiva

K naruSeni intracelularni homeostazy jak snizenou expresi, tak tvorbou agregati. HD je
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tedy charakterizovdna tvorbou intracelularnich, vysokomolekularnich agregatt a inkluzi
mhtt a jejich akumulaci v jadfe, perinuklearnim prostoru a v dystrofickych axonech. Tyto
agregaty se pravdépodobné vyznamné podileji na neurodegenerativnim procesu (Davies et
al, 1997; DiFiglia et al, 1997; Sapp et al, 1999).

Intracelularni dysfunkce, indukovana mutantnim htt, kterd vede k progresivni degeneraci
dialezitych neurondlnich spoju, ke ztraté bun€k ve striatu, v nékterych korovych vrstvach
i v jinych oblastech v mozku, neni jedinym mechanismem zahrnutym v patogenezi HD.
Excitotoxicita, metabolickd a mitochondridlni dysfunkce, oxidacni a nitrani stres
a apoptéza jsou molekularni mechanismy zapojené v genezi onemocnéni (napi. 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 téchto mechanismu se plné

rozviji az v pozd¢jsich stadiich nebo sekundarné.

1.3. Astrocyty

Astrocyty jsou nejpocetnéjsi a nejvetsi ze skupiny bunék neuroglie v centralnim nervovém
systému (CNS). Relativni pocet astrocytll se ve vztahu k celkovému poctu mozkovych
buné¢k i k poctu neuroni zvysuje spolecné s fylogeneticky nartstajici komplexitou mozku.
Napriklad, typické ganglion pijavic je slozené z 25-30 neuroni a jen jediného astrocytu,
u Caernohabditis elegans (C. elegans) se pomér méni na 6:1, u hlodavct (mys, potkan) je
Vv kortexu pomér 3:1 a u ¢lovéka ptipada na jeden neuron 1, 4 astrocytll (napi. Nedergaard
et al, 2003).

Astrocyty tvofi morfologicky heterogenni populaci bunék hvézdicovitého tvaru
s pocetnymi dlouhymi vybé&zky, které obklopuji vSechny bunééné komponenty v CNS
a obsahuji intermedialni filamenta (IF), tzv. gliofilamenta, zejména glialni vlaknity kysely
protein (GFAP). RozliSujeme dva zakladni typy astrocyti podle lokalizace a morfologie:
plasmatické astrocyty v Sedé hmoté a fibrilarni (vlaknité) astrocyty v bilé hmoté (napf.
Verkhratsky a Butt, 2007).
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plasmaticky astrocyt fibrilarni astrocyt

Obr. 2. Zakladni typy astrocyti: (A) plasmaticky astrocyt, (B) fibrilarni astrocyt

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

Plasmatické astrocyty jsou kefickovité bunky s ¢etnymi kratkymi, vysoce rozvétvenymi
vybézky, které obklopuji synapse. Fibrilarni astrocyty maji tenké a dlouhé nerozvétvené
vybézky, které predev§im probihaji paralelné¢ s myelinizovanymi axony a obklopuji je
vV misté¢ Ranvierovych zarezii. Specializované vybézky obou typt astrocytd, tzv. vaskularni
nozky (obr. 2A, B), naléhaji na sténu cév a vytvareji membrana limitans gliae
perivascularis (MLGP), kterd je vyznamnou soucdsti hemato-encefalické bariéry (HEB);
obdobné pak na pidlnim povrchu tvofi membrana limitans gliae superficialis (MLGS).
Kromé téchto dvou zakladnich typl astrocyti se v CNS nachazeji i malé populace
specializovanych astrogliovych bun¢k, napt. Miillerova glie v retiné, Bergmannova glie
V mozecku, pituicyty v neurohypofyze.

Astrocyty se vyvijeji v prenatdlnim a Casném postnatdlnim obdobi z radidlni glie, ktera
pfimo generuje 1 neurony pro kortikalni ploténku (napt. Mori et al, 2005) a dale slouzi jako
vodi¢ pro migrujici neurony a je dulezitd pro spravny vyvoj architektoniky CNS. Po
ukonceni produkce, resp. migrace neuront podél radidlnich vldken zkrati bunky radialni
glie v zavéreéné fazi vyvoje svoje apikalni (radidlni) vybézky a transformuji se na
hvézdicovité astrocyty (Schmechel a Rakic, 1979), ptip. na Miillerovu nebo Bergmannovu
glii (napt. Rakic, 2003).

Astrocyty byly pomérné dlouho povazovany za pasivni elementy mozku, které poskytuji
pouze strukturdlni a metabolickou podporu neuroniim. Ukazalo se vSak, Zze astrocyty také
podporuji piezivani neuronti béhem vyvoje a jejich maturaci, formovani a funkci synapsi.
Zcela nezastupitelnou funkci maji pii regulaci mikroprostiedi v mozku. Astrocyty

exprimuji K™ a Na" kandly, udrzuji stabilni iontové slozeni a pH extracelularni tekutiny
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(zejména ionty K* a Ca®" - Nedergaard et al, 2003; Ruhl, 2005) a jsou hlavnim zdrojem
proteind v extraceluldrni matrix (ECM) a producentem adheznich molekul v CNS - napf.
lamininu, N-cadherinu, NCAM (neural cell adhesion molecule) a fibronektinu (napt. Chiu
et al, 1991; Matthiessen et al, 1989; Neugebauer et al, 1988; Shea et al, 1992). Dale
syntetizuji a uvoliluji proteolytické enzymy — zejména matrixové metaloproteindzy
(MMPs), které maji dulezitou ulohu v degradaci a remodelaci ECM (Muir et al, 2002;
Wells et al, 1996). Astrocyty také produkuji velké mnozstvi neurotrofickych faktora (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 esencidlni pro proliferaci,
pfezivani a maturaci neuroblastll (Villegas et al, 2003). Jednou z hlavnich funkci astrocytii
je 1 vychytavani neurotransmitert uvolnénych =z nervovych zakonceni pomoci
specializovanych membranovych receptorti, ¢im se vyrazné podileji na pienosu vzruchii
(Verkhratsky a Kirchhoff, 2007; Volterra a Meldolesi, 2005). Astrocyty produkuji a také
recykluji glutamat (Mazzanti et al, 2001) - jeho produkce se zd4d byt primarnim
mechanismem v modulaci synaptického pienosu (Kang et al, 1998) - a také kontroluji
genezi, prezivani i zanik synapsi (Haydon, 2000; Ullian et al, 2001; Ullian et al, 2004).
Astrocyty prostfednictvim svych vybézkia, které jsou v kontaktu s cévami (vaskularni
nozky) na jedné strané a s tély neurontl, axony (v misté¢ Ranvierovych zéfezil) a synapsemi
na stran¢ druhé, zajiStuji metabolické substraty pro neurony (Kasischke et al, 2004;
Pellerin a Magistretti, 1994). A v neposledni fadé astrocyty ovliviiuji vyvoj a aktivitu
neurond na ruznych urovnich také prostfednictvim mezibunéenych kontakti nebo
humorélni cestou (Kdrnyei et al, 2005). Je tedy zcela zjevné, Ze astrocyty predstavuji stejné

vyznamnou a nezastupitelnou slozku CNS jako neurony (Barres, 2003).

1.3.1. Reaktivni astrocyty a astroglioza

Rozsahlé spektrum dulezitych funkei astrocyti ve zdravé nervové tkani piedurcuje jejich
zapojeni do reakci vyvolanych patologickymi podminkami. V odpovédi na poskozeni CNS
jakéhokoliv typu (traumatické, ischemické, virové, nadorové, neurodegenerativni) se
astrocyty stavaji ,,reaktivni® a dochdzi k rozvoji tzv. reaktivni gliézy. Spolu s aktivaci
astrocytl dochazi obvykle i k aktivaci mikroglie (reprezentujici imunitni efektorové bunky

v CNS), tedy k zanétlivé reakci v mozkové tkani (napt. Markiewicz a Lukomska, 2006).
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Charakteristickym znakem reaktivnich astrocytll je hypertrofie, zvySena exprese GFAP
a re-exprese nestinu a vimentinu (Clarke et al, 1994; Eliasson et al, 1999; Jing et al, 2007).
Vizualizaci protilatkou proti GFAP jsou vybézky reaktivnich astrocytii mohutné;jsi
apocetn€jsi v porovnani s vybézky normadlnich astrocytl, zejména diky vytvareni
vyraznych svazkit GFAP-pozitivnich gliofilament (napt. Pekny a Pekna, 2004). Vzhledem
k tomu, Ze zralé astrocyty se nedéli a v subpopulaci GFAP™ reaktivnich astrocytli k dé&leni
dochazi (napt. Sofroniew, 2005), lze predpokladat, ze tyto dé€lici se astrocyty pochazeji
z endogennich progenitorovych bunék (Alonso, 2005; Buffo et al, 2005; Chen et al, 2002;
Magnus et al, 2007). Avsak dalsi studie (napt. Buffo et al, 2008; Jabs et al, 1999; Miyake
et al, 1992; Schiffer et al, 1993) prichazeji s hypotézou, ze reaktivni astrocyty vznikaji
pfevazné transformaci zralych astrocytl. Doposud se vSak nenaSla jasnd odpovéd’ na
otazku, jestli tyto reaktivni astrocyty vznikaji z gliovych prekurzorovych bunék nebo
z existujicich klidovych (,,quiescent™) plasmatickych astrocyta.

Z histopatologického hlediska byly v adultnim CNS popsany dva typy reaktivni gliozy.
Anizomorfni glidza, kterd se rozviji v bezprostiedné blizkosti destruované tkané, je tvofena
gliovymi elementy uspofddanymi do sit¢ a mé& za nésledek kompletni reorganizaci
postizené tkan¢. Reaktivni astrocyty v této oblasti produkuji chondroitin a keratin, které
inhibuji regeneraci axonu a tim zabraiuji jejich pronikani do oblasti 1éze. Dale produkuji
i glykosaminoglykany, které se vyrazné podileji na formovani gliové jizvy, ktera zde
vznika. Izomorfni glibza je sice spojena S progresivni demyelinizaci a paralelnim
uspotadanim vybeézku astrocyti, ale zakladni organizace tkané zlistava zachovana. Rozviji
se ve vetsi vzdalenosti od primarné poSkozené tkan€. Reaktivni astrocyty v izomorfni
glidoze produkuji a uvoliuji rGzné ristové faktory, napf. NGF, EGF a cytokiny (napf.
interleukiny), které chrani neurony pied smrti. Dale syntetizuji molekuly ECM a adhezivni
molekuly, které podporuji interakce neuron-astrocyt a napomaéhaji prodluZovani axonl
(Fawecett a Asher, 1999; Jabs et al, 1999; Ridet et al, 1997).

Reaktivni astrogliéza je postupny nepietrzity proces zahrnujici progresivni zmény
V genové expresi 1 na bunééné trovni. Vznik urcitého typu glidzy i reakce astrocytl zavisi
predevsim na typu a rozsahu poskozeni, tj. na charakteru nasledné aktivovanych signalnich
kaskad (Sofroniew, 2009). K primarnim signdliim, vychazejicim z poskozenych bunék
Vv centru léze, muZeme fadit neurotransmitery (glutamat, adenosintrifosfat - ATP),
cytokiny, adhezivni molekuly, ristové faktory i krevni faktory (napf. trombin). Rozvoj
obou typt reaktivni gliozy tak zavisi na aktudlni kombinaci téchto signali a jejich relativni

koncentraci (Verkhratsky a Butt, 2007).
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I kdyz je jiz dlouho zndmo, Ze se reaktivni astrocyty objevuji v odpovédi na poskozeni
CNS razného ptvodu, jejich funkce doposud neni presné objasnéna. Pfisuzuji se jim vSak
jak negativni, tak pozitivni vlastnosti. Pochopeni téchto riiznych, nékdy i protichtidnych
vlastnosti, miize mimo jiné vést k novym terapeutickym strategiim u rtznych typt

poskozeni CNS.

1.3.2. Intermedialni filamenta v astrocytech

Cytoskelet eukaryotickych bun€k obsahuje 3 zakladni slozky: aktinova filamenta,
mikrotubuly a intermedialni filamenta, které se podileji na udrzeni tvaru bun¢k, lokomoci,
intracelularni organizaci a transportu. IF jsou rozdélena do 6 tfid na zakladé homologie
sekvenci a struktury genli a podle specificnosti jejich exprese v riznych typech bunék
(Goldman et al, 1999). Nejpocetnéjsi jsou cytokeratinova IF, ktera tvoii tfidu I (kysela IF)
a II (neutralni a bazickd IF) a jsou exprimovana zejména v epitelovych buikéch. Tiida III
zahrnuje vimentin, desmin, GFAP a peripherin; do tfidy IV se fadi IF pfitomna v nervovém
systému a patfi k nim neurofilamenta, nestin, a-internexin a synemin. I kdyz se vétSina IF
nachéazi v cytoplasmé, ttidu V tvofi nuklearni (jaderné) laminy. Do tfidy VI jsou zatfazena
IF phakinin a filensin, kterad jsou exprimovana vyhradné v o¢ni ¢occe (Eriksson et al, 2009;
Merdes et al, 1993).

Vsechna IF maji jednotnou strukturu, jsou tvofena centralni o-helikdlni doménou
anestalymi C- a N- termindlnimi doménami, které se mohou liSit délkou i primarni
strukturou. Cytoskeletdlni IF jsou soustfedéna v perinuklearni oblasti, kde tvofi
cytoplasmatickou sit’” a odtud se radialné rozbihaji az k periferii buiky, kde jsou Casto
ukotvena v misté mezibunéénych spoji (desmosomui a hemidesmosomii - Goldman et al,
1996; Green a Simpson, 2007; Herrmann et al, 2007; Steinert a Roop, 1988).

V nervovém systému jsou IF pfitomna v neuronech a astrocytech, ale v oligodendrocytech,
formujicich myelinové pochvy v CNS, intermedialni filamenta chybi.

Astrocyty mohou obsahovat 3 zakladni typy intermedidlnich filament: GFAP, vimentin
a nestin. Jejich pfitomnost/mnozstvi zavisi na vyvojovém stadiu astrocytd a na stupni jejich
aktivace (Eliasson et al, 1999; Sultana et al, 2000). Nestin a vimentin nachazime
v glialnich prekurzorech a v nezralych astrocytech.

GFAP je jednim z hlavnich IF astrocytd. Byl identifikovan pted Ctyficeti lety pii analyze
plakli pacientt s roztrousenou skler6zou (Eng et al, 1970). Velké mnozstvi tohoto proteinu
Vv astrocytech obratlovcl naznacuje jeho dulezitou funkci v CNS. Vyrazna exprese GFAP

je charakteristicka i pro radialni glii u primata (Levitt a Rakic, 1980) — ale ne napf.
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u hlodavci (Malatesta et al, 2003) — pro diferencujici se astrocyty (Dahl, 1981) a reaktivni
astrocyty (Eddleston a Mucke, 1993; Eng a Lee, 1995). Tyto vlastnosti podporuji
hypotézu, ze GFAP urcuje morfologii astrocytli, véetné jejich vybeézka, které nasedaji na
sténu krevnich cév (vaskularni nozky tvofici MLGP), obklopuji synapse a na pidlnim
povrchu do sebe zapadaji a tvofi MLGS. Nov¢jsi studie navic dokumentuji expresi GFAP
Vv adultnich neurdlnich kmenovych a progenitorovych bunikéch, i kdyz jeho ptesna funkce
Vv téchto burikach neni zatim objasnéna (napf. Campbell a Gotz, 2002; Doetsch et al, 1999;
Malatesta et al, 2000; Noctor et al, 2001). Zajem o vlastnosti GFAP se zvysil po odhaleni,
ze mutace genu pro GFAP je spojend s rozvojem neurodegenerativniho onemocnéni —
Alexandrovy choroby (napt. Li et al, 2002).

Vimentin (VIM) je exprimovan piedev§im v bunikach mezenchymového puvodu, a to
v nezralych (i napf. nadorovych) bunikach i zralych elementech — fibroblastech/fibrocytech,
bunkach hladké svaloviny stény cév a endotelovych buiikach (napt. Franke et al, 1987).
Byly popsany rizné funkce tohoto cytoskeletalniho proteinu, zejména jeho podil
na udrzeni stability bunécného skeletu. Exprese vimentinu v nediferencovanych buiikach
béhem vyvoje CNS a hladké svaloviny naznacuje, Ze miZe slouZit jako prvotni buné¢na
kostra, kterd je v pozdé¢jsich stadiich nahrazovana specifictéjsi siti, napt. GFAP
v astrocytech, neurofilamenty v neuronech (Cochard a Paulin, 1984; Houle a Fedoroff,
1983), nebo desminem v bunikach hladké svaloviny (Fiirst et al, 1989). Dalsi studie
odhalily zapojeni vimentinu do mnoha dulezitych bunéénych procesti — napf. ucast na
prenosu signalll, nitrobunécném transportu, reakcich na stres, apoptdéze a na regulaci
pohyblivosti bun¢k (napt. Capetanaki et al, 1989).

Nestin (NEST) byl identifikovan v roce 1985 (Hockfield a McKay, 1985) a je pfitomen
Vv riznych typech bunék - nejen v mitoticky aktivnich progenitorovych burikach CNS a
PNS, ze kterych se diferencuji neurony 1 glie (Lendahl et al, 1990; Mujtaba et al, 1998), ale
I v jinych proliferujicich bunikach (aktivovany endotel v placenté — Mokry a Némecek,
1998), v myogennich prekurzorech kosterni a hladké svaloviny (Kachinsky et al, 1994;
Mokry a Némecek, 1998; Sejersen a Lendahl, 1993), ve vyvijejicich se zubnich pupenech
(Terling et al, 1995), varlatech (Frojdman et al, 1997) a v progenitorovych buinkach
vlasovych folikult (Li et al, 2003; Mokry a Némecek, 1998). Béhem diferenciace bunék se
exprese nestinu snizuje (Lothian a Lendahl, 1997; Zimmerman et al, 1994). K jeho
prechodné re-expresi dochazi v reakci na poskozeni napft. svalu, ale také CNS - detekce
v reaktivnich astrocytech a v ependymovych buiikdch (Krum a Rosenstein, 1999; Namiki
a Tator, 1999; Vaittinen et al, 2001). Nékteré dospélé tkan€, jako CNS a kiize, navic trvale
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obsahuji malé populace nestin pozitivnich kmenovych/progenitorovych bunék (Johansson
et al, 2002; Li et al, 2003). V soucasnosti je nestin jednim z nejcastéji pouzivanych
markertt kmenovych a progenitorovych bunck, které vykazuji charakteristické vlastnosti
jako multipotenci, schopnost sebeobnovy a regenerace. O jeho funkci vSak stile mame
pomérné malo poznatk.

Zvysend exprese GFAP, ale i vimentinu a nestinu je charakteristickym znakem reaktivnich
astrocyti. Proto pokusy s astrocyty ochuzenymi o GFAP i o ostatni IF poskytuji dobrou
moznost studia fyziologickych a patologickych funkci téchto bunék (Pekny, 2001). Rada
studii, které se tykaji IF v astrocytech, jim pfipisuje klicovou roli pfi urCovani jejich
funkéniho stavu. Absence této slozky cytoskeletu pravdépodobné snizuje schopnost
astrocytl podilet se na akutni reakci v odpovédi na rizna poSkozeni CNS. Na druhé strané
vSak astrocyty, které experimentalné neobsahuji IF (zejména GFAP a vimentin), nebrani
riznym regeneracnim procesim v CNS, napiiklad ristu axonti, obnové synapsi nebo

dlouhodobé integraci neuralnich transplantati (Pekny a Pekna, 2004).

1.4. Experimentalni modely Huntingtonovy choroby

Pro studium patogeneze HD a hledani potencidlnich terapeutickych zasahl jsou Siroce
vyuzivany in vivo modely, které funkéné simuluji symptomy a neuropatologické zmény
V prub¢hu onemocnéni.

Nejcastéji studované zvifeci modely zahrnuji kromé hlodavci a primath i bezobratlé
zivoc€ichy. Bezobratli jako C. elegans a Drosophila melanogaster poskytuji rychlé a vysoce
ucinné testovani specifickych hypotéz a novych terapeutickych strategii. V nervovém
systétmu C. elegans dochazi k expresi CAG repetici a k formovani polyglutaminovych
agregatll ve svalovych buikach vyustujici v celkové sniZzeni motility (Brignull et al, 2006).
U drosofil se poly-Q repetice exprimuji v oku mouchy (Jackson et al, 1998) a i kdyz se oko
vyviji normalné, ve fotoreceptorech progresivné vznikaji inkluze, které vedou k jejich
degeneraci. Vyhodou téchto modeli je kratky Zivotni cyklus a jejich vysoka schopnost
reprodukce. AvSak podrobnéjsi studium onemocnéni a vyvoj terapeutickych postupii
vyzaduje modely komplexné&;jsi.

Vétsinu zvifecich modeli miZeme obecné rozdélit do dvou kategorii, genetické
a neurotoxinem indukované modely.

Prvni in vivo modely HD byly vyvinuty v 70-tych letech na zaklad¢ selektivni citlivosti
striatovych neuroni k excitotoxickym aminokyselinam (Coyle a Schwarcz, 1976).

Striatové neurony obsahuji velké mnozstvi glutamatovych receptorii, protoze
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kortikostriatalni projekce vyuZzivaji tyto excitani aminokyseliny jako primarni
neurotransmitery. Intrastriatdlni injekce selektivnich a neselektivnich glutamatovych
agonistt -  kyseliny  kainové  (KA), ibotenové (IA) a  chinolinové
(chinolové/quolinové/quinolinové - QA) — simuluje excitotoxicky proces vedouci
k bunécné smrti (Beal et al, 1986; Coyle a Schwarcz, 1976; Schwarcz et al, 1979b).
Mitochondrialni toxiny, kyselina 3-nitropropionova (3-NP) a kyselina malonovd (MA),
indukuji smrt neuroni ve striatu inhibici komplexu II cyklu trikarboxylovych kyselin
a elektronového transportu v mitochondriich, ¢im redukuji produkci ATP (Beal et al, 1993;
Brouillet et al, 1993).

Mezi nejastéji pouzivané neurotoxické kyseliny patii kyselina chinolinova. Pfimé podani
QA, endogenniho agonisty NMDA (N-metyl-D-aspartatova kyselina) receptoru, vyvola ve
striatu potkana degeneraci zejména stiedné velkych neuront s trny a reprodukuje nékteré
behaviordlni a biochemické vlastnosti HD. QA je endogenni metabolit vznikajici
v pribéhu kynureninové kaskady degradace tryptofanu a jeji vliv na zanik neuront je
predmétem studii jiz dlouhou dobu. Postmortdlni analyza mozkd pacientdt s HD
V pocateénim stadiu onemocnéni odhalila zvySené hodnoty QA a jejiho prekurzoru 3-
hydroxy-kynureninu (Lafon-Cazal et al, 1993) a také oxygenazy kyseliny 3-hydroxy
anthranilové (Schwarcz et al, 1988), ktera katalyzuje pfeménu kyseliny 3-hydroxy
anthranilové na QA.

Neurotoxickd 1éze striata replikuje 1 nékteré behavioralni projevy HD, zahrnujici
motorickou a kognitivni dysfunkci. Dlouhodobé zmény chovani byly poprvé popsany
U potkanli po unilaterdlni i bilaterdlni 1€zi striata. U modelu unilateralni KA-léze byl
zaznamenan spontanni rotacni pohyb zvifat ve sméru 1éze (ipsilateralni) jiz 1. den po 1ézi,
ale 8. den po lézi se rotace obratila ve sméru kontralaterdlnim ke strané 1éze. Dalsi
abnormalni (choreatické) pohyby ani dystonie se nerozvinuly (Dunnett a lversen, 1982;
Schwarcz et al, 1979a). Tento rotacni pohyb potkanti byl zpoc¢atku uvadén jako analogicky
k hyperkinetickému pohybu pacientdt s HD. Naproti tomu, bilaterdlni neurotoxicka
striatova 1éze indukovala spontdnni a pretrvavajici nocni lokomoc¢ni hyperaktivitu
a kognitivni dysfunkci (Deckel et al, 1983; Isacson et al, 1984; Mason a Fibiger, 1979;
Sanberg et al, 1978). Toto zjisténi prokazalo, ze pfi unilaterdlni 1€zi mtze intaktni strana
kompenzovat nékteré nedostatky strany poskozené. Rozsahla  histologicka
a neurochemicka charakteristika QA 1éze ve striatu opic ve studii Ferranta a spol. (1993)

potvrdila, ze takto navozeny neurodegenerativni proces (NDP) ve striatu dobfe imituje
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zmény v mozku pacientd s HD, tj. zanik pfedevsim stfedné velkych neurona s trny
a relativni zachovani interneuront a dopaminergnich aferentnich drah.

Objeveni molekularnich technologii umoznilo vyvoj geneticky upravenych mysi a novéji
i potkant pro studium HD. Genetické mySi modely HD se d¢€li na transgenni, knock-in
a knock-out modely.

Transgenni linie exprimuji zkrdcenou nebo Uplnou formu mutantniho htt genu vlozeného
nahodné¢ do mysiho genomu. Doposud byl jiz vytvoien velky pocet téchto modeld, které
muzeme rozdélit do dvou zakladnich kategorii. Prvni skupinu tvofi mysi, které exprimuji
N-termindlni fragment htt - obvykle prvni jeden nebo dva exony lidského huntingtinu
obsahujiciho poly-Q expanzi. Druha skupina transgennich mysi exprimuje lidsky htt gen
s expandovanym poly-Q V plné délce. VSechny tyto modely vSak vykazuji pouze nékteré
rysy onemocnéni shodné s nalezy u pacientl s HD. Vlastnosti transgennich mysi popsali ve
své praci Hickey a Chesselet (2003). Prvni vytvofeny transgenni model dostal ozna¢eni R6
(Mangiarini et al, 1996). Tyto mySi exprimuji mutantni exon 1 lidského htt genu s délkou
141-157 CAG repetici. Doposud bylo vytvofeno Sest linii, ze kterych ale Ctyfi linie
obsahuji jesté vyssi pocet CAG repetici, neZ je obvyklé i u juvenilni formy HD, konkrétné
R6/1 (CAG)115, R6/2 (CAG)14s, R6/5 (CAG)135.156 a R6/0 (CAG)142 (Mangiarini et al,
1997). Dalsi dv¢ linie HDex6 a HDex27 exprimuji 18 CAG tripletd a slouzi jako kontrola.
K nastupu projevii onemocnéni dochazi ve véku 2 mésict u R6/2 mysi a 4-5 mésict u linie
R6/1. Nejcastgji studovanym modelem jsou R6/2 mysi. Motorickd dysfunkce nastupuje
u téchto mysi ve veku 5-6 tydnli. Dobte charakterizovany progresivni fenotyp se projevuje
snizenim hmotnosti, rozvojem diabetu, tfesem a kieCemi. Hmotnost mozku je vyrazné
niz§i, ale zanik neurontl je minimalni a oproti nastupu behavioralnich symptomii opozdény
(Davies et al, 1997; Hurlbert et al, 1999; Mangiarini et al, 1996).

Dalsi transgenni model, N171-82Q mysi, exprimuje prvnich 171 aminokyselin N-
terminalniho fragmentu htt proteinu, nesouciho 82 CAG tripletd (Schilling et al, 1999).
Behavioralni a anatomické pifiznaky se u tohoto modelu vyvijeji pozdé€ji nez u R6 mysi.
Vytvafeni YAC (yeast artificial chromosome) transgennich mys$i spoc¢iva v klonovani
umélého kvasnicového vektoru, ktery vnese poly-Q repetici do mysiho genomu. YAC
kmeny exprimuji 72 nebo 128 CAG repetici. Oba kmeny vykazuji ubytek neuront
prevazné v lateralnim striatu (Hodgson et al, 1999; Slow et al, 2003). YAC 72 mysi maji
V porovnani s wild-type (wt) kontrolami ve véku 12 mésici niz§i hmotnost o 50%
a projevuji vyrazné krouzivé pohyby i jiné pohybové abnormality, ataxii a svirani prednich

tlapek. YAC 128 mysi vykazuji ve véku 3 mésicti hyperkinetické pohyby, zatimco
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po 6. mésici se objevuji naznaky hypokineze. Na podobném pozadi jako YAC kmeny
vznikla i prvni linie transgennich potkani (von Horsten et al, 2003).

Knock-in mys$i exprimuji mutantni htt gen vlozeny do genového lokusu kodujiciho
huntingtin pod kontrolou endogenniho promoteru a mohou obsahovat repetici slozenou ze
111, 92 (HdhQ111, HdhQ92 linie), 140 a 150 CAG tripleti (Ramaswamy et al, 2007).
U téchto mysi neni pozorovan vyrazn¢jsi vahovy ubytek. ZvySena motorickd aktivita se
objevuje u zvifat s 92 a 140 CAG triplety kolem druhého mésice zivota, hypoaktivita ji
vystiida v prabehu ¢tvrtého mésice v zavislosti na délce repetici. I kdyz u knock-in mysi
nedochazi k ubytku neuroni, ve striatu 14 mési¢nich mysi se 150 CAG repeticemi a 24
meésic¢nich zvifat se 111 CAG repeticemi byla popsana reaktivni glidza (Hickey
a Chesselet, 2003; Lin et al, 2001; Menalled, 2005).

Knock-out mysi nepfedstavuji pifesny model HD, ale jsou dikazem esencialni role htt
béhem embryonalniho vyvoje, protoze vystiizeni genu pro huntingtin zptsobi smrt téchto
jedinct jesté v embryonalnim obdobi (Duyao et al, 1995).

Nejnovéjsi modely vyuzivaji virové vektory k preneseni lidského mhtt genu do striata
zdravych potkanti nebo primat a umoznuji tak inzerci mhtt ptimo do vybranych cilovych
bun¢k a studium efektu rizného mnozstvi mhtt proteinu. Vysoky pocet CAG repetici ma
za nasledek formovani nuklearnich a cytoplasmatickych agregati uz 5 dni po injekci, coz
znaci, Ze exprese samotného poly-Q je uzce propojena se vznikem inkluzi (de Almeida et

al, 2002; Senut et al, 2000).

1.5. Transgenni model potkana pro Huntingtonovu chorobu

V soucasnosti jediny model transgennich potkaniti pro HD (tgHD potkani) byl vytvofen
v roce 2003 skupinou profesora von Horstena (von Horsten et al, 2003).

Tento model exprimuje N-terminalni htt fragment s 51 CAG repeticemi. Maly poc¢et CAG
repetici vede k nastupu choroby v pozdé&jsim veéku, na rozdil od bézné pouzivanych
transgennich mysi, které exprimuji vice nez 60 CAG tripleti (napt. Hickey a Chesselet,
2003) a jsou tedy spiSe obdobou juvenilni nez cast&ji se vyskytujici adultni formy
onemocnéni u ¢lovéka (Ziihlke et al, 1993).

