Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji
Katedra veterinarnich disciplin

Zvireci modely
Huntingtonovy nemoci

Bakalarska prace

Vedouci prace: doc. MVDr. Radko Rajmon, Ph.D.
Konzultant prace: prof. MVDr. Jan Motlik, DrSc.
Autor prace: Stépan Hladky

2012



ProhlasSeni

Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci na téma ,Zvifeci modely Huntingtonovy
nemoci‘ vypracoval samostatné a pouzil jen pramend, které cituji a uvadim v piilozené

bibliografii.

V Praze dAne: ..ooovnnoeeee e

podpis autora prace



Podékovani

Cht¢l bych podékovat vedoucimu své prace doc. MVDr. Radko Rajmonovi, Ph.D., za
odborné vedeni, cenné rady a pfipominky v pribéhu zpracovani této bakalaiské prace.

Kolektivu laboratofe bunétné regenerace a plasticity prof. MVDr. Jana Motlika, DrSc.
z Ustavu Zivo¢idné fyziologie a genetiky, Akademie véd CR, v.v.i. v Libéchové, za zasvéceni
do problematiky a pomoc pfi vypracovani této prace.

Svoji roding, ktera byla mou oporou po celou dobu studia.



Souhrn

Huntingtonova nemoc (HN) je vazné dédi¢né neurodegenerativni onemocnéni lidi
S psychickymi a fyzickymi pifiznaky s pocatkem ve stiednim véku, obvykle mezi 35. az
50. rokem. Typické jsou zejména neovladatelné svalové zaskuby s motorickym efektem,
poruchy chiize a piijmu potravy. Nemoc ma za nasledek také psychicky rozklad osobnosti,
vznik demence a v soucasnosti je nevylécitelna.

Tato bakalafska prace popisuje Huntingtonovu nemoc se zaméfenim na moznosti
experimentdlniho studia jejiho pribéhu na zvifecich modelech. Jelikoz piesné
patofyziologické mechanismy HN nejsou zcela objasnéné a moznosti vyzkumu u postizenych
lidi jsou omezené viceméné jen na vzorky post mortem, je vyzkum do zna¢né miry zavisly na
téchto zvifecich modelech.

Po obecném popisu Huntingtonovy nemoci, pti¢iny, ptiznaki, vySetieni a souc¢asnych
moznosti 1é¢by, nabizi tato prace ptehled technik genetické modifikace zvitat, které umoznily
vznik modelit HN a souhrn dosavadnich druht zvifecich modeli.

Pro expresi mutace HN byla geneticky upravena Siroka Skéala druhii od bezobratlych,
pres nizsi obratlovce, az po savce. Rizné druhy zvifecich modeli nam davaji pfilezitost
studovat vyvoj patogennich procesti od pocatku onemocnéni, s postupujici progresi pak
sledovat chronické ptiznaky, zmény fenotypu a v neposledni fadé nabizeji prostor pro rozvoj
ucinné 1écby, vyuziti novych farmakologickych ¢i chirurgickych postupt.

Posledni kapitola se zabyva patogenezi HN v samcich pohlavnich organech. Mezi
perifernimi orgédny v téle, vykazuji sam¢i pohlavni orgdny velmi podobné pfiznaky exprese
genl jako v mozku. Pochopeni patogeneze HN ve varlatech tak miize odhalit spole¢né
kritické cesty, které vedou k degeneraci jak v mozku, tak v sam¢ich pohlavnich organech.

Ze zavéru vyplyva, Ze jsou k dispozici mnohé modely Huntingtonovy nemoci, ale
model, Ktery tvofi charakteristicky neuropatologicky fenotyp pozorovan u lidi s HN, stale
chybi. UZite€nost zvifecich genetickych modelt je vSak neocenitelnd pro pochopeni

patologickych mechanismi HN a pro moZnost navrhnout nové zptisoby 1écby.

Klic¢ova slova: Huntingtonova nemoc, huntingtin, neurodegenerace, transgenni zvifeci model,

testikularni degenerace



Summary

Huntington’s Disease (HD) is a devastating neurodegenerative disorder of people
connected with physical and psychical symptoms starting in the middle age usually between
35 and 50 year. The typical symptoms are involuntary movements, walk and food intake
disturbances. HD also caused personality destruction, progressive dementia and at present
time is fatal.

This bachelor thesis describes Huntington’s Disease relating to possibilities its
experimental study in animal models. The exact pathophysiological mechanisms of HD are
still unclear and possibilities of human studies are more or less restricted into the using of post
mortem samples. Therefore the study of HD considerably depends on animal models.

