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Abstrakt

Huntingtonova choroba je zavainé dédicné onemocnéni, které zpuUsobuje odumirani
nervovych bunék. Nemoc postihuje jedince okolo 40. roku Zivota. Projevuje se mimovolnimi
pohyby koncetin a progresivni demenci. Toto onemocnéni je v souc¢asné dobé nelécitelné
a vzdy konci smrti, ktera nastava do 15 let od projevu prvnich priznakl. Na konci 20. stoleti
byl pozorovan zvlastni vztah mezi Huntingtonovou chorobou a maligni neoplazii, ktery
poukazuje na nizsi vyskyt rakoviny mezi pacienty s timto neurodegenerativni onemocnénim
oproti béiné populaci. Za ochranny Uuclinek proti vyvoji rakoviny u téchto osob je
pravdépodobné zodpovédnd expandovana sekvence CAG useku. Pro kvalitni studium této
choroby bylo velmi dllezité vytvoreni vhodného experimentalniho modelu, ktery bude svymi
vlastnostmi nejvice podobny clovéku. Timto modelem by mohlo byt transgenni miniprase
nesouci lidsky mutovany protein huntingtin — tgHD prase. Pro studium rakoviny byl také
vytvoren model miniprasete vykazujici dédi¢ny vyskyt malignich koznich |ézi — MeLiM prase.
Tyto dvé specifické linie miniprasat byly zkfizeny a narodila se selata jak s melanomem, tak
i transgenni s mutovanym huntingtinem, ale také selata, kterd byla soucasné transgenni
a méla melanom. Navic ve stejném vrhu byla i zvifata netransgenni a bez melanomdu, ktera
mohou slouZit jako kontroly k experimentalnim zviratim. Je mozné, Ze studium krizencu

tgHD a MeLiM poodhali zjevny vztah mutovaného huntingtinu a rakoviny.
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Abstract

Huntington’s disease is a serious hereditary disorder that causes mortification of neurons.
The disease affects individuals around the age of 40. Its characteristics are involuntary
movement of the limbs and a progressive dementia. This disorder is currently without any
treatment and always ends with patient dying within a period of 15 years after the first
symptoms are discovered. Special relation between Huntington’s disease and malign
neoplasia was observed at the end of the 20" century. This relation shows lower degree
of cancer among the patients with this neurodegenerative disorder compared to the general
population. An expanded sequence of a CAG section probably protects these persons against
advancement of cancer. Creation of an applicable experimental model with characteristic
highly resembling human body was necessary for superior research of this disease. This
model can be represented by a transgene mini pig carrying a mutated protein huntingtin -
tgHD pig. Another model of a mini-pig showing hereditary occurrence of malign lesions -
MeLiM pig was created to research cancer. These two specific lines of mini-pigs were
crossbred resulting in not only piglets with melanoma and transgene piglets with mtHTT but
also transgene piglets having melanoma at the same time. Furthermore the same farrow had
also no-transgene animals and animals without melanoma. These can be used as a cross-
check regarding experimental animals. It is possible that a research of the tgHD and MeLiM

cross-breeds would reveal obvious relation between mtHTT and cancer.
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Uvod

Huntingtonova choroba (HD) je velmi vdiné autozomadalné dominantné dédic¢né
onemocnéni zpUsobené mutaci genu, ktery se nachazi na ¢tvrtém lidském chromosomu
(Gusella a kol., 1983). Tato mutace predstavuje zmnozeni CAG repetic nad urcity pocet.
Nemoc postihuje osoby bez rozdilu pohlavi, projevuje se nedobrovolnymi pohyby
a progresivnimi poruchami kognice a psychiky. V Ceské republice trpi Huntingtonovou
chorobou pfiblizné 1000 osob (z vyrocni zpravy 2011 - Spole¢nost pro pomoc pfi
Huntingtonové chorobé, www.huntington.cz/o-nas/vyrocni-zpravy/vyrocni-zprava-sphch-
2011.html). Je nutné si uvédomit, Ze diky 50% Sanci zdédit mutovany gen je mnohem vice lidi

v riziku a Huntingtonova choroba muzZe byt u téchto osob jesté diagnostikovana.

Rakovina zahrnuje Sirokou skupinu chorob, jejichz charakteristickym spoleé¢nym
znakem je nekontrolovatelny rlist a déleni bunék. Pri¢iny vzniku rakoviny jsou rizné. Toto
onemocnéni postihuje rdzné organy ¢i tkdané a jeho prevalence jerok od roku vyssi.
V soucasné dobé jsou lécitelné jen nékteré typy tohoto onemocnéni, pficemz lécba je

spojena s velkym psychickym i fyzickym vypétim pacienta.

Pred vice nez 20 lety bylo poprvé poukdzano na nizsi vyskyt rakoviny mezi pacienty
s HD oproti bézné populaci (Sgrensen a Fenger, 1992). Touto teorii se zacali zabyvat zvlasté
dansti a Svédsti védci, ktefi vytvofili dvé stézejni populacni studie zabyvajici se danou

problematikou (Sgrensen a kol., 1999; Ji a kol., 2012).