V souladu s mensi délkou CAG repetici vykazuji transgenni HD potkani z neurologického
hlediska pomalu progredujici fenotyp a také motorickou, kognitivni a afektivni dysfunkci
(von Horsten et al, 2003). Piekvapivé, jiz v prvnim mésici Zivota je pozorovatelna
signifikantné sniZzend uzkostlivost tgHD zvifat v testu socialni interakce (Social Interaction

Test), a proto v tomto véku vykazuji zlepSeni motorickych funkci v Accelerod Test-u. Tyto
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casné zmény v chovadni mohou ukazovat na to, Ze neurondlni dysfunkce se patrné
vyskytuje uz v obdobi jednoho meésice po narozeni nebo i dfive. Vyznamné je, Ze
motorické funkce se postupné zhorSuji a vykon vyznamné klesa u 6 mési¢nich
homozygotnich a 8 mési¢nich heterozygotnich tgHD zvirat (Nguyen et al, 2006). Tyto
pocateCni zmény jsou ve shodé s pozorovanim u transgennich mys$i. Redukovana
uzkostlivost byla u R6 mysi pozorovéna jiz v prvnim tydnu po narozeni (File et al, 1998;
Naver et al, 2003). Podobn¢ byl zaznamenan i prabéh zmén motorickych funkci u R6/2
mysi (Luesse et al, 2001), HD knock-in mysi (Menalled et al, 2002; Menalled et al, 2003)
a YAC mysi exprimujicich mhtt v plné délce (Hodgson et al, 1999; Slow et al, 2003).
VSechny tyto modely v pribéhu onemocnéni vykazuji pfechod od hyperaktivity
K hypoaktivité, tedy zmény ekvivalentni progresi choroby u ¢lovéka, manifestujici
se pohybovou dyskinezi na zacatku a akinezi v pozdéjSich stadiich nemoci (Kirkwood et
al, 2001). Kognitivni zmény, které jsou hlavnim ¢asnym symptomem HD (Jason et al,
1997; Lawrence et al, 1998), byly doposud u mysich modeli popsany jen u R6/2 transgenti
(Lione et al, 1999; Murphy et al, 2000). Zatimco u pacienti s HD a u tgHD mysi se
kognitivni dysfunkce objevila pfed motorickou dysfunkci (Lawrence et al, 1998; Lione et
al, 1999; Van Raamsdonk et al, 2005), u tgHD potkant byl kognitivni deficit detekovan az
po nastupu motorickych symptomt (Nguyen et al, 2006). Zvitata vétSinou vykazovala
obloukovité ohybani hlavy smérem dozadu a dyskinetické pohyby hlavou, avSak na pohled
nebyly pozorovdny zadné znadmky tfesu, ataxie, sevieni tlapek ani zachvatovité ataky.
Behavioralni abnormality ukazaly teprve podrobné testy (von Horsten et al, 2003). TgHD
potkani se vyznacuji progresivnimi poruchami paméti. Zpocatku se vyskytuji poruchy
kratkodobé paméti, pozdé€ji je postizend i1 dlouhodobd pamét (Nguyen et al, 2006),
podobné jako je to u pacienti s HD, u kterych dochdzi v pocatecnich stadiich
Kk progredujicimu zhorSeni pozornosti a kratkodobé paméti (Ho et al, 2003).

Na zéklad¢ vysledkti magnetické rezonance osmimésicnich homozygotnich tgHD potkanti
byla zaznamenana kompenzaéni dilatace postrannich komor a loZiskové 1éze ve striatu.
Detekce neurochemickych zmén prokazala kompletni ubytek kyseliny xanthurenové ve
striatu a kortexu tgHD homozygotli. Naproti tomu hladina xanthurenové kyseliny byla
U heterozygotnich tgHD potkanti v kortexu vys$i neZz u kontrolnich zvifat. SniZena je
I koncentrace tryptofanu a dopaminu ve striatu (von Horsten et al, 2003).

Ke zmenseni objemu striata dochdzi az u 12 mési¢nich tgHD potkanti. V tomto véku je
zaznamenan 1 signifikantni Ubytek neuronti ve striatu, ale nebyly zji§tény Zadné zmény

v paté kortikalni vrstvé (Kantor et al, 2006). Redukce objemu striata je nejvyraznéjsi
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v medialni paraventrikularni ¢asti (Kantor et al, 2006), stejné¢ jako u pacienti s HD
(Vonsatell et al, 1985).

U tgHD potkanti dochazi k formovani poly-Q agregati v bunéénych jadrech a v neuropilu,
predevsim ve striatu, stejné jako u HD knock-in mysi (Li et al, 2000; Wheeler et al, 2000)
a u pacientd s HD (DiFiglia et al, 1997). Tyto poly-Q agregaty se u tgHD potkanti objevuji
az po devatém mésici zivota (Nguyen et al, 2006).

Vytvofeni modelu Huntingtonovy choroby na potkanech poskytuje lep$Si moznost
charakteristiky progrese tohoto onemocnéni v dlouhodobych in vivo experimentech. Navic
nam umoziuje porovnat naSe predchozi nalezy ze studii na neurotoxickém modelu HD

U potkana bez problémt s nékterymi mezidruhovymi odchylkami (potkan vs. mys).

1.6. Mitochondrialni dysfunkce

Mitochondrie jsou intraceluldrni organely, ve kterych probihd velké mnozstvi
biochemickych pochodi zahrnujicich oxidativni fosforylaci a reakce metabolismu
sacharidl, proteinti, tukd a steroidd. Jsou klicové v ptfisunu ATP pro energetické
pozadavky buné€k, zajistovani homeostazy Ca®* a pienos intracelularnich signalt pro
apoptdzu. Pocet mitochondrii v bunkdch a tkanich je odrazem tkanovych pozadavki na
energii doddvanou procesem oxidativni fosforylace. Nejvyssi pozadavky maji v lidském
organismu neurony a svalové buiky, proto obsahuji i nejvyssi pocet mitochondrii (napf.
Schapira, 2010).

Hlavnim procesem pro ziskdvani energie je oxidativni fosforylace. Systém oxidativni
fosforylace je rozdéleny do péti podjednotkovych komplexi dychaciho fetézce
lokalizovanych na vnitini mitochondrialni membrané. Tyto komplexy jsou oznacené jako
NADH-koenzym Q-oxidoreduktaza (komplex I), sukcinat-koenzym Q-oxidoreduktaza
(komplex 1), ubichinon-cytochrom c-oxidoreduktaza (komplex III), cytochrom c-oxidaza
(komplex 1V) a ATP-syntaza (komplex V). Prostfednictvim téchto komplexd jsou
pfendSeny elektrony na O, za soucCasn¢ho piechodu protoni z matrix do
mezimembranového prostoru mitochondrie pomoci komplext I, III a IV, ¢im vznikne
elektrochemicky gradient, jehoZ energie je pak vyuzivana ATP-syntdzou pro tvorbu ATP
(napf. Sharma et al, 2009).

Mitochondrialni dysfunkce je povazovana za jeden z pocateCnych ptiznakl prakticky
vSech neurodegenerativnich onemocnéni, napt. HD, PD, AD (Alzheimerova choroba),

ALS (amyotroficka lateralni sklerdza), iktus a epilepsie (napf. Lin a Beal, 2006). Nové¢;jsi
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poznatky ukazuji, Ze mitochondridlni dysfunkce miize sehravat roli i u psychiatrickych
onemocnéni, napt. bipolarni porucha osobnosti a deprese (napt. Kato, 2006).

Vztah mezi poskozenim mitochondrii a neurodegenerativnim procesem u pacienti s HD
mimo jiné dokladaji i nasledujici nalezy: (1) zvySend produkce laktatu v kortexu
a bazalnich gangliich pacienti s HD; (2) sniZzeny klidovy pomér mezi fosfokreatinem
a anorganickymi fosfaty ve svalech pacientil - jeho rozpéti koreluje s délkou CAG tripletu
a po namaze se zhorsuje; (3) experimentalni systémova aplikace mitochondridlnich toxina
vyvolava u zvifat selektivni degeneraci striatovych neuront, ktera je obdobného charakteru
jako u HD pacientd; (4) abnormdlni depolarizace mitochondridlni membrany
v lymfoblastech pacienti s HD; (5) zhorSend aktivita komplexti II-IV dychaciho fetézce
a akonitazy v bazalnich gangliich HD pacientii, prokdzana biochemickymi studiemi a (6)
pfitomnost poSkozenych mitochondrii pfi ultrastrukturdlni studii kortikalnich biopsii HD

pacientil (napt. Browne a Beal, 2004).

1.7. Erytropoetin

Erytropoetin (EPO) je hemopoeticky ristovy faktor o molekulové hmotnosti 34 kDa, ktery
stimuluje  erytropoézu. EPO podporuje proliferaci a diferenciaci erytroidnich
progenitorovych bunék a je rozhodujici pro jejich ptezivani. Hlavnim mistem produkce
EPO jsou fetalni jatra a adultni ledviny. Mysi s deficitem genti pro EPO nebo jeho receptor
umiraji 13. den intrauterinniho vyvoje v disledku anémie zptisobené poruchou definitivni
erytropoézy (napf. Byts a Sirén, 2009).

EPO se vaze na specificky receptor (EPO-R), ktery patfi mezi cytokinové receptory
s jednoduchym fetézcem. Drdha signalizace EPO je ukoncena aktivaci fosfatdz, které
defosforyluji JAK2 (Janus family tyrosine kinase 2). Komplex ligand-receptor je potom
internalizovan a degradovan proteazomy (Youssoufian et al, 1993).

Exprese EPO/EPO-R mRNA, stejné jako samotného proteinu, byla detekovana v nékolika
oblastech v mozku mysi i primati. Tyto oblasti zahrnuji kortex, hipokampus a amygdalu,
mozeéek, hypotalamus a NC (Marti et al, 1996; Sirén et al, 2001). Vin vitro
experimentech byla zjisténa exprese EPO a jeho receptoru v neuronech, astrocytech
(Bernaudin et al, 2000; Masuda et al, 1994), oligodendrocytech (Genc et al, 2006),
mikrogliovych (Nagai et al, 2001) a endotelovych bunkach (Brines et al, 2000). Tyto
nalezy ukazuji na Siroké spektrum funkci erytropoetinu v mozku.

Exprese EPO a EPO-R v dospélém mozku je citlivd na zatéZ organismu a je regulovana

dostupnosti kysliku - hypoxie a ischémie jejich expresi zvySuji (Bernaudin et al, 1999;
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Bernaudin et al, 2000; Fandrey, 2004; Lewczuk et al, 2000). Jiné¢ stimuly jako
hypoglykémie, uvolnéni inzulinu, reaktivni formy kysliku, IGF (insulin-like growth factor)
aktivuji hypoxii indukovatelny faktor a tak zvysuji expresi EPO (Chandel et al, 1998;
Masuda et al, 1997). Prozanétlivé cytokiny snizuji v astrocytech expresi EPO mRNA, ale
zvysuji expresi EPO-R mRNA (Nagai et al, 2001).

Mnohé in vitro a in vivo studie ukazaly, ze erytropoetin mize mit neurotrofické
a neuroprotektivni u¢inky nezéavisle na zvySeni hematokritu. EPO a jeho derivaty maji
piimy neuroprotektivni ti€inek jak na modelech bunécnych kultur, tak i po piimé aplikaci
do mozku (Bernaudin et al, 1999; Sadamoto et al, 1998; Sakanaka et al, 1998). Exprese
EPO/EPO-R v nervovych bunkach je indukovana hypoxickym a ischemickycm stresem
a prispiva 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), zatimco snizeni endogenniho EPO v mozku zvysuje ischemické poskozeni
(Sakanaka et al, 1998). Geneticky podminéna ablace EPO-R v mozku zhorSuje
neurogenezi a prezivani neuronit po mozkové mrtvici (Chen et al, 2007; Tsai et al, 2006)
a naopak, zvysSend exprese EPO je spojend s redukei rozsahu postischemického postizeni,
edému mozku a funk¢nich deficitd u akutniho (ischemického) modelu mozkové mrtvice
(Kilic et al, 2005).

EPO tedy indukuje Siroké spektrum bunéénych odpovédi v mozku, nasmérovanych na
ochranu a regeneraci poskozené tkané. Zakladnim mechanismem neuroprotekce je
schopnost EPO inhibovat apoptézu v kulturach neuronti tim, Ze redukuje poSkozeni DNA
a asymetrii bunéné membrany (Celik et al, 2002; Kilic et al, 2005; Ruscher et al, 2002;
Shingo et al, 2001; Villa et al, 2003; Wu et al, 2007). Dalsim protektivnim mechanismem
je schopnost EPO chranit bunky pied oxida¢nim poskozenim (Solaroglu et al, 2003; Wu et
al, 2007). EPO inhibuje peroxidaci lipidi zvySenim aktivity antioxidacnich enzymd,
napiiklad superoxid-dismutazy a glutation-peroxidazy (napt. Kumral et al, 2005). EPO
snizuje zanétlivou odpoveéd’, redukuje reaktivni astrogliézu a aktivaci mikroglie a inhibuje
pfesun bunék imunitniho systému do mista poskozeni (napf. Agnello et al, 2002; Villa et
al, 2007; Zhang et al, 2005). V kulturach cerebrovaskularnich endotelovych bunék EPO
snizuje TNF-a (tumor necrosis factor-alpha) a indukovanou expresi gend pro IL-6
(interleukin-6), IL-1B, CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4) a IL-1a (Avasarala
a Konduru, 2005). Erytropoetin chrani integritu cév a stimuluje angiogenezi (Jaquet et al,
2002; Ribatti et al, 2003; Wang L et al, 2004). EPO podporuje diferenciaci neuroblastii, jak

v kulturdch neurdlnich kmenovych bunék pochazejicich z embryonalnich i1 adultnich
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neurogennich zon, tak v kulturach embryondalnich neuralnich progenitorovych bunék (Chen
et al, 2007; Lipton, 2004; Shingo et al, 2001; Tabira et al, 1995). Zvysuje i proliferaci
progenitori oligodendrocytii a podporuje jejich diferenciaci in vitro (Nagai et al, 2001;
Sugawa et al, 2002).

Prvni studie ucinku erytropoetinu u akutniho ischemického poskozeni mozku u lidi
dokazuje, ze vysoké davky intravendzné aplikovaného EPO jsou nejen dobie tolerované,
ale maji za nasledek klinické zlepsSeni uz po 30-ti dnech 1écby (Ehrenreich et al, 2002).
Povzbudivé vysledky prokazujici neuroprotektivni vlastnosti EPO byly nedavno dosazeny
1 v dalSich klinickych pilotnich studiich tykajicich se 1é€by sekundarni periferni neuropatie
(Hassan et al, 2003), chronické schizofrenie a roztrousené sklerézy (Ehrenreich et al,
2007).

V soucasné dobé je erytropoetin prominentni soucdsti seznamu hemopoetickych
a angiogenetickych faktort, které jsou exprimovany v CNS a maji protektivni funkci, ¢im

se fadi mezi slibn¢ kandidaty pro terapeutické vyuziti u onemocnéni CNS.
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2. CILE STUDIE

e Podrobna morfologicka charakteristika (pomoci histologickych, imunohistochemic-
kych a imunofluorescenénich technik) rozvoje NDP ve striatu mozku potkant
po neurotoxické (QA) 1ézi, reprezentujici tradicni model HD, v porovnani
s kontrolnimi (stejné starymi) zvitaty:

a) Vv akutni fazi rozvoje NDP, tj. u zvitat ptezivajicich 3, 6-7, 14 a 28 dni po QA 1ézi.

b) v chronické fazi NDP, tj. u zvifat ptezivajicich 3, 6, 9 a 12 mésicti po QA 1ézi.

e Podrobna morfologicka charakteristika (pomoci histologickych, imunohistochemic-
kych a imunofluorescencnich technik) rozvoje NDP ve striatu mozku potkanti
transgennich pro HD, reprezentujici zcela novy model HD, v porovnani se (stejné

starymi) kontrolnimi (wt) zvifaty, u zvifat s pfezitim 2, 6, 12, 18 a 22-24 mésici.

e Kvantitativni hodnoceni mitochondrialni respirace (u vSech skupin tgHD potkani
Vv porovnani s kontrolnimi  zvifaty) vzhledem k pfedpokladané¢  participaci

mitochondrialni dysfunkce v patogenezi HD.

e Kvantitativni (stereologickd) analyza (program Ellipse) rozvoje reaktivni astrogliézy

u jednotlivych skupin tgHD potkanii v porovnani s kontrolnimi zvifaty.

e Sledovani bezprostfedniho u¢inku erytropoetinu na rozvoj degenerativniho procesu ve
striatu fenotypu HD u potkant s neurotoxickou (QA) 1ézi (pomoci histologickych,
imunohistochemickych a imunofluorescenénich technik, Western Blot analyzy,

behavioralniho testovani zvitat a vysetfeni krevniho obrazu).
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Laboratorné pripravovana fixativa, roztoky, pufry

4% neutralni formaldehyd — zakladni fixacni roztok

- originalni (40%) roztok formaldehydu se nafedi ,,pramenitou* vodou v poméru 1:9,
roztok se neutralizuje pfidanim CaCO3 a uchovava se v tmavé lahvi.

4% paraformaldehyd — pro kryostatové fezy

- 4 g paraformaldehydu se rozpusti ve 100 ml PBS nebo PB pufru zahiatého na 60 °C. Do
roztoku se ptida par kapek 4M NaOH a kone¢ny roztok se prefiltruje.

Koncentrovany roztok sacharézy - pro kryoprezervaci

- 5 g sacharozy rozpusténé ve 25 ml destilované vody se doplni 25 ml 0,2M PB (10%
sachardza); 10 g sachar6zy rozpusténé ve 25 ml destilované vody se doplni 25 ml 0,2M PB
(20% sachar6za); 15 g sachar6zy rozpusténé ve 25 ml destilované vody se doplni 25 ml
0,2M PB (30% sachar6za).

Cytoskeletalni extrakéni pufr — pro WB analyzu GFAP

- 75 mM Tris, 0.9 M NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 2 mM CacCl2, 1% Triton X-100,
10% glycerol, 0.5% SDS, 0.5% deoxycholat; pH pufru se upravi na 7,4.

Respira¢ni médium MiROS — pro oxygrafické méfeni

- 0.5 mM EGTA, 3 mM MgCl,, 60 mM K-laktobionat, 20 mM taurin, 20 mM HEPES, 110
mM sachar6za, 1 g/l BSA (FFA); pH =7,4.

3.2. Laboratorni zvirata

3.2.1. Potkani pro QA lézi a kontroly

K experimentim byli pouziti bili laboratorni potkani - samci kmene Wistar (o vaze 220-
240 g na zacatku pokusu; BioTest Konarovice, CR). Zvifata byla chovana ve vivariu LF
Vv Hradci Kréalové za standardnich laboratornich podminek (klimatizovany vzduch, teplota
15-21°C, vlhkost 50-60% a 12 hodinovy cyklus svétla a tmy), denni limit potravy
(standard) byl 25-28 g na potkana a tekutiny ad libitum. Zvifata byla po operaci chovana
v samostatnych klecich, po mésici byla seskupena do kleci po maximalné 4 zvifatech
(podle skupin). Vaha potkanti byla orientatné kontrolovana pied operaci, pied aplikaci
BrdU a pied ukonc¢enim pokusu.

Zvitata byla usmrcena za 3, 6-7, 14 a 28 dni, 3, 6, 9 a 12 mé&sicii po aplikaci neurotoxické

kyseliny.
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3.2.2. Potkani transgenni pro Huntingtonovu chorobu a kontroly

Byli pouziti homozygotni potkani transgenni pro HD a jejich homozygotni wt kontroly (na
pozadi kmene Sprague-Dawley, 51 CAG repetici na N-terminalnim fragmentu htt).
MnozZeni i genotypizace potkant byly provedeny dodavatelem (Nguyen HP a Riess O,
Ustav 1ékaiské genetiky, Univerzita v Tiibingenu, Némecko). Zvifata byla pfivezena cca 2-
4 tydny po genotypizaci (AnLab, Praha, CR). Chovné podminky ve vivariu LE-HK byly
stejné jako pro potkany kmene Wistar.

Zvitata byla odebirdna (usmrcena) ve véku 2, 6, 12, 18 a 22-24 mésicu.

3.3. Operacni zakroky

Veskera manipulace se zvifaty a operacni zadkroky byly provadény v souladu s pravidly pro
praci se zvitaty (Zakon €. 246/1992 Sb., Vyhlaska MZ ¢. 311/1997) a na zaklad¢ schvaleni
Odbornou komisi pro ochranu zvitat proti tyrani UK v Praze, LF v Hradci Kralové.
Operacni zékroky byly provadény neurochirurgem v opera¢ni mistnosti vivaria LF-HK za

polosterilnich podminek.

3.3.1. Anestézie

Anestézie zvifat byla provedena i.m. aplikaci kombinace ketaminu (Narketan 10% inj.,
Vétoquinol S.A., Francie; 100 mg/kg) a xylazinu (Xylazin 2% inj., Bioveta, CR; 16
mg/kg).

3.3.2. Neurotoxicka a kontrolni léze

Neurotoxicka 1éze byla navozena intrastriatovou injekci 2x1 pl kyseliny chinolinové (QA;
Sigma-Aldrich, CR; 17ug/2 ml aqua pro inj.) do pravé hemisféry (obr. 3A, B) do dvou
mist (etazi) z jednoho vpichu s pouzitim nasledujicich koordinat: A 1.2; L 2.5; V 5.0a 4.5
od bregmatu (A — anterior, P — posterior, V — ventralis; koordinaty jsou uvadény v mm);
linie zubti = 0. Aplikace byla provedena pomoci stereotaktického pftistroje (Koppf, New
York, USA) pouzitim automatického davkovace Syringe Pump SP310 (World Precision
Instruments, Némecko). Zvifatim s kontrolni 1ézi (sham-lesioned/sham-L) byl do striata

aplikovan fyziologicky roztok (2x1ul).
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Obr. 3. (4) Detail navrtu kalvy a (B) injekcni aplikace QA do striata v pravé hemisfére.

3.3.3. Aplikace bromodeoxyuridinu

Bromodeoxyuridin  (BrdU; Sigma-Aldrich, CR) byl rozpoustén vaqua pro inj.
na koncentraci 120 mg/kg nebo 50 mg/kg v termostatu pii 60°C (aby bylo dosazeno jeho
uplného rozpusténi), maximalné piil dne pted podanim a az do aplikace uchovavan pii 37-
40°C. Potkantim byl aplikovan i.p. v n¢kolika schématech podle zaméfeni pokusu:

a) 120 mg/kg 15 a 3 hodiny pted ukon¢enim pokusu

b) 120 mg/kg 66, 42 a 15 hodin pied ukon¢enim pokusu

¢) 120 mg/kg 0.-3. den pokusu a pak 48 a 24 hodin pied ukon¢enim pokusu

d) 50 mg/kg 13 dni po vytvofeni neurotoxické QA 1éze a u zvifat piezivajicich 35 dni

navic 29.-34. den pokusu - u zvifat ze skupiny EPO/palcebo.

3.3.4. Aplikace erytropoetinu

RhEPO (rekombinantni lidsky erytropoetin; EPREX, Janssen-Cilag, CR) byl aplikovan i.p.
v davce 3000 IU/kg, 1x denné po dobu 6 dni. Paraleln¢ s aplikaci thEPO bylo kontrolni
skupiné aplikovano placebo (fyziologicky roztok, i.p., 0,5 ml). Podavani rhEPO/placebo
bylo zahdjeno 8. nebo 29. den po intrastriatové injekci QA a zvifata byla usmrcena

nasledujici den po posledni aplikaci EPO/placebo (obr. 4).

QA IEPO/pIacebclJ
| 1 |
0 8 14 dni

QA EPO/pIacebP
|
| | |
0 29 35 dni

Obr. 4. Schéma podavani rhEPO/placebo v pilotni studii pro sledovani okamzitého ucinku

EPO na rozvoj NDP ve striatu p7i aplikaci v akutni a chronické fazi NDP.
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3.3.5. Odbér mozkové tkané

Zvitata byla usmrcena v hluboké narkéze (ketamin-xylazin) transkardidlni perfuzi
fixa¢nim roztokem (4% neutralni formaldehyd, 4% paraformaldehyd) nebo exsanguinaci
bez perfuze. Mozek byl vystipan z lebky a pfikrojen pomoci Brain Blockeru (Better
Hospital Equipment Corp., New York, USA) do identickych tkanovych blokl uréenych
pro dalsi zpracovani (po odkrojeni 3 mm celnich lalokii byl ptikrojen vlastni blok tkané

0 tloust’ce 4 mm).

3.4. Histologické zpracovani pro svételnou mikroskopii

3.4.1. Parafinové fezy

Tkanové bloky byly imerzné dofixovany jesté 3 dny (ve 4% neutralnim formaldehydu) pti
pokojové teploté. U transgennich potkan i1 jejich wt kontrol byly navic oddéleny
hemisféry (tedy kazdda hemisféra byla zpracovana samostatné¢). Tkan byla potom
odvodnéna vzestupnou alkoholovou tadou, projasnéna xylenem a zalita do parafinu.
Z parafinovych blockl byly nakrajeny sériové frontalni fezy o tloustce 7 pm, které byly
lepeny na podlozni sklo pomoci kamencové Zelatiny. Po odparafinovéani a zavodnéni byl
kazdy 15. fez standardné obarven hematoxylinem a eosinem. Obarvené fezy byly opét
dehydratovany vzestupnou alkoholovou fadou, projasnény xylenem a montovany do

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

3.4.2. Kryostatové fezy

Po perfizi 4% paraformaldehydem byl mozek ptikrojen stejn€ jako mozek pro parafinové
fezy. Po 3 hodinové imerzni postfixaci (ve 4% paraformaldehydu) nésledovala
kryoprezervace v 10% roztoku sachardzy 2 hodiny, poté ve 20% sacharéze 3 hodiny
a nakonec ve 30% sacharoze pies noc (resp. dokud tkanovy blok neklesl ke dnu nadobky).
Postfixace 1 kryoprezervace probihala v lednici pfi 4°C. Na kryostatu pak byly krajeny

sériove fezy o tlouStce 8 um a lepeny na APES-ova skla.

3.5. Imunohistochemie a imunofluorescence

Byla provedena imunohistochemicka analyza vybranych protilatek jak na parafinovych
fezech, tak 1 na fezech kryostatovych, které vsak byly pouzivany jen vyjimec¢né. Parafinové
fezy byly odparafinovany a zavodnény sestupnou alkoholovou fadou. Pouziti nekterych

protilatek vyzadovalo jesté specialni predpfipravu fezi:
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- pro detekci polyglutaminu byla pouzita 98% kyselina mravenc¢i (5 minut pii pokojové
teploté) - aby se rozpustily amyloidni fibrily a doslo tak k maximalnimu odhaleni epitopti

- pro detekci BrdU byla nezbytna hydrolyza DNA inkubaci s 2N HCI po dobu 30 min pfi
4°C

- pro detekci CNP-azy byly fezy natraveny 0,1% pepsinem v roztoku 0,1 N HCI - 30 minut
pti 37°C

- vétSina detekci jeSté vyzadovala nésledné oSetieni fezii v mikrovinné troub¢ 3x 5 minut
pii 800W v citratovém pufru (pH 6,0) pro odhaleni epitopi. Po vychladnuti byly fezy
oplachnuty v destilované vod¢ a v PBS.

Vsechny fezy byly inkubovany 3x10 minut v roztoku 0,2% H,O, pro redukci aktivity
endogenni peroxiddzy. Po dal$im oplachu v PBS pufru bylo na fezy aplikovano neimunni
osli sérum (pro potlaceni nespecifické vazby protilatek) na dobu 20 minut pii pokojové
teploté. Bez oplachu byla pfidana primarni protilatka (viz 3.5.1.) a fezy byly inkubovany
pres noc ve vlhké komurce v lednici (pti 4°C). Druhy den byly fezy oplachnuty 3x 5 minut
v PBS a dalsich 45 minut inkubovany s odpovidajici sekundarni protilatkou (viz. 3.5.2.) pfi
pokojové teploté. Po dalsim oplachu v PBS pufru byly fezy inkubovany se streptavidinem
konjugovaném s kienovou peroxidazou (fedeni 1:300) po dobu 45 minut pii pokojové
teploté. Misto vazby peroxidazy bylo po oplachu v PBS vizualizovano tetrachloridem
diaminobenzidinu (DAB) 5 az 15 minut za kontroly ve svételném mikroskopu. Po oplachu
Vv destilované vodé¢ nasledovalo jesté zvyraznéni 3% roztokem modré skalice, dalsi oplach
V destilované vodé a dobarveni fezii 0,1% metylovou zeleni nebo Gillovym
hematoxylinem, dehydratace a zamontovani do montovaciho média (Klinipath b.v.,
Holandsko).

Pro imunofluorescenci jsme pouzili dvoustupiovou nebo tfistupiiovou sekvencni metodu,
kdy fluorochrom Cy3 nebo Alexa 488 byly navazany na sekundarni protilatku nebo na
streptavidin. Jadra byla dobarvena 4',6-diamidino-2-phenylindolem (DAPI). Rezy byly
zamontovany do montovaciho média DAPCO (Sigma-Aldrich, CR).
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3.5.1. Pouzité primarni protilatky

3.5.1.1. Monoklonalni protilatky

Seznam pouzitych primarnich monoklonalnich protilatek je uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1. Prehled primdrnich monoklondlnich protilatek

protilatka klon hostitel fedeni vyrobce/dodavatel
AlF1 1022-5 mys 1:40 Acris Antibodies
BrdU Bu20a mys 1:100 Dako
B-11-tubulin TU-20 mys 1:20 Exbio

CNP-ase 11-5B mys 1:500 Sigma-Aldrich
GFAP G-A-5 mys 1:400 Sigma-Aldrich
MAP2 HM-2 mys$ 1:500 Sigma-Aldrich
NCAM 5B8 mys$ 1:4 DSHB

NeuN A60 mys 1:50 Chemicon

nestin 10C2 mys$ 1:200 Chemicon

nestin RAT-401 | potkan 1:4 DSHB

PCNA PC-10 mys$ 1:20 CRC Lab. Univ.
polyglutamine 5TF1-1C2 | mys 1:20000 Chemicon
synaptophysin SY38 mys 1:20 Dako

vimentin V9 mys 1:100 Sigma-Aldrich
vimentin (konjugovany | V9 mys 1:100 Sigma-Aldrich

s Cy3)

3.5.1.2. Polyklonalni protilatky

Seznam pouzitych primarnich polyklonalnich protilatek je uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2. Prehled primadrnich polyklondlnich protilatek

protilatka hostitel fedeni vyrobce/dodavatel
BrdU ovce 1:50 Abcam

GFAP kralik 1:400 Dako

MAP2 kralik 1:700 Chemicon

S100B kralik 1:300 Dako

vimentin koza 1:20 Chemicon

NG2 kralik 1:200 Chemicon
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3.5.2. Pouzité sekundarni protilatky
Seznam pouzitych sekundarnich protilatek je uvedeny v tabulce 3.
Tab. 3. Prehled sekundarnich protilatek

protilatka (konjugat) hostitel fedeni vyrobce/dodavatel
anti-kozi (biotin) osel 1:1000 Jackson ImmunoRes. Lab.
anti-krali¢i (biotin) osel 1:500 Jackson ImmunoRes. Lab.
anti-mysi (biotin) osel 1:500 Jackson ImmunoRes. Lab.
anti-potkani (peroxidaza) | koza 1:1000 Pierce Biotechnology
anti-kozi (Alexa 488) kuie 1:250 Molecular Probes
anti-kozi (Alexa 488) osel 1:250 Invitrogen

anti-kralici (Alexa 488) | koza 1:250 Invitrogen

anti-mysi (Alexa 488) koza 1:250 Molecular Probes
anti-mysi (Cy3) osel 1:250 Jackson ImmunoRes. Lab.

3.6. Fotodokumentace

Digitalni mikrofotografie z histologickych a imunohistochemickych fezl byly zhotoveny
na mikroskopu BX-51 (Olympus, CR) pomoci softwaru Cybernetics, verze 4.51
(Laboratory Imaging, Praha, CR).

Pro digitalni mikrofotografie z fluorescenéniho mikroskopu Nikon Eclipse E400 byl pouzit
software Lucia G/F, verze 4.82 (Laboratory Imaging, Praha, CR).

Piehledové digitalni mikrofotografie fezii mozkem byly ziskdny na stereomikroskopu
Olympus SZX9 s pouzitim horniho studeného svétla KL 1500 LCD Olympus softwarem
Quick Photo Micro (Olympus, CR).