Firstly the bachelor thesis describes the cause, symptoms, examination and actual
therapy of HD. Secondly the thesis reviews the genetic modification techniques of animals,
which have enabled the production of HD models. Next the bachelor thesis serves as an actual
overview of HD animal models.

A wide variety of species, including the invertebrate, nonmammalian and mammals
have also been genetically engineered to express the HD mutation. The various animal models
of HD offer us an opportunity to study the progress of pathological processes at different time
points and also serve for the development of effective therapy or utilization of new
pharmacological and surgical procedures.

The last paragraph of the thesis dealt with the HD pathogenesis in male reproductive
apparatus. Among the peripheral organs in the body, the testis shows the most similar pattern
of gene expression to the brain. Understanding the pathogenesis of HD in the testis may
reveal common critical pathways which lead to degeneration in both the brain and testis.

Finally it seems there are many animal models of Huntington’s disease but the model
which displays the characteristic neuropathological phenotype observed in human is still
missing. Usefulness of animal genetic models is invaluable for the understanding of

pathological mechanisms of HD and for the opportunity to create new therapeutic approaches.

Keywords: Huntington’s disease, huntingtin, neurodegeneration, transgenic animal model,

testicular degeneration
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1. Uvod

Huntingtonova nemoc (HN) je vazné dédi¢né neurodegenerativni onemocnéni lidi
s psychickymi a fyzickymi pfiznaky s pocatkem ve stfednim veéku, obvykle mezi 35. az
50. rokem (Roth a kol.,, 2008). Typické jsou zejména neovladatelné¢ svalové zaskuby
s motorickym efektem, poruchy chlize a piijmu potravy. Nemoc ma za nésledek také
psychicky rozklad osobnosti a vznik demence. Onemocnéni je pomérné vzacné (vyskytuje se
v pomeéru cca 1: 15 000) a je autozomalné dominantni. To znamend, Ze onemocnéni vznika jiz
pii pfitomnosti mutace na jednom ze dvou parovych chromozomu. Statistické riziko predani
vlohy pro nemoc pfimym potomkiim je tedy 50% (Roth a kol., 2006). Samotna nemoc neni
smrtelnd, ale vyrazné oslabuje imunitni systém a zdravi ¢loveka, a tak snizuje primérnou
délku zivota (Walker, 2007).

Jelikoz ptesné patofyziologické mechanismy HN nejsou zcela objasnéné a moznosti
vyzkumu u postizenych lidi jsou omezené viceméné jen na vzorky post mortem, je vyzkum do
zna¢né miry zavisly na zvifecich modelech. Vyzkum onemocnéni na transgennich zvitecich
modelech umoznil pokrok v pochopeni molekuldrni patogeneze HN a nabidl prostor pro

rozvoj novych farmakologickych ¢i chirurgickych postupti.

2. Cil

Cilem této prace je zpracovat literarni reSersi o problematice Huntingtonovy nemoci se
zaméfenim na moznosti jejiho experimentalniho studia na zvifecich modelech. Nabidnout
souhrn dosavadnich zvifecich modeli a popsat jejich dtlezitost, vyhody i1 omezeni

v zakladnim vyzkumu Huntingtonovy nemoci.



3. Popis Huntingtonovy nemoci

3.1 Historické pozadi

Epidemie tane¢ni manie byla popsana v roce 1374, ale byl to Paracelsus (1493-1541),
ktery jako prvni pouzil termin chorea pro mimovolné svalové zaskuby a domnival se, Ze je
CNS piavodu. V nasledujicich letech, az do 17. stoleti, zlistala nemoc tajemna a jeji povaha
nebyla chipana. V roce 1600 anglicti kolonist¢ nazyvali nemoc ‘“that disorder” (ten
neporadek), nebo “San Vitus dance” (tanec Svatého Vita). V této dobé byli lidé s choreou
povazovani za posedlé d’ablem. Prvni pokus o lékaisky popis HN pod nazvem "chronicka
dédicna chorea" byl zaznamenan o dvé€ stoleti pozd¢ji, v roce 1840, 1ékaii ve Spojenych
statech, Anglii a Norsku. Nicméné, prvni pfesny popis této nemoci sepsal v roce 1872
americky lékaf George Huntington, po nemz ziskala nemoc své titulni oznaceni. Béhem
nasledujicich nékolik desitek let byly popsany rtizné formy nemoci a vyzkum byl zaméten na
hledani ptic¢iny. V roce 1983 objevil tym Josepha Martina geneticky marker signalizujici tuto
nemoc a o desetileti pozdé¢ji skupina védcii pod vedenim Jima Gusella a nékolik dalSich
zjistili, ze HN vznika mutaci jediného genu. (Walker, 2007; Zuccato a kol., 2010).