Dulezitym krokem pfti vyvoji terapii je vytvoreni adekvatniho zvifeciho modelu, na
némz by bylo mozné studovat pficiny a pribéh onemocnéni a nasledné samozirejmé testovat
léky, lé¢ebné postupy a sledovat jejich ucinek. Na Ustavu Zivocisné fyziologie a genetiky
AV CR v Lib&chové byl vytvofen model transgenniho miniprasete sinzertovanym lidskym
mutovanym huntingtinem (Baxa a kol., 2013) a také model miniprasat projevujici dédi¢ny
vyskyt maligniho melanomu (Hordk a kol., 1999). Tyto dva modely byly zkfizeny za ucelem
ziskani experimentdlni linie transgennich HD miniprasat vykazujicich dédi¢ny vyskyt

melanomu.



Cilem této bakalarské prace je prehledné a struc¢né zformulovat doposud znamé
poznatky tykajici se vzdjemného vztahu mezi Huntingtonovou chorobou a rakovinou. V prvni
Casti této prace je strucné vysvétlena problematika HD a rakoviny, druha ¢ast je vénovana
populaénim studiim, které poukazuji na souvislost mezi HD a rakovinou. V posledni ¢asti jsou
popsany experimentalni modely miniprasat a stru¢né naznacena hypotéza o vztahu téchto
dvou onemocnéni a jejim mozném provéreni na krizencich prasecich modeld HD a kozniho

melanomu.
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1. Huntingtonova choroba

1.1 Historie Huntingtonovy choroby

Huntingtonova choroba, také zndmd jako Huntingtonova chorea, byla poprvé
popsana jako ,tanecni manie” vroce 1374. Termin chorea pouzil poprvé Paracelsus (1493-
1541), jimz definoval pohybovou poruchu, kterd vznikd v centrdlnim nervovém systému.
Nasledujici roky nebyla podstata nemoci pochopena a lidé s Huntingtonovou chorobou (HD)
byli kvali svalovym kfe¢im a trhavym pohybUm povaZovani za posedlé dablem (Zuccato

a kol., 2010).

Prvni ptesny popis choroby pojmenovany On Chorea byl sepsdn vroce 1872
americkym |ékafem Georgem Huntingtonem. Tato kratkd a neoficialni zprava byla
publikovédna ten samy rok v ¢asopise The Medical and Surgical Reporter ve Filadelfii (Zuccato
a kol., 2010). Ve své praci Huntington uvadi detailni popis pohyb(, které jsou pro nemoc
typické. Dale zminuje, Ze nemoci trpi prevainé lidé tmavé pleti a priklani se k teorii, kterd

tvrdi, Ze choroba je zpUsobena funkcni poruchou mozecku (Huntington, 2003).

Alice Wexler napsala vroce 2008 knihu The Woman who walked into the sea, ve
které priblizila zivot s HD v 19. stoleti (Wexler, 2008). Charles B. Davenport vytvofil ve
20. letech 19. stoleti doposud nejvétsi studii rodin s HD (Zuccato a kol., 2010). V nasledujicich
letech védci zjistili, Ze ¢ast mozku, ve které buriky odumiraji jako prvni a v nejvétsSim poctu je
nukleus caudatus (ocasaté jadro). V 50. letech 20. stoleti diagnostikoval HD doktor Amerigo
Negrette u velké skupiny lidi, ktefi Zili kolem jezera Maracaibo ve Venezuele. Diky této
komunité byl vroce 1983 objeven gen zodpovédny za Huntingtonovu chorobu

(The Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993).
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1.2 Charakteristika Huntingtonovy choroby

Huntingtonova choroba je dédicné autozomalné dominantné prenosné
neurodegenerativni onemocnéni, s typickymi ptiznaky jako je porucha pohybu, chovani,
emociondlni poruchy a nasledna demence. Toto onemocnéni je v soucasné dobé nelécitelné.
HD se obvykle projevuje ve 4. az 5. dekaddé Zivota, po dobu ndsledujicich 10 az 20 let se
nemoc radikdlné zhorSuje a konci smrti (The Huntington’s Disease Collaborative Research

Group, 1993).

V pocatecnich stadiich je HD spojovana s progresivnimi emocionalnimi, dusevnimi
a pozndavacimi poruchami. V pozdéjsich stadiich je nemoc charakterizovdna motorickymi
poruchami, progresivni demenci a postupnym zhorSovanim mentdlnich procesl v oblasti

porozumeéni, uvazovani, Usudku a paméti (Bates a kol., 2002).

HD je zpUsobena mutaci v genu nazyvaném huntingtin (HTT), nachazejicim se na
kratkém raménku chromozomu 4 (Gusella a kol., 1983). Tato mutace predstavuje zmnozeni
trinukleotidu CAG (cytosin - adenosin - guanin), ktery je kodonem pro aminokyselinu
glutamin (Q). Proto se taky setkavame s pojmenovanim polyQ sekvence. Polyglutaminovy
retézec vznikd pobliz NH, konce HTT (The Huntington’s Disease Collaborative Research
Group, 1993). ,Zdravy”, Cili ,wt“ huntingtin ma pocet CAG repetic v rozmezi 6-26. Jestlize se
CAG v repetici opakuje 36 a vice krat, zplsobuje onemocnéni. Prevalence HD je 4-10

pripadd na 100 000 v populacich Zapadoevropského ptvodu (Zuccato a kol., 2010).