Snimky byly podle potieby 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
porovnavani zmén, popisovanych u jednotlivych skupin zvifat), ne podle potadi, ve kterém

se objevuji v textu.

3.7. Cylindr test
Behavioralni testovani zvifat ve studii s EPO bylo provedeno 24 hodin ptfed zacatkem
pokusu a nasledné ob den béhem celého experimentu. Zvifata byla pfi testu umisténa ve

sklenéné vélcové nadobé a v intervalu 3 minut byly pocitany doteky pifednich tlapek na
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sténu nadoby (cylindru) pro kazdou koncetinu zvlast — pocet dotekit byl pak vyjadien

procentudlnim pomérem.

3.8. Odbér krve
Krev pro kompletni hematologické vysetfeni byla odebirdna sklenénou kapildrou
Z retroorbitalnich sinusii ve vnitinim koutku oka potkanti. Krevni rozbor byl proveden na

Ustavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice v Hradci Krélové.

3.9. Western Blot

K semikvantitativnimu hodnoceni obsahu GFAP ve striatu po aplikaci thEPO nebo placeba
jsme pouzili Western Blot (WB) analyzu, ktera byla provadéna ve spolupraci s Ustavem
farmakologie Lékarské fakulty v Hradei Kralové.

U zvifat usmrcenych exsanguinaci byly z vyjmutych mozkti nejprve odkrojeny 3 mm
z Celnich lalokti a pak pfikrojen 5 mm blok tkédn€. Hemisféry byly odd€leny od sebe
azkazdé bylo vypreparovdno celé striatum. Tkan striata jsme zhomogenizovali
v chlazeném cytoskeletalnim extrakénim pufru. Nésledovala extrakce proteinli a méteni
jejich koncentrace Lowryho metodou. Homogenaty byly potom inkubovany 30 minut pii
pokojové teploté se vzorkovym pufrem. Proteiny byly separovany pomoci gelové
elektroforézy (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) na
11% polyakrylamidovych gelech. Proteiny byly pfeneseny na nitrocelulézovou membranu,
ktera pak byla inkubovéana 1 hodinu s Chemiblockerem (Chemicon, CR) pro zablokovéni
nespecifickych vazebnych mist. Nasledné byla membrana inkubovana 1 hodinu s anti-
GFAP (tedeni 1:200) pti pokojové teploté a pak se sekundéarni protilatkou (fedeni 1:7000).
Navézana protilatka byla vizualizovana chemiluminiscencné s naslednou expozici filmu.
Ziskany obraz byl naskenovan do pogitate (ScanMaker 1900, UMAX, Praha, CR)
a vyhodnocen za pouziti softwaru QuantityOne (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA).

3.10. Mitochondrialni respirace

Aktivitu enzymovych komplexti dychaciho fetézce jsme hodnotili pomoci respirometrie.
Principem této metody je méteni ubytku kysliku v uzaviené komiirce v disledku spotieby
O, biologickym materialem. K méteni jsme vyuzili oxygraf Oroboros-2k (Rakousko).
Mgéfeni bylo provadéno na Ustavu fyziologie Lékai'ské fakulty v Hradci Kralové.

Mozky potkani usmrcenych exsanguinaci byly zpracovany stejnym postupem jako pro

WB analyzu (viz 3.9.). Vypreparovana striata jsme zhomogenizovali v médiu MiROS5
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pistovym homogenizatorem na ledu na 50% homogenat. Pfi hodnoceni aktivity
respira¢nich komplext I a II jsme do komurky, temperované na 37°C, napipetovali 2,1 ml
média MiROS5 a 50 pl homogenatu mozku a komurku jsme uzavreli titanovym uzavérem.
Signal jsme nechali ustalit a pies kapilaru uzavéru jsme ptidali respiracni substraty
a inhibitory. Nejprve jsme piidali substraty oxidované NADH-dependentnimi
dehydrogenazami - malat (2,5 mM) + glutamat (10 mM) - které ptedavaji elektrony na
respiracni komplex 1. ATP-syntazu jsme aktivovali pomoci ADP (1 mM) a hodnotili jsme
index respirac¢ni kontroly. Pfidavek cytochromu c (20 uM) slouzil k hodnoceni integrity
mitochondrialnich membran. Komplex I jsme nasledné inhibovali rotenem (1 uM) a pak
jsme pridali substrat pro komplex II (10 mM sukcinatu). Pti hodnoceni funkce cytochrom
c-oxidazy (COX) jsme do komurky ke 2,1 ml média MiROS5 napipetovali 10 pl
homogenatu a po uzavieni komiirky jsme pfidali cytochrom c (20 pM), askorbat (5 mM)
a tetramethylfenylendiamin (TMPD - 1 mM). Data byla zpracovana pomoci softwaru
Datlab 3 a Datlab 4 (OROBOROQOS, Rakousko). Od spotieby kysliku COX byla odectena
autooxidace askorbidtu a TMPD. Nameéiené hodnoty jsou prezentovany jako spotieba

kysliku za jednotku ¢asu na mnozstvi biologického materidlu (pmol O . s*. mg™ proteinu).

3.11. Stereologicka analyza digitalizovaného obrazu

Pokusili jsme se aplikovat morfometrické principy pro odhad celkové denzity GFAP ve
striatu. Imunohistochemické barveni anti-GFAP jsme kvantifikovali pomoci programu
Ellipse 2D (ViDiTo, Kosice, SR). Z kazdé série ez, nakrajenych z mozku tgHD potkant
a jejich wt kontrol, jsme vybrali 10 fezt (vzdalenost mezi hodnocenymi fezy byla 70 pm)
a provedli jsme imunohistochemickou detekci GFAP. Digitalni mikrofotografie striata byly
potizeny standardnim zpusobem (viz 3.6.) pii zvétSeni 20x. Velikost plochy
imunohistochemického barveni ve striatu byla hodnocena pomoci bodové testovaci sondy
(testovaci mtizky). Princip kvantifikace je demonstrovan na obr. 5. K vypoctu byl pouzit
vzorec estA = a*P, kde parametr a odpovida plose jednoho testovaciho bodu a P je pocet
bodu testovaci sité, které protinaji méfenou strukturu (Nachtigal et al, 2002). Plocha

pozitivniho GFAP barveni je pak vyjadiena v mmZ.
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Obr. 5. Princip kvantifikace GFAP ve striatu. Prisecniky barveni a testovaci mrizky jsou

vyznaceny cervene.

3.12. Statistické hodnoceni

Statistické hodnoceni bylo provedeno pouzitim softwaru GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, California, USA). Vysledky jsou uvedeny jako pramér +
smérodatna odchylka pruméru (SEM, standard error of mean). Pro urceni statistickych
vyznamnosti byla stanovena hladina p<0,05. ANOVA test a Tukey test byly pouzity pro
hodnoceni statistické vyznamnosti zmén mezi riiznymi vékovymi skupinami; neparovy t-

test byl proveden pfi hodnoceni vysledkli mezi stejnymi vékovymi skupinami.
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4. VYSLEDKY

4.1. Experimentalni modely Huntingtonovy choroby

4.1.1. Neurotoxicka (QA) léze

Neurodegenerativni proces ve striatu je hlavnim morfologickym znakem HD.
Mortfologické zmény pii NDP jsou u QA 1€ézi charakterizovany zejména rychlym rozvojem
degenerace vétSiny striatovych neuront a nasledné reaktivni glidozy. Degenerace neuront,
zejména jejich dendritd, se vyznamné podili na redukci neuropilu. Rozvoj téchto zmén
postupuje pfiblizn€ koncentricky od mista vpichu jehly pfi aplikaci QA smérem na periferii
striata (tedy vzhledem ke struktufe striata vice laterdlné nez medialn¢), proto intenzita
poskozeni neni homogenni. V oblasti kanalu vpichu (KV) se rozviji totalni nekréza. Oblast
totalni nekrézy sice nema u pacienti s HD zadny ekvivalent, ale z hlediska intenzity
rozvoje NDP ma vypovidaci schopnost, napt. pti hodnoceni ucinku EPO (viz. 4.2.1.).
Typicky NDP se rozviji ptedevsim lateralné od centra QA 1éze, proto je tato oblast zvolena
za zakladni nejen pii porovnavani jednotlivych vékovych skupin po QA 1ézi, ale i pro
porovnani se skupinou transgennich potkani. Centralni ¢éast 1éze (kromé oblasti KV) ale
poskytuje moznost studia celé skaly zmén, predevsim ve vztahu k rozvoji akutni reaktivni
gliézy. Proto pfti popisu akutni faze NDP v QA 1¢ézi vénujeme pozornost i této oblasti.
| kdyz se v NDP postizeném striatu rozviji vyrazna reparativni glidza, tyto astrocyty
nesta¢i nahradit Ubytek Sedé¢ hmoty a dochdzi tak k atrofii striata kompenzované
rozSitovanim lateralnich mozkovych komor. Stupenn dilatace komor odpovidd jak
zavaznosti poSkozeni, tak i stadiu NDP.

Do akutni faze NDP jsme zahrnuli rozvoj zmén v mozku dospélych potkanti za 3, 6-7, 14
dni a 1 mésic po aplikaci QA. Masivni neurodegenerace, provazena reakci gliové slozky
parenchymu (v této Casné fazi zejména astrocytil) se zacina rozvijet zhruba po 2 dnech
a maxima dosahuje 6.-8. den. Pak se rozvoj NDP zpomaluje, ale piiblizn¢ do konce 1.
mesice ma jesté charakter akutniho poskozeni striata (obr. 6a). Nasledné pak prechazi do
chronického stadia. Chronické stadium NDP, opét pfedev§im se zaméfenim na reaktivni

glidzu, jsme hodnotili za 3, 6, 9 a 12 mésicti po QA 1ézi (obr. 6b, 6¢).
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Obr. 6. Po intrastriatové aplikaci QA do pravé hemisféry se ve striatu rozviji NDP, ktery vede
k jeho atrofii, kompenzované dilataci ipsilateralni postranni mozkové komory. Rozsifeni komory
v porovnani s kontralateralni intaktni hemisférou je dobie patrné jiz (a) za 14 dni. Rozsah dilatace
odpovida zavaznosti poskozeni, tedy progresi NDP ve striatu, jak vidime za (b) 3 mésice a (c) 6
meésict po QA 1ézi. H&E; meritko 1,5 mm.

4.1.1.1. Akutni faze neurodegenerativniho procesu u QA léze

TFi dny po QA 1€zi jsme jiz zaznamenali vyraznou degeneraci neuroni v centralni oblasti
léze. K jejich detekci jsme kromé H&E a Bodianovy impregnace neurofilament pouZili
Skalu neuronalnich markertt detekujicich jednak jadra neuroni (anti-NeuN), jednak
neurofilamenta v cytoplasmé (tél i vybézki) — anti-p-111-tubulin a anti-MAP2 — i synapse
v neuropilu (anti-Synaptophysin). VSechny uvedené markery (kromé anti-Synaptophysinu)
nam potvrdily vymizeni neuronti v centralni ¢asti QA léze a jejich postupnou degeneraci
smérem k periferii, tedy rozvijejici se NDP ve striatu. Detekce synaptophysinu ukézala, Ze
hustota synapsi v neuropilu se redukuje jen pozvolna (¢aste¢né i proto, Ze jejich denzita je
Vv normalnim striatu tak vysokd, ze mirny ubytek vétSinou ani nelze postiehnout).
Charakteristické zmény v jadrech degenerujicich hyperchromnich (tzv. denznich) neuronti
(karyorexi az karyolyzu) na zacatku rozvoje NDP vV porovnani s kontrolnimi zvifaty
prokazala predev§im detekce NeuN. U sham-operovanych potkani doslo k degeneraci

neurontl pouze v oblasti bezprostiedné kolem KV.
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Ke znazornéni ostatnich elementti, pfedevSim astrocytli, jsme pouzili detekci (zejména
imunofluorescen¢ni) tfi intermedialnich filament — nestinu, jako markeru neuralnich
kmenovych/progenitorovych bunék (NKB/NPB), ale i aktivovaného endotelu cév,
vimentinu, ktery je typicky pro nezralé/aktivované astrocytarni bunky, endotel a zejména
hladkou svalovinu cév, a GFAP ptedevsim k detekci reaktivnich astrocytti — a dale S100p
proteinu, ktery je exprimovan vétsinou GFAP" i GFAP" astrocyttl, ale (jak prokézaly nase
nalezy) Ize pomoci n¢ho také prokéazat postupné vyzravani/starnuti té€chto astrocytu.

Ve striatu, poSkozeném rozvijejicim se NDP, byl také pfitomen znacny pocet relativné
velkych BrdU" jader, znagicich vyraznou proliferaci bunék (obr. 12a). BrdU je analog
tymidinu, ktery se zabudovava do DNA délicich se bun¢k v prubéhu S-faze. Vyraznou
prolifera¢ni aktivitu dokumentovala i detekce PCNA (proliferating cell nuclear antigen),
ktery je akumulovan v jadie délicich se bun¢k na konci G; a na zacatku S-faze, tedy jeste
pred replikaci DNA, a jeho koncentrace se v pribéhu G; a M-faze snizuje. Piekvapive, jen
zcela ojedinéle BrdU™ buiiky exprimovaly také nestin, vimentin nebo GFAP (obr. 13a,
13b). Cast BrdU™ (PCNA") bunék v centru 1éze (pfedevsim kolem KV) predstavuji
fagocyty, tedy mikroglie a makrofdgy, k jejichz aktivaci dochédzi v disledku zanétlivé
reakce spojené s aplikaci QA. Kromé pouziti specifického markeru anti-AlF1 lze tyto
elementy do jisté miry odlisit i podle jejich typické morfologie, to znamena podle pomérné
objemného téla sobsahem vakuolizované cytoplasmy (v duasledku akumulace
fagocytovanych ¢&astic) — (obr. 14). Mikroglie se aktivuje z rezidentni/neaktivni formy
téchto bunék, zatimco makrofagy vycestovavaji z krevniho fecisté (monocyty) a méni se
v tkdnové fagocyty (histiocyty), jak (mimo jiné) dokumentuje 1 jejich typickd lokalizace
Vv blizkosti cév.

Nestin® bunék byl ve tfidenni QA 1ézi pomérné znaény pocet, zejména kolem centralni
oblasti léze (obr. 15a), avSak rychle se snizoval smérem k periferii, kde nestin-pozitivni
byly v podstaté pouze vaskularni nozky reaktivnich astrocytt, které svym koncovym
rozSitenim vyznacuji sténu cév (a vytvareji tak MLGP), ale navic i1 aktivovany endotel
Vv cévach (obr. 15b). Naproti tomu v intaktnim striatu kontrolnich zvifat jsme expresi
nestinu nezaznamenali viibec, tedy ani v astrocytech, ani v endotelu (obr. 15¢). Pfevazna
vétsina nestin® bunék méla charakter typickych reaktivnich astrocytil s ¢etnymi vétvenymi
vybézky (obr. 17f), z nichz (jako vzdy) byly nejmohutné;si vaskularni nozky, zakotvené na
stén¢€ cév (obr. 17e, 17c¢, resp. 15a, 17a, 17b). Charakteristicka byla ale i pfitomnost nestinu
v endotelovych bunkach vSech cév (obr. 16a) nejen v celé oblasti zasazené NDP (obr. 15a),

ale i v perifernich ¢astech striga (obr. 15b), kde jesté nebyl patrny ani typicky zanik
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neurontl, ani reaktivni gliéza (GFAP" astrocyty), coz svédéi pro jeho aktivaci v reakci na
intenzivni poskozeni (QA 1éze) v témét celém striatu. Na rozdil od intaktnich kontrol, kde
byl endotel ve vSech cévach nestin-negativni (obr. 15c).

V centru 1léze méla vétSina elementli charakter nezralych gliovych bunék (glioblastt)
s malym poctem kratkych vybeézkl (vyjimecné i apolarnich), které byly pievazné pouze
VIM® (obr. 18b, 18c). Vimentin exprimuji také buiiky endotelu a hladké svaloviny
(v tunica media) stény cév, ale (na rozdil od exprese nestinu) nejen v oblasti striatové 1éze
(obr. 16b), ale standardné ve vSech cévach, tedy i V intaktnim striatu (obr. 16c). To
znamena, ze exprese VIM v endotelovych bunkéach nesignalizuje jejich aktivaci, resp.
neovaskularizaci, ale jde o standardni pfitomnost tohoto IF v endotelu.

Zajimavé nalezy jsme dostali pii detekci NG2-glie. Zejména v oblasti centra 1éze dochazi
k aktivaci téchto bunék, aviak jen v pomémé malém poétu. Vyrazné NG2" buiiky postupné
ziskavaji typickou charakteristiku reaktivnich astrocyti (porovnej obr. 1la, 11b a 1lc,
11d).

Nestin® reaktivni astrocyty byly seskupeny zejména kolem centra léze (obr. 17a, piip. 15a)
a koexpresi s vimentinem (obr. 17b, 17e, 17f) nebo s GFAP (obr. 15a) vétsinou vykazovaly
spise smérem do periferie rozsifujiciho se neurodegenerativniho poskozeni striata. Nékteré
z téchto reaktivnich astrocytil jiz vyrazné zvétSily svij objem 1 mnozstvi IF (zejména
vimentinu a GFAP) v cytoplasmé, a proto je oznaCujeme jako hypertrofické reaktivni
astrocyty (obr. 17d, 17f, 18a).

Pouziti protilatky proti S100B proteinu je dalsSim zplisobem detekce astrocytt. S10083
pozitivitu vykazovala hlavné jadra a cytoplasma v télech astrocytu, ale jen minimalné ve
vybézcich. V porovnani se striatem intaktnich zvitat (obr. 19a) jsme vSak zvySeni exprese
S100B zaznamenali pouze v centru 1éze a blizkém okoli — tyto bunky byly bud’ pouze
S100p" a mély charakter astroblasti (obr. 19b) nebo VIM*/S100B" (obr. 19c) - piestoze
piitomnost znaéného poétu reaktivnich GFAP” astrocytll jasné dokazovala rozvoj NDP
(obr. 19b). Jak VIM*/S100B" (obr. 19¢c), tak GFAP*/S100B" (obr. 19b) reaktivni astrocyty

se vyskytovaly piedevs§im v blizkosti cév.

Sesty az sedmy den po QA 1ézi je postupng se rozvijejici atrofie striata jiz natolik vyrazna,
7e je dobfe patrné kompenzaéni rozsifeni ipsilateralni mozkové komory. Detekce NeuN"
(hematoxylin®) jader neuronii (obr. 20a, 20b) prokéazala postupny zanik vétSiny neuronti
v NDP postizeném striatu a pokracujici propagaci tohoto procesu zejména lateralné (obr.

20c). V blizkosti hranice s normalni tkani striata je vzdy v degenerujicim parenchymu jesté
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¢ast neurond zachovéna, i kdyz fada znich jiz vykazuje znamky degenerace rizného
stupné (obr. 20c). I pfes zanik vétSiny neurond v oblasti rozvijejiciho se NDP (zejména
lateraln¢ od KV), ktery zasahl jiz vice nez polovinu objemu striata, se zatim neobjevuji
typické zmény v integrité¢ neuropilu (detekce neurofilament pfedev§im impregnaci podle
Bodiana — obr. 7c, 7d). Zmény tykajici se neuront, astrocytd i cév, které jsme popsali
u tiidenni QA 1éze, se v souvislosti srychle se rozvijejicim NDP ve striatu vyrazné
prohlubuyji.

Cast BrdU" bundénych jader jiz méla o néco mensi velikost a predeviim sniZenou
pozitivitu BrdU (obr. 12b), resp. tato jadra stale vice vazala DAPI, a to zejména v blizkosti
centra 1éze (obr. 21a, 21b). To doklada dalsi d&leni a vyzravani BrdU" bun&k. Ani v tomto
stadiu jsme vSak nenasli vétsi pocet BrdU'/NEST" (obr. 21a, 21b) nebo BrdU/GFAP*
bunck, tedy ditkkaz diferenciace nové generovanych bunék v astrocyty. V podstaté stejné
zmény (i kdyz méné vyhranéné) bylo mozné vidét i pii detekci PCNA (obr. 21c)
V porovnani se stejné starymi kontrolnimi zvifaty (obr. 9e). Intenzita proliferace byla v této
skupin€ nejvyssi ze vsech sledovanych skupin.

NG2" buiiky velmi pozvolna ziskavaji charakter hypertrofickych reaktivnich astrocyti
a prekvapivé, jejich pocet se vyraznéji neméni (obr. 11c, 11d), ackoliv pocet typickych
GFAP" reaktivnich astrocytii se zvy$uje (v porovnani se skupinou potkanti 3 dny po QA
1ézi) velmi vyrazné (obr. 8a, 25a, 25b, 26a, 26b), zejména v centralni oblasti (tj. kolem
kanalu vpichu).

Exprese nestinu je v reaktivnich astrocytech pfedevsim v centru 1éze a kolem ného (obr.
22a, 22b), a to zejména v mohutnych, silnych vybézcich, tedy nejcastéji ve vaskularnich
nozkach (obr. 22a), které jsou obvykle také NEST'/GFAP® (obr. 23a). Zdaleka
nejvyrazngj$i je vSak pozitivita nestinu v aktivovaném endotelu cév (obr. 22b), avSak
smérem do periferie degenerujiciho striata ji vyrazné ubyva (obr. 22c).

V centru 1éze stale zistavaji nezralé glioblasty (s ojedinélymi kratkymi vybézky), které
exprimuji v podstaté pouze vimentin (obr. 24a, 22a). V okolni zoné je pak charakteristicka
pfitomnost VIM'/GFAP" reaktivnich astrocytd (obr. 24b), z nichz mnohé jsou typické
hypertrofické reaktivni astrocyty (obr. 24c). Smérem k periferii (tedy s klesajici intenzitou
degenerace neurontl) pocet VIM' astrocyti pomérné rychle klesa, zatimco GFAP*
astrocytll naopak ptibyva, takze v okrajové oblasti NDP pak ptfevazuji reaktivni astrocyty
exprimujici vétSinou pouze GFAP (obr. 23b, 24b).

Piitomnost silnych svazkii denznich GFAP" gliofilament v cytoplasmég, vyrazné zvétsend

téla a silné vybézky jsou charakteristick¢ znaky reaktivnich (hypertrofickych) astrocyta
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(obr. 25a, 25b) v porovnani s GFAP™ astrocyty Vv intaktnim striatu (obr. 25c¢). Pfekvapivym
nalezem byla detekce dvoujadernych reaktivnich astrocyti (obr. 25a, 25b). Na podkladé
fady dalSich morfologickych nalezli pfedpokladame (napi. také obr. 26a-e), ze tento jev
svedci spisSe o déleni téchto bun€k, nez o vzniku pouze aberantnich diploidnich elementi
(pro tento ptedpoklad svéd¢i napt. i to, ze polyploidni astrocyty jsme nikdy nenalezli).
U této skupiny jsme poprvé zaznamenali znacny pocet typickych hypertrofickych
reaktivnich astrocytii (obr. 8a).Vysledkem zvySené exprese GFAP ve vaskularnich
nozkach byla vyrazna konturace cév (obr. 8b).

Pocet S100B™ reaktivnich astrocytl byl vyrazné vys§i nez u predchozi skupiny, a to
zejména v blizkosti centra 1éze, kde tyto bunky zaroven exprimovaly také vimentin (obr.
26a), resp. GFAP (obr. 26b, 26c, 26d, 26e). S100B protein byl kolem centra 1éze
lokalizovéan nejen v jadie astrocytii, coZ je typicka lokalizace ve vétsing S100B” bunék ve
tiidenni QA 1ézi (obr. 19b, 19¢) a také v astrocytech intaktniho striata u mladych potkanti
(obr. 19a), ale v blizkosti centra 1éze i ve vybéZcich reaktivnich hypertrofickych astrocyti
(obr. 26a, 26b, 26c, 26e), zatimco smérem k periferii byly (zejména S100B*/GFAP")
astrocyty mens$i a S100f protein byl opét vazan predevsim v jadie (obr. 26d, 26¢). Je tedy
evidentni, ze hypertrofické reaktivni astrocyty se objevuji nejdiive v misté¢ nejvétsiho
poskozeni (v tomto piipade kolem centra QA 1éze) a zde také dosahuji maximalni velikosti
a nejvyraznéjsi exprese, resp. koexprese vsech tii detekovanych IF i S100p proteinu.
Nejvyraznéjsi koexprese vsech tii IF, tj. nestinu a zejména pak vimentinu a GFAP, byla
I zde ve vaskularnich nozkach astrocytti (obr. 27a). Tento jev miZeme pozorovat i u cév
v intaktnim striatu, ale v tomto piipadé jsou VIM*/GFAP" pouze vaskularni nozky (ne télo
astrocytu), které jsou vzdy jemné&jsi, nez u typickych reaktivnich astrocytd (obr. 27b).

Dva tydny (14 dni) po aplikaci QA se zékladni charakteristika NDP ve striatu v zasadé¢
nelisi od ptredeslé skupiny, avSak cely proces se zacind postupné zpomalovat. Atrofie
striata je jiZz vyraznd, kompenzovana dilataci ipsilaterdlni mozkové komory (obr. 6a).
Vzhledem k protrahovanému t¢inku QA jsme na periferii 1éze jesté detekovali ojedinélé
intaktni neurony nebo pomalu degenerujici neurony s pyknotickymi jadry béhem celého
obdobi akutni faze rozvoje NDP.

Vyrazné snizena exprese BrdU v jadrech znacenych bunék, resp. postupné ,ifedéni
intenzity signalu, tedy ndhrada exprese BrdU znazornénim chromatinu pomoci DAPI,
dokazuje opakované dé€leni (proliferaci), pfipadné naslednou diferenciaci novotvorenych
bunék (obr. 28). Detekce PCNA v blizkosti centra 1éze rovnéZ potvrzovala tbytek velkych,

vyrazné PCNA" jader, tedy nové generovanych bunék, a naopak byl nartist poétu mensich
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jader se snizenou denzitou exprese PCNA (obr. 9a). Tyto opakované se dé€lici buiky
(jadra) byly téméf vyhradné v degenerujicim neuropilu a jen ojedinéle ve svazcich
myelinizovanych nervovych vlaken. To potvrzuje naSe nalezy, ze K postupné fokalni
demyelinizaci az degeneraci téchto axonl, vyvolavajici reaktivni oligodendrogliozu,
dochazi az v pozd¢jsich stadiich (spise v chronické fazi NDP).

Pocet GFAP™ reaktivnich astrocytl (zejména hypertrofickych) jesté oproti predchozi
skupiné mirn¢ vzrostl (obr. 29a) a byl v této a predchozi (6-7 denni) skupiné nejvyssi ze
vSech hodnocenych skupin, to znamena, ze proces rozvoje reaktivni gliozy ve striatu, ktery
vzdy odpovida intenzit¢ NDP, kulminuje v obdobi 1-2 tydnd po intrastriatové aplikaci
neurotoxické quolindtové kyseliny. I nadéle pfedstavovaly tyto astrocyty dominantni
sloZku parenchymu poskozeného striata.

Exprese nestinu pietrvavala vétsinou jiz jen ve vaskularnich nozkach reaktivnich astrocytt
(obr. 29b), coz je pravdépodobné dokladem postupného vyzravani 1ézi aktivovanych
astrocytli. Nestin® byl tedy pfedeviim aktivovany endotel v pivodnich nebo
VvV novotvofenych cévach (sproutech) — (obr. 29a). V blizkosti centra l1éze se jeSté stale
vyskytovaly VIM® diferencujici se astroblasty s malym poétem vyb&zki (obr. 30a, 30b),
aviak prevazna vétsina bunék byly hypertrofické reaktivni VIM'/S100B*/GFAP™ astrocyty
(obr. 30a, 30b, 31a, 31c, 32a, 32b). Naproti tomu vV perifernich oblastech,
postizenych NDP, jsme hypertrofické astrocyty v podstaté jiz nenachéazeli (obr. 31b, 32b),
to znamena, ze t&la/jadra VIM'/S100p*/GFAP® reaktivnich astrocytii (zndzornéna
piedevsim detekci S100f proteinu, ptip. DAPI) byla zfeteln€ mensi neZ v centrdlni ¢asti
NDP (obr. 31a, 32a). Poget S100B" astrocyt, zejména reaktivnich (VIM'/S100p",
GFAP'/S100B") se zvysil zejména v periferni zoné NDP, a také zde se S100p protein jiz
Casto objevoval i v odstupu silnych vybézku (obr. 31b, 32b).

Jeden mésic po aplikaci QA je léze ve striatu jiz plné€ rozvinuta a postihuje ptiblizn€ % —
%, striata. VEtSina striatovych neuronil v centru 1éze je zniCena a zbyvajici neurony, které
zustaly sporadicky zachovany v postiZzené tkani (zejména na periferii 1éze), postupné také
degeneruji (maji charakteristicka tmava kondenzovana jadra) nebo mohou piezivat bez
vyrazn€jSich zmeén. I kdyz jsme s progresi NDP zaznamenali snizeni exprese neurondlnich
markert (B-11l-tubulinu a MAP2), denzita synaptophysinu, tedy synapsi, se vyraznéji
nezmeénila. Také jsme (ve srovnavané laterdlni oblasti) jeSté nenasli zietelnéjSi profidnuti

neuropilu. Nicmén¢, mozkova komora v poskozené hemisféie byla v porovnani se stejné
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starymi kontrolnimi zvifaty jiz vyrazné rozSifend a objem Sedé hmoty byl zfetelné
zredukovany.

Po¢et PCNA" bunék byl v porovnani s predchozi skupinou jiz o néco nizsi. Piesto byla
prolifera¢ni aktivita v oblasti NDP (zejména v neuropilu) stale relativné zvySena (obr. 9b),
1 kdyZ denzita exprese PCNA v fadé bungk jiz vyrazné poklesla. (Hodnoceni exprese BrdU
je v tomto intervalu pfezivani zvifat jiz v podstaté bezpredmétné.)

Pocet reaktivnich GFAP" astrocytdl i jejich morfologie odpovidaly stupni rozvoje NDP
Vv daném misté. Astrocyty zejména v centralni oblasti NDP vykazovaly vSechny vlastnosti
charakteristické pro hypertrofické reaktivni astrocyty, reprezentujici akutni reakci striata na
poskozeni, i kdyz denzita exprese GFAP byla v n¢kterych elemetech o trochu nizsi (obr.
8c). Pocet GFAP® reaktivnich astrocytli v degenerovaném striatu se v porovnéni
s ptedchozi skupinou zvysil jiz jen nevyrazné.

Lokalizace exprese nestinu se od stadia 14 dnti po QA 1ézi jiz dale neménila, to znamena,
Ze nestin-pozitivitu vykazuje pouze aktivovany endotel v cévach a v novotvorenych
,»Sproutech® cév. Stejnou lokalizaci, tj. ve sténé cév, ma i vimentin — avsak v tomto ptipadé
je VIM® hladka svalovina ve viech cévach (tedy kromé kapilar, kde chybi) a VIM™ je
i endotel (obr. 33a, 33b, 33c). Kromé toho (na rozdil od nestinu) je typickd exprese
vimentinu také ve vaskuldrnich nozkach reaktivnich astrocyti v koexpresi zejména
S GFAP (obr. 33a, 33c), méné s S100P proteinem (obr. 33b). Vyrazna koexprese S1008
a GFAP je stale jesté v hypertrofickych reaktivnich astrocytech v oblasti kolem centra 1éze,
a to nejen v jejich télech (jadrech), ale i ve vaskularnich nozkach, tvoticich MLGP (obr.
34a, 34b).

Po tomto obdobi se expanze reaktivni glidzy téméf zastavila a NDP postupné pieSel do

chronického stadia.