Historie Huntingtonovy nemoci (Walker, 2007):

Rok |udalost publikace

1374 | popséana epidemie tanecni manie -

1500 |Paracelsus se domniva, ze chorea je CNS ptivodu -

1686 | Thomas Sydenham popisuje post-infekéni choreu -

1832 |John Elliotson urcuje dédi¢nou formu chorey -

1872 | George Huntington charakterizuje Huntingtonovu nemoc -

1953 | objasnéna struktura DNA 5

1955 | Huntingtonova nemoc popsana v oblasti Lake Maracaibo ve Venezuele 13
1967 |konference Svétové federace neurologie o Huntingtonoveé nemoci 38
1976 | popsan prvni zvifeci model Huntingtonovy nemoci (kyselinou kainovou) 100
1983 | objeven geneticky marker Huntingtonovy nemoci 138
1993 |identifikovan gen HN; vytvoiena studijni skupina pro klinické zkousky 172
1996 | vytvotena transgenni my$ 242
2000 |efektivnost 1€kl provéfovana na transgennich zvitatech 344




3.2 Pfi¢iny vzniku Huntingtonovy nemoci

Huntingtonova nemoc vznika mutaci jediného genu IT 15 na kratkém raménku 4.
chromosomu (Zuccato a kol., 2010). Podkladem mutace je zmnozeni tripletu CAG (Cytosin-
Adenin-Guanin) nad urcity pocet. Normalni stav je do 35 CAG tripleti. U nékterych lidi se
vSak pfislu§na trojice pismen genetického kodu namnozi vickrat. Vznikne pak bilkovinna
molekula, v které po sob€ nésleduje 36 az 180 glutamint. Pfi poctu opakovani 41 a vice
triplet dany jedinec onemocni HN (pokud se dozije véku projevii nemoci) zcela jisté, pii
poctu 36-40 tripletd je progndza nejista (Walker, 2007).

Cim vice je CAG tripletdl pfitomno, tim difve nemoc vypukne — pocet CAG tripletii
ale neni jediny faktor rozhodujici o v€ku propuknuti HN. Tato zavislost plati pfedev§im pro
&i dospivani (Obr 1.). Castgji jsou to lidé, ktefi zd&dili mutaci po svém otci — v priib&hu
vyvoje spermie muze totiZ dojit ke zmnoZeni poctu CAG tripleth. Pfi vyvoji matefského

vajicka ke zmnozeni obvykle nedochazi (Roth a kol., 2006).

Obr. - Zavislost véku nastupu nemoci
na poctu CAG tripleta

[ >80 CAG: pocatek pred 10. r. veku
>80 CAG: pocatek pred 20. r. veku
=40 CAG: Klasicka forma indstup nelze uréit)

36~-39 CAG: recukovana penetrance

27-35 CAG: miiZze vznknout nova mutace

<27 CAG: norma

Obr. 1. Zavislost v€ku nastupu nemoci na po¢tu CAG tripletd. (Roth a kol., 2006).



Zdravy gen IT 15, obsahujici mensi pocet tripleti nez 36, vyrabi bilkovinu zvanou
huntingtin (HTT). Huntingtin se u savct vyskytuje ve vSech bunkach, pii¢emzZ nejvyssi
koncentrace jsou v mozku a varlatech, stfedni mnozstvi je pak piitomno v plicich, jatrech,
slezing, a nizka koncentrace se vyskytuje v srdci a ledvinach (Van Raamsdonk a kol., 2006;
Walker, 2007). Vsechny funkce huntingtinu nejsou jesté podrobné prozkoumany, ale je napf.
esencidlni pro fyziologicky embryonalni vyvoj mozku a krvetvorbu. Pokud by gen pro
huntingtin chyb¢l, neptitomnost této bilkoviny by byla fatalni - organismus by nemél nad¢ji
se vyvinout, odumftel by jesté pifed narozenim. Pokud je gen pro vyrobu huntingtinu zménén —
mutovan zvySenim poctu tripleti CAG, bilkovina ziska diky odliSnému utvafeni jinou
strukturu (obsahuje abnormalné dlouhy fetézec tzv. polyglutaminu), coz vede ke zménam jeji
funkce. Tato bilkovina se pak hromadi v nervové tkani a pasobi patologicky. Souéasné, to
také zhorSuje schopnost normalniho proteinu HTT vyvinout molekularni ¢innosti, které jsou
zasadni pro preziti a fungovani neuront, které v nemoci degeneruji (Roth a kol., 2006,
Zuccato a kol., 2010).