WtHTT je dlleZitou molekulou pro preziti. Na mnohobunécéné urovni je wtHTT nutny
pro kompletni vyvoj embrya, zvlasté pred vytvorenim neurdlni trubice (Duyano a kol., 1995).
wtHTT také fidi produkci neutrofinu BDNF, cozZ je maly dimerni protein Siroce exprimovany
v mozku savcy, ktery je dllezity pro funkci striatalnich neuron( a ¢innost kortiko-striatalnich
synapsi (Zuccato a Cattaneo, 2007). Dalsi funkci wtHTT je ucast na regulaci synaptické
aktivity neuron(, kde interaguje s cytoskeletem a se synaptickymi vacky protein(, které jsou
nepostradatelné pro exo- a endocytézu (Smith a kol.,, 2005). wtHTT se zucastnuje
vezikularniho transportu (Landles a Bates, 2004). Nemutovany huntingtin plGsobi také jako

anti-apopticky protein. Blokuje tvorbu apoptického komplexu, zamezuje aktivité kaspazy-3
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(Rigamonti a kol., 2000) a také inhibuje aktivitu kaspdzy-9 (Rigamonti a kol., 2001).
Za protektivni efekt, ktery zabranuje apoptdze, je zodpovédny usek proteinu mezi 63 a 548
aminokyselinou (Rigamonti a kol., 2000). wtHTT interaguje s pro-apoptickym proteinem
HIP-1, tato interakce redukuje bunécnou smrt. HIP-1 protein se patrné podili na patogenezi
HD (Hackam a kol., 2000). Tvorba agregat(, které se dlouho povaZzovaly za pri¢inu odumirani
neuronl je pripisovana mutovanému huntingtinu (Zuccato a kol., 2010). Mutovany
huntingtin, vazici se na mitochondrie, ovliviiuje jejich pohyb v burikdch a také jejich
metabolickou aktivitu (Orr a kol., 2008). Patogeneze HD pravdépodobné souvisi jak se
ztratou funkce wtHTT, tak se ziskanim ,nové” funkce mutovaného HTT (Landles a Bates,

2004).

Vék ndstupu onemocnéni obecné souvisi s délkou polyQ sekvence - ¢im vice CAG
repetic, tim dfive se HD projevi (Langbehn a kol., 2010). Dle Djoussé (Djoussé a kol., 2003)
vék nastupu onemocnéni zavisi také na vzajemné interakci expandovanych
a neexpandovanych CAG repetic na zdravé a mutované alele. ZvySeni poctu normadlnich
opakovani CAG na zdravé alele pravdépodobné zmirfiuje projevy choroby u osob s vysokym
poctem repetic (Djoussé a kol., 2003). O par let pozdéji bylo zjisténo, Ze pocet opakovani
CAG repetic na normalni alele, interakce mezi expandovanou a normdlni alelou nebo
pritomnost druhé mutované alely neovliviiuje vék nastupu motorickych projevl (Lee a kol.,

2012).
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2. Rakovina

Rakovina neboli maligni neoplazie je Sirokd skupina chorob, jejichz charakteristickou
vlastnosti je nekontrolovatelny rist a déleni bunék. Timto procesem vznikne nador, ktery je
bud benigni, nebo maligni. Benigni, neboli nezhoubné nadory, nezakladaji dalsi loZiska
avyznacuji se omezenym rlistem. Maligni nadory jsou zhoubné, vykazuji se tvorbou
metastdz, coz jsou vzdalenad lozZiska nddorovych bunék, ktera se vytvari v okolnich tkanich. Do

vzdalenéjsich tkani se rakovinné bunky Siti lymfatickym systémem nebo krevnim fecistém.

Vv

Pricin vzniku rakoviny existuje nespocetné. Mezi nejcastéjsi faktory ovliviujici rozvoj
tohoto onemocnéni se radi tabdk, nedostatecnd vyziva, alkohol, obezita, infekéni agens,
znecisténi Zivotniho prostiedi a slunecni zareni (Anand a kol.,, 2008). Naopak protektivni
ucinky poskytuje konzumace dostatecného mnozstvi ovoce a zeleniny, dale vitamind, koreni
a Caju - zvlasté katechinl obsaZenych vzeleném a cerném (Caji, celozrnnych potravin

aneméné duleZitou slozkou zdravého Zivotniho stylu je pravidelny pohyb (Anand a kol.,

2008).

Mezi obecné znaky predstavujici sloZitost vzniku nddoru patfi nasledujicich

6 zakladnich zmén v bunécné fyziologii (Hanahan a Weinberg, 2011):

e udrZovani proliferacnich signall

e obejiti faktord tlumicich rist

e vzdorovani vici indukci bunééné smrti
e nekontrolovatelna schopnost déleni

e indukce angiogeneze

e aktivace invaze a metastaze

Onkogeneze je geneticky podminény proces vzniku nadorové tkané. Rovnovdha

bunécénych populaci je udrzovana pomoci procesu proliferace, diferenciace a apoptdzy.

To, zda nador vznikne nebo ne, zavisi na schopnosti organismu usmrtit buriky, které

zpUsobi svij nekontrolovatelny rist a déleni.
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2.1 Bunécna smrt

Jednou 1z nejdllezitéjsich vlastnosti mnohobunécného organismu je schopnost
regulovat bunécny rust, diferenciaci a neméné vyznamnou bunécénou smrt. Kazda burika ma
ve své genetické informaci naprogramovdno, kdy ma zemfit. Pokud je tato informace
néjakym zplsobem narusena, miZe dochdzet k mnohym defektlim a nemocem, mezi které

patii i rakovina (Martin a Green, 1995).