U zvifat s kontrolni sham-lézi byly zmény v parenchymu striata zcela minimalni. Jedinym
napadnym nélezem (avSak v porovnani s lidskym mozkem zcela arteficialnim) bylo
vytvofeni jizvy v misté vpichu jehly (KV) pii aplikaci fyziologického roztoku (vyznacené
ptitomnosti fagocytti s hemosiderinem — obr. 9g). Déle jsme kolem KV nasli mirny lokalni
edém a rozvoj reaktivni gliozy, ktera se vSak rozbihala pouze do nevelké vzdalenosti od
mista vpichu. NEST'/VIM" reaktivnich astrocytii byl jen maly pocet a tyto buiiky tvofily
lem kolem KV.

Tyto nalezy tedy zcela jasné dokladaji, Ze veSkeré zmény, které jsme popsali u zvifat s QA

1ézi, se skute¢né rozvijeji v disledku progrese NDP ve striatu.
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Ve striatu kontrolnich intaktnich zviiat, ani v hemisféfe kontralateralni ke QA 1ézi, jsme
nenasli zadné BrdU" buiiky nebo nestin® astrocyty ¢i endotelové buiiky. Pozitivita na
vimentin byla patrna jen vendotelu a ve svaloviné cév (obr. 16c, 27b), ne vSak
v astrocytech, s vyjimkou jejich silnych vaskularnich nozek (obr. 27b). I kdyz plasmatické
astrocyty tvori vyznamnou slozku $edé hmoty striata, GFAP" bunék je v intaktnim striatu
jen malo, protoze vétSina astrocytti je GFAP-negativnich (obr. 8g, 15¢, 20a, 20b, 25c).
Naproti tomu poéet S100p" astrocytii byl pomémé velky (obr. 25¢), coz doklada, ze ast
GFAP-negativnich astrocytii je S100p".

4.1.1.1.1. Zavéry - akutni faze NDP u QA léze

Hlavnimi znaky akutni faze rozvoje NDP fenotypu HD je velmi rychly zanik vétSiny
striatovych neuronll provdzeny rozvojem vyrazné pravodni astrogliézy. PoSkozeni striata
NDP neni v tomto ptipadé homogenni, rozviji se predevsim laterdln¢ (i kdyz ptiblizné
koncentricky) od centra 1éze (resp. KV). Tim je dano, ze nejvyraznéj$i poskozeni, tedy
intenzita NDP a privodni reaktivni astroglidza, jsou vzdy v oblasti kolem KV, kdezto
perifernéji probiha proces pozvolné¢ji. Disledkem rychle se rozvijejiciho zaniku neuronil
véetné jejich vybeézki (predevsim dendritll), je i vyrazné naruSeni mikroprostiedi pro
vSechny striatové elementy, zejména vSak pro gliové bunky (hlavné astrocyty), které
prakticky okamzité reaguji a rozviji se vyrazna reaktivni glioza.

V centrdlni oblasti 1éze byly jiz od 3. dne po aplikaci QA pfitomny typické hypertrofické
reaktivni GFAPastrocyty, jejichz pocdet a velikost kulminovaly piiblizné 6.-14. den
rozvoje NDP ve striatu, alev prakticky nezménéném objemu byly i ve skupiné
s jednomé&siénim piezitim. V centru léze byly také piitomny VIM™ astroblasty, zatimco
nestin® astrocyty (obvykle NEST/VIM®, méné NEST'/GFAP") byly piedevsim v zoné
kolem centra léze. Pocet VIM" astroblastii béhem sledovaného obdobi (3 dny az 1 mésic)
postupné klesal, takze u potkanii pfezivajicich 1 mésic jsme tyto builky jiz prakticky
nenasli. Exprese vimentinu vSak postupné klesala i v reaktivnich astrocytech a stejny trend
vykazovala i exprese nestinu. Zatimco nestin® reaktivni astrocyty zaznamenaly
nejvyraznéjsi pokles mezi 7.-14. dnem, nejnapadnéjsi ubytek VIM™ bunék byl mezi 14.-
28. dnem experimentu. V pocatecnich fazich (do 1 tydne) byla kolem centra léze
v reaktivnich astrocytech typicka piedevsim koexprese nestinu a vimentinu nebo nestinu
a GFAP, mén¢ vimentinu a GFAP.

Naproti tomu smérem do periferie, jak se NDP postupné dale §ifil, pfevazovaly pouze

reaktivni astrocyty, tedy (v porovnani s hypertrofickymi) s mensim té€lem, avsak se stejné
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ndpadnym vétvenim silnych vyb&zkli a obsahem vyraznych svazkit GFAP" gliofilament
v cytoplasmé. S prohlubujici se intenzitou NDP se vSak ménil pomér zastoupeni
jednotlivych IF a S100p proteinu. Nejrychlejsi pokles byl v expresi nestinu (14. den jsme
jiz nachazeli tyto astrocyty jen ojedinéle). Pokles denzity VIM® IF byl nahrazovan
zvysenym objemem GFAP® gliofilament a naristala i exprese S100p proteinu. Velmi
zajimavym nalezem byl i posun exprese S100p z tél/jader astrocyti do odstupu kmenovych
vybézklu reaktivnich/hypertrofickych astrocytli. Zména exprese uvedenych protein
dokumentuje nejprve velmi rychlou aktivaci astrocyt v centralni oblasti 1éze, tedy jejich
pfeménu v reaktivni az hypertrofické astrocyty (NEST, NEST'/VIM®, NEST'/GFAP"),
apak pokracujici vyzravani téchto rychle aktivovanych bunék. Naproti tomu
Vv perifernéjSich oblastech a zejména v okrajovych ¢astech postupné se rozsitujiciho NDP
se vyrazné zvySoval poclet reaktivnich astrocytti exprimujicich vétSinou pouze GFAP.
V centru 1éze jsme béhem 1. tydne (zejména 3. den po 1ézi) vid€li i pomérné zna¢ny pocet
bun¢k, které morfologicky odpovidaly astroblastim, ale exprimovaly pouze vimentin
(nikoliv nestin) — jejich vyzravani pokrac¢ovalo ve stejnych intencich jako u aktivovanych
astrocyt, u nékterych vsak jen velmi pomalu.

Pomémé piekvapivy ndlez poskytla detekce NG2-glie. Intenzivné NG2* buiiky svym
charakterem odpovidaly reaktivnim astrocytim (a to jiz od 3. dne po QA 1ézi), vyskytovaly
se predev§im v centrdlni oblasti 1éze, avSak jejich pocet byl relativné velmi maly
a Vv porovnani s vyraznym naristem GFAP™ astrocytll jich v podstaté béhem akutni (asné)
faze reaktivni astrogliozy prakticky neptibyvalo. VSechny uvedené nalezy potvrzuji, ze
reaktivni astrocyty pii rozvoji reaktivni glidzy vznikaji predevS§im aktivaci existujicich
gliovych bun¢k a jen miniméalné¢ délenim a diferenciaci adultnich NKB a glialnich
prekurzori (napi. NG2" glie).

V obou typech reaktivnich astrocyti v priibéhu celé akutni faze rozvoje NDP byla
nejintenzivngjsi exprese vSech IF a nasledn¢€ 1 S100B proteinu ve vaskularnich nozkach,
vytvarejicich svymi rozSifenymi zakonCenimi na zevnim povrchu cév MLGP.
Charakteristickd byla také exprese nestinu v endotelu vSech cév ve striatu postiZzeném
neurodegeneraci, coz svédéi pro jeho aktivaci pfi NDP, zatimco exprese vimentinu

v endotelu je standardnim jevem 1 v intaktnich cévach (u kontrolnich zvitat).

4.1.1.2. Chronicka fize neurodegenerativniho procesu u QA léze
T¥i mésice po 1ézi jiz nedochazi k progresi NDP a pomalu probihajici morfologické zmény

se tykaji predevsim regresivnich zmén v neuropilu. Na frontalnich fezech mozkem je dobte
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patrné, ze NDP postihuje jiz téméf celé striatum a je pfic¢inou jeho vyrazné atrofie (obr.
6b). Na degeneraci a protidnuti neuropilu se podili jeho ob¢ slozky, tedy vybézky neuronti
(ptedevsim redukce bohatého vétveni dendritti), jak je dobfe patrné pii impregnaci
neurofilament (obr. 7e, 7f), i gliové bunky, tedy reaktivni astrocyty a oligodendrocyty.
| kdyZz redukce sité synapsi (znacenych anti-Synaptophysinem) byla zatim jen mirna,
sledovala rarefakci neuropilu. S pokracujici dezintegraci neuropilu se také dale prohlubuje
naruseni mikroprostiedi v parenchymu striata.

I kdyz se pocet reaktivnich astrocytii vyrazn€ji nezmeénil, jiz zcela chybi hypertrofické
reaktivni astrocyty, a to i v centralni oblasti NDP (porovnej obr. 34a a 35a). Typické pro
pomalu pokracujici NDP je tedy nendpadné, ale postupné zmenSovéani bun¢k a zmény
charakteru vybézki, presnéji ubyvani exprese GFAP v jemnych vybéZcich. Vysledkem je,
ze pti detekci GFAP v téchto reaktivnich astrocytech je vyraznd GFAP-pozitivita, vdzana
na svazky gliofilament v cytoplasmé, koncentrovana pouze do nejsilngjSich vybézki, tedy
predevsim (resp. témét vyhradné) do vaskularnich nozek astrocyti a zejména do jejich
roz§itenych zakonfeni na sténé cév. Charakteristickym znakem reaktivni glidzy
v chronickém stadiu NDP je tak mnoZstvi typickych silné GFAP™ ,,prstenci lemujicich
lumen striatovych cév (obr. 8d). Vysledkem tohoto procesu je tedy postupna redukce sité
GFAP" vyb&zk reaktivnich astrocyti predev§im na periferii neurodegenerativni 1éze
(porovnej obr. 35a a 35b, 35¢).

Pocet S100B™ reaktivnich astrocytll, a zaroven koexprese s GFAP, jesté narGistd v centralni
¢asti degenerativni 1éze (obr. 35a), ale jiz ne v periferni oblasti (obr. 35b, 35¢). U vétSiny
GFAP*/S100B" astrocytl zasahuje exprese S100B proteinu z téla astrocytu i do odstupt
silnych vybézki, zejména vaskularnich nozek, kde je pozitivita Casto v celé délce vybézku.
Tvar S100B" (ptevazné GFAP'/S100B") reaktivnich astrocytii se vsak vyrazné lisi od
S100B" astrocytil intaktniho striata (porovnej obr. 35¢ a 35d).

Naproti tomu jiz nenachazime koexpresi VIM s GFAP (obr. 36a, 36b) nebo s S100B
proteinem (obr. 37b, 37c), protoze VIM' astrocyty jiz zcela vymizely a vimentin je
exprimovan pouze ve stén¢ cév (endotelem a burikami hladké svaloviny). Takze co se tyka
exprese vimentinu, neni zasadni rozdil mezi striatem postizenym NDP (obr. 36a, 37b)
a intaktnim striatem (obr. 37a). Totéz se tyka exprese nestinu, ktery rovnéz znaci jiz jen
buriky endotelu. Na rozdil od vimentinu vSak nestin-pozitivitu vykazuje pouze endotel
aktivovany NDP (obr. 38a, 38b), tato pozitivita tedy neni v cévach intaktniho striata.

V disledku vyraznéjSiho tbytku Sedé hmoty striata dochdzi u svazki myelinizovanych

nervovych vliken, které striatem pouze prochazeji, k jejich typickému nahuSténi blize
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k sob¢ (obr. 7e, 7f). Objevuje se i demyelinizace ¢asti axonl ve svazcich, nejdiive v centru
1éze (obr. 10b), pozdéji i na periferii, takze klesd i denzita exprese CNP-azy v téchto
svazcich v porovnani s intaktnim striatem (obr. 10a). V dasledku demyelinizace nervovych
vlaken dochézi k proliferaci oligodendrocytii (obr. 10c). Avsak pii detekci CNP-azou
(kterd znaci bunky produkujici myelin) byly tyto buiiky negativni. Morfologicky shodné
bunky s tmavymi homogennimi jadry, typickymi pro oligodendrocyty, se navic objevuji
v malych skupinkach i v degenerujicim neuropilu a jejich pocet se s pokracujici degeneraci
neuropilu déle zvySuje. ZmnoZeni téchto oligodendrocytim-podobnych bunék v ramci
reakce na rarefakci neuropilu navic potvrzuje jejich participaci na reaktivni gliéze (obr.

10a, 10b).

Sest mésicti po 1ézi je na frontélnich fezech mozkem vidét, ze NDP stale pokracuje,
protoze atrofie striata se dale zhorSuje (porovnej obr. 6b a 6¢). Dusledkem profidnuti
neuropilu, tedy zejména redukce dendritického stromu, jsou také o¢ekavané signifikantni
zmény na synapsich. V porovnani s kontrolnimi skupinami (obr. 42a) je evidentni snizena
hustota synapsi v dusledku jejich degenerace a vymizeni (obr. 42b).

Zvysenou proliferaéni aktivitu, tedy vyrazné PCNA" jadra, jsme nasli jiz jen zcela
ojedingle u endotelovych bunék; avsak mens$i kulovitd stfedné denzni PCNA" jadra
gliovych bunék, odpovidajici jadrim oligodendrocytl, byla 1 zde pfitomna ve znacném
poctu, zejména v mistech, kde doSlo k vyrazné redukci neuropilu nebo k destrukci
myelinovych vlaken, tedy v centralni oblasti 1éze (obr. 9c¢).

Zmeény, typické pro reaktivni astrocyty chronické faze NDP, se mirné prohlubuji. K tomu
vSak pfispivaji i zmény vékové, tedy v disledku starnuti potkanti (obr. 39a, 39b, 41a).
AvSak vzhledem k tomu, Ze na reaktivni astrogliéze se zde jiZ nepodileji hypertrofické
astrocyty, velikosti se tyto astrocyty vyraznéji neodliSuji od reaktivnich astrocytti, kterych
a S100B proteinu (obr. 39a, 40a, 41a, 41b). Pomoci koexprese obou proteinli mizeme
prokazat, 7e vymizeni jemnych vyb&zkii GFAP® reaktivnich astrocytli je v podstaté
arteficialni, zptisobené redukei, resp. vymizenim GFAP™ gliofilament v téchto vybé&zcich,
avSak detetekce S100B proteinu prokazuje, Ze i reaktivni astrocyty maji bohaté vétveny
strom S100B" vybézki (obr. 41b). Vyrazné GFAP", resp. GFAP'/S100p", tak ziistavaji
vaskularni nozky reaktivnich astrocyti a jejich zakonceni na sténé cév vytvaiejici
charakteristicky ,,prstenec kolem Iumina cévy (obr. 8e, 40a, 41b). Toto typické

zvyraznéni stény cévni se vSak objevuje i1 v intaktnim striatu starSich potkant, 1 kdyz
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V podstatné mensim rozsahu nez pii NDP (obr. 39a, 40a — porovnej s 35d). Piestoze je
pocet reaktivnich astrocytii v okrajovych ¢astech neurodegenerativni 1éze, ale i v centralni
znakem i chronické faze NDP.

Exprese nestinu v aktivovaném endotelu cév, ani vimentinu ve sténé cév (obr. 40b)
nevykazuje zadné zmény oproti piedchozi skupiné nebo intaktnim zvifatim (obr. 39b).

I kdyz svazky myelinizovanych nervovych vléken striatem pouze prochazeji, dochézi
Vv chronické fazi NDP i k jejich poskozeni, tj. k demyelinizaci, resp. degeneraci axonu a ke
kompenzacni proliferaci oligodendrocyti. Navic je tento typ bunck ptitomen

I v degenerujicim neuropilu, kde se jejich pocet také postupné zvySuje.

Za 9 a 12 mésicii po QA 1ézi jsme pozorovali pomalu, ale trvale se prohlubujici redukci
objemu striata, dokazujici, ze NDP stale, i kdyz jiz jen pozvolna, pokracuje. Ve struktuie
striata, postizeného NDP, jsme nenasli vyrazné&jsi rozdily mezi skupinami ptezivajicimi 9
a 12 mésict. Atrofie striata se pomalu prohlubovala v disledku pozvolna pokracujici
degenerace obou hlavnich slozek Sedé¢ hmoty, tj. striatovych neuront, tedy i sité jejich
dendritl vytvarejicich spolu s gliovymi buiilkami neuropil. Profidnuti neuropilu bylo
viditelné v celé oblasti rozvinutého NDP (obr. 7g, 7h). S jeho degeneraci je spojeno také
fokalni snizovani hustoty synapsi az do jejich Uplné ztraty.

Poc¢et PCNA" bunék se snizil na minimum a to piekvapivé i v mistech, kde je typicka
oligodendrogliéza (obr. 9d, 7g). Tento nalez potvrzuje, ze k dalsimu vyraznéjsimu nardstu
poctu oligodendrocytt, resp. oligodendrocytim-podobnych bungk, jiz nedochézi i piesto,
ze rarefakce neuropilu nadale pokrac¢uje (obr. 7g, 7h). U stejné starych kontrolnich zvifat
byla jadra striatovych buné¢k PCNA-negativni (obr. 9f).

V souvislosti s reaktivni astroglidzou jsme v této skupiné nezaznamenali jakékoliv
vyrazngj§i zmény v porovnani se skupinou Sestimé&si¢nich potkant. Pocet GFAP®
reaktivnich astrocytid se jen nevyrazné snizoval, spiSe v dusledku redukce GFAP-pozitivity
v jejich jemnych vybézcich. I u nejdéle preZivajici skupiny zvifat byly nejndpadnéjsi
strukturou v degenerovaném  striatu  cévy, lemované vyrazné GFAP-pozitivni
perivaskularni gliovou membranou (obr. 8f). Toto charakteristické ,,ordmovani“ cév je
(ikdyz v daleko mensi mife) typické i pro intaktni striatum stejné starych potkanti
kontrolni skupiny (obr. 8h).

Pomalu pokracujici demyelinizace a degenerace axonl jiz postihla vE&tsi Cast

myelinizovanych svazkli (n€které vykazovaly i velmi silné poskozeni — obr. 10d).
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Narozdil od stagnujici proliferace oligodendrocytim-podobnych bunék v reakci na
pokracujici degeneraci neuropilu, je vtéchto degenerujicich nervovych svazcich

kompenza¢ni proliferace oligodendrocytti velmi vyrazna (obr. 7g, 7h).

Vékové zmény u kontrolnich zvirat

Charakteristické zmény ve struktufe striata se objevovaly s pfibyvajicim vékem
i U kontrolnich potkant. U nejstarSich intaktnich zvifat (9 a 12 mésict starych) se rozviji
mirna atrofie striata (Symetricky v obou hemisférach). Zmény v poétu a morfologii GFAP*
astrocytll se rozvijeji v dusledku fyziologického zaniku nékterych neuronti, ktery pomalu
progreduje s vékem, a tim dochdzi k mirnému kompenza¢nimu nartstu gliové slozky
v parenchymu striata (obr. 39a, 39b). Jiz u skupiny pulro¢nich zvifat pozorujeme redukci
GFAP" gliofilament v jejich jemnych vybé&zcich a tak jejich zdanlivé vymizeni (porovnej
obr. 35a, 35b, 35¢ a 39a, 4la). Vyraznda GFAP-pozitivita se typicky u téchto zvirat
objevuje ve vaskularnich nozkach a nejvice v jejich zakoncéeni na sténé cév, vytvarejicich
charakteristicky ,,prstenec” kolem lumina cévy. Na rozdil od mladych zvifat, u kterych
byly ve striatu typické plasmatické astrocyty, ze kterych jen nékteré byly GFAP™ (obr. 8g,
25c), Ve striatu starych potkand jsme zaznamenali GFAP" astrocyty, které charakterem
vyb&zkt odpovidaly spise astrocytim fibrildrnim (s men$im podtem silngjsich GFAP*
vybézkil — obr. 39a, 41a). Piekvapivé S100B" astrocyty nevykazovaly vyrazngjsi vékové
zmény (porovnej napt. obr. 25c a 41a).

Proliferacni aktivita (detekovand pomoci PCNA) byla v intaktnim striatu zanedbatelna
nejen u starych (obr. 91), ale 1 u zcela mladych potkant (obr. 9e¢).

Vékem podminéné zmény, tykajici se astrocytl, predstavuji dalSi komponentu, ktera

pfispiva k prohlubovani NDP v mozku potkanli po neurotoxické 1ézi.

4.1.1.2.1. Zavéry - chronicka faze NDP u QA léze

V této fazi jiz ucinek QA odeznivda a QA 1¢ézi tedy oznaCujeme jako stabilizovanou.
Expanze NDP ve striatu se vyrazné zpomalila a dal§i zmény, charakterizujici chronickou
fazi NDP, spocivaji pfedevSim v prohlubovéani degenerativniho procesu v neuropilu.
Postizeny jsou ob¢ jeho slozky, tedy vybézky postupné zanikajicich zbylych neuront
(zejména jejich velmi cetné dendrity), ale hlavné gliové bunky — astrocyty
a oligodendrocyty. Nejnapadnéjsim projevem této faze NDP je progredujici atrofie striata.
Pocet reaktivnich astrocytd se jiz nezvySuje, naopak jich pomalu ubyva, i kdyZ ¢astéji nez

o skutecnou redukci jejich poctu se spise jednd o postupné zmensSovani jejich tél a redukci
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vybézka. Hypertrofické reaktivni astrocyty jiz nejsou piitomny vibec. Morfologické
zmény se tykaji jak GFAP*/S100p" a GFAP'/S100f", tak (i kdyz mén&) GFAP/S100B"
reaktivnich astrocyti (nestin® ani vimentin® astrocyty jiz nejsou v neurodegenerativni 1ézi
pritomny).

Zmény se tykaji predev§im jemnych vyb&zkti GFAP™ astrocytii. Jejich zdanlivé vyrazni
redukce je zplisobena predevsim ubyvanim exprese GFAP v disledku ubytku (nebo spise
asi retrakce) GFAP™ gliofilament v jejich cytoplasmé. Prokazatelné viak dochazi i k urité
redukci téchto vybézkl. Reaktivni astrocyty v této fazi pak vykazuji vyraznou GFAP-
pozitivitu pouze vtéle a v nejsilngjSich vybézcich, tedy piedev§im (pozd&ji témeft
vyhradn¢) ve vaskularnich nozkach, zejména v rozsifenych zakoncenich na stén¢ cév. Tim
vznikd charakteristicky obraz degenerujiciho striata v chronické fazi procesu (a to i u rok
prezivajicich potkant), kde dominuji GFAP" , prstence® (tvofené perivaskularni gliovou
membranou) kolem cév a jednotlivé silné vybézky/vaskularni nozky astrocytii. Pti¢inou
téchto zmén by mohla byt napf. snizena ,,reaktivita™ astrocytd v disledku vyhasinajiciho
ucinku QA, ale 1 jejich postupnd degenerace pii pokracujicim degenerativnim procesu
vV parenchymu striata. Atypické zesileni vaskularnich nozek astrocytt (@ MLGP)
pravdépodobné také souvisi se zhorSenim transportu latek (O, zivin aj.) v degenerujicim
striatu, pfipadné i s naruSenou HEB, na jejiz funkci se vyznamné podile;ji.

Piekvapivé, zejména GFAP/S100B" astrocyty nevykazuji béhem chronické faze zadné
vyrazné zmény s vyjimkou pozvolného ubytku jemnych vybeézki, ptipadné zmenSovani tél.
V navaznosti na vyrazné protidnuti neuropilu se posléze rozviji 1 degenerace synapsi. Také
dochazi k demyelinizaci a degeneraci nervovych vldken ve svazcich prochézejicich
striatem a K rozvoji reparativni oligodendrogliozy. Ta se rozviji pfedev§im v nervovych
svazcich v ndvaznosti na jejich progresivni degeneraci. Proliferace oligodendrocytl (¢i
oligodendrocytim-podobnych bunék) v neuropilu je zpocatku (cca u 3 mési¢nich zvirat)
vyrazna a pozvolna se snizuje; oligodendrogliéza vSak pretrvavala az do ukonceni
experimentu (12 meésicni zvifata), ale typicky pfedevSim v demyelinizovanych
a poskozenych svazcich nervovych vldken. V Zadném ptipadé¢ vSak ani zde neslo
0 myelinizujici oligodendrocyty.

Na celkovém obrazu NDP za 3-12 mésicil po aplikaci QA maji navic podil 1 vékové zmény

ve struktufe striata, tedy staii potkand.
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Obr. 7. (a) Normalni vzhled striata u mladych kontrolnich zvifat, (b) v porovmani s 12 mési¢nim intaktnim
potkanem, kde ve striatu pozorujeme ne pfili§ napadné vékové zmény — mimé zhusténi neuropilu, v¢.
(impregnaci znazornénych) nervovych vlaken, a jen nendpadné zmensovani nékterych neuront. (c, d) Za 7
dni po QA €z jiz vétSina striatovych neuronti degenerovala a zanikla; NDP se vSak dale rozsifuje, takze na
periferii je&té vidime zachované neurony i typické denzni (hyperchromni) neurony v pocate¢ni fazi
degenerace — Sipky. Nasledna degenerace, tedy profidnuti (rarefakce) neuropilu se vyraznéji projevuje (e, f)
az u skupiny 3 mésicnich potkani; v disledku vyrazného bytku neuront i neuropilu dochazi k typickému
nahusténi svazku striatovych myelinizovanych nervovych vlaken blize k sobé. Pocinajici demyelinizace
axonl je spojena s mirnou oligodendrogliézou — (f) bilé Sipky. (g, h) Za 9 mésict po lézi profidnuti
neuropilu jesté vice pokrocilo, stejné jako demyelinizace a degenerace axont v nervovych svazcich a tedy i
kompenzac¢ni oligodenrogliéza. Oligodendrocytim-podobné bunky jsou vSak zmozeny i v neuropilu — (h)
cemé Sipky.

Impregnace neurofibril podle Bodiana; (a, b, ¢, e, g) méritko 50 um, (d, f; h) meéritko 20 um. 55



Obr. 8. Typické hypertrofické reaktivni astrocyty jsou charakteristické pouze pro akutni fazi rozvoje NDP —
maximalniho rozvoje dosahuji kolem (a, b) 6. dne az 14. dne po QA 1ézi a pretrvavaji jen nékolik tydnd,
takze jsou pfitomny jeSté za (c) 1 mésic, ale jiz ne za (d) 3 mésice po QA 1éz. (b) Nejvétsi koncentrace
GFAP' gliofilament je ve vaskularnich nozkach reaktivnich astrocytl a vytvéii tak typickou konturaci cév
(*). V chronické fazi, tj. (d) 3 mesice, (¢) 6 mésicu a (f) 9 meésici po QA Iézi dochazi ke zmenSovani
hypertrofickych astrocytli, vyrazné se redukuje pocet vyb&zki s GFAP’ gliofilamenty, takZze se pocet
reaktivnich astrocytd zdanlivé snizuje; GFAP® zlstavaji pak jiz jen vaskularni nozky, které ve formé
zbytnélé MLGP vytvaieji typické ,,prstence”, lemujici sténu striatovych cév, a stavaji se tak nejvyraznéjsi
strukturou ve striatu v chronické fazi NDP (*). (g) Ve striatu mladych intaktnich zvifat (1 mésic) je pocet
GFAP" astrocytii jen maly, (h) s vékem (9-12 mésicii) se poéet GFAP™ vybézkii redukuje, tzn. puvodni
plasmatické astrocyty, typické pro striatum mladych zvifat, nabyvaji charakter spiSe fibrilarnich astrocytu;
nejvyrazngjsi exprese GFAP je i u kontrolnich zvitat ve vaskularnich nozkach astrocyta.

Anti-GFAP; méritko 20 um.
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Obr. 9. (a) 2 tydny i (b) 1 mésic po QA Iézi byla proliferacni aktivita pfi pouzti anti-PCNA
(tmava jadra bun¢k) pomérné vysokd. (c) Za 6 mésici po QA 1ézi je viditelné snizeni proliferacni
aktivity a (d) 9 mésicti po 1ézi byl pocet PCNA" bunék jen velmi maly — v obou piipadech se jedna
piedevsim o endotelové builky. U kontrolnich zvifat byla prolifera¢ni aktivita jen minimalni (e) u
mladych 3 mésicnich, a v podstaté zadna u (f) starych 9 mésicnich potkand. (g) U sham-1éz jsme
zaznamenali expresi PCNA pouze v reakci na mechanickou 1€z striata (vpich), tzn., ze se jedna o
zanétlivou reakei, tedy téméf vyhradné o zmnozeni fagocytujicich bunck (makrofagy v mist¢ KV
znaceny akumulaci hemosiderinu).

Anti-PCNA; (a-f) méritko 50 um, (g) méritko 100 yum.

mésice po QA 1ézi denzita exprese CNP-azy v dasledku
demyelinizace né¢kterych axont ve svazcich a (c¢) jejich

4 % : S degenerace je spojena s proliferaci oligodendrocytli; zvySeny
e e ' pocet oligodendrocytim-podobnych bunék (Sipky) je i
i g‘ %’ﬁ* - vdegenerujicim neuropilu. (d) Za 9 mésich po 1ézi, zejména
. I & *'z v centralni oblasti 1éze, vykazuje znac¢ny pocet myelinizovanych
d_. e — nervovych vlaken jiz vyraznou demyelinizaci. SV — svazky

myelinizovanych nervovych vlaken. (a, b, d) Anti-CNP-ase,

(c) Impregnace neurofibril podle Bodiana; méritko 20 um.
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Obr. 11. (a, b) 3 dny po aplikaci QA dochaz zejména v oblasti centra léze k aktivaci NG2"
gliovych bun¢k. Tyto buiiky pozvolna ziskévaji charakter hypertrofickych reaktivnich astrocyta,
ale jejich pocet se za (c, d) 7 dni po 1ézi vyrazngjinezménil.

Anti-NG2; (a, c) méritko 50 um, (b, d) méritko 20 um .
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Obr. 12. Velmi intenzivni proliferace, kterou jsme zaznamenali uz (a) 3 dny po QA 1ézi v pribéhu
dalsich dni klesala - (b) 6-7 dni, (c) 14 dni po QA 1ézi. SniZeni exprese BrdU a zmenSeni velikosti
vétsiny jader je zalozeno predevsim na opakovaném déleni a diferenciaci bunék.

Anti-BrdU; méritko 100 um.

Obr. 13. (a, b) Ve striatu potkanti 3 dny po 1ézi jsme detekovali velky pocet GFAP™ astrocyt, ale
jen maly pocet z téchto astrocyti byl BrdU'/GFAP".
Anti-BrdU + anti-GFAP + DAPIL; (a) méritko 50 um, (b) méritko 20 um.

Obr. 14. V disledku zanétlivé reakce, spojené
s aplikaci QA (zde u 3 denni léze), dochazi
v centru léze k aktivaci mikroglie i vycestovani
makrofagh  zkrevniho fecist¢ — buiky
s typickou vakuolizovanou cytoplasmou; Sipka
— fagocyt v kontaktu s cévou zatim zde nejsou
piitomny zddné GFAP" reaktivni astrocyty.
Anti-VIM + anti-GFAP + DAPI;

meéritko 20 um.
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Obr. 15. Exprese nestinu je 3 dny po QA 1éz
nejvyraznéj$i (a) v oblasti centra léze, kde se
nachézeji reaktivni astrocyty, které jsou pouze
NEST" (¢ervené) nebo NEST/GF AP (Zluté) a
(b) smérem k periferii se snizuje - tady jsou
NEST" zejména vaskulami nozky reaktivnich
astrocytl a aktivované endotelové bunky
v cévach. (c) V intaktnim striatu astrocyty ani
endotel cév nestin neexprimuyji.