3.3 Piiznaky Huntingtonovy nemoci

Ptiznaky se nejcastéji objevuji mezi 35. a 50. rokem. Nemoc se postupné dramaticky
zhor$uje v dusledku poskozovani mozku. Pfi HN odumiraji jako prvni GABAergni, tzv.
sttedné veliké ostnité nervové buiiky, které jsou pfitomny v oblasti mozku nazyvané striatum
(soucast bazalnich ganglii) (Roth a kol., 2008). Pro¢ mutovany huntingtin zpUsobuje
degeneraci prave téchto neuront a jiné ¢asti mozku nechava relativné nedotCeny (alesponi na
pocatku nemoci) neni dosud zcela jasné (Zuccato a kol.,, 2010). Dosavadni poznatky
naznacuji, Ze mutovany huntingtin v neuronech méni mitochondrialni funkce, které nasledné
aktivuji apoptotické drahy (Brouillet a kol., 1999). Postupné¢ dochazi k degenerativnim
zménam i v dalSich ¢astech mozku az dojde k jeho celkové atrofii.

Pocate¢ni priznaky HN jsou obvykle nespecifické emocni, psychiatrické a kognitivni
poruchy. Bézné priznaky HN jsou progresivni ztrata télesné hmotnosti, zmény v sexudlnim
chovani a poruchy spankového rezimu, které caste€né muizou byt vysvétleny dysfunkci
hypotalamu (Zuccato a kol., 2010). Charakteristické hybné poruchy, piedev§im choreatické
dyskineze, které¢ vedou ke stanoveni spravné diagnozy, se mohou objevit az za nékolik let.

Vyskyt a intenzita neurologickych, kognitivnich a behavioralnich zmén mize byt znacné



variabilni a jejich pribéh nerovnomérny (Roth a kol., 2006). Zpoc¢atku dochazi k drobnym
svalovym zaskublim a stalému pfemistovani koncetin. Pozdé¢ji dochdzi k plnému rozviti
chorey (mimovolni nepravidelné ,,hazivé ¢i skubavé“ pohyby v obliceji, na koncetinach i na
trupu) (Roth a kol., 2008). Chorea nejdiive postihuje horni koncetiny a hlavu, postizeny déla
rizné grimasy a otevira usta. Tyto mimovolni pohyby se vyrazn€ zvétSuji pii stresu, naopak
béhem spanku se neobjevuji viibec. Chorea se v pribéhu nemoci po fadu let zesiluje, ¢asto
tézce postihuje zékladni hybné aktivity, v pozdnich fazich nemoci se choreatické pohyby
zpomaluji a méni v kroutivé, pomalé stereotypni pohyby, tzv. dystonii. V koneénych fazich
HN jiz mimovolni pohyby nemusi byt patrné, svalstvo je ztuhlé a nemocny je obtizné
pohyblivy ¢i nehybny. U juvenilni formy HN (viz nize) chorea obvykle neni pfitomna
v zadném stadiu nemoci (Roth a kol., 2006).

Dals§imi velmi Castymi piiznaky jsou porucha fe¢i (dysartrie), kdy se fe¢ postupné
stava zcela nesrozumitelnou a porucha polykani (dysfagie), kterd vznikd nekoordinovanym
pohybem hltanového svalstva a vede az k zavaznym poruchdm piijmu potravy, naslednému
hubnuti az kachektizaci. Naprosta vétSina pacienti s HN v pokrocilém stadiu nemoci trpi
inkontinenci — pomoc¢ovanim (Roth a kol., 2008).

Vyraznym jevem HN jsou psychické problémy. Zpocatku dochézi k drobnému
podrazdéni, agresi, apatii, bezcitnému chovani, ztrat¢ nahledu, kritiCnosti vic¢i sobg,
soustfedéni na sebe a svoje potieby, snizenému zajmu o zevnéjSek, naladovosti a celkove
ke zmén¢ osobnosti. Pro postizeni bazalnich ganglii jsou typické poruchy proceduralni paméti
(nevédomé uceni motorickym dovednostem - fizeni auta, chiize apod.). S progresi HN se
objevuje demence - globalni ubytek kognitivnich funkci nepfiméfeny véku. Clovek piestava
byt schopen konat bézné pracovni tikony, nemuze se soustfedit a zapomina (Walker, 2007).
V soucasné dobé nejsou k dispozici terapeutické postupy davajici nadé€ji zpomalit ¢i zastavit
progresivni ztratu kognitivnich schopnosti. Omezena pohyblivost a demence patii mezi

nejsmutnéj$i projevy, protoze bere ¢lovéku sobéstacnost, a v podstaté jeho cely zivot.