Geny regulujici buné¢nou smrt se déli na represory a induktory. Represory jsou geny,
jejichz exprese zabranuje bunééné smrti. Opacnym zplsobem funguji induktory, které
bunécnou smrt navozuji (Martin a Green, 1995). Induktorem apoptézy je napftiklad
nadmérna exprese proteinu HIP-1 v bunkach (Hackman a kol., 2000). Mezi induktory patfi
také protein p53 (Hackam a kol., 2000). Exprese proteinu p53, podobné jako exprese

proteinu HIP-1 souvisi s Huntingtonovou chorobou (Steffan a kol., 2000).

Zda bude burnka zZit nebo zemfe, nezdlezi pouze na burice samotné, ale také na
signalech, které prichazeji od okolnich bunék (Raff, 1992). Existuje mnoho dlvodu, kvali
kterym buriky obdrZi signal, aby zemfely. Castou pFicinou je situace, kdy funkce buriky jiz
neni zapotiebi nebo naopak, kdyz burnka svou funkci ztrati. Dale stav, kdy je burika
napadena, napfiklad virem, a je pro organismus nebezpecna (Martin a Green, 1995)

a nespocet jinych davodu.

Bunécna smrt je v podstaté souhrn procestl, které se v burice odehravaji na konci
jejiho Zivota. Smrt bunék lze kategorizovat na programovanou bunéénou smrt, pod kterou
spada i apoptdza (Martin a Green, 1995), a nekrézu. Termin apoptdza neni synonymem pro
programovanou bunécnou smrt (Alles a kol., 1991), ackoli néktefi autofi uvadi, ze vyznam
téchto dvou termin( je totozny. Programovana bunécna smrt (PCD) je nejednoznacny termin
oznacujici smrt bunék zprostfedkovanou intraceluldrnim programem (Engelberg-Kulka a kol.,
2006). Béhem vyvoje spacha spousta bunék PCD, pfi vyvoji nervového systému umird timto
typem smrti az 50 % bunék (Dekkers a kol., 2013). U mnohobunéénych organisml se lze
setkat stim, Ze je apoptdéza povazovdna za programovou bunécnou smrt

(http://www.apoptosisinfo.com/).
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2.1.1 Apoptdza

Apoptoza je vysoce regulovany proces, ktery hraje velmi dulezitou roli v udrzovani
homeostazy organismu. MulZe byt vyvoldna vnitfnimi i vnéjSimi signaly. Mnoho lidskych
chorob mlzeme pficist pravé porucham apoptdzy. Pokud apoptdza probihda nadmérné, ma
vyznamnou souvislost s Huntingtonovou chorobou, Parkinsonovou chorobou, vyvojovymi
vadami a mnoha dalSimi onemocnénimi. V opacné situaci, pfi niZz apoptdza neprobiha
dostatecné, muizZe dojit k rozvoji nadorového bujeni a spousté dalSich poruch, véetné jiz

zminénych vyvojovych vad.

2.1.2 Nekroza

Nekrdéza je termin oznacujici neprogramovanou smrt bunék a Zivych tkani. Pokud
burikky zemfou touto cestou, je pro imunitni systém velmi obtizné takovéto bunky
fagocytovat, protoze bunky podstupujici nekrézu nevysilaji dostatek bunécénych signald,
které nabdadaji okolni fagocyty k pohlceni bunék. Pficin, které vyvolavaji nekrdzu, existuje
mnoho. MUzZe byt zpUsobena infekci, toxiny, zafenim a spoustou dalsich faktor(. Nekréza ma

na organismus témeér vzdy negativni dopad.

Nasledkem nekrdozy jsou aktivovany rdzné receptory, které negativné ovliviuji
integritu bunééné membrany a vedou k vyliti obsahu buriky do mezibunééného prostoru

(Proskuryakov a kol., 2003). Nekrotické bunky timto zplsobem vyvolavaji zanét.
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3. Vztah mutovaného huntingtinu a pre-rakovinovych

savcich bunék

Za neregulovany bunécény rast je zodpovédnd mutace v genech, které kontroluji
bunéénou diferenciaci a proliferaci. Dulezitym faktorem je také rychlost bunécné smrti
podilejici se rovnéz na kontrole rlstu bunék (Martin a Green, 1995). Pokud burka ziska
mutaci genu, ktery ovliviiuje PCD nebo nabude schopnosti tvofit vlastni faktory umoznujici
jeji preziti, unika vlivu okolnich bunék a zac¢ina nekontrolovatelné rlist bez omezeni (Martin

a Green, 1995), coz vede ke vzniku rakovinného bujeni.

3.1 Spojitost mezi Huntingtonovou chorobou a rakovinou (?)

NizSiho vyskytu rakoviny u osob trpicich HD si jako prvni vSimli védci Sven Asger
Sgrensen a Kristen Fenger z Kodanské univerzity. V roce 1992 sepsali publikaci Causes
of death in patients with Huntington's disease and in unaffected first degree relatives, ve
které zkoumali priciny umrti danskych pacientl s HD a jejich zdravych pfibuznych prvniho
stupné v porovndni s obecnou danskou populaci (Sgrensen a Fenger, 1992). Sledované osoby
byly vybrany z celostatniho rejst¥iku pro Huntingtonovu chorobu na Ustavu Iékaiské genetiky
v Kodani. Skupina 677 osob nebyla rozdélena na muzZe a Zeny, nebot by vysledna disla

ukazujici pticinu smrti byla pfilis mald, aby mohl byt pozorovan rozdil mezi pohlavimi.