Anti-NEST + anti-GFAP + DAPI; méritko
100 um.

Obr. 16. (a) Endotelové bunky cév v odpovédi
na posSkozeni striata (zde 3 dny po QA 1ézi)
exprimuji nestin, ktery se v intaktnim striatu
nenachazi a je tak dokladem aktivace endotelu.
Vimentin je exprimovan endotelem i bunkami
hladké svaloviny (b) ve striatové 1ézi, ale (c)
standardn¢ 1 v intaktnim striatu, proto jeho
piitomnost neni dikazem aktivace endotelu a
neovaskularizace.
(a) Anti-NEST + anti-GFAP + DAPI, (b, ¢)
anti-VIM + anti-GFAP + DAPI; (a, ¢) meritko
20 um, (b) meéritko 50 um.
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Obr. 17. (a) V centru 1éze (C) se v Casné fazi
(3 dny po 1éz) nachazi velky pocet VIM"
glioblastii, ohranitenych lemem NEST" jiz
typickych reaktivnich astrocyti. (b, e, f)
Smérem na periferii rozSifujictho se NDP
piibyva NEST'/VIM™ reaktivnich astrocytd,
znichz vétsina (f) jsou jiz hypertrofické
NEST/VIM" astrocyty. Tyto hypertrofické
reaktivni astrocyty - (c) NEST", (d) VIM", (e)
— prekryv — koexprimuji obé IF je jak v téle,
tak zejména v silnych vaskulamich nozkach; V
—céva.

(a, b, e, ) Anti-NEST + anti-VIM + DAPI;
(¢) anti-NEST; (d) anti-VIM; (a, b) meritko
100 um, (c-e) meritko 50 um, () meritko 20 um.
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Obr. 18. (a, b) Exprese vimentinu je za 3 dny
po QA Iézi vyrazna jak (c) v nezralych
glioblastech smalym poctem  kréatkych
vybézkl (nékteré teprve bez vybézka -
apolarni) v centru léze (C), tak i v reaktivnich
astrocytech, které se nachazeji smérem na
periferii 1éze; veétSina téchto reaktivnich
astrocytli je GFAP'/VIM" (Zluté); V — céva.
Anti-VIM + anti-GFAP + DAPI; (a) meritko
100 um, (b) meritko 50 um, (c) meritko 20 um.

Obr. 19. (a) S100B protein je v intaktnim
striatu typicky exprimovan predevsim v jadrech
astrocytu. (b, ¢) Za 3 dny po QA 1€zi se exprese
S100B zvySuje pouze v centru 1éze a blizkém
okoli. Reaktivni astrocyty (b) GFAP/S100B"
nebo (c) VIM/SI00B" se ve v&tsim poctu
nachazeji kolem cév (V).

(3, b) Anti-GFAP + anti-S100p + DAPI, (¢)
anti-VIM + anti-S100 + DAPI; (a b)
méritko 100 um, (c) méritko 50 um.
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Obr. 20. (a, b) V porovnani s intaktnim
striatem je (c) za 7 dni po aplikaci QA
viditelny zanik vétSiny NeuN neuront;
neurony, které jsou doposud pritomny na okraji
rozsifujici se zony NDP, vykazuji znamky
ruzného stupné degenerace; v NDP postizeném
striatu naopak vyramé piibylo GFAP"
reaktivnich astrocytu.

Anti-NeuN + anti-GFAP + DAPI; (a c¢)
meritko 100 um, (b) méritko 20 um.
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Obr. 21. (a, b) Snizujici se poztivita BrdU za 7
dni po QA Iézi dokladd opakované déleni
bun¢k predevsim v blizkosti centra 1éze.

Koexprese BrdU a nestinu, kterd by prokazala
diferenciaci nov¢ vzniklych bunék v astrocyty,
je vsak jen ojedinéla. (c) Exprese PCNA
potvrzuje vyraznou proliferacni aktivitu v této
oblasti.

(a, b) Anti-BrdU + anti-NEST + DAPI, (¢)
anti-PCNA; (a, ¢) meritko 20 um, (b) méritko
10 um.
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Obr. 22. (a) 7 dni po QA Iézi
reaktivni astrocyty piedevsim v centru léze a
jejim blizkém okoli exprimuji nestin, zatimco
nové generované glioblasty pouze vimentin
(Sipka); k vyrazné pozitivité piispiva i exprese
nestinu v aktivovaném endotelu cév (V). (b)
Zna¢ny pocet NEST" aktivovanych astrocyti
v centralni oblasti léze vyrazné klesa (c)
smérem k periferii 1éze, ale ani tady v podstaté
nenachazime NEST /VIM astrocyty.
Anti-NEST + anti-VIM + DAPI; (@) méritko
20 um, (b, c) meritko 100 um.

Obr. 23. (a) Naopak koexprese nestinu a GFAP je typicka pro reaktivni astrocyty v centru léze,

zatimco (b) smérem k okrajiklesa a vétSina reaktivnich astrocytl exprimuje pouze GFAP.

Anti-NEST + anti-GFAP + DAPI; méritko 50 um.
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Obr. 24. (a) V centru 7 denni léze se nachazeji
VIM'" nezralé astroblasty a mezi né zabihaji
reaktivni, vétsinou (b) VIM'/GFAP" astrocyty.
(c) Tyto VIM'/GFAP" hypertrofické reaktivni
astrocyty maji vyrazné¢ zvétsena téla a silné
vybézky, z nichz nejnapadnéjsi jsou vaskulami
nozky.

Anti-VIM + anti-GFAP + DAPI; @, ¢)
meéritko 20 um, (b) méritko 50 um.

Obr. 25. (a, b) Charakteristickym znakem
hypertrofickych  reaktivnich  astrocyti  je
pfitomnost silnych svazki  GFAP™  (pfip.
VIMY/GFAP" - viz predchozi obrazek) gliofilament
v cytoplasmé; v nékterych vidime i délici se jadra
(Sipka). I kdyz tyto astrocyty exprimuji i S100
protein, jeho pozitivita je lokalizovana témeér
vyhradné jen v jadrech; dobfe je tak patrné i
déleni téchto bungk - (*) dvé S100B" jadra tésné u
sebe a jejich postupné oddalovani (**). (c)
Naproti tomu v intaktnim striatu jsou
GFAP/S100B" (1) astrocyty ptitomny v menSim
poctu a jejich vybézky jsou vzdy jemnéjsi, velmi
dlouhé a bohaté vétvené, avsak GFAP-pozitivitu
vvkazuii v podstatné menSim rozsahu: nékteré

astrocyty jsou GFAP/S100p (2), ale ¢astéji GFAP /S100B™ (3) opét s velmi po¢etnymi, dlouhymi a bohaté

vétvenymi vybezky, tedy typické plasmatické astrocyty.
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(a) Anti-GFAP, (b, ¢) anti-GFAP + anti-S1008 + DAPI; (@) méritko 50 um, (b, c) méritko 20 um.



periferné

centralné

Obr. 26. (a-¢) 7 dni po QA 1ézi pocet S100B" astrocytli vyrazng vzrostl, (a-c) zejména v centru
léze. Tyto reaktivni, vétSinou hypertrofické astrocyty jsou (a) VIM'/S100B" a/nebo (b-e)
GFAP'/S100B". (a-c, €) V centralni oblasti 1éze je S100B protein lokalizovan nejen v jadie
hypertrofickych reaktivnich astrocyttl, ale jiz i v odstupech velkych vybeézkil, zatimco (d, e) na
periferii 1éze je S100p protein stale lokalizovan pouze v jadie reaktivnich astrocytl. (e) Prechod
z centralni oblasti (medidlné) do periferie (lateraln€) ukazuje rozvoj NDP v akutni faz.
(a) Anti-VIM + anti-S100p + DAPI, (b-e) anti-GFAP + anti-S100p + DAPL; (a, b, e) méritko
50 um, (c, d) meritko 20 um.
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Obr. 27. Vimentin-pozitivni je endotel, lemujici lumen vSech cév, i buitkky hladké svaloviny (*) ato
jak (a) ve striatu, postizeném NDP, tak (b) v intaktnim striatu (*). Naproti tomu koexprese VIM a
GFAP, ktera je typicka zejména pro vaskularni nozky astrocytl (Sipka), (a) je vyrazna pouze
v zesilenych noZkach reaktivnich astrocytii v NDP postizeném striatu, zatimco (b) u kontrolnich
intaktnich zvitat je tento jev vidét jen ztidka a vaskulami nozky jsou vzdy mnohem jemné&;si.
Anti-VIM + anti-GFAP; méritko 20 um.

Obr. 28. Ve 14 denni 1ézi je exprese BrdU
vjadrech znafenych bun¢k vyrazné nizsi a je
nahrazovana zéazornénim chromatinu pomoci
DAPI.

Anti-BrdU + anti-GFAP + DAPI; meritko 20 um.
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Obr. 29. (a) Pocet GFAP" hypertrofickych reaktivnich astrocyti 14 dni po lézi jesté vzrostl,
naopak ubylo nestin” reaktivnich astrocytd a (a, b) poztivita nestinu pfetrvadva zejména v jejich
vaskulamich nozkach; (b) ubyva i cév s aktivovanym NEST" endotelem (zde je pouze VIM").

(a) Anti-NEST + anti-GFAP + DAPIL, (b) anti-NEST + anti-VIM + DAPI; (@) méritko 100 um,
(b) méritko 20 um.

Obr. 30. (a, b) V oblasti centra 1éze se i po 14 dnech stale ve znacném poctu nachazeji VIM™
astroblasty, znichz jen Cast postupné vyzrava. (b) Zaroven se také zvysuje pocet VIM /GFAP"
reaktivnich astrocyta.

Anti-VIM + anti-GFAP + DAPI; (a) méritko 50 um, (b) méritko 20 um.
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Obr. 31. (a, c¢) Vitypickych pocetnych
hypertrofickych VIM'/S1008" reaktivnich
astrocytech v centru léze (c) se exprese S100B
objevuje nejen v jadre, ale jiz i v odstupu vybézki.
(b) V periferni oblasti NDP se zvySuye pocet
S100p°, resp. VIM'/S1008" reaktivnich astrocyt,
které vsak obvykle nejsou hypertrofické, a celkové
zde denzita exprese vimentinu postupné klesd. (c)
Zpomémé velkého poctu jader, obarvenych pouze
DAPI, patii vétSina nediferencovanym glioblastim,
piip. fagocytyjicim bunkam, cast jader i endotelu
v cévach (viz také obr. 32¢).

Anti-VIM + anti-S1008 + DAPL; (a, b) méritko 100 um,
(c) meritko 20 pum.

denni léze hustota GFAP"/S100B"
hypertrofickych reaktivnich astrocyti, ktera se

opét (b) zietelné snizuje v okrajové oblasti
NDP. (c) Silné GFAP" vaskularni nozky
konturyji lumina cév (V).

Anti-GFAP + anti-S1008 + DAPI; @, b)
meéritko 100 um, (c) méritko 20 um.
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Obr. 33. (a-c) Za 1 mésic po QA 1¢ézi je rozvoj
NDP jiz za svym zenitem, 1 kdyz jeho progrese
déle pozvolna pokracuje, a proces prechazi do
chronického stadia — proto se také pocet
reaktivnich astrocytll jiz nezvySuje. (a-<c)
Exprese vimentinu vtéto fazi jiz klesa,
zejména pravé na periferii NDP a typicky
pretrvava ve vaskularnich nozkach reaktivnich
astrocytu tvoficich ztlustélou MLGP - (a, c)
zejména Vv koexpresi s GFAP, (b) méné s
S100p proteinem.

(a, ¢) Anti-VIM + anti-GFAP + DAPIL, (b)
anti-VIM + anti-S100p + DAPL (a, b)
meéritko 50 um, (c) meritko 20 um.

Obr. 34. (a, b) V oblasti NDP (po 1 mésici) je velky pocet GFAP" reaktivnich astrocytli — zde
v koexpresi s S100B proteinem; pocet S100B" bunék se v okoli centra léze prekvapivé jesté zvysil
— je exprimovan v jadie i ve vybézcich reaktivnich astrocyti, ale typicky hlavné ve vaskularnich

Anti-GFAP + anti-S100p + DAPI; meritko 50 um.
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Obr. 35. (a) V centralni oblasti NDP u 3 mésicni léze je velky pocet S100B7, resp. GFAP/S1008™
reaktivnich astrocytil, zatimco (b, ¢) na periferii 1éze S1008" bun& ubyva. (c¢) Charakteristické
znaky reaktivni astrogliozy pri plné rozvinutém NDP vyplynou pii porovnani (d) s intaktnim
striatem. Anti-GFAP + anti-S100p + DAPI; (a, b) méritko 100 um, (c, d) méritko 50 um.

Obr. 36. (a, b) Za 3 mésice po QA lézi reaktivni astrocyty jiz neexprimuji vimentin; VIM-
pozitivita je pouze ve stén€ cév (stejné jako v intaktnim striatu — viz obr. 37a), proto také jiz neni v
reaktivnich astrocytech detekovatelna koexprese VIM a GFAP.

Anti-VIM + anti-GFAP + DAPI; (a) méritko 50 um, (b) méritko 20 um.
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Obr. 37. (b, ¢) Pochopitelné, ze stejného
duvodu, tedy vymizeni exprese vimentinu
v chronické fazn NDP, neni jiz pfitomna ani
koexprese VIM a S100B. (a) Exprese VIM
v intaktnim striatu (pouze v endotelu a v
bunkich hladké svaloviny cév).

Anti-VIM + anti-S1008 + DAPI;, (a, b)
meéritko 50 um, (c) meéritko 20 um.

Obr. 38. (a) Reaktivni astrocyty ve 3 mé&icni 1ézi jiz neexprimuji nestin. (b) Nestin™ je pouze
aktivovany endotel, ktery v§ak nachdzime jiz jen malém poctu cév v centralni Casti 1éze.
Anti-NEST + anti-GFAP + DAPI; (a) meritko 50 um, (b) méritko 20 um.
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Obr. 39. (a) Ve striatu 6 mésicnich kontrolnich zvitat se zacinaji projevovat vékové zmény — mirné
se zvySuje potet GFAP' astrocytll, ale zejména piibyvd GFAP' gliofilament v jejich hlavnich
vybézcich (tedy predevsim ve vaskularnich nozkach). (a, b) Mirné stoupa i pocet S1008™ astrocyti ,
to znamena, Ze s vékem piibyva v parenchymu gliové slozky v dusledku (fyziologického) zaniku
nekterych neuront. (b) Vimentin je exprimovan pouze ve sténé cév, které v intaktnim striatu nejsou
piili§ pocetné.

(a) Anti-GFAP + anti-S100p + DAPI, (b) anti-VIM + anti-S100p + DAPI; méritko 50 um.

Obr. 40. (a) Ztetelny rozdil ve struktufe striata u potkan za 6 mésicti po QA 1ézi je dan vyraznou
reaktivni astrogliozou, kterd se rozvinula ve vétSiné striata v disledku progredujiciho (v této fazi jiz
chronického) NDP. (b) Exprese vimentinu spolehlivé znaci cévy, kterych je zde, v disledku rozvoje
NDP zejména v akutni fazi procesu, mnohem vice nez v intaktnim striatu.

(a) Anti-GFAP + anti-S100p + DAPI, (b) anti-VIM + anti-S100p + DAPL; méritko 50 um.
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Obr. 41. Porovname-li strukturu striata u potkan (b) 6 mesicti po QA 1ézi, tj. v chronické fazi
NDP, a (a) u stejné starych kontrolnich zvifat, vidime zretelny rozdil (b) v po¢tu GFAP" i
GFAP'/S100B8" reaktivnich astrocyti v NDP postizeném striatu, ale vzhledem ktomu, Ze
nareaktivni astrogliéze se zde jiz nepodileji hypertrofické astrocyty, velikosti se vyraznéji
neodliSyji od (a) reaktivnich astrocytli, kterych pribyva s vékem u intaktnich zvirat; typické pro
astrocyty reaktivni gliozy jsou obvykle mohutnéjsi vybézky — predevs§sim vaskularnimi nozky,
které tak vytvareji zbytnélou MLGP charakteristicky konturujici cévy (,,prstence’) — Sipka — i tento
znak se vSak s pokracujicim vékem zvitat objevuje u astrocytli v intaktnim striatu.

Anti-GFAP + anti-S100 + DAPI; méritko 20 um.
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Obr. 42. (a) V porovnani s kontrolnim striatem je (b) za 6 mésicii po QA 1€ézi snizena hustota
synapsi ve vazbé na signifikantni profidnuti neuropilu provazejici rozvinuty NDP. (N) jadra
striatovych neuront, (*) svazky myelinizovanych axon.

Anti-Synaptophysin; meritko 20 um.
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4.2. Geneticky model — potkani transgenni pro Huntingtonovu chorobu

Sledovali jsme rozvoj neurodegenerativnich zmén ve striatu u 2, 6, 12, 18 a 22-24
mésicnich tgHD potkani a jejich wild-type kontrol. Jednotlivé vékové skupiny jsme
vytvofili na podkladé doposud publikovanych praci, které charakterizuji tgHD a wt
potkany.

4.2.1. Morfologické hodnoceni
Zjistili jsme, ze rozvoj NDP ve striatu tgHD potkanli probiha velmi pomalu a vyraznéjsi

zmény se objevuji az u zvitat starych nejméné 1 rok.

Obr. 43. (a) Lateralni komory jsou v mozku mladych intaktnich (2 mési¢nich wt) potkanti pomérné
uzké. NDP fenotypu HD vyustuje v atrofii striata a nasledné rozSifeni postrannich mozkovych
komor — velmi mirné rozsiteni miizeme pozorovat jiz (b) u 6 mési¢nich tgHD potkand, (c) atrofii
striata s vyraznéj$im rozsifenim lateralnich komor vSak az u 18 (a 24) mési¢nich tgHD potkand.
H&E; zvétseni 16x.
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U 2 mésice starych tgHD potkant jsme nezaznamenali Zadné morfologické odlisnosti od
stejné starych wt zvitat, proto nasledn¢ uvedena charakteristika plati shodné pro transgenni
I wt zvifata. Veskeré nalezy jsou také stejné s charakteristikou stejné starych potkand,
pouzitych jako kontroly u QA 1ézi. Lateralni mozkové komory jsou symetrické a pomérné
uzké (obr. 43a).

Striatové neurony (B-111-tubulin®/MAP2" a Bodian™), resp. jejich jadra (NeuN" a Bodian®),
jsou u wt 1 tgHD potkanii seskupené do typickych shlukti, a 1 kdyz maji variabilni velikost
(obr. 46¢ porovnej s 46d), pievazuji zde pomérné velké neurony (obr. 46a, 47a). Odstupy
velmi pocetnych dendritd (s dendritickymi trny) vytvareji charakteristickou B-111-tubulin-
pozitivitu neuropilu kolem tél neuront (obr. 47a). Jadra téchto neuront jsou typicky velmi
svétla (tedy s jemné rozptylenym chromatinem) s 1 vyraznym jadérkem (obr. 44a). Denzité
neuropilu (obr. 44a) odpovida i velkd hustota synapsi (obr. 48a), které (v porovnani se
starymi zvifaty, zejména tgHD - obr. 48b, 48c) lze charakterizovat jako ,jemné‘.
Morfologicka charakteristika striata je tedy totozna s nalezy u intaktnich mladych zvitat ze
skupiny s neurotoxickou 1ézi (viz kap. 4.1.1.1.).

Pocet GFAP" astrocytl u takto mladych zvifat je jen maly (obr. 50a, 51e). I u této skupiny
(wt 1 tgHD potkanil) plati, ze nejvyraznéjsi GFAP-pozitivitu vykazuji vaskularni nozky
astrocytl, jejichz rozsifena oplostéla zakonceni vyrazné ohranicuji lumina cév (obr. 50a).
Piiblizné stejné pocetné jsou i GFAP/S100B™ astrocyty a jen ojedinéle nachizime
GFAP*/S100B" glii. S100 protein je lokalizovan predev§im v jadrech a t&lech astrocytii
a z ného odstupujicich kmenovych vybézcich (obr. 51e). Jen vyjimeéné jsme nasli BrdU"
jadra prave rozdélenych gliovych bunék (obr. 49a).

Expresi nestinu jsme nezaznamenali ani Vv gliovych bunkach ani v endotelu cév, to
znamena, 7e k 7adné jejich aktivaci nedoglo. Stejné tak vimentin® byl pouze endotel
a hladka svalovina ve sténé cévni, ale Zadné astrocyty, stejné jako u intaktnich zvifat

Vv ptedchozi skupiné (viz kap. 4.1.1.1.).

I kdyz u skupiny 6 mési¢nich tgHD potkani nelze jest€ postihnout zmény v objemu
striata, tedy jeho atrofii, u vSech hodnocenych tgHD potkanl jsme zaznamenali velmi
mirné roz$ifeni postrannich mozkovych komor (obr. 43b) v porovnani z kontrolnimi wt
potkany a zejména s 2 mési¢nimi zvifaty (obr. 43a). Jako prvni pfiznak NDP jsme zde
(v porovnani se stejné starymi wt potkany - obr. 47b) zjistili predevS$im zmensSovani
velikosti neuronti/jader, avSak jen u malého poctu (resp. jen v nékterych skupinach)

striatovych neuront (obr. 44c, 47¢). Degenerujicich neuron bylo v této skupiné jesté
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pomérné malo, vyjimecn¢ jsme nachdzeli i zanikajici hyperchromni (tmavé/denzni)
neurony s pyknotickym jadrem (obr. 44c). Téméf nezménéna byla i hustota a charakter
neuropilu (porovnej obr. 47b a 47e) - i kdyz na nékterych mistech striata byla textura
0 malo fidsi — a proto jsme také nenasli zadné zmény na synapsich.

V porovnani se stejné starymi wt potkany (obr. 51a) se mirné zvySuje podet GFAP"
astrocytll (obr. 50d), ale nelze fici, ze by Se jednalo o reaktivni gliozu. Na rozdil od
reaktivnich astrocyti v neurotoxické 1¢ézi jsou zmeény v morfologii téchto bun€k jen velmi
pozvolné. Jejich téla nejsou vyraznéji zvétSena (nejedna se tedy o hypertrofické astrocyty),
typické je zejména zvyraznéni jejich vyb&zki postupnym piibyvanim gliofilament a tim
zvySovani denzity GFAP (obr. 50d). Nejnapadnéj$i je opét zvyraznéni gliové
perivaskuldrni membrany (porovnej obr. 50d a 50a). V expresi S100p proteinu jsme vSak
nenasli zadné rozdily oproti mladym potkantim, tedy neméni se poéet GFAP*/S100B" ani
GFAP7/S100B" astrocytil. Astrocyty ve striatu kontrolnich (wt) zvifat se nijak nelisily od
predchozi wt skupiny (porovnej obr. S1e a 51a).

U 12 mési¢nich tgHD potkanli bylo jiz patrné rozSifeni laterdlnich komor, 1 kdyz
(v porovnani s potkany s neurotoxickou 1ézi) stile jen mirné. Ubytek neuronti je v této
skupiné jiz vyrazné&jsi. Charakteristickym projevem vSak nadale zistavd zmenSovani
objemu t¢l (tedy i jader) striatovych neuront (pfi zachovani nukleo-cytoplasmatického
poméru - obr. 44d, 45b), které vynikne v porovnani s mladSimi potkany (zejména
kontrolnimi - obr. 44a, 46a, 46c, ale i tgHD — obr. 44c). Tento jev potvrzuje napiiklad
I detekce B-1ll-tubulinu, ktery zna¢i cytoplasmu neuront vcetné odstupu jejich vybézku
(obr. 47f). Mirné zmensSeni té€l neurond se vSak selektivné objevilo i u wt kontrol (obr.
47c¢). Tyto ndlezy dokumentuji pribéh NDP, ktery zacind zmenSovanim neuronii (véetné
redukce jejich dendritil) a kon¢i uplnym zénikem té€chto bunek. V ptipadé tgHD potkant
vSak tento proces u vétSiny neuront probihd velmi pomalu a teprve u nejstarSich skupin
zvifat (18 — 24 mésicnich) je ubytek neuronti vyrazn€j$i. U wt potkant pak jde
o fyziologicky zanik nékterych neuronti. Také jiz bylo mozné detekovat velmi mirné
profidnuti neuropilu (obr. 44d), predevSim v porovnani s kontrolami (obr. 44a).
Charakteristickym znakem je i to, Ze neurodegenerace je vyrazné selektivni (coz
odpovidé naleziim u HD pacientll) - to znamena, Ze veskeré projevy neurondlni degenerace
(zmenSovani neurontl, piip. jejich zanik) postihuji jen nékteré neurony, at’ jiz jednotlivé
nebo v malych skupinach (obr. 44¢). K celkovému obrazu neuronalni degenerace patii

I zvySena akumulace polyglutaminovych inkluzi v jadrech striatovych (a kortikalnich)

77



neurontl (obr. 45b) — zejména v porovnani s kontrolnimi zvifaty (obr. 45a) - dokumentujici
nejen zvySené hromadéni mhtt v jadrech, ale i kondenzaci karyoplasmy v dasledku
zmensSovani velikosti neuronti a tedy i jejich jader.

V disledku zvySujicitho se poctu degenerujicich neuronii se u této skupiny objevuje
i podstatné vice GFAP" reaktivnich astrocytll (obr. 50e), jak doklad4 zejména provedend
Kvantitativni analyza (viz kap. 4.2.2.). Stejné jako v piedchozich skupinach tgHD a wt
potkantl, 1 zde ojedinéle nachdzime dé¢lici se jadra gliovych bunék, z nichz néktera mohou
byt i BrdU" (obr. 49b). Vzhledem k tomu, Ze zanik neuronti v§ak neni ani v této skuping
vyrazny, je i rozvoj reaktivni gliézy jen pozvolny. Je vSak zcela zjevny zlom v progresi
NDP u zvitat starych 1 rok v porovnani se 6 mésicni skupinou a néasledné prohlubovani
téchto zmén u skupiny 18 a 24 mésic¢nich potkanii (porovnej obr. 50d a 50e-g). Je takeé
tteba zdlraznit, ze v disledku selektivni degenerace striatovych neuront se i rozloZeni
GFAP" reaktivnich astrocytil ve striatu 1i§i v riznych lokalitich — z tohoto diivodu jsme
vzdy na histologickych fezech porovnavali jen stejné lokality (tj. pro fotodokumentaci
vzdy dorzo-medialni oblast striata). U 12 mési¢nich wt potkani vidime, Ze se sice pon€kud
zvysil podet GFAP® astrocytii, tyto astrocyty vSak nevykazovaly atributy typickych
reaktivnich astrocytl se silnymi, vyrazné GFAP" vybézky, ale spise se v nich zvysil podet
(objem) GFAP® gliofilament, pfedeviim v jejich vaskularnich nozkach zvyraziujicich
cévni sténu (porovnej obr. 50a a 50b).

Pocet S100B™ astrocytii se téméF nezménil, vyraznéjsi zmény byly (jak jiz bylo uvedeno)
pouze ve smyslu piibyvani GFAP" reaktivnich astrocytil, zejména typicky ve vazbé na

cévy (obr. 51f).

U skupin 18 a 22-24 mési¢nich tgHD potkant je charakter zmén stejny, 1lisi se pouze
intenzita neurodegenerativniho postizeni striata a tedy i tomu odpovidajici rozsah
a charakter reaktivni gliozy. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o relativné velmi stard zvirata,
je zde vyznamna také participace procesu starnuti, tedy morfologicky definovanych
senilnich zmén.

Atrofie striata je (v porovnani pfedev§im s mladymi kontrolnimi zvifaty - obr. 43a) jiz
zcela evidentni (obr. 43c¢). I kdyz je tbytek neuront vyraznéjsi, nez u piedchozich skupin
tgHD potkant (porovnej obr. 46b, 46e, 46f a 46d), i zde se vyznamnou mérou na NDP ve
striatu (tedy na redukci Sedé hmoty) podili pokracujici zmensovani nékterych neuront, at’
jiz jednotlivych ¢i ve skupinach (obr. 44e, 44f, 47g-i). Tim vice také vynika, ze degenerace

striatovych neuront je selektivni (porovnej napi. u 18 més. tgHD obr. 46e a 46f, a u 24
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meés. tgHD obr. 47h a 47i). Zajimavym, i kdyz ne neobvyklym nalezem, bylo rovnéz
zjisténi, ze intenzita NDP je u téchto starych tgHD potkantl, sledovanych v ramci jedné
skupiny, pomérn¢ vyrazné rozdilna (obr. 46e a 46f). Tento jev zcela odpovida variabilité
(jak fyziologické, tak ve vztahu k patologickym procestim), velmi dobie znamé u lidi.
Spolu s degeneraci striatovych neuronti dochazi i k postupnému, i kdyz relativn€¢ mirnému,
profidnuti neuropilu (které je patrné napf. pii pouziti impregnace neurofibril — obr. 44e,
441, i ve vazbé na detekci synapsi obr. 48c). V dusledku fyziologické degenerace neuronti
(obr. 47d) dochazi k profidnuti neuropilu striata, a tedy i synapsi, také u starych wt potkant
(obr. 44Db a 48b).

Pokracujici atrofie striata se, mimo jiné, projevuje i typickym zhusténim svazkl
myelinizovanych vlaken v disledku profidnuti neuropilu a retrakce Sedé hmoty striata
(napf. obr. 44f). Charakteristickym rysem progrese NDP u tgHD potkani je také pomalu se
zvySujici hustota polyglutaminovych inkluzi v jadrech striatovych (a kortikalnich) neuronti
(dokumentujici pritomnost mhtt), pravdépodobné ale piredevsim v disledku zmensSovani tél
a tedy 1 jader téchto neuronti (obr. 45c¢).

Privodnim jevem zvySené degenerace neuront je vzdy rozvoj reaktivni gliézy. Vzhledem
k atypicky pomalému zaniku neurond u transgennich potkant se vSak i tento proces rozviji
jen pomalu. Pfesto jiz u 18 mésicnich (obr. 50f) a zejména pak u 22-24 mési¢nich tgHD
potkanii (obr. 50g) je astroglidza zifetelné vyrazngjsi v porovnani s mladymi tgHD potkany
(obr. 50d), i se stejné starymi kontrolnimi zvifaty (obr. 50c). Teprve ve skupinach roénich
(obr. 50e) a star§ich tgHD potkanti nachazime typické GFAP" reaktivni astrocyty - ve
vetsim poctu vSak az u nejstarSich zvitrat (obr. 50g). Také u nejstarSich kontrolnich zvitat
nariistd pocet GFAP" astrocytli (obr. 50c), avsak povétsinou je nelze podle jejich
morfologie oznalit za typicky reaktivni (porovnej obr. 50c a 50g). Kromé astrocytl
nachazime v neuropilu pochopitelné i satelitni oligodendrocyty, ale u nich jsme (na rozdil
od QA 1éze) nezaznamenali zvySeni jejich poctu.

Zajimavy nalezem byl nartist poétu GFAP/S100B" vybézka plasmatickych astrocyti jako
soucasti neuropilu (obr. 51d), coz mizeme povazovat za dikaz zvySené proliferace ¢i
aktivace 1 téchto bun¢k v reakci na rozvoj NDP. Tento pfedpoklad podporuje i fakt, ze
I Vv tomto pfipad¢ se jednalo o loziskové zmény, tedy nejnapadnéjsi v mistech s pokrocilou
degeneraci neuronti (porovnej obr. 51c a 51d, 51g a 51h). Zvyseni poétu GFAP/S100p"
astrocytl jsme vSak zaznamenali i u nejstarSich kontrolnich potkani (obr. 51b), ale nikdy
ve stejném rozsahu jako u paralelnich skupin tgHD potkanii (obr. 51d). U starych tgHD

potkant je také o néco vyssi poéet GFAP'/S100p" a zejména typicky je nalez koexprese
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i v ostatnich vybézcich GFAP™ reaktivnich astrocytd (obr. 51h), nejen ve vaskularnich
nozkach (obr. 51f, 51g). Exprese S100pB se totiz postupné rozsifuje z té€la astrocytd i do
jejich vybézka (obr. 51g, 51h). Tento proces byl velmi typicky pro maturaci nové
generovanych/aktivovanych reaktivnich astrocytii u NDP navozeného QA. Nejnapadnéjsi
zménou u GFAP” astrocytil, vazanou na progresi NDP (tedy patrnou cca od 1 roku véku u
tgHD potkantl) je hypertrofie vaskuldrnich nozek, zejména jejich koncovych rozsifenych
Casti, které vytvareji MLGP, tedy ke ztluSténi stény cév (obr. 50f, 50g porovnej s 50e
a b50a); zaroven se mirné¢ zvysSuje i pocet cév, coz lze ale (alesponi z ¢asti) pricist atrofii
(zhusténi) parenchymu striata. Obdobné, ale podstatné mén¢ intenzivni ztluSténi MLGP
vidime i u starych wt potkani (obr. 50b, 50c). Na rozdil od neovaskularizace, resp.
aktivace cév ve striatu potkani s NDP po QA 1ézi (zejména v akutni f4zi procesu), znacené
vyraznou expresi nestinu v endotelu aktivovanych cév (obr. 16a), jsme u tgHD potkani
tento jev nepozorovali ani u nejstarSich zvifat. Rovnéz jsme u nich nedetekovali expresi
vimentinu nebo BrdU ve vztahu k proliferaci, resp. aktivaci astrocytt ve striatu (obr. 52).
Mtizeme tedy piedpokladat, ze GFAP® reaktivni astrocyty ve striatu tgHD potkan,
postizeném progredujicim NDP, vznikaji spiSe transformaci z tzv. klidovych gliovych
bunék/prekurzorti, nez generovanim novych astrocytd z adultnich neuralnich (gliogennich)
prekurzord, jak je typické zejména pfi akutnich typech poskozeni mozku.

Zaznamenané morfologické zmény u starych wt potkanii dokladaji, Ze na progresi zmén pii
NDP ve striatu maji podil i vékové zmény — typické je zejména zmenSovani n€kterych
neuront (jen malo jejich tplny zanik), narGst poétu GFAP" astrocytt, i ztlusténi MLGP;

tyto zmeény jsou vSak vzdy méné€ intenzivni v porovnani s NDP u tgHD potkand.
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Obr. 44. (a) V porovnani s mladymi wt zvifaty (Sipky — neurony) je typickym piiznakem progrese
NDP selektivni zmenSovani nékterych striatovych neuront ¢i spise jejich skupin, (b) ke kterému
vsak, i kdyz v mensi mife, dochazi také s vy$sim vékem zvifat — zde u 24 mési¢niho wt potkana.
Postupné zmensovani a ubytek neuronu s progresi NDP je zde zachyceno u tgHD potkani (c)
starych 6 mésici — maly rozsah degenerativnich zmén na neuronech zatim témét neovlivnil
charakter neuropilu; (d) u 12 mési¢nich nastava v rozvoji NDP zlom, zmenSovani i ibytek neuront
jsou jiz vyraznéjsi, takze je patrnd i mirna rarefakce neuropilu, (¢) u 18 a zejména (f) u 24
mésicnich tgHD potkant jsou jiz selektivni zmenSeni a zejména ubytek neuronti dobie patrné.

vy

Impregnace neurofibril podle Bodiana; méritko 20 um.
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Obr. 45. (a) Akumulace polyglutaminovych inkluzi v jadrech striatovych neuroni je mala u
kontrolnich wt potkanii (zde 6 mésicnich). Ke zvySené akumulaci, v souvislosti s hromadénim
mhtt ve formé intranuklearnich inkluzi, dochazi (b) u 12, (c) 18 (a 24) mésicnich tgHD potkan,
zejména vsak v disledku zmenSovani neuronti a tedy i jejich jader.

Anti-Poly-Q; méritko 20 um.

Obr. 46. Zietelny rozdil v poctu a velikosti striatovych neuronll je patrny pii porovnani (a) 2
mésicnich wt a (b) 18 mési¢nich tgHD potkanli —je také dobie vidét, Ze zanik neuronti v dusledku
progrese NDP je zde typicky selektivni.

Anti NeuN + anti-GFAP + DAPI; méritko 50 um.
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Obr. 46. (c) Mirné rozdily ve velikosti neuronti i1 jejich poctu ve skupindch jsou typické pro
jednotlivé regiony striata — velké neurony a jen maly po¢et GFAP™ astrocytil jsou charakteristické
pro mlada kontrolni zvitata (cca do 6 mésicli) — zde 2 mési¢ni. Redukce Sedé hmoty striata, tedy
zmenSovani a nasledné i vyrazn€j$i ubytek neuront, v dusledku progrese NDP se rozviji jen
pomalu, proto i privodni reaktivni astrogliéza je (v porovnani s neurotoxickym modelem) jen mirn

-(d)u 121 (e, f) 18 mésicnich tgHD potkant. (e, f) Zajimavym nalezem byla pomérné variabilni
intenzita NDP u zvifat v nejstarS§ich hodnocenych skupinich, jak je patrné pti porovnéani dvou 18
meésicnich tgHD potkant.

Anti-NeuN + anti-GFAP; meritko 20 um.
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Obr. 47. Nejlépe lze zmény ve velikosti neuront detekovat pomoci anti-B-IlI-tubulinu, ktery

znazornuje neurofilamenta v cytoplasmé tél neuront i v odstupech jejich vybézkl; v kombinaci
s obarvenim jader DAPI, miiZzeme jasné prokazat, ze zmenSovani neuroni probiha pii zachovani
nukleocytoplasmatického poméru jak u intaktnich wt potkani (a-d) vramci procesu
fyziologického starnuti, tak u (e-h) tgHD potkanii v disledku progrese NDP (obr. viz dalsi str.);
zaroven vidime 1 zmény v mnozstvi GFAP™ astrocytil a v denzité neuropilu. (a) wt 2 mésice, (b) wt
6 mésict, (c) wt 12 mésicu, (d) wt 22 mésica.

Anti-TUB + anti-GFAP + DAPI; méritko 20 um.

84



Obr. 47. (e) Pti porovnani degenerativnich zmén ve striatu 6 mési¢nich tgHD potkanti a (b) stejné
starych wt kontrol, vidime, Ze se ndlezy v podstaté neli$i, to znamena, ze NDP se u tgHD potkanti
jesté vyrazné€ji nerozviji. (f) Naproti tomu, degenerace neuronti, profidnuti neuropilu i mirna
reaktivni astroglidza jsou jiz patrny u 12 mésicnich tgHD potkanti v porovnani (c) se stejné starymi
wt zvitaty. Progrese NDP (selektivni zmenSovani i ubytek neuron a reaktivni astroglioza i
dezintegrace neuropilu) je pak dobie vidét u (g) 18 a (h, i) 24 mésicnich tgHD potkant i
v porovnani s kontrolami (d). Ubytek neuronti postihuje selektivné jen nékteré skupiny, coz vynika
zejména u nejstarSich tgHD potkanti (h versus 1).

Anti-TUB + anti-GFAP + DAPI; méritko 20 um.
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Obr. 48. (a) Synapse jsou v neuropilu u
mladych 2 mési¢nich tgHD potkanti jemné a
velmi pocetné. (b) V dusledku fyziologické
degenerace dochazi k profidnuti neuropilu i
synapsi i u starych 22 mésicnich wt kontrol.
(c) Ve striatu 24 mési¢nich tgHD potkanu je
vSak rarefakce neuropilu i degenerace synapsi
vyrazné€jsi; také reaktivni astroglioza se rozviji
pouze vdisledku NDP u starych tgHD
potkan.

Anti-SY + anti-GF AP + DAPI; méritko 20 um.

Obr. 49. (a) Ve striatu mladych 2 mési¢nich tgHD potkant miizeme ojedinéle najit BrdU" jadra
pravé rozdélenych gliovych bunék - (b) stejné tak se vSak objevuji i u 12 mési¢nich tgHD potkanti.
Anti-BrdU + anti-GFAP + DAPI; méritko 20 um.

86



Obr. 50. Pocet GFAP™ astrocytl je velmi maly (a) u 2 mési¢nich wt potkant, ale (b) u 12
mésicnich a (c) 22 mésicnich wt potkand téchto astrocytti s vékem piibyva a predevsim se zvysuje
mnozstvi GFAP® gliofilament zejména ve vaskuldmich nozkach, tvoficich MLGP, takze
nejvyraznéjsi jsou pak kontury cév (*). Vdisledku pomalého rozvoje NDP se i reaktivni gliéza
rozviji jen velmi pozvolna, takze (d) u 6 mési¢nich tgHD potkant je patmy jen mirny narst
denzity GFAP ve vaskularnich nozkach kolem cév. (e) Vyssi pocCet reaktivnich astrocytl se
objevuje az u 12 mési¢nich tgHD potkani a postupné nartsta s progresi NDP u (f) 18 a (g) 24
mésicnich tgHD potkant — nejvyrazméjsi pozitivita GFAP je vzdy v hypertrofickych vaskulamich
nozkach astrocytu, tedy kolem cév (*).

Anti-GFAP; méritko 50 um.
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Obr. 51. Pii porovnani kontrolnich (a) 6 a (b) 22 mési¢nich wt potkani se zménami u (c) 18 a (d)
24 mé&sicnich tgHD potkant vidime, ze s vékem (b), ale zggména s progresi NDP u tgHD potkanti
piibyva ve striatu GFAP" reaktivnich astrocytd. Dillezitou slozkou neuropilu jsou vSak i S100B"
(GFAP'/S100B" nebo castéji GFAP/S100B") astrocyty. Pocet piedeviim GFAP/SI100B™ se
zvySuje s vékem (b) a také s progresi NDP u nejstarsich skupin tgHD potkant (d).

Anti-GFAP + anti-S100p + DAPI; méritko 50 um.
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Obr. 51. (e) U 2 mési¢nich kontrolnich potkanii jsou SI00B" astrocyty vétsinou plasmatické GFAP
/S100B" (GFAP'/S100B" astrocytii je zde jen velmi mélo). S progresi NDP u (f) 12, (g, h) 18 (a 24)
mesicnich tgHD potkant naopak postupné piibyva GFAP/S100B™ astrocytl piedevsim v blizkosti
cév (f-h) a charakteristicky je posun koexprese S100B a GFAP z téla astrocytti i do vybézku (h).
Anti-GFAP + anti-S100p + DAPIL; meritko 20 um.

Obr. 52. Exprese vimentinu byla i u
rozvinutého NDP (zde u 18 mésic¢nich tgHD
potkanil) vzdy vazana pouze na endotel
(prip. hladkou svalovinu) cév, to znamena,
ze nikdy nedoslo k jeho re-expresi ve vztahu
k aktivaci nebo proliferaci astrocyti ve
striatu.

Anti-VIM + anti-S1008 + DAPIL; méritko
20 um.
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4.2.2. Kvantitativni stereologicka analyza

Zmény, které jsme popsali z histopatologického hlediska ve striatu tgHD i wt potkant
(tedy rozvijejici se jak v disledku NDP, tak procesu starnuti) jsme chtéli vyhodnotit
| kvantitativné. Zajimal nas pfedev§im rozvoj astrogliézy ve striatu, definovany poétem
GFAP" astrocytii, resp. plochou, kterou na daném fezu zaujimaji. Zmény v mnoZstvi
GFAP" astrocytli jsme totiz, na rozdil od nepatrného ubytku neuronti, zaznamenali
i v dasledku starnuti u kontrolnich skupin zvifat.

Pro kvantitativni vyhodnoceni plochy GFAP-pozitivniho imunohistochemického barveni
jsme pouzili jednu ze stereologickych metod, pomoci kterych je mozné odhadem stanovit
pocet objektl, délek, ploch a objemi. Tyto postupy jsou zalozené na statistickém
odvozovani geometrickych vlastnosti hodnocenych struktur a objekti pomoci bodovych,
linedrnich, rovinnych ¢i objemovych testovacich sond. Oproti digitalni analyze obrazu,
jejiz vyhodou je predev§im moznost automatizace pti rutinnim hodnoceni vzorkd, zarucuji
tyto metody lepsi reprodukovatelnost, tedy vyssi objektivitu hodnoceni, zejména pii rizné
kvalité preparatu.

Stereologicka analyza ukézala signifikantni zvySeni plochy exprese GFAP az u 12
meésicnich tgHD potkanti, S pokracujici progresi u 18 az 24 mési¢nich zvitat (v porovnani
s 2 mé&si¢nimi tgHD potkany jako referen¢ni skupinou - graf 1A). U 2 a 6 mési¢nich skupin
jak wt, tak tgHD potkant neni vyznamnéjsi rozdil mezi skupinami stejného typu ani
vzajemné. To potvrzuje naSe nalezy, ze k rozvoji reaktivni astrogliézy dochazi az u ro¢nich
a starSich tgHD potkand. Zjistili jsme vSak i pomérné vyznamny narust GFAP-pozitivity
ve striatu wt potkant od 12. mésice v porovnani s 2 mési¢nimi wt zviraty (graf 1B). Pocet
GFAP" reaktivnich astrocyti se u sledovanych tgHD potkanti od 2 do 24 mésicti znasobil
3,3x a nartast GFAP-pozitivity ve stejném ¢asovém rozpéti u wt potkanli byl (prekvapive)
2,6X. To potvrzuje, Ze na progresi reaktivni astrogliozy u tgHD zvifat méd podil nejen
neurodegenerativni proces, ale nezanedbateln¢ i vékové zmény (graf 1B), coz lze mimo
jing pricist také pomérmné vysokému véku potkanti ve dvou nejstarSich sledovanych
skupinach.

Z hlediska celkového hodnoceni pro nis bylo dileZité také porovnani mnozstvi GFAP”
astrocytt ve striatu tgHD, resp. wt potkant v jednotlivych vékovych skupinach: u tgHD je
U 6 mésiéni skupiny nartist plochy GFAP" astrocyti o 17% v porovnani s 2 mési¢nimi
zvitaty, zatimco u 12 mé&si¢nich potkanti je to o 125% v porovnani s 2 mésicnimi zviraty,
resp. 0 92,3% oproti 6 mési€nim potkanim; u 18 mési¢nich tgHD potkant se plocha

GFAP" astroglie zvétsila o dalsich 35,7% oproti 12 més. potkantim, zatimco u 22-24 més.
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skupiny jiz jen o 8,7% optoti 18 més. tgHD skupiné. Pomérn¢ piekvapivé byly vysledky
porovnani wt skupin: u 12 més. wt potkant piibylo o 58,23% GFAP pozitivity oproti
6 mési¢nim skupindm, u 18 més. skupiny o 44% oproti 12 més., zatimco u 22-24 més.
skupiny wt zvifat se denzita astrocytl jiz dale nezménila. Porovname-li skupinu 22-24
mési¢nich wt a tgHD potkand (graf 2), pak je hustota reaktivni GFAP" astroglie vyssi
0 33,67% u tgHD potkanii oproti stejné starym kontrolnim wt zvitatim.

Kvantitativni analyza tedy potvrzuje spravnost naseho morfologického hodnoceni rozvoje
reaktivni astroglidozy ve striatu mozku tgHD potkanti starych 12 a vice mésicl. Zajimavym
nalezem, ktery vynikl teprve pii kvantitativni analyze, byl vyrazny (zlomovy) nardst
plochy exprese GFAP pravé ve skupiné 12 més. tgHD, ale i wt zvifat. Navic toto
hodnoceni jasn¢ doklad4 vyraznou participaci zmén v disledku starnuti na rozvoji NDP

a tedy 1 privodni astroglidzy.
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Graf 1: Plocha pozitivniho barveni na GFAP ve striatu (A) tgHD a (B) wt potkan. Statisticka
vyznamnost (ANOVA, Tukey test, ***p<0,001) v porovnani s referen¢ni skupinou (A) tgHD2
a (B) wt2.
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Graf 2: Porovnani velikosti plochy pozitivniho barveni GFAP ve striatu tgHD a wt potkant.
Statisticka vyznamnost (neparovy t-test, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) pii porovnani tgHD a wt
Vv jednotlivych vékovych skupinach.

4.2.3. Kvantitativni hodnoceni mitochondrialni respirace
Mitochondrialni dysfunkce je fazena mezi mechanismy zahrnuté v patogenezi HD.
Rozhodli jsme se proto zméfit, zda dochazi ke zménam parametrii mitochondridlni
respirace (graf 3) a sledovali jsme aktivitu mitochondridlnich komplexu I, 1l a IV. Tyto
slozky respiracniho fetézce transportuji elektrony z NADH a FADH; pomoci série
redoxnich reakci, pficemz konecnym akceptorem téchto elektront je O na konci fetézce.
Komplex I (NADH-koenzym Q-oxidoreduktaza): Vysledky oxygrafie homogenatu striata
ukdzaly signifikantni snizeni aktivity komplexu I u tgHD potkand od 12. mésice
V porovnani s tgHD ve v€ku 2 mésict (graf 4A). Pii porovnani tgHD a wt potkanil v kazdé
veékové skupiné jsme zaznamenali u skupin tgHD potkantd urcity trend ve sniZeni aktivity
komplexu | (graf 5A), ale v disledku vyssi variability vysledkd a mensiho poctu zvitat
(vzhledem k pfed¢asnému uhynu nékolika zvitat) ve skupinach ptezivajicich 22-24 mésict
vSak Zadna ze zmén nedosahla statistické vyznamnosti.
Komplex 11 (sukcinat-koenzym Q-oxidoreduktaza): V aktivit¢ komplexu II jsme
prekvapiveé nezaznamenali zddné vyraznéjsi zmény u tgHD potkanti a to ani v porovnani se
stejné starymi kontrolnimi zvitaty (graf 4B, 5B).
Komplex IV (cytochrom c-oxidaza): Naproti tomu u komplexu IV doslo nejprve k naristu
aktivity u 12 mési¢nich zvifat v porovnani s 2 mésicnimi tgHD potkany, ale v dalSim
obdobi se aktivita tohoto komplexu snizovala; vZdy vSak byla vySs$i nez u 2 mési¢nich
tgHD potkant (graf 4C). Pfi porovnani vysledkt u tgHD a wt zvifat se vSak ani aktivita
komplexu IV (stejné jako komplexu II) vyraznéji nelisila (graf 5C).
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Zavér: Vysledky métfeni mitochondridlni respirace ukazuji u tgHD potkanii poSkozeni
respiracniho fetézce v dusledku snizené aktivity komplexu I, které se podili na rozvoji

mitochondrialni dysfunkce.
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Graf 3: Reprezentativni respiraéni kiivka u 2 mési¢nich wt a tgHD potkand. Glutamat + malat
(glut+mal), adenosindifosfat (ADP), cytochrom ¢ (cyt ¢), roten (rot), sukcinat (suc).
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B komplex I C komplex IV
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Graf 4: Zmény spotieby kysliku (A) komplexem I, (B) komplexem II a (C) komplexem IV
Vv homogenatu striata tgHD potkand. Statisticka vyznamnost (ANOVA, Tukey test, *p<0,05)
V porovnani s kontrolni skupinou 2 mési¢nich tgHD potkand.

A komplex |
2 800-
IS O wt
o tgHD
Q 600-
7 T T T
3
. 4004
-
”n
o 200+
O
I
g_ 0 o
18 24 mésicu
B komplex Il C kompex IV
2 1500- —_— 2 80007 —_—
[} [}
° o
S 3 tgHD £ cooof 3 tgHD
— -
> 1000 T o
E. [ E 4000+
< <
@ 500- @
N o 2000+
° °
e JL 1 il g i
= 2 12 18 24 mésica < 2 12 18 24 mésicu

Graf 5: Porovnani aktivity (A) komplexu I, (B) komplexu II a (C) komplexu IV ve striatu tgHD
a wt potkanti.
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4.2.4. Zavéry —rozvoj NDP ve striatu potkani transgennich pro HD

Morfologické i1 dil¢i kvantitativni hodnoceni zmén ve striatu mozku tgHD potkand jasné
prokazalo, ze rozvoj NDP typu HD je u tohoto modelu pozvolny a dlouhodoby.
Degenerace striatovych neuronti probiha velmi pozvolna a tedy atypicky. To znamena, ze
k redukci Sedé hmoty striata dochazi predev§im v dusledku zmenSovani neuront (coz je
pocatecni faze NDP, u tgHD potkant tedy vyrazné protrahovana), mén¢ v disledku uplné
degenerace, tedy vymizeni neuronti. Toto je také divodem pouze mirného profidnuti
neuropilu (a tedy i1 synapsi) i u nejstarSich, 2-letych tgHD potkanti, a ne pfiliS intenzivni
privodni reaktivni glidzy. Za velmi vyznamny nalez povazujeme, ze degenerace neuronti
probihd i1 u nejstarSich tgHD potkanii selektivné, coz odpovida charakteristice NDP
u pacientti s HD.

Hustota polyglutaminovych inkluzi v jadrech neuronti se sice zvySuje s progresi NDP, ale
patrné piedevsim v dusledku zmensovani neuronti a tedy i kondenzace karyoplasmy
V jadrech.

Dalsim dikazem protrahované neurondlni degenerace je i to, zZe jsme prvni zmény (ve
smyslu mirné atrofie striata) zaznamenali az u 6 mési¢nich tgHD potkanii a za ,,zlomovy*
Ize v nasi sestavé oznacit teprve 12. mésic zivota téchto zvifat. U této skupiny jsme
(v porovnani s mladymi i stejné starymi kontrolnimi zvifaty) zaznamenali jiz zfetelné
zmény v rdmci rozvoje NDP (degeneraci, hlavné zmenSovani neuront i nalez typickych
reaktivnich astrocytl, tedy poc¢inajici reaktivni astrogliézu).

Na progresi zmén pii NDP ve striatu maji nezanedbatelny podil i vékové zmény — zejména
u 18 az 24 mésicnich wt kontrol je typické mirné zmenSovani 1 Ubytek neuronti a tomu
odpovidajici narst poétu GFAP® astrocytil, pfedeviim zmohutnéni jejich vaskularnich
nozek, které zpisobuje charakteristické ztlusténi MLGP.

Popsany atypicky prib¢h rozvoje NDP je pravdépodobné také hlavnim diivodem pomérné

malo signifikantnich zmén pii hodnoceni respiracni aktivity mitochondrii.
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4.3. Vliv erytropoetinu na rozvoj nerodegenerativniho procesu fenotypu HD — pilotni
studie

Je znamo, ze hemopoeticky rustovy faktor erytropoetin ptechazi ptes HEB a v mozkové
tkdni indukuje Siroké spektrum bunéénych odpovédi, nasmérovanych na ochranu
aregeneraci posSkozené tkang, snizuje zanétlivou reakci a stimuluje angiogenezi aktivaci
endotelu. Na zéaklade¢ literarnich udaji o experimentalnim ovlivnéni akutniho ischemického
poskozeni nas zajimal u¢inek EPO na rozvoj chronického poskozeni mozku typu HD,
ktery doposud nebyl studovan.

Vzhledem k vyznamné roli astrocytd v CNS za normalniho stavu i pfi jeho poskozeni nas
zajimala moznost jejich ovlivnéni EPO. Primarné jsme chtéli ovéfit, zda kratkodobé
podavani vysokych davek EPO (3000 IU/kg i.p. denné po dobu 6 dnii) mize (1) pozitivné
ovlivnit rozvoj neurodegenerativniho poskozeni striata, tj. zejména zmirnit rozvoj reaktivni
glidzy a (2) zmirnit nasledky NDP ve striatu ve smyslu mozného ovlivnéni jiz rozvinuté
glidzy. Porovnavali jsme tedy bezprostfedni t¢inek EPO na NDP (1) v akutni fazi rozvoje
neurotoxickeé 1éze — 7 dni po aplikaci QA, a (2) v subchronické fazi, kdy je striatova 1éze
JiZ pIn€ rozvinutd, tzv. stabilizovana (NDP se prohlubuje jiz jen pomalu, tedy obdobné& jako
u pacientl s HD) — 28 dni po QA 1ézi.

Morfologické nalezy jsme doplnili semikvantitativnim hodnocenim objemu GFAP ve
striatu WB analyzou a behavioralnim testovanim zvifat pomoci cylindr testu. Pro
kompletaci nalezi bylo provedeno i hodnoceni hematologické (krevni obraz), kde vSak
nebyly zjistény zadné rozdily mezi testovanymi skupinami, ani v porovnani s kontrolnimi
zvitaty.

Obé¢ skupiny s aplikaci EPO byly porovnavany se stejnymi skupinami po aplikaci placeba

(pD), tj. fyziologického roztoku, a také s intaktnimi zvifaty.

4.3.1. Morfologické hodnoceni vlivu EPO

Pti aplikaci EPO u potkani s akutni neurotoxickou 1ézi (7 dni po aplikaci QA, QA7)
jsme zjistili, ze EPO ovliviiuje rozsah totalni nekrézy v oblasti kanalu vpichu, ale
V podstaté neovliviiuje rozsah léze ve striatu (porovnej obr. 53a a 53b). Vzhledem
k mensimu objemu uplné destruované tkané v oblasti KV dochazi vlivem EPO i ke vzniku
podstatné¢ mensiho lokélniho edému a také k méné vyrazné ,,uklidové® reakci, tj. nachéazi
se tady mensi pocet fagocytll a tim i niz§i pocet BrdU" bun&k v porovnéni s placebovou

skupinou.
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Detekci proliferace pomoci BrdU jsme zaznamenali vysokou proliferani aktivitu ve
striatové 1ézi v souvislosti s rozvojem vyrazné reaktivni gliézy v odpovédi na akutni fazi
NDP ve striatu. Poget BrdU" jader je po aplikaci EPO vyrazné niz§i (obr. 54b, 55b)
V porovnani se skupinou s aplikaci placeba (obr. 54a, 55a) zejména proto, ze je zde mensi
pocet fagocytujicich buné€k, coz prokazuje snizenou zanétlivou odpovéd’ tkané striata. I tak
ale ¢ast BrdU" jader patiila mikroglii (mensi ovalna jadra s hrudkami chromatinu) a dal§im
gliovym elementim (satelitni oligodendrocyty s tmavym kulovitym jadrem) a také
novotvofenym nediferencovanym gliovym buiikam, které jsou typicky VIM" (viz ddle).
Detekce GFAP ukazala, ze rozsah reparativni glidzy je po aplikaci EPO o néco mensi,
avsak rozdil mezi skupinou s EPO (obr. 54b, 56b) a s placebem (obr. 54a, 56a) byl jen
maly, proto jsme k potvrzeni tohoto nalezu jesté pouzili semikvantitativni WB analyzu (viz
kap. 4.3.2.). Rozsah a intenzita koexprese GFAP a vimentinu (viz ddle) se vSak
U porovnavanych skupin vyraznéji nelisila (obr. 56a, 56b, 56¢), to znamena, ze kratkodoba
aplikace EPO proces vyzravani novotvoienych/aktivovanych astrocyt neovliviiuje. Kromeé
typickych GFAP™ reaktivnich astrocytii, byly samoziejmé pfitomny ve zvyseném podtu
i S1I00B protein exprimujici astrocyty, at’ jiz GFAP*/S100B" nebo GFAP/S100B", a to
V podstaté ve stejném rozsahu u skupiny s placebem a s EPO. Stejna situace byla i pii
kombinované detekci S100p proteinu a vimentinu (obr. 57a). Exprese S100p proteinu je
typickd pro vyzravajici astrocyty, piedevsim ty, které jsou aktivovany v disledku NDP,
rozvijejiciho se po aplikaci QA (jak jsme jiz demonstrovali u neurotoxické 1éze — viz kap. —
4.1.1)).

Vimentin, ktery je v intaktnim striatu exprimovan pouze ve sténé cév, tj. endotelem
a bunkami hladké svaloviny (obr. 58e), 1ze (jak jsme prokézali) s vyhodou pouzit také pro
detekci nezralych (novotvofenych) nebo zralych aktivovanych astrocyti. Po aplikaci EPO
(obr. 56b) jsme vSak vtéto skupin€é nezjistili vyznamnéjSi rozdily v porovnani
S placebovou skupinou (obr. 56a), to znamend, ze EPO vyznamnéji neovlivituje vyzravani
nové¢ generovanych astroblastil.

Re-exprese nestinu je ve striatu postizeném NDP typickd pro aktivované (reaktivni)
astrocyty v akutni fazi procesu, ale také pro aktivovany endotel cév. Po aplikaci EPO (obr.
59b) nachazime v porovnani s placebovou skupinou (obr. 59a) v centralni oblasti
rozvijejictho se NDP vyraznéj$i expresi nestinu piedevSim ve vaskularnich nozkach
reaktivnich hypertrofickych astrocyti (mén€ v endotelu), coz svéd¢i o jejich aktivaci,

pravdépodobné i ve vztahu k rekonstrukci poskozené HEB v této oblasti. Mizeme tedy
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tento efekt EPO povazovat za dals§i dikaz toho, Ze i v ptipadé NDP podporuje (alespoii
Vv ur¢itém sméru) vaskulogenezi.

Na zékladé detekce neuronalnimi markery MAP2 a B-lll-tubulinem se zd4, Ze pfi rozvoji
NDP ve striatu je po aplikaci EPO odumirani striatovych neuronti o néco pozvolnéjsi (coz
by odpovidalo neuroprotektivnimu efektu EPO) — zda je naSe domnénka spravna, je ale

potieba ovéfit na podstatné vétSim poctu zvitat, nez bylo pouzito v této studii.

Pti aplikaci EPO do plné rozvinuté subchronické léze (28 dni po aplikaci QA, QA28)
jsme zjistili, ze podani EPO jiz neovlivni rozvoj totalni nekrdzy v oblasti KV, protoze
v prib¢hu 1 mésice doslo k jejimu vyhojeni, tj. k vytvoreni gliové jizvy (obr. 53d). Nalezy
v oblasti KV se proto nelisi od kontrolni placebové skupiny (obr. 53c). Z divodu
pokracujiciho procesu hojeni (piechod do chronické faze) ve tkani jiz také neni ptitomno
veétsi mnozstvi fagocytujicich bun¢k (doslo k odeznéni akutni zanétlivé reakce, véetné
resorpce edémové tekutiny).

Vétsina striatovych neurond je 1 meésic po QA 1ézi jiz zniena, proto jsme ani
nezaznamenali zadny rozdil v detekci MAP2 a B-IlI-tubulinu mezi skupinami s aplikaci
EPO a placebo.

Exprese BrdU byla u skupiny s aplikaci placeba vyrazné nizsi (v porovnani s QA7),
protoze jiz v podstaté¢ nedochazi k nové proliferaci gliovych bunék a dalsi rozvoj léze
pokracuje jiz jen velmi pomalu. DoSlo k vymizeni vétSiny fagocytujicich bunék
a subchronické stadium QA 1éze vykazuje jiz jen maly pocet BrdU® bunék, navic se
zieteln¢ snizenou expresi BrdU v jadfe, coz znamend, ze u téchto bunck doslo
k opakovanému déleni (obr. 54c, 55¢). U skupiny s EPO vsak byl vyssi pocet, i kdyz
vétsinou jen lehce BrdU" jader, v prevazné vétsing vykazujicich morfologii jader astrocyttl.
To s nejvetsi pravdépodobnosti znamend, ze po podani EPO doslo k dalsi vin€ proliferace
gliovych bunék a vétSina z nich se jeste dale, nékdy 1 opakované délila (obr. 54d, 55d).