Ukdzalo se, Ze nejcastéjSi primarni pri¢inou smrti u osob postizenych HD je
pneumonie, neboli zapal plic. Pfibuzni prvniho stupné umirali nejéastéji na kardiovaskularni
onemocnéni a také na jiz zminénou pneumonii. Zakladni pfi¢inou amrti osob s HD byla dle
ocekavani pravé Huntingtonova choroba. Zvyzkumu také vyplynulo, Ze podil sebevrazd
u osob s touto chorobou byl vyssi nez u sledované danské populace ve stejném roce. DalSim
dilezitym vystupem této studie byl fakt, Ze v porovnani se skupinou danské populace
stejného véku jen velmi malé procento pacientd s HD zemrelo na rakovinu (Sgrensen

a Fenger, 1992).
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Hypotéza, jez u danské populace poukazuje na nizsi vyskyt rakoviny mezi osobami
postizenymi HD byla potvrzena o nékolik let pozdéji (Sgrensen a kol., 1999). Sledovéna byla
skupina 694 pacientll s HD, o kterych byla dostupna data ziskana z danského registru pro
Huntingtonovu chorobu na Kodariské univerzité za obdobi let 1943-1993. Jako kontrolni
skupina bylo vybrano 695 zdravych ptibuznych s50% pravépodobnosti mutace v HTT.
Informace o vyskytu rakoviny mezi pacienty byly ziskdny prostfednictvim dénského

onkologického registru (Sgrensen a kol., 1999).
Studované osoby byly rozdéleny do c¢tyf skupin. Byl vypocten ocekdvany vyskyt

nadoru u jednotlivych skupin a porovnan se skutecnosti (viz Graf 1).

Porovnani vyskytu rakoviny u osob s HD a "zdravych"jedinctli

i oCekavany vyskyt L pozorovany vyskyt
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>
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40
20 -
O T T T L } ‘ 1
Pacientis HD PFibuzni v riziku Zdravi jedinci s Zdravi jedinci bez
ziskani mutace mutaci mutace

Sledované kategorie

Graf 1. Porovnani vyskytu rakoviny u osob s HD a ,,zdravych” jedincu. Ze ziskanych vysledku
vyplynulo, Ze pozorovany vyskyt rakoviny u pacientd s HD a nositelll mutovaného genu pro
HD je nizsi, nez by se dle vypoctl ocekavalo. ,,Zdravymi“ jedinci se rozumi jedinci bez mutace

v huntingtin genu. Zpracovdno dle Sgrensen a kol., 1999.
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Ve skupiné pacientl s HD byla rakovina pozorovana u 55 jedincl, pficemz ocekavany
pocet osob, u kterych se predpokladal vyskyt rakoviny, byl 88. Nebyly pozorovany zadné
nadory nervového systému, mozku, Stitné Zzldzy, kosti ¢i pojivové tkané. Ve skupiné
pfibuznych v riziku ziskani mutace v genu kddujici HTT, kde se predpokladalo, Ze jenom 7 %
sledovanach osob jsou nosic¢i HD genu, byl vyskyt rakoviny ocekdvan v 143,7 pfipadech, ale
rakovina byla zjiSténa u 161 osob. Treti skupinu tvofili zdravi jedinci, u kterych byla nalezena
mutace v genu pro huntingtin. Mezi témito jedinci nebyl zjistén zadny vyskyt rakoviny,
ackoliv ocekavan byl v 0,6 pripadu. Do posledni skupiny spadalo 118 jedinc(, u kterych
nebyla nalezena mutace. V této skupiné byl ocekdvany vyskyt rakoviny 3,5 pripadu, avsak

pozorovano jich bylo 7.

JelikoZ je HD zplsobena polyQ sekvenci a nemoci zplsobenych expanzi glutaminové
repetice je vice, zaméfili se Svédsti védci na studium spojitosti expanze polyQ sekvence
a vzniku rakoviny (Ji a kol., 2012). Mezi zkoumanymi onemocnénimi byla Huntingtonova

choroba (HD), spinobulbarni muskuldrni atrofie (SBMA) a dédi¢na ataxie (HA).

Data o pacientech byla ziskdna z propoustécich a ambulantnich registrdi Svédské
nemocnice. Udaje o pacientech byly spojeny s daty ve Svédském onkologickém registru, aby
byly pokryty vSechny dostupné informace. Vyskyt rakoviny byl zkouman dfive, neZ byla
diagnostikovana polyQ choroba. Tento postup byl pouzit kvali eliminaci vedlejsich
negativnich vlivl, jakou jsou napfiklad Iéky, které by mohly byt podavany pacientl s polyQ
chorobami, ¢i zména stravy. Riziko nadorového vyskytu bylo zjistovano také v zavislosti na
véku u pacient s HD a SBMA. Pacienti s HA nebyli diagnostikovani touto vékovou analyzou,
protoze vykazovali velmi odlisSny vék nastupu symptomd, jenz byl zpisoben rliznou délkou
CAG repetic mezi jednotlivci. Pfitomnost nadord byla zkoumana také mezi ,,zdravymi“ rodici
pacientl, kvali zjisténi, zda je vyskyt rakoviny ovlivnén samotnym polyQ uUsekem, ¢i zde hraji
roli dalsi faktory, jako napftiklad Zivotni prostiedi. Terminem ,,zdravi rodi¢e” rozumime rodice

pacientl s polyQ onemocnénim, u nichZ nebylo toto onemocnéni zjisténo.

Béhem sledovaného obdobi bylo nalezeno 1510 pacient( s HD, 471 s SBMA a 3425
jedinch s HA. V prabéhu sledovaného obdobi se rakovina vyvinula u 91 osob s HD, u 34
pacientll s SBMA a u 421 pacientl s HA. Celkova ocekdvana mira vyskytu rakoviny byla

znacné nizsi u osob s polyQ chorobami (viz Graf 2). Celkovy vyskyt rakoviny byl nizsi pred
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diagnostikovanim polyQ onemocnénich a také byl nizSi témér ve vSech zkoumanych ¢astech
téla. Riziko vzniku benignich nadord u pacientl s polyQ chorobami bylo také nizsi nez
u obecné populace, avsak u osob s HD bylo toto snizeni znac¢néjsi. Pacienti s HD a SBMA
mladsi nez 60 let vykazovali nizsi vyskyt rakoviny neZ osoby nad 60 let. U Ctyf pacientd,
kterym bylo méné nez 40, byla zjiSténa rakovina (u dvou byl diagnostikovdn nador mozku,
dalsi pacient mél melanom a posledni trpél nddorem Sstitné Zlazy). Celkovy vyskyt rakoviny

u ,,zdravych” rodicl byl srovnatelny s obecnou populaci.

Porovnani vyskytu rakoviny u osob s polyQ onemocnénimi
a "zdravych" jedincu

M pocet osob s polyQ onemocnénim i vyskyt rakoviny
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Graf 2. Porovnani vyskytu rakoviny u osob s polyQ onemocnénimi a ,,zdravych” jedinct. Ze
ziskanych dat je zfejmé, Ze pozorovany vyskyt rakoviny u osob s polyQ onemocnénimi je
nizsi, nez by se dle vypoctl ocekdvalo. ,Zdravymi“ jedinci se rozumi jedinci bez mutace

v huntingtin genu. Zpracovdno dle Ji a kol., 2012.
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Tato studie tedy také potvrzuje myslenku nizsiho vyskytu rakoviny u pacientd
s chorobami zpUsobenymi expanzi polyQ useku. Ochranu pacientl stémito chorobami
zfejmé navozuje pravé sama rozsifend polyQ sekvence. JelikoZ je mezi pacienty snizeno také
riziko vzniku benignich nadorl, lze predpokladat, Ze expandovand polyQ sekvence ma
protektivni ucinek i proti nezhoubnym nadordm. Vysvétlenim muazZe byt skutecnost, Ze

maligni a benigni nddory maji mnoho spolec¢ného (Lazebnik, 2010).
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4. PraseCi modely Huntingtonovy choroby a rakoviny

Prase se jako laboratorni zvife vyuziva jiz nékolik desitek let. Doziva se 12 - 15 let,
snadno se rozmnoZuje, doba brezosti trvd 113 - 115 dni a rodi vysoké pocty selat.
V porovnani s mladaty hlodavcl, masozravcl a jinych kopytnik(i je vyvoj novorozeného
selete, véetné mozku, nejvice podobny vyvoji lidského novorozence (Lind a kol., 2007).
Selata dosahuji puberty v 5. - 6. mésici, selata miniprasat v 3. - 4. mésici (Lind a kol., 2007).
Hmotnost prasete, velikost organ(, fyziologie o imunologie jsou velice podobné tém lidskym.

Diky témto vlastnostem je prase vhodnym pokusnym zvifetem.

4.1 Transgenni model miniprasete

Kvali mozZnosti testovat potencidlni moznosti terapie HD se védci snaZi vytvorit zvireci
model, ktery by simuloval priibéh toho onemocnéni, a zaroven by lécbu bylo moziné
aplikovat v humanni mediciné. Drozofila, C. elegans nebo Xenopus jsou sice vhodné
organismy pro studium nejzékladnéjSich otazek, avsak ¢lovéku jsou hodné vzdalené. U mysi
a potkani dosud nebyl vytvoren model, u kterého by pribéh HD odpovidal pribéhu
onemocnéni u lidi. Nadéje se proto vkladaji do velkych zvifecich modeld.
S experimentovanim s primaty jsou vSak spojeny etické problémy a mozek ovce se

v porovnani s prasec¢im mozkem znacné lisi od mozku lidského.

Prasedi, stejné jako lidsky mozek, ma zvrasnélou mozkovou karu do zavitd, tento jev
se nazyva gyrifikace. Hlodavci maji lisencephalon, tzn. hladkou mozkovou kiru (Hofman,
1985). Prasedi a lidsky gen pro huntingtin vykazuji 96% podobnost. Prasec¢i homolog pro HTT
ma otevreny Cteci ramec s 9417 nukleotidy, které kdduji 3139 aminokyselin o velikosti cca

345 kDa (Matsuyama a kol., 2000).

K vytvoreni transgenniho HD (tgHD) miniprasete (viz Obr. 1 a Obr. 2) byla vyuzita
strategie zaloZend na transdukci prasecich embryi lentivirovymi vektory kédujicimi prvnich

548 aminokyselin HTT se 145 glutaminy pod kontrolou lidského HTT promotoru.
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Obr. 1 Transgenni HD miniprase - dospély jedinec (Zdroj: Laborator bunécné regenerace

a plasticity, Ustav Zivoc&isné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i.)

Fragmentaéni analyza uUsekll DNA obsahujicich CAG/CAA sekvence ukazala, Ze

integrovany transgen obsahoval 124 glutamin( misto plvodnich 145 (Baxa a kol., 2013).