Pii pouZiti detekce vimentinu je dobfe patrné, Ze po aplikaci EPO se jeho exprese mirné
zvysila v centralni oblasti NDP (obr. 56d, 58d) v porovnani s placebovou skupinou (obr.
58a), coz koresponduje s nalezem zvyseného poétu BrdU™ jader v této lokalité. Diivodem
je jednak generovani (proliferace) novych gliovych elementd, které v této fazi exprimuji
pouze vimentin (obr. 56¢), jednak zvySena aktivace vaskularnich nozek astrocytl
v souvislosti s prepokladanou zvySenou metabolickou aktivitou astrocytt (transport latek
mezi krvi a tkédni Sedé hmoty striata) v NDP postizeném striatu, piip. s tvorbou novych cév

a rekonstrukei (v oblasti KV) narusen¢ HEB (obr. 58b).
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Velmi mirné snizeni poétu GFAP" reaktivnich astrocyttl po podavani EPO (obr. 54b, 56d)
se V podstaté prokdzal az kvantitativni WB analyzou (viz dadle). Naproti tomu zmény
Vv po&tu S100B™ astrocytt (obr. 57b) jsme nezaznamenali. Oproti akutni fAzi NDP byl pocet
reaktivnich astrocytll nizsi, ale v disledku zmén v subchronické fazi NDP, ne vlivem
aplikace EPO.

Exprese nestinu byla v porovnani s ptedchozi skupinou mén¢ vyrazna, ptedevsim proto, ze

doslo k postupné maturaci ¢asti aktivovanych astrocytll, a v podstaté jsme nezjistili rozdil

mezi skupinou s aplikaci placeba nebo EPO.

Obr. 53. (a) Pii porovnani se skupinou s aplikaci placeba do sedmidenni QA 1éze (QA7+P6), (b)
zmenSuje aplikace EPO (QA7+EPOB6) vyrazné rozsah totalni nekrozy v oblasti KV, ale v podstaté
neovliviluje rozsah a intenzitu NDP v okolnim striatu. (d) Aplikace EPO do jiZ plné rozvinuté 1éze
(QA28+EPOO6) neovliviluje jeji rozsah a postizené striatum se nelisi (c) od striata s aplikaci placeba
(QA28+P6); oblast KV je uz vyhojena gliovou jizvou. Porovndvany jsou rezy ze stejného mista

Vv

V mozku potkanii. CC — corpus callosum; TN — totalni nekroza v oblasti KV. H&E; méritko 150 um.
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Obr. 54. (a) U skupiny QA7+P6 dochazi k typickému rozvoji akutni faize NDP, provazeného velmi vyraznou
reaktivni astrogliozou s hypertrofickymi reaktivnimi astrocyty; vétSina BrdU™ jader ale patii mikroglii
vdusledku zanétlivé reakce kolem KV. (b) Po aplikaci EPO (QA7+EPO6) se vyrazné snizuje pocet BrdU
bunek, coz dokumentuje predevS§im protizanétlivy efekt EPO. Charakter reaktivni astrogliozy vSak zistal
nezménény, i kdyZ jsme zaznamenali mirny pokles poctu GFAP" reaktivnich astrocyti u skupin s aplikaci
EPO (b, d). (¢) V podstaté stabilizovand neurotoxicka léze s aplikaci placeba (QA28+P6) vykazuje jiz jen
maly pocet bunék se zetelné snizenou expresi BrdU v jadie v dusledku opakovaného déleni bunék. (d) Po

aplikaci EPO (QA28+EPO6) doslo (kromé centralni oblasti 1éze — viz ddle) jen k mimé zvySené proliferaci

bunék, které se vsak jesté nasledné opakované délily.

Anti-BrdU + anti- GFAP + D APIL; méritko 50 um.
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Obr. 55. (a) Vysoka prolifera¢ni
aktivita  (hlavné  fagocytujici
elementy) u skupiny QA7+P6,
neovlivnénd podanim placeba se
(b) vyrazné€ snizuje po aplikaci
EPO (QA7+EPO6) v dusledku
Minimalni  BrdU-pozitivita u
skupiny QA28+P6, ale (d) ponckud
zvyseny pocet BrdU  bunék
voblasti centra léze ukazuje na
jakousi druhou prolifera¢ni vinu po
aplikaci EPO u skupiny
QA28+EPO6; vyrazn¢ snizena
exprese BrdU v jadrech téchto
bunck prokazuje jejich opakované
deleni.

Anti-BrdU; méritko 10 um.
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Obr. 56. Pocet VIM" glioblastli v akutni 7 denni QA 1ézi se nelisi, porovnavame-li skupiny a)
QAT7+P6 a (b) QA7+EPO6, ale (d) je o néco vyssi u skupiny QA28+EPO6 v centrdlni oblasti
NDP, coz koresponduje s nalezem zvyseného poc¢tu BrdU" jader v této lokalité. (c) Vimentin®
(QAT+EPO6) jsou nejen glioblasty, ale standardn¢ i endotel a hladk4 svalovina ve sténé cévni
(V). Nizsi podet GFAP" reaktivni astrocytii u (d) QA28+EPO6 je dan rozdilem mezi intenzitou
reaktivni astroglidzy v akutni (a, b, ¢) a subchronické fazi NDP (d).

Anti-VIM + anti-GFAP +DAPI; (a, b, d) méritko 50 um, (c) méritko 20 um.

Obr. 57. Rozdily v po¢tu S100B" astrocytii a stupni aktivace hypertrofickych reaktivnich
(VIM'/S100B") astrocyti u skupin (a) QA7+EPO6 a (b) QA28+EPO6 jsou dany charakterem
NDP u akutni a subchronické 1éze, ne vlivem aplikace EPO.

Anti-VIM + anti-S100p + DAPI; méritko 50 um.
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Obr. 58. Zvysena exprese vimentinu je charakteristickym znakem aktivace astrocytd ve striatu
postizeném NDP. Pifi porovnani skupin po aplikaci placeba (a) QA7+P6 a (c) QA28+P6 se
skupinami, kde byl podan EPO (b) QA7+EPO6 a (d) QA28+EPO6 je zcela zjevna zvySena
aktivace reaktivnich astrocytii kolem cév (rep. jejich vaskularnich nozek) — to jasné prokazuje
vaskulogenni efekt EPO i v neurodegenerativni 1ézi. (¢) V intaktnim striatu je exprese VIM pouze
v endotelu a hladké svalovin€ cév.

Anti-VIM; méritko 10 um.
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Obr. 59. Re-exprese nestinu je ve striatu postizeném NDP typicka jednak pro reaktivni astrocyty
v akutni fazi procesu, ale také pro aktivovany endotel cév. (a) V porovnani s placebovou skupinou
(QAT7+P6) u aktutni léze vidime v centralni oblasti NDP (b) po aplikaci EPO (QA7+EPO6)
vyrazn¢js$i expresi nestinu predevsim ve vaskulamich nozkach reaktivnich hypertrofickych

astrocytl, coz je dikaz aktivace téchto astrocyti pravdépodobné ve vztahu k rekonstrukci
poskozené HEB v této oblasti, tedy opét dikaz, z2 EPO ovliviuje i v pfipadé NDP zejména
vaskulogenezi. (Absence poztivity MAP2 prokazuje, Ze se jednd o centralni oblast NDP, kde jiz
témét vSech neurony zanikly vlivem QA). Anti-NEST + anti-MAP2 + DAPI; meritko 50 um.

4.3.2. Western Blot analyza objemu GFAP ve striatu

Rozsah reparativni glidozy v disledku NDP typu HD, kterd je charakterizovana hlavné
pfitomnosti vyrazné GFAP® reaktivnich astrocytd, jsme se rozhodli vyhodnotit také
pomoci semikvantitativni metody WB, zejména proto, Ze morfologické nalezy
naznacovaly zmirnéni rozsahu reaktivni gliézy po aplikaci EPO.

Orienta¢ni vysledky WB analyzy (graf 6) nam potvrdily typicky narist objemu GFAP
u zvifat s QA 1ézi v disledku reaktivni astrogliézy pii rozvoji NDP typu HD, tedy u vSech
sledovanych skupin v porovnani s intaktnimi kontrolnimi zvitaty. Dale jsme prokazali, ze
U potkand piezivajicich 5 tydnid po neurotoxické 1ézi (QA28+P6) je objem GFAP ve striatu
niz8i oproti zvifatim s 2 tydenni QA 1ézi (QA7+P6). Morfologickym podkladem tohoto
efektu je predevSim postupnd regrese hypertrofickych astrocytli, tedy redukce jejich
objemu a posléze i poctu.

Mirna redukce objemu GFAP u obou skupin saplikaci EPO - 1 kdyz u skupiny
QA28+EPO6 byl tento pokles zcela minimalni — sice potvrzuje nase morfologické nalezy,
avSak vzhledem k malému poctu hodnocenych zvifat nelze prozatim s jistotou tvrdit, ze
podani EPO vyznamnéji ovliviiuje rozvoj reaktivni astrogliozy.

Vzhledem k malému poctu zvifat v nasi pilotni studii (n = 2 v kazdé skupin€) nebyly

vysledky WB analyzy statisticky hodnoceny.
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Graf 6: Vysledky WB analyzy objemu GFAP v hemisféte s QA 1ézi (pravé) po podavani
EPO/placebo a u intaktnich potkand.

4.3.3. Behavioralni testovani - cylindr test

Cylindr test vychazi z tendence potkana prozkoumavat prostiedi, ve kterém se nachazi
a dotykat se prednimi koncetinami boc¢nich stén sklenéného valce, ve kterém je umistén.
Vétsina hlodavceil nepreferuje vyrazné jednu koncetinu, takze pouziti pravé a levé tlapky je
pfiblizné 50%:50%. Zvife s poskozenou motorikou se dotekiim postizenou tlapkou
(koncetina kontralateralni k poskozené hemisféie) vyhyba.

Vysledky behavioralniho testovani (graf 7) nam naznacuji snizenou motoriku levé piedni
koncetiny (kontralateralni) k posSkozené (pravé) hemisféte v dusledku rozvijejiciho se NDP
a preferenci ipsilateralni pfedni koncetiny. Nepozorovali jsme vSak rozdil mezi skupinami
po aplikaci EPO/placebo. Hlavnim divodem je patrné to, Ze pokus byl ukoncen po
posledni aplikaci testovanych latek, takze ptipadny vliv celé davky EPO na motoriku zvitat

se nemohl vyraznéji projevit.
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Graf 7: Snizeni motoriky levé (kontralateralni) tlapky se zhorSuje s progresi NDP, neni

vSak rozdil mezi skupinami po podani EPO a placeba.

4.3.4. Zavéry - vliv erytropoetinu na rozvoj NDP fenotypu HD — pilotni studie
Kratkodobé podéavani (i.p.) vysokych davek EPO sice do jist¢ miry ovlivnilo rozvoj
reaktivni astrogliézy v disledku NDP ve striatu, tento efekt se vSak projevil v podstaté
pouze pii aplikaci EPO v pocatecni, tedy akutni fazi rozvoje neurotoxické 1éze (QA7).
Tato faze svoji velmi rychlou progresi NDP 1 dalSich privodnich zmén odpovida akutnimu
poskozeni, nikoliv chronickému, dlouhodobé se rozvijejicimu NDP, jakym je HD
u ¢lovéka Proto také hlavni projev pozitivniho ptiisobeni EPO u naseho modelu — tedy
zmirnéni privodni zanétlivé reakce - byl shodny sjeho ucinkem pii akutnim, napf.
ischemickém poSkozeni mozku. Zajimavym, i kdyZ ne zcela jasnym néalezem u skupiny
V subchronickém stadiu NDP (QA28) byla jakdsi druha vlna proliferace gliovych bunck
(BrdU*/VIM™). Objasnéni tohoto efektu vsak vyzaduje daleko podrobnéjsi studii a to nejen
morfologickou.

Mizeme tedy shrnout, Ze naSe pilotni studie prokézala, Ze pozitivni ovlivnéni chronického,
pomalu progredujiciho neurodegenerativniho procesu typu HD podavanim EPO je

minimalné velmi problematické a spiSe nerealné.
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5. DISKUSE

Neurodegenerativni onemocnéni piedstavuji skupinu chorob, pifi kterych dochazi
Kk ireverzibilni ztraté bunék mozku, michy nebo perifernich nervi. Vznikaji v dutsledku
poskozeni neuronli nebo jejich myelinovych pochev. Mnohd z nich jsou dédi¢nd nebo
vznikaji sekunddrné nésledkem toxického ¢i metabolického poskozeni, jind se rozvijeji
v disledku ptsobeni infekénich agens. Rychly rozvoj Iékatfské genetiky umoznil
identifikaci gent specifickych pro riznéd neurodegenerativni onemocnéni a vyuziti riznych
zvitecich modelti dovoluje studium etiologie a prislusnych patogennich mechanisma této
skupiny chorob.

Huntingtonova choroba, pivodné spiSe oznaCovana jako Huntingtonova chorea, je letalni
neurodegenerativni onemocnéni, které je charakterizovano progresivni motorickou
dysfunkci, kognitivni poruchou a demenci. Onemocnéni vzniké v disledku expanze CAG
trinukleotidu na exonu 1 genu kodujiciho nestabilni protein huntingtin (The Huntington’s
Disease Collaborative Research Group, 1993). Funkce tohoto proteinu neni doposud
pfesné objasnéna, castecné z divodu jeho exprese v celém organismu a v riznych
buné&nych strukturach, a proto se také piedpokladaji jeho mnohostranné funkce jak
v cytoplasmé, tak i v bunécném jadie. Htt participuje na genové expresi, intracelularnim
transportu, intracelularni signalizaci a metabolismu (Harjes a Wanker, 2003; Hoogeveen et
al, 1993; Kegel et al, 2002; Li SH a Li XJ, 2004). Mutantni forma htt zptisobuje formovani
nuklearnich 1 cytoplasmatickych inkluzi a spousti v buikach fadu Skodlivych
biochemickych reakci, které vedou kbunéénému stresu, bunééné dysfunkci,
kompenzacnim odpovédim, degeneraci a nakonec k bunééné smrti.

Neurodegenerativni proces typu HD se rozviji postupné (béhem 10-20 let) a je
charakterizovan progresivnim postiZenim neurond s pozvolnou ztratou synapsi, dendritd,
axonll 1 bunécnych organel zapojenych do biosyntetickych, transportnich a degradacnich
procesti (Ferrante et al, 1991; Sotrel et al, 1993). Navzdory tomu, Ze onemocnéni bylo
identifikovano pifed vice nez 100 lety a neustdle probihaji intenzivni studie zkoumajici
patogenezi HD zriznych pohledi (patologie, morfologie, biochemie, fyziologie,
imunologie, molekularni biologie, atd.), doposud neexistuje Zadna ¢inna terapie pro 1écbu
tohoto devastujiciho onemocnéni.

Vétsina klinickych projevit HD je pfipisovana degeneraci v CNS, ale né¢které znaky

onemocnéni jsou zprostiedkované poruchami mimo CNS (Bjorkqvist et al, 2008; van der
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Burg et al, 2009; Wild a Tabrizi, 2008), napt. ztrdta hmotnosti a ochabovéni svald,
metabolicka dysfunkce a endokrinni poruchy. Mozek postihuje masivni zénik striatovych
neurond, az z 95% to jsou GABA-ergni stfedné velké neurony s trny s projekci do globus
pallidus a substantia nigra, zatimco velké interneurony ziistavaji zachovany. Dusledkem
NDP je progredujici atrofie striata, v mensim rozsahu i mozkové kiiry, subkortikalni bilé
hmoty, talamu, nékterych hypotalamickych jader a jinych dalSich oblasti. V pokrocilejSich
stadiich, zejména u juvenilni formy HD, je patrna difuzni atrofie celého mozku (Halliday
et al, 1998; Vonsattel, 2008).

Velké mnozstvi informaci o HD vychéazi ze studia modelovych systémi. Ke studiu
patogeneze onemocnéni jsou §iroce vyuzivany razné jak in vitro, tak in vivo modely.
Navzdory tomu, Ze kazdy z existujicich zvifecich modelii reprodukuje jen nckteré
mechanismy, podilejici se na NDP typu HD, ptfedstavuji tyto modely dulezitou soucast

vyzkumu HD.

5.1. Experimentalni modely Huntingtonovy choroby — neurotoxicka léze

Excitotoxicita (nadmérnéd stimulace receptorti excitacnich aminokyselin, hlavné NMDA -
receptord) je uz dlouho povazovana za jeden z hlavnich mechanisml sehravajicich
dilezitou roli v patogenezi HD (napi. Cowan a Raymond, 2006; Schwarcz et al, 2010).
Jednim z ne-glutamatovych agonisti NMDA-receptort je 1 kyselina quinolinova. QA je
endogennim metabolitem tryptofanu a jeji nizkd hladina ve fyziologickém rozmezi neni
Skodliva, ale uz mirné zvyseni hladiny puasobi cytotoxicky. QA neni schopna ptfechazet
HEB, proto musi byt v experimentech aplikovana ptimo do striata (Foster et al, 1984), kde
navodi neurodegenerativni proces typu HD u pokusnych zvitat — nejcastéji pouzivani jsou
potkani (Bordelon et al, 1997; Ribeiro et al, 2006) a mysi (McLin et al, 2006), méné
primati (Emerich et al, 2006; Kendall et al, 2000).

Typickym privodnim znakem NDP ve striatu je rozvoj reaktivni glidzy, kterd se objevuje
jako reakce na poskozeni CNS jiz n€kolik dni po zasahu rizného charakteru do nervové
tkané (napf. Guncova et al, 2009b; Isacson et al, 1987; Jabs et al, 1999; Mazurova et al,
2008; Schiffer et al, 1993; Takamiya et al, 1988). Reaktivni glidza je charakterizovana
predevSim hypertrofii a proliferaci astrocytl, méné aktivaci mikrogliovych bun¢k (napf.
Jabs et al, 1999; Ridet et al, 1997). K vyraznému nartustu poctu reaktivnich astrocytl
dochdzi uz v prvnich dnech po QA 1ézi. Reaktivni astrocyty se vyznacuji vysokou
heterogenitou, zvysSenou expresi GFAP a re-expresi IF, typickych pro nezralé gliové

elementy (Guncova et al, 2007b; Guncova et al, 2009b), jak potvrzuji i Cetné prace
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zabyvajici se predev§im akutni reakci mozku dospélého jedince na poskozeni (napf.
Kimelberg, 2004; Schiffer et al, 1993). Tato heterogenita se ziejmé odviji od rizné funkce
reaktivnich astrocyti v zavislosti na jejich vzdalenosti od mista poSkozeni. Zatimco
reaktivni astrocyty v blizkosti centra 1éze participuji na zanétlivé odpovedi, vzniku edému
a vytvoreni gliové jizvy, kterd ohranicuje misto poskozeni a brani postupu poskozeni do
okolni tkané, reaktivni astrocyty na okraji loziska poskozeni (tzv. distalni) se podileji na
zachovani funk¢éniho mikroprostiedi.

V $edé hmot& zdravého CNS pievladaji GFAP-negativni astrocyty a GFAP™ astrocytil je
jen velmi malo. Jejich pocet se vSak vyrazné zvySuje v prubéhu reaktivni astroglidzy
(Mazurova et al, 2006a; Pekny a Pekna, 2004), ktera predstavuje obecnou reakci
parenchymu CNS na jakykoliv typ poranéni. ZvySena exprese GFAP v astrocytech je
dulezitym ukazatelem jejich reaktivniho stavu (Eng a Ghirnikar, 1994; Eng et al, 2000).
Nase nalezy ukazuji, ze k vyraznému nartstu exprese GFAP v reaktivnich astrocytech
dochazi jen v akutni fazi NDP, tedy obvykle béhem prvnich cca 14 dnti, maximaln¢ do 1
mesice po vytvoreni neurotoxické 1éze. Simultanni detekci proliferaéniho markeru BrdU
s GFAP jsme prokazali, e nové generované BrdU" buiiky v 1ézi se jen v pomérné malém
poétu diferencuji v typické GFAP' reaktivni astrocyty. Stejné tak (ve shodé s recentnimi
nalezy jinych autorti — napt. Buffo et al, 2008) jsme potvrdili, ze jen pomérné maly pocet
NG2" gliovych prekurzorti se transformuje v typické reaktivni astrocyty, a to zejména
vV oblasti maximalniho poSkozeni, tedy v centrdlni ¢asti rozvijejictho se NDP,
v akutni/Casné fazi procesu. Pivodni predpoklad byl, Ze hypertrofické reaktivni astrocyty
vznikaji transformaci plasmatickych astrocytii (napt. Jabs et al, 1999; Schiffer et al, 1993;
Takamiya et al, 1988), recentni prace (pfedevsim Buffo et al, 2008) vsak jako hlavni zdroj
uvadéji tzv. klidové (,,quiescent™) astrocyty. Buffo a spol. (2008) dokladaji, Zze kortexu
mozku mysi po akutni mechanické 1€ézi (poranéni vpichem) se reaktivni astrocyty generuji
hlavné ze zminénych klidovych astrocytl, které ziskavaji vlastnosti NKB. Nase nélezy
potvrzuji, ze v akutni fazi rozvoje NDP typu HD - kterou vSak mizeme simulovat pouze
pfi pouZiti neurotoxické léze, nikoliv transgennich zvifat - reaktivni astrocyty vznikaji
pfedevSim aktivaci existujicich gliovych bunék a jen minimélné délenim a diferenciaci
adultnich NKB a glialnich prekurzorai (napt. NG2" glie). Koexpresi BrdU a GFAP, tedy
reaktivni astrocyty vzniklé proliferaci, jsme v malém mnozstvi - podobné jako dalsi autofi
(napt. Takamiya et al, 1988) - detekovali hlavné v blizkosti centra léze. Vétina BrdU*
rychle proliferujicich bunék v centru 1éze (v oblasti kanalu vpichu) byla vSak mikroglie,

piipadné makrofigy, které vycestovaly zkrevniho feéisté. Ostatni BrdU® buiky
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exprimovaly nestin, ktery je typickym markerem NKB a NPB, a vimentin, ktery — jak jsme
i prokazali (Guncova et al, 2009b) - je charakteristicky pro nezralé, resp. aktivované malo
diferencované gliové bunky. Tyto buiikky béhem prvnich 14 dna téméf nevykazovaly zadné
zmény v expresi markerti ani v morfologii a tento nas nalez potvrzuje, Ze diferenciace
novotvorenych gliovych bunék trva déle nez 14 dni (napt. Mao a Wang, 2001 uvadéji
rozpéti kolem 1 mésice).

Hlavnim znakem je zejména hypertrofie pavodnich plasmatickych (vétSinou
GFAP*/S100B8") astrocyti. Typické hypertrofické GFAP" reaktivni astrocyty jsme
zaznamenali az kolem 7. dne po QA 1€zi, coz znamena, Ze aktivace astrocytl je postupna
a trva nékolik dni (napt. Brickell et al, 1999; Mazurova et al, 2008).

Pro reaktivni astrocyty v akutni fazi NDP je typicka re-exprese nestinu a vimentinu, tedy
IF charakteristickych pro NKB/NPB, a koexprese téchto dvou IF s GFAP (napi. Guncova
et al, 2007b; Guncova et al, 2009b; Janeczko, 1993; Krum a Rosenstein, 1999; Mazurova
et al, 2006b; Wang K et al, 2004). Zjistili jsme, Ze rozsah re-exprese i koeprese téchto IF
ve striatu se v akutni fazi NDP typu HD méni také v zavislosti na vzdalenosti reaktivnich
astrocytll od centra léze a na stupni jejich zralosti. V centralni ¢asti QA 1éze vznikaji
typické hypertrofické reaktivni astrocyty z ¢asti z nediferencovanych adultnich neuralnich
progenitort/prekurzorii (v centru léze predevsim VIM® astroblasty) a nasledné pak
postupné vyzravaji (n€které velmi pomalu, i nékolik tydnil), ostatni pak aktivaci
existujicich astrocytii (obvykle NEST'/VIM®, méné NEST'/GFAP"). V perifernéjsich
¢astech, kde se NDP vyviji pozvolnéji, dochazi téméf vyhradné k aktivaci existujicich
astrocytll. Proto v centru QA 1éze dochazi k sice postupné, ale rychlejsi expresi/koexpresi
nestinu, vimentinu a GFAP, svéd¢ici pro vyzravani (vétsiny) téchto bunék, nez na periferii,
kde v oblasti postupné se rozsitujici degenerace neuront je typicka piitomnost vétsinou jiz
jen vyrazné GFAP" reaktivnich astrocytii. Nejrychlejsi pokles byl v expresi nestinu (14.
den jsme jiz nachazeli tyto astrocyty jen ojedinéle). Pokles exprese vimentinu byl
nahrazovan zvy$enym objemem GFAP" gliofilament a naristala i exprese S100p proteinu.
Velmi zajimavym nalezem byl 1 posun exprese S100p z tél/jader astrocytli i do odstupu
kmenovych vybézkli reaktivnich/hypertrofickych astrocytt. Schopnost aktivace
existujicich astrocytli, dokumentovana predevSim re-expresi IF nestinu a vimentinu, je
dokladem, ze reaktivni astrocyty maji nékteré atributy adultnich neuralnich kmenovych
bunék, které jsou v dosp€lém mozku lokalizovany pouze v sekundarnich neurogennich

z6nach (subependymové a subgranuléarni).
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Rozvoj reaktivni glidzy a zmény v morfologii astrocytii jsou podminény intenzitou
a stupném degenerace neuronll zfejmeé v ndvaznosti na Uzky vzéjemny vztah mezi neurony
a gliovymi buiikkami, proto je rychly ubytek neuroni ve striatu postizeném QA 1ézi
nahrazovan hypertrofickymi reaktivnimi astrocyty.

Reaktivita astrocytli se nicméné postupné snizuje, protoze NDP rozvijejici se ve striatu na
podkladé neurotoxické 1éze, neni progresivnim v pravém slova smyslu, i kdyz se rozviji az
do chronického stadia. Vzhledem k tomu, ze u¢inek QA postupné odezniva, expanze NDP
ve striatu se vyrazné¢ zpomaluje a dalS$i zmény, charakterizujici chronickou fazi NDP,
spoCivaji pfedevS§im v prohlubovani degenerativniho procesu v neuropilu vedouci
K progresivni atrofii striata. Postizeny jsou obé jeho slozky, tedy jak zbyvajici neurony
(v€etné velmi bohatého stromu dendritti), tak hlavné gliové bunky - astrocyty
a oligodendrocyty. Mikroglie se na této fazi jiz v podstaté nepodili, protoze se jedna
0 chronickou fazi NDP. Pocet reaktivnich astrocyti se jiz nezvySuje (hypertrofické
astrocyty jiz nejsou pritomny viibec), naopak dochéazi k postupnému zmensovani jejich tél
a redukci vyb&zkl. Také jsme jiz nenasli nestin® ani vimentin® astrocyty. Morfologické
zmény se tykaji predevsim jemnych vyb&zki GFAP™ astrocytii. Reaktivni astrocyty v této
fazi vykazuji vyraznou GFAP-pozitivitu pouze v téle a v nejsilnéjSich vybézcich, tedy
predevsim (pozdéji témeét vyhradné) ve vaskularnich nozkach. Jejich rozsifend zakonceni
obklopuji cévy ve formé perivaskularni ohranicujici membrany a vytvareji tak specifickou
morfologicko-funkéni glio-vaskularni jednotku (Nedergaard et al, 2003), ktera je soucasti
hematoencefalické bariéry (napt. Mathiisen et al, 2010). Vznika charakteristicky obraz
degenerujiciho striata v chronické fazi procesu, kde dominuji GFAP™ | prstence®, tvoiené
zbytnélou perivaskularni gliovou membranou kolem cév (Mazurova et al, 2006a). Navic
jsme zaznamenali mirnou participaci vékovych zmén (napf. Cotrina a Nedergaard, 2002;
Mazurova et al, 2006a) na rozsifovani a zesilovani astrogliovych nozek. Tyto postupné
zmény v morfologii vaskularnich nozek naznacuji usili astrocytlh o adaptaci na NDP ve
striatu, ktery, mimo jiné, vede i ke zhorSeni latkové vymény v parenchymu striata.

Jak jiz bylo uvedeno, schopnost proliferace astrocytli v odpovedi na degeneraci neuroni ve
striatu je pomérné omezend, v podstaté je suplovand aktivaci a hypertrofii existujicich
gliovych elementt, a tato skute¢nost vyznamné ptispiva k redukci Sedé¢ hmoty striata a jeho
vyrazné atrofii.

Jen pomérné malo je popsand participace oligodendrocyti na rozvoji reaktivni glidzy
a vétSina praci se tyka pacientd s HD (naptf. Myers et al, 1991; Vonsattel, 2008). Nase

nalezy dokladaji zvySeny pocet oligodendrogliovych bunék v souvislosti s redukci
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neuropilu v dasledku progredujiciho NDP (napt. Guncova et al, 2011; Mazurova et al,
2002). Je zfejmé, ze tyto buiiky se nachézeji jak v Sedé hmot¢ striata postizeného NDP, tak
Vv bilé hmoté, tj. ve svazcich myelinizovanych nervu, ve kterych doslo k degeneraci axont.
V obou lokalitach jsou tyto buiikky vzdy CNP-ase negativni, to znamena, ze neprodukuji
myelin, a navic neexprimuji ani zadné markery charakteristické pro astrocyty. Z naSich
nalezii zatim neni jasny ani vztah té&chto bungk k NG2" glii, kterd piedstavuje pomérné
pocetnou skupinu bunék, nachazejicich se v parenchymu mozku za normadlnich
i patologickych podminek (napt. Kimelberg, 2004; Nishiyama, 2007). I kdyZ ptivodné byly
NG2" buiiky povazovany za progenitorové buiiky oligodendrocytd, bylo zjisténo, Ze
vytvareji interakce s astrocyty i neurony, piijimaji presynaptické podnéty a odpovidaji na
uvolnéné neurotransmitery ze synapsi (Wigley a Butt, 2009). Vyznamné je, Ze
z morfologického hlediska vypadaji jejich téla a jadra podobné jako v plasmatickych
astrocytech, ale vétvenim a typem vybézki se lisi (Nishiyama, 2007). Studium
proliferaéniho potencidlu a reaktivnich vlastnosti NG2* bunék, astrocyttl a mikroglie je
nejCastéji zamefeno na akutni kortikdlni 1éze v mozku potkant (napt. Hampton et al,
2004). NaSe dil¢i nalezy zatim ukazuji na to, Ze v disledku rozvoje akutniho NDP ve
striatu dochézi k aktivaci NG2* bunék a v mensi mife k jejich pfeméné na reaktivni
astrocyty. Je vSak tieba dal$i, podstatné podrobnéjsi analyza, tykajici se morfologické
charakteristiky téchto bun€k ve vztahu k progredujicimu NDP typu HD.

Hlavnim duasledkem degenerace neuronli a rozvoje reaktivni glidzy je dezintegrace
neuropilu, tvofeného predevsim hustou siti dendritii a vybézka astrocytti (méné jinych typi
gliovych bun€k). Na neuropil je vazana i vaskularizace parenchymu CNS. NDP tedy
pfedstavuje progresivni naruSeni mikroprostiedi ve striatu véetné vaskuldrniho niché.
Spole¢né s rarefakci neuropilu se sniZovala i1 hustota synapsi. Je pravdépodobné, ze
na citlivosti striatovych neuronli k excitotoxickému poSkozeni se podili 1 zhorSena
schopnost astrocytli vychytavat extracelularni glutaméat ze synaptickych Stérbin (Gil
a Rego, 2008). Naproti tomu vSak, pfi uvaZeni tohoto vztahu mezi synaptickymi a
astrocytarnimi sitémi a relativné pomalé degeneraci synapsi, miZeme piedpokladat,
ze reaktivni astrocyty, 1 kdyz pravdépodobné v omezené mife, pokracuji v udrzovéni

homeostazy ve striatu, dokud NDP nedosdhne maxima.