Mutantni HTT gen byl detekovan na chromozomu 1 a sekvenci bylo zjisténo, Ze lidsky
mutovany huntingtin byl insertovan do ¢asti DNA, ktera nekdduje zadny gen (Baxa, osobni
komunikace). U vSech 4 generaci transgennich HD miniprasat byl jejich vyvoj a chovani
srovnatelné s ,wild-type” miniprasaty. TgHD selata nejevila po narozeni zadné odliSnosti
a béhem jejich vyvoje zaznamendana nebyla Zadna porucha typicka pro HD. VSechna zvifata
pohlavné dospéla v5 meésicich a byla schopna reprodukce. Byla zaznamenana snizena
plodnost transgennich kancu, ktera zacala kolem 1 roku Zivota. V soucasné dobé se pracuje
na charakterizaci fenotypu tohoto onemocnéni. Doposud byla potvrzena patologie u kancich

spermii a nepatrné zmény v mozku 24 mésicu starych prasat (Baxa a kol., 2013).
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Obr. 2 Transgenni HD selata (Zdroj: LaboratoF bunééné regenerace a plasticity, Ustav

Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i.)
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4.2 Melanomovy model miniprasete

Melanom zpUsobuje priblizné 75 % umrti spojenych s rakovinou kize (Jerant a kol.,
2000), ale patfi mezi méné casté typy onemocnéni. AvSak vyskyt koZzniho maligniho
melanomu neboli CMM béhem poslednich par desetileti rapidné vzrostl, stejné tak jako se
zvysSila umrtnost na tento typ nadoru v ,bilé“ populaci (Masback a kol.,, 2001). Kozni
melanom je velmi zakefny pravé diky své schopnosti tvofit metastazy. Je nutné vytvorit
vhodny zvifeci model, jenZ pomuZe objasnit zakladni mechanismy tykajici se tohoto

onemochéni.

Nékolik zvifecich modeld pro studium melanomu jiz bylo vyslechténo. Kfizenec
sladkovodni ryby rodu Xiphophorus, mysi, morcata, vacice, dokonce i nékolik druh
domdcich zvifat bylo pouzito jako modelovy organismus, ale Zadny ztéchto modell
nevykazoval dostatek optimalnich vlastnosti, které by se shodovaly s lidskym melanomem

(Kusewitt a Ley, 1996).

Uspésné byl vytvoren i prase¢i model, se zkratkou MelLiM, coi je zkratka pro

Melanoblastoma-bearing Libechov Minipig (Horak a kol., 1999).

Melanoblastomy se vyskytuji na rdznych castech téla tmavé pigmentovanych
miniprasat (viz Obr. 3). Maji obvykle modularni (uzlovity) tvar a jsou vicendsobné. MB jsou
viditelné jiz pfi narozeni nebo se objevuji do dvou mésicl (u 57 % selat). U miniprasat
s koznim MB jsou opakované nalézany metastazy v plicich, sleziné a lymfatickych uzlinach.
U miniprasat, ktera vizualné nevykazovala znamky kozniho MB (27 % ze vSech jedincu), byly
nalezeny nadorové buriky ve vnitfnich organech. BEéhem prvnich 2 mésicll Zivota zemrelo asi

34 % vSech postizenych selat (Horak a kol., 1999).

Prasata linie MeLiM (viz Obr. 3), kterd vykazovala pritomnost melanomu, byla
zkfizena se zdravymi kanci a potomstvo bylo brzy po porodu zkoumdno na pfitomnost
pigmentovych lézi v pravidelnych intervalech (Vincent-Naulleau a kol.,, 2004). Biopsie

rostoucich a regresnich nador( a Utrobnich metastaz byla provedena u 243 selat.

25



Nalezené kozni léze byly klasifikovany do 3 morfologickych typ( (viz Tabulka 1).

Tabulka 1. Obecné znaky a klinické ptiznaky lézi pozorovanych na miniprasatech. 3 typy

koznich |ézi pozorované u melanomovych prasat a jejich klinické ptiznaky. (Zdroj: Vincent-

Naulleau a kol., 2004)
Typ Obecné makroskopické znaky Klinické priznaky
1 ploché léze rdzna velikost; hnédé az cerné barvy

hladka papula; maly ¢erny nodul;
malé vyvysené léze, silné pigmentované,
2 hyperkeratonicka papula; makula
kopulovitého nebo plochého tvaru
s papularni oblasti

velké vyvysené léze, silné pigmentované,
velké léze, Casto viedovité, s rychlym Ci
3 nodularni nebo exofytické (zevné
pomalym rlstem
rostouci)

Léze typu 1 se vyskytovaly u vSech tfech sledovanych skupin prasat, ale byly ze vSech
typd nejméné casté. Béhem klinického sledovani nékteré l|éze zmizely. Nejcastéjsi
pozorovanou lézi typu 2 byla silné pigmentovana papula s hladkym povrchem, pravidelného
¢i nestejnomérného tvaru. Léze typu 3 byly cCastéji pozorovény u selat s ¢ernou srsti nez
s ¢ervenou. Kozni léze se nikdy nevyvinuly u barevnych selat s ¢ernymi nebo bilymi skvrnami,
¢i u selat bilych. Vyvoj vyvysenych lézi byl nejcastéjsi v prvnich tfech mésicich Zivota vSech
sledovanych selat, ¢im byla selata starsi, tim se poté vyskyt |ézi snizoval. Témér u vSech selat
byla pozorovana kompletni regrese nadorl. Po ulceraci se zevné rostouci tumory zacinaji
vysuSovat, objevuje se keratdza a velikost tumoru se zmensuje (Vincent-Naulleau a kol.,

2004).
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Maligni melanom na MelLiM prasatech byl sledovan také metodou FDG PET neboli
2-deoxy-2-[*®F]fluoro-D-glukosova pozitronova emisni tomografie. Vysledky tohoto vyzkumu

potvrzuji podobnost melanomu mezi ¢lovékem a prasetem (Boisgard a kol., 2003).

Prasata MelLiM vykazuji dédi¢ny vyskyt melanomu, ktery se objevuje velmi brzy.
Rozsiteni melanomovych metastdz do organd je velmi podobné rozsifeni téch lidskych.
Praseci kize vykazuje podobné morfologické a funkcni znaky jako kdze lidska (Wagner a kol.,
2001). Struktura dermalnich a epidermalnich spojeni, vlastnosti enzyma v epidermis, obnova
epidermalni tkané, proteiny keratinu a tloustka epidermis jsou shodné v prasedi i lidské kazi
(Boisgard et al., 2003). Pravé diky témto vlastnostem je MelLiM nenahraditelnym zvitecim

modelem.

Obr. 3 Model MeLiM. U prasete Ize pozorovat kozni modularni melanomy. (Zdroj: Laborator

biologie nddort, Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i.)
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5. Mozné studium vzdjemného vztahu mutovaného

huntingtinu a rakoviny

Bylo prokdazano, Zze u lidi, ktefi trpi polyQ onemocnénim, se rakovina vyskytuje

v mensim méfitku neZ u bézné populace (Sgrensen a kol., 1999; Ji a kol., 2012).
Jaka muzZe byt spojitost mezi rakovinou a polyQ sekvenci?

Protein p53 patii mezi tumor supresorové geny, Cili svou Cinnosti brani vzniku
nadorového onemocnéni. Tento protein hraje klicovou roli ve spusténi apoptdzy, pokud
doslo k poskozeni DNA. NejsSkodlivéjSimi DNA postizenimi jsou zlomy dvouvldknové DNA.
Mohou vznikat produkci volnych radikal( (Lukas a kol., 2011) nebo pfi transkripci (Ju a kol.,

2006). Akumulaci DNA zlomU zpUsobuje i mtHTT (llluzzi a kol., 2009).

Pokud dojde k poskozeni DNA je aktivovdana DDR neboli damage response pathway.
DDR je jakasi ,cesta”, ktera burikdm umoznuje se s timto poskozenim vyporadat. Tedy jako
odpovéd na poskozeni DNA je aktivovana odpovéd na poskozeni DNA (DNA Damage
response pathway, neboli DDR). Klicovym komponentem DDR je protein p53 (Reinhardt
a Schumacher, 2012). p53 je v bunkach, které exprimuji mtHTT, aktivovan jako dlsledek
DDR. To znamena, Ze u osob s HD je exprese proteinu p53 zvysend, coZ potvrzuje i Steffan

a kol., (Steffan a kol., 2000).

p53 ma pro-apopticky charakter - patrné je schopen zastavit bunécny cyklus v G1 fazi,
aby mohly byt provedeny nezbytné opravy poskozené DNA. Pokud poskozeni nelze opravit,
je spusténa apoptdza (Martin a Green, 1995). Timto zplsobem by p53 mohl odpovidat za

nizsi vyskyt rakoviny mezi HD pacienty (Bae a kol., 2005).

Pro zkoumani teorii 0 moZzném ovliviiovani se mtHTT a p53 proteinl je moZné vyuzit
tgHD model miniprasete a model MeLiM. Po kfizeni jedinc( z téchto linii se narodila tgHD
selata s melanomem, ale ve stejném vrhu byla i zdrava selata bez melanomu a selata, ktera
nebyla transgenni (bez exprese mtHTT). Tim vznikla experimentalni skupina zvitat, u které by
se dal sledovat vzajemny vztah mutovaného huntingtinu a rakoviny (Baxa, osobni

komunikace).
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Ackoli je vztah exprese mutovaného huntingtinu a vzniku rakoviny zfejmy, neni stale
zcela objasnén. Za nizsi vyskyt rakoviny mezi pacienty s Huntingtonovou chorobou je patné
zodpovédny rozsiteny uUsek CAG opakovani, jez ddvd mutovanému huntingtinu rozdilné
vlastnosti od jeho pfirozené se vyskytujici wild-type formy. Jednim z nasledkl téchto
odlisnych vlastnosti je pravdépodobné potlacéeni vzniku nadord, at benignich ¢i malignich.
Vysledky raznych studii naznacuji moZnou spojitost exprese mutovaného huntingtin

a aktivace proteinu p53.

Pro studium Huntingtonovy choroby a rakoviny - koZnich melanoma - byly vytvoreny
dva rlizné modely miniprasat. Prvni model - tgHD - vykazuje pfitomnost mutovaného
proteinu huntingtinu, ktery je dédén z generace na generaci. Pro druhy model miniprasat -
MeLiM - je charakteristicky dédi¢ny vyskyt malignich koZnich |ézi. Tato experimentdini
zvifata jsou fyziologicky, imunologicky, velikosti a strukturou mozku jako i charakterem
epidermis velmi podobna ¢lovéku, tudiz jsou vhodnymi objekty pro vyzkum vzajemného
vztahu rakoviny a Huntingtonovy choroby. Potomci, kteti vznikli zkfizenim téchto dvou
praseCich modell, poskytuji moZnost vénovat se problematice spojitosti HD a rakoviny

v diplomové praci.
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