5.2. Geneticky model — potkani transgenni pro Huntingtonovu chorobu
Objeveni genu IT 15 kodujiciho nestabilni protein huntingtin a rozvoj molekularnich

technologii umoznilo vytvofeni transgennich modelli pro studium neuropatologickych
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mechanism HD. Nase studie poprvé prehledné dokumentuje histopatologické zmény ve
striatu tgHD potkanti, ktefi ptfedstavuji novy a jediny transgenni potkani model pro
studium HD. Prokazali jsme zde, Ze na rozdil od ¢asto pouzivanych transgennich mysi,
které exprimuji vice nez 60 (resp. az 150) CAG triplett a jsou tedy spiSe obdobou juvenilni
formy onemocnéni s velmi rychlou progresi (napt. Bates et al, 1997), geneticky upraveni
potkani, exprimujici pouze 51 CAG repetici, takze pfedstavuji spise adultni typ HD
s pomalou progresi nejen z hlediska funkéniho (von Horsten et al, 2003), ale
i morfologického.

Nase prace prokazuje, ze rozvoj histopatologickych zmén v mozku tgHD potkand je
naopak velmi pozvolny a charakteristické rysy NDP se rozvijeji az ve 2. roce Zivota téchto
zvirat (Guncova et al, 2009a; Guncova et al, 2010; Mazurova et al, 2009, Mazurova et al,
2011). V souhlase se studiemi autori tohoto modelu (Nguyen et al, 2006; von Horsten et
al, 2003) jsme potvrdili, Ze atrofie striata (kompenzovana dilataci postrannich mozkovych
komor) je relativné Casnym piiznakem — zalind se objevovat jiz u 6 mési¢nich tgHD
potkani. Prokézali jsme, ze NDP ve striatu probiha v podstaté atypicky, protoZe rozvoj
NDP typu HD je u tohoto modelu velmi pomaly, proto také nejvyraznéjsi podil na ubytku
Sedé hmoty ma zmenSovani neuronii (pfedevsim jejich tél) a teprve pak zanik neuronti.
Navic degenerace neuront probiha typicky selektivné, to znamend, ze nékteré shluky
neurontll jsou postizeny degeneraci s rychlejsi progresi, nékteré degeneruji pozvolna a jiné
pretrvavaji beze zmén (nejcastéji v oblasti pod corpus callosum) i u nejstarSich
sledovanych skupin tgHD potkant. Tento specificky rys byl doposud popsdn pouze
Vv lidském mozku postizeném HD (Vonsattel, 2008). Pozvolny rozvoj NDP je také
ditvodem pouze mirného profidnuti neuropilu (a tedy 1 synapsi) 1 u nejstarSich skupin tgHD
potkantl, a ne pfili§ intenzivni priivodni reaktivni gliozy.

Charakter jader striatovych neuroni se vSak u tgHD potkanl méni také v disledku
akumulace intranuklearnich agregati mhtt. Piedpokladd se, ze mhtt v jadie zplsobuje
poruchu transkripce (Ross et al, 1999) a je selektivné toxicky pro striatové neurony, coz
pravé by mohlo byt diivodem jejich selektivni degenerace a zaniku (Gu et al, 2007).
Nicmén¢ tloha intracelularnich polyglutaminovych inkluzi v neurodegenerativnim procesu
je zatim stale nejasna (napf. Rowan, 2004). Casteéné k tomu piispiva i velmi slozita
metoda znazornéni téchto inkluzi (zejména cytoplasmatickych, tj. v axonech a dendritech)
u zvifecich modeltt HD (napt. Osmand et al, 2006). Prvni neurony se zvySenym mnoZstvim
denznich intranukledrnich agregati jsme zaznamenali u 6 mésicnich tgHD potkant

a zejména pak u ro¢nich a starSich zvifat. Také jsme poukézali na postupné zhust'ovani
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polyglutaminovych inkluzi u 12-24 mési¢nich zvitfat v disledku zmenSovani jader, resp.
celych striatovych neuronti. Velmi jemné, malo pocetné agregaty v neuropilu byly pouze
ve striatu nejstarSich (18 a 24 mésicu) potkant. I kdyZz uréité zmény v expresi poly-Q
najdeme i u 12-24 mésicu starych wt potkand, jadra striatovych neuronti u téchto
kontrolnich zvifat stale zustavaji typicky velmi svétla s 1 vyraznym jadérkem, a to i piesto,
Ze se postupné mirn¢ zmensuji.

Jako prvni jsme také popsali progresi reaktivni glidozy ve striatu tgHD potkant. Nartst
poétu GFAP" astrocytil provazelo i zesilovani vaskularnich noZek a s tim spojené ztlu§téni
MLGP, tedy vytvafeni typickych vyrazné GFAP® ,prstenci“ kolem cév. Naopak ani
U nejstarSich zvifat nebyly pfitomny hypertrofické astrocyty, typické pro akutni fazi
rozvoje NDP u neurotoxické 1éze a pro pokrocila stadia HD v lidském mozku. Kantor
aspol. (2006) ve své praci uvadeji, ze tgHD potkani zddné znamky aktivace astrocytl
nevykazuji. V protikladu k tomuto nalezu jsme imunohistochemickou detekci i vyuZzitim
stereologie jednozna¢né prokazali, Zze progrese NDP ve 2. roce zivota tgHD potkant je
provazena reaktivni gliézou. Diivodem odlisnych vysledki miize byt i pouziti rozdilného
pohlavi potkani v experimentu, tedy samic na rozdil od ndmi pouzivanych samcil.
Neuroprotektivni vliv zenskych pohlavnich hormoni byl popsan v riznych in vitro ain
vivo HD studiich (napf. Stroppolo et al, 2007; Tanez et al, 2006). Byla provedena i studie
s tgHD potkany, ktera charakterizovala a prokdzala leh¢i pribéh onemocnéni u tgHD
samic a potencialni neuroprotektivni efekt 17p-estradiolu (Bode et al, 2008). Proto také
Vv jedné z naSich dalSich studii na tomto modelu chceme provést porovnani morfologickych
zmén pii rozvoji NDP u potkanti obou pohlavi.

Jak jsme jiz uvedli, NDP typu HD se ve striatu mozku transgennich potkand rozviji jen
pozvolna a nemuzZe tedy vyvolat akutni reakci astrocytli (reaktivni astrogliozu), kterd je
naopak charakteristicki pro NDP navozeny akutnim neurotoxickym poSkozenim po
intrastriatové aplikaci QA. Proto také u tohoto modelu nenachazime nestin® a vimentin®
astrocyty. Rovnéz zmnozeni oligodendrocytd je zcela minimalni a to pouze u 18 a 24
mésicnich tgHD potkant, protoZe také k degeneraci myelinizovanych nervovych vldken
dochazi jen v n€ékolika malo svazcich.

Na zékladé téchto naSich poznatkil se domnivame, Ze kdyby tgHD potkani ptezivali déle
(cca 3-4 roky), pravdépodobné by se u nich rozvinuly morfologické (a tedy s nejvétsi
pravdépodobnosti i funkéni) projevy velmi podobné pokrocilé fazi NDP u pacientt s HD.
Avsak (jak jiz popsali 1 autofi modelu) tito potkani koncem 2. roku zivota (mezi 22.-24.

mésicem) velmi rychle hynou (Casto béhem 1 tydne). Piekvapivé je, Ze 2 roky je
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maximalni doba pfeZziti nejen pro samce potkanl transgennich pro HD, ale i pro stejné
stard kontrolni (wt) zvifata. Proto také nejstar$i nami hodnocené skupiny tgHD a wt
potkanti zahrnuji zvitata stard 22-24 mésici. Tento jev potvrzuje, ze limitovany veék zvirat
V tomto piipadé nesouvisi s genetickou mutaci, ale s kmenem potkanti Sprague-Dawley
(SD).

Dale jsme u tohoto modelu prokézali pomérné vyznamny podil v€kovych zmén na rozvoji
NDP, protoze i u kontrolnich wt zvifat dochazi jak k typickému zmenSovani a mirnému
ibytku neuront, tak k narastu GFAP" astrocytt. I kdyZ jsou tyto zmény mensiho rozsahu
nez u tgHD potkanti, kvantitativni stereologicka analyza denzity GFAP ve striatu prokazala
signifikantni zvySeni u nejstarsich sledovanych skupin wt potkanti. Pfi porovnani Sprague-
Dawley wt potkanii (samctl) se stejné starymi (maximalné 12 mésicnimi) potkany kmene
Wistar jsme charakteristické zmenSovani u vét§iho poctu neuront pozorovali pouze u SD
potkant. I tento nalez zapada do celkové charakteristiky SD potkantl, a sice zZe se celkové
dozivaji kratSiho véku nez potkani kmene Wistar, a proto i zmény spojené s procesem
starnuti se u nich objevuji diive a rozvijeji se rychleji.

Tyto nalezy jsou v souladu s nové&jSimi poznatky o zménach CNS v procesu starnuti, které
meéni vzité spojeni zadniku neurond s vékem — naopak, jejich ubytek je minimalni a spise
nez k zaniku neuronti dochazi ke zmensSovani jejich téla a postizeni jejich vybeézki
i synapsi (napi. Hof a Morrison, 2004). Makroskopicky je pozorovatelna atrofie mozku,
ubytek bilé hmoty je difusni a rovhomérny, zatimco u Sedé hmoty jsou popisovany
regiondlni odliSnosti, kortex ve frontdlni a parietadlni oblasti je postizen vice nez kortex
VvV temporalni a okcipitalni oblasti, stejn€ jako je vazné postizen€ i striatum (Resnick et al,
2003; Scahill et al, 2003). Zmény gliovych bun¢k ve stafi byly dlouho povaZovany za
nepodstatné v porovnani s degeneraci neurontll. S vékem byl zaznamendn rozvoj reaktivni
glidzy stejn€ jako v odpovédich na poskozeni nervové tkan&. Aktivace astrocyti byla
detekovdna v pribéhu fyziologického starnuti pouzitim GFAP jako markeru, kdy
dochazelo ke zvyseni exprese mRNA 1 proteinu (napt. Finch, 2003).

Mitochondrialni dysfunkci je jiz pomérné dlouho pfipisovana vyznamna uloha v rozvoji
neurodegenerativnich onemocnéni (napt. Beal, 2005). Riizné prace poukazuji na naruSeni
bunécného metabolismu u HD v souvislosti s moznymi mitochondriotoxickymi u¢inky
mhtt (napt. Gizatullina et al, 2006; Harjes a Wanker, 2003; Panov et al, 2002).
Mitochondrialni respiracni fetézec je zakladni pro udrZeni neurondlni homeostazy a jeho
naruseni by mohlo vést k neurodegeneraci. Funk¢ni respiracni komplexy jsou dulezité pro

fadu dé&ju (Nicholls a Budd, 2000) - pohyb protoni/elektronti, membranovy potencial

114



mitochondrii (ddlezity pro tvorbu ATP), hospodafeni sCa’* a tvorbu/detoxikaci
kyslikovych volnych radikala (reactive oxygen species, ROS). Navzdory predpokladiim, ze
poskozeni respira¢niho fetézce predstavuje primarni mechanismus v patogenezi HD,
soucasné poznatky ho fadi mezi mechanismy sekundarni (napt. Schapira, 2002).

U pacienti s HD (stupen postizeni 3 a 4) je v mozku popisovana redukce aktivity
mitochondrialnich komplexi II, IIT a IV (napt. Browne et al, 1997; Gu et al, 1996; Mann et
al, 1990). Poruchy funkce enzymu respiracniho fetézce jsou u genetickych transgennich
modela dolozeny jen u R6/2 mysi, u kterych byla ve striatu a v kortexu zjisténa redukce
aktivity komplexu IV, zatimco aktivita komplexu II se neménila (Tabrizi et al, 2000).
V nasi studii jsme rovnéz nezaznamenali zmény v aktivit¢ komplexu II. Toto zjisténi bylo
celkem piekvapivé, vzhledem k tomu, ze inhibitory komplexu II (napt. 3-NP, MA) jsou
bézné vyuzivany pro generaci experimentalnich modeli HD (napt. Brouillet et al, 1999).
Vysledky oxygrafického méfeni homogenatu striata tgHD potkanti ukazuji snizeni aktivity
pouze u komplexu I, které bylo doposud zaznamenano jen u R6/2 mysi v mitochondriich
bunck kosterniho svalu a jen za ztizenych podminek (v pfitomnosti nadbytku Ca2+)
(Gizatullina et al, 2006). Komplex | je prvnim enzymem dychaciho fetézce, oxiduje
NADH pochazejici z Krebsova cyklu a vyuzivd 2 elektrony na redukci ubichinonu
(koenzym Q10) na ubichinol. Protoze je tedy hlavnim mistem vstupu do elektrond do
respiraéniho fetézce a je povazovéan za limitujici faktor respirace, tak sehrava centralni
ulohu v energetickém metabolismu. Inhibitory komplexu I (napf. rotenone, 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetranydropyridine - MPTP) sice vyvolavaji vznik parkinsonského
syndromu, selektivni zanik dopaminergnich neurontt a vyrazny deficit dopaminu (napf.
Betarbet et al, 2000; Langston et al, 1983), ale protoZe striatum pfijima dopaminergni
vstupy ze SNc, je mozné zavzeti této cesty do mechanismu selektivni degenerace u HD.
Byly provedeny riizné studie, které prokazaly degeneraci nigrostriatovych projeket, atrofii
dopaminergnich neurond v SN a redukci mnozstvi dopaminergnich neuronti ve striatu
postizeném HD (napf. Huot et al, 2007; Suzuki et al, 2001; Yohrling et al, 2003). Lze tedy
predpokladat, ze u tgHD potkant se na rozvoji mitochondrialni dysfunkce podili i komplex 1.
V posledni dobé ptibyvaji teorie o diverzité mitochondrii v riznych typech bun¢k a tkani
Vv zavislosti na jejich funk¢nich pozadaveich (Kuznetsov et al, 2009; Mootha et al, 2003).
Proto by se dalo piedpokladat, ze mitochondridlni dysfunkce v neuronech striata
postizeného HD bude probihat ponékud odlisné nez v krevnich destickéach, lymfocytech,
buiikach kosterniho svalstva a dalSich bunikéch, které jsou u HD obvykle studovany. Navic

se mitochondrie li$i i v jednotlivych bunikach (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 bunkach
a tkanich primarn¢ postizenych HD.

Nase nalezy dokladaji, ze vétSina morfologickych zmén ve striatu tgHD potkan svym
charakterem odpovida NDP v mozku dospélych pacienti s HD (Mazurova et al, 2009).
Tyto zmény se rozvijeji pozvolna a dlouhodobé¢, typické zmény se objevuji az ve 2. roce
veéku tgHD potkanti, coz by se dalo povazovat za urcitou nevyhodu, zejména z hlediska jak
casového (participace veékovych zmeén), tak 1 z hlediska ekonomického. Naopak velkou
vyhodou pro nas byla moznost porovnani s piedchozim studovanym neurotoxickym

modelem bez nutnosti ptihlizeni k mezidruhovym rozdilim (potkan vs. mys).

5.3. Vliv erytropoetinu na rozvoj degenerativniho procesu fenotypu HD — pilotni
studie

Dlouhou dobu byla erytropoetinu pfipisovana vyhradné¢ tloha hemopoetického faktoru,
kdy podporuje maturaci a prezivani erytroidnich progenitorovych bunék (Jelkmann
a Hellwig-Burgel, 2001). V poslednich letech vsak bylo prokazano, ze EPO je zahrnuty
I V procesu neuroprotekce, neurogeneze a angiogeneze, a sehrava dulezitou roli jako
neurotroficky i imunomodelacni faktor (napt. Carlini et al, 1995; Sakanaka et al, 1998;
Studer et al, 2000). Dulezitda funkce EPO v CNS byla zjisténa predevsim ve studiich
S EPO-R deficientnim modelem mys$i, u kterych byla zaznamenéna masivni apoptdza
a redukce poc¢tu neuronalnich progenitorovych bunék (napf. Yu et al, 2002).

Vzhledem k velmi vyznamné funkci astroglie v CNS (napf. Ransom et al, 2003) a jeji
participaci na reparativnich procesech pii akutnim poSkozeni CNS ptedpokladame, ze se
muze podilet i na rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni (Miller, 2005), a tedy 1 HD.
Navic bylo zjisténo, ze EPO podporuje diferenciaci nervovych bunék prostfednictvim
astrocytil (Park et al, 20006).

Na zéklad¢ literarnich udaji o experimentalnim ovlivnéni akutniho ischemického
poskozeni mozku jsme se pokusili vytvotit model, kterym jsme chtéli nejprve ovéfit, zda
ma EPO néjaky okamzity efekt na rozvoj reaktivni astroglidozy, kterd je zakladnim
morfologickym znakem HD, v disledku chronického (neurodegenerativniho) poskozeni
striata.

Na rozdil od humanni aplikace jsme EPO podavali narazové po dobu 6 dni v pomérné
vysoké davce (3000 IU/kg). Zvirata byla usmrcena hned nésledujici den po ukonceni
aplikace EPO z duvodu zjisténi rozsahu bezprostfedniho efektu EPO na reaktivni gliézu

Vv jeji akutni fazi (t). na zacatku jejiho rozvoje) a v subchronické fazi. Pokud by tato nase
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pilotni studie prokdzala pozitivni vliv EPO na rozvoj reaktivni gliézy (tedy jeji omezeni)
U neurotoxického modelu v akutni a subchronické fazi procesu, pfedpoklédali jsme dalsi
testovani EPO v chronické fazi rozvoje NDP po neurotoxické 1ézi a nasledné i u tgHD
modelu v raznych ¢asovych odstupech po aplikaci EPO.

Kratkodobé podavani vysokych davek EPO pfti aplikaci v pocatecni fazi 1éze mitiguje
rozvoj akutniho poskozeni striata, avSak zejména ve vztahu k rozvoji totalni nekrézy
vzniklé vpichem a aplikaci QA do striata, nikoliv ve vztahu k samotnému NDP. Za spise
zajimavy pak miZeme povazovat nalez opétovné aktivace astrocyti ve smyslu proliferace,
aviak ne ve formé hypertrofickych reaktivnich vyrazné GFAP" astrocytil, ale predevsim
GFAP" plasmatickych astrocytli, po aplikaci EPO do rozvinuté (subchronické)
neurotoxické 1éze (Guncova et al, 2007a). Uvedené projevy zapadaji do charakteristiky
pozitivniho efektu EPO pii podani u jinych typd akutniho poskozeni mozku (ischémie,
trauma). PfedevSim je to podpora neovaskularizace, trofiky tkdn€¢ a omezeni zanétlivé
reakce. Zakladni vyznam pro trofiku a metabolismus nervové tkdn¢ maji astrocyty, véetné
jejich ptimého kontaktu s cévami prostiednictvim vaskuldrnich nozek.

Pouziti WB analyzy jsme v nasi pilotni studii testovali pfedev§im z metodického hlediska.
Ptesto predevsim diky kvantifikaci 1ze prokazat, ze EPO mirn¢ ovlivituje reparativni gliézu
ve striatu predevSim pii aplikaci v akutni fazi, a jen velmi malo v subchronické fazi
rozvoje NDP. Toto zjiSténi do jisté miry koresponduje s nalezy jinych autorii (napt. Gorio
et al, 2005; Vitellaro-Zuccarello et al, 2008) po aplikaci EPO do akutni misni léze.
Porovnani je vSak problematické, protoZe se jedna o zcela jiny typ poSkozeni parenchymu
CNS — posttraumaticka léze s tvorbou gliové jizvy vs. NDP, ktery vyvolava tézkou difuzni
astrogliozu.

Pro kompletaci nalezi bylo provedeno i behavioralni testovani zvifat. Testy nam sice
potvrdily existenci striatové 1éze, avsak ve shodé s nékterymi autory (napt. Urakawa et al,
2007) je tteba konstatovat, ze vyrazngj$i lateralizace pfednich koncetin se projevuje az
urozvinuté 1éze, tedy nejdiive za 14 dni po aplikaci QA. Navic v takto postaveném
experimentu, tedy pii ukonceni pokusu po posledni aplikaci EPO, se jeho tcinek na
motoriku nemize projevit. Stejné nalezy — tedy zadné signifikantni zmény — jsme dostali
I pfi hodnoceni krevniho obrazu testovanych zvifat, to znamena, Zze hemopoeticky ucinek
EPO (tedy zvysena produkce ¢ervenych krvinek) se nemohl projevit.

I kdyZz se jednalo pouze o pilotni studii, tedy pomérné maly pocet zvifat, mizeme

konstatovat, ze podavani EPO u chronického neurodegenerativniho procesu typu HD nema
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zadny signifikantni G¢inek na rozvoj onemocnéni. Nase nalezy jsou v tomto smyslu shodné

S jedinou studii vlivu asialoEPO na rozvoj NDP typu HD u R6/2 mysi (Gil et al, 2004).
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6. ZAVERY

e Intrastriatalni injekce neurotoxické kyseliny (QA) navozuje v mozku potkana
progresivni NDP, tj. velmi rychly zanik vétSiny striatovych neuront a rozvoj vyrazné
privodni reaktivni glidzy s pfitomnosti hypertrofickych reaktivnich astrocyti v akutni

fazi procesu (s maximem 6.-14. den v nasi sestave).

e Naproti tomu v chronické fazi (n€kolik mésici po QA 1€ézi) sice pomalu pokracuje
progrese NDP, manifestujici se pfedevsim pokracujici atrofii striata, ale masivni zanik
striatovych neuronti je jiz ukoncen a dusledkem toho je, ze reaktivni astrogliéza je
dokonce na ustupu. Zmény v morfologii reaktivnich astrocyt v chronické fazi procesu
zahrnuji zmenSovéani bunék, redukci jejich vybézka, ,retrakci GFAP™ gliofilament, tj.
jejich ptfitomnost pouze V téle a v nejsilngjSich vybézcich - tedy pfedevsim (pozdéji
témet vyhradné) ve vaskularnich nozkach - a vytvareni typickych ,,prstenct* kolem cév

v dtsledku hypertrofie vaskuldrnich nozek a tedy zesileni MLGP.

e V obou fazich rozvoje NDP, ale zejména v chronické, se na reaktivni gliéze vyznamné
podileji i oligodendrocyty (v Sedé i bilé hmot¢ striata), coz je typické i pro pokrocily

proces u pacientt s HD.

e Akutni faze NDP, ktera svym charakterem piiblizn¢ odpovida zménam v mozku
pacientii s HD Vv pokrocilém (chronickém) stadiu nemoci, se rozviji perifern¢ (zejména
lateraln€) od centra 1éze (kandlu vpichu). I kdyz zmény v oblasti KV pfinasSeji zajimavé
poznatky, jedna se pouze o akutni reakci na mechanicko-toxické poskozeni mozku (v¢.

zéanétlivé reakce), nikoliv o proces neurodegenerace typu HD.

e V reaktivnich astrocytech jsme v akutni fazi NDP detekovali re-expresi IF typickych
pro obdobi diferenciace gliovych bunck (nestin a vimentin), v malé mife i napt. NG2
(marker glialnich prekurzortt), coz naznacuje, zZe tyto hypertrofické reaktivni astrocyty
vykazuji nékteré znaky adultnich kmenovych/progenitorovych bunék, nasmérovanych

na gliogenezi.

e Nejvyraznéjsi koexprese IF nestinu, vimentinu a GFAP byla vzdy ve vaskuldrnich
nozkéach astrocytli. To potvrzuje specializovany vztah astrocytll ke sténé cév (tzv.
gliovaskularni jednotka) a dokladd wvystupfiovanou aktivitu vaskularnich nozek
u reaktivnich astrocytii, pravdépodobné predevsim v disledku naruseni mikroprostiedi

parenchymu striata neurodegenerativnim procesem. Navic exprese nestinu v endotelu
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vSech cév ve striatu postizeném neurodegeneraci svédcila o jeho aktivaci pfi rozvoji

NDP.

Vysledky pilotni studie vlivu EPO na progresi NDP ve striatu potkani s QA 1ézi
neprokazaly zadny signifikantni G¢inek na rozvoj chronického neurodegenerativniho

procesu typu HD.

Na celkovém obrazu NDP v jeho chronické fazi maji navic podil i vékové zmény ve
struktuie striata, jak dokazuji nalezy u starych potkanii (kmene Wistar) v kontrolnich
skupinach. Tyto zmény vSak nikdy nedosahovaly intenzity a rozsahu zmén u stejné

starych wt zvitat, kontrolnich ke skupinam tgHD potkanti (kmen Sprague-Dawley).

Pribéh NDP v mozku tgHD potkani je sice progresivni (stejné jako v mozku pacientli
s HD), ale mé& pon€kud atypicky charakter, protoZe striatové neurony degeneruji jen
pomalu. Pfedev8§im dochazi k jejich zmenSovani, proto i regrese/rarefakce neuropilu,
atedy i atrofie striata se rozvijeji jen velmi pozvolna (v podstaté az od 1 roku véku
potkani). Degenerace neuront je (stejn¢€ jako v lidském HD mozku) selektivni, takze

¢ast striatovych neuront ziistdva nezménéna i u nejstarsich zvifat.

Typickd je 1 akumulace polyglutaminovych agregati mhtt v jadrech striatovych
neuronti u tgHD potkanti a jejich ,,zhustovani“ se zmenSovanim jader/bun¢k v pribéhu

NDP.

Pozvolny rozvoj NDP u tgHD potkani nemiize vyvolat akutni reakci astrocytil
(vyraznou reaktivni astroglidozu), takze také nikdy nejsou pfitomny hypertrofické, ani
nestin® nebo vimentin® reaktivni astrocyty. Také podil oligodendrocyti na reaktivni

glidze je zcela minimalni.

Kvantitativnim hodnocenim mitochondridlni respirace jsme zjistili, Ze mitochondrialni
dysfunkce v buiikach striata u tgHD potkant se rozviji predevs§im na podkladé snizené

aktivity mitochondridlniho komplexu I.

Za nejvyznamngjsi vysledek nasi prace povazujeme zpracovani podrobné morfologickeé
charakteristiky obou porovnavanych zakladnich typt modelti HD, tedy neurotoxického
a transgenniho (s pouzitim samcl potkanli jako experimentdlnich zvifat),
a vyhodnoceni piinosu téchto modelid. Nalezy, tykajici se zmén ve striatu tgHD
potkanti a jejich porovnani s kontrolnimi wt potkany v pribéhu rozvoje NDP, jsou
zcela piivodni, doposud jinymi autory nepublikované. Také n€které poznatky, tykajici

se NDP navozeného injekci QA, nejsou zatim v literatufe uvadény.
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e Z nasich poznatkil jasn€ vyplyva, Ze pro modelaci neurodegenerativniho procesu, ktery
se rozviji v mozku pacientit s HD, zatim neexistuje experimentalni model, ktery by
jednozna¢né tento chronicky progresivni proces simuloval. I kdyz z hlediska
patogeneze je jednoznacné lepSi pouzivat geneticky upravend zvirata (pfitomnost
mhtt), je fada nejasnosti (napf. ve vztahu k reakci gliové slozky v tomto procesu),
U nichz je potieba sledovat i zmény v prubcéhu akutniho stadia procesu. Znalost téchto
mechanismu je totiz nezbytnd pro pochopeni d¢€ji v chronickém stadiu nemoci, resp.
k pochopeni rozvoje neurodegenerativniho onemocnéni od jeho pocatku (kdy

U pacientt jesté nejsou klinické ptiznaky nemoci).

e Proto v soucasnosti povazujeme za nejvhodnéj$i kombinaci nalezii s pouzitim obou

zminénych typt modelt.
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7. SOUHRN

Huntingtonova choroba (HD) je dédicné neurodegenerativni onemocnéni. I pies to, ze jiz
zname pfi¢inu vzniku tohoto onemocnéni, jiz je produkce mutantni formy nestabilniho
proteinu huntingtinu (mhtt), obsahujiciho 40 a vice repetici trinukleotidu CAG, efektivni
terapie doposud neexistuje. Proto pii studiu patogeneze tohoto letalniho onemocnéni maji
nezastupitelnou roli in vivo modely. Doposud vsak neexistuje model, ktery by napodobil
prubéh neurodegenerativniho procesu (NDP), ktery se rozviji pfedevsim ve striatu mozku
pacienti s HD. Existuji dva zékladni typy modeld HD s pouzitim hlodavci jako
experimentalnich zvifat — neurotoxicka léze a geneticky modifikovana zvirata.

Hlavnim cilem nasi studie tedy byla podrobna morfologicka charakteristika rozvoje NDP
typu HD ve striatu mozku potkani, pficemz byla porovnavana progrese tohoto procesu
Vv 1ézi navozené intrastriatovou injekci kyseliny chinolinové (QA) a u potkand transgennich
pro HD. Porovnévali jsme skupiny potkant (samct) s ptezitim 3, 6-7, 14 dni, 1, 3, 6,9 a
12 mésicii po QA 1ézi a tgHD potkany s pfezitim 2, 6, 12, 18, 22-24 mésicli a u obou
skupin i stejné stard kontrolni (intaktni) zvirata.

Zakladnim morfologickym znakem NDP fenotypu HD je ptfedCasny zanik striatovych
neuronll, vedouci k progredujici atrofii striata, kompenzované dilataci postrannich
mozkovych komor, provazeny rozvojem reparativni astrogliézy. Intrastriatalni injekce QA
navozuje v mozku potkana progresivni NDP, tj. velmi rychly zanik vétSiny striatovych
neurondl a rozvoj vyrazné privodni reaktivni glidzy s piitomnosti hypertrofickych GFAP”
reaktivnich astrocyttl (typickych i pro NDP u ¢lovéka) v akutni fazi procesu (za 3-28 dni
po QA 1ézi). Tyto reaktivni astrocyty vykazuji re-expresi intermedidlnich filament,
typickych pro nezralé gliové elementy (nestin, vimentin). Tento jev naznacuje, ze reaktivni
astrocyty vykazuji nékteré atributy adultnich kmenovych bunék nasmérovanych na
gliogenezi. V chronické fazi (za 3-12 mésict po 1ézi) sice progrese NDP pomalu
pokracuje, ale masivni zanik striatovych neuront je jiz ukoncen a disledkem toho je, Ze
(na rozdil od pribéhu HD u lidi) reaktivni astrogliéza je dokonce na ustupu.

Pribéh NDP v mozku tgHD potkanti je sice progresivni, jeho pribéh je vSak ponckud
atypicky, protoze striatové neurony degeneruji jen pomalu, takZze vyraznéj$i zmény se
objevuji teprve u zvifat starych 1 rok. Pfedevsim dochazi ke zmenSovani neuronti, méné
k jejich zaniku. Degenerace neuront je (stejné¢ jako v lidském HD mozku) selektivni.
Typicka je i1 postupna akumulace polyglutaminovych agregatii (mhtt) v jadrech striatovych

neurond u tgHD potkanti. Velmi pozvolny rozvoj NDP nemiize vyvolat vyraznou reaktivni
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astrogliozu, takze také nikdy nejsou pfitomny hypertrofické ani nestin® nebo vimentin®
reaktivni astrocyty. Na progresi NDP ve striatu maji podil i vékové zmény.

Z uvedeného vyplyva i naSe doporuceni, ze v soucasnosti povazujeme za nejvhodnéjsi pii
feSeni této problematiky kombinaci nalezli s pouzitim obou zminénych typt modelt.
Nalezy, tykajici se rozvoje NDP ve striatu tgHD potkanii (samct) a jejich porovnani se

zménami po neurotoxické 1€zi, jsou zcela ptivodni, doposud jinymi 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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