Podle veéku nastupu piiznaktt se HN déli na 3 zakladni formy: forma juvenilni,
klasicka a s pozdnim pocatkem (Roth a kol., 2006, Roth a kol., 2008).

Forma juvenilni se za¢ne projevovat do 20. roku a vznika u cca 5 % vSech ptipada
Huntingtonovy nemoci. U tohoto typu dochazi Kk rychlejsi progresi onemocnéni. Vétsinou se
neobjevi mimovolni pohyby, ale naopak svalova ztuhlost a zpomalenost. Dochézi k rychlému
rozvoji demence, poruchdm osobnosti a poruchdm vyslovnosti. Doba pieziti je krat§i nez u

klasické formy.



Forma Kklasicka se projevuje mezi 35.— 50. rokem a objevuje se u 90% ptipadu.
Dochazi k typickému prabéhu HN popsaného vyse. Clovék se po 10-15 letech nemoci
(prubéh vsak byva individualni) stdva zavislym na péci okoli a umird vétSinou na sekundarni
komplikace, zejména infekce.

Forma s pozdnim pocéatkem se objevi po 60. roku véku. Jedna se o cca 5 % vSech
pfipadd HN. Ze vSech tfi forem patii mezi nejmirnéjsi, protoze jeji pribéh je pomaly.
Obvykle nepuisobi zavazné postizeni zakladnich dennich aktivit a nemocni jsou po motorické

strance sobéstacni. Vyrazné€jsi demence se obvykle nerozviji.

3.4 VySetieni Huntingtonovy nemoci

Vysetieni se provadi v piipadé¢ divodného klinického podezieni na HN genetickym
testem z krve pacienta. Test klinickou diagnézu potvrdi ¢i vyloudi, a to s jistotou témeét 100%
(Roth a kol., 2008). Tento test, ale neznamena diagnézu HN, pouze potvrzuje ptitomnost
mutace a pfitomnost vlohy pro nemoc. A zde nastava velky eticky problém. Kazdy ¢lovék ma
pravo veédét a pravo neveédét sviij geneticky stav, a pokud se ocitne v podezieni na HN,
rozhodnuti o provedeni testu je velice problematické. Na jedné stran¢ sdéleni vysledku testu
ukonc¢i jeho nejistotu a umozni 1épe se rozhodovat o své budoucnosti (uzavieni manzelstvi,
planovani rodicovstvi, finan¢ni zabezpeceni atd.), na druhé stran€ vSak pti pozitivité vysledku
ztraci nad€ji na zdravy Zivot, je konfrontovan s mnoha nepfiznivymi psychosocidlnimi
dopady na svou existenci a s pravdépodobnosti pfedani vlohy pro nemoc svym potomkim
(Roth a kol., 2006). Proto byl zaveden protokolarni postup, ktery ma za ukol ziskat informace
a utfidit si svoje moznosti. Tento protokol, ktery trva piiblizné 10-12 tydnli, méa nékolik kroka
a snizi pocet pivodnich zadateld az 0 80%. Lid¢ si uvédomi, ze mohou pfijit o nadéji, a ze by
se neustale sledovali. Nevédomost je vSak muciva a zplisobuje depresivni stavy.

Z diivodu odpovédnosti neni provadéno presymptomatické testovani U osob mladsich
18 let.

3.5 MoZnosti lé¢by Huntingtonovy nemoci
Poznani taji Huntingtonovy nemoci a vyvoj u¢inné 1é€by narazi na fadu problémd.

Mutace postihujici gen je dominantni. Defektni huntingtin sta¢i napachat zlo, i1 kdyz se vedle

n¢j vyskytuji molekuly normélniho proteinu syntetizované podle ,,zdravého* genu. Ani kdyz



se doda dalsi kopie neposkozené¢ho genu (coz byva podstatou genové terapie mnoha
dédicnych chorob vyvolanych recesivni mutaci), neni to nic platné, a proto je v soucastnosti
Huntingtonova nemoc uvadéna jako nevylécitelna. Piesto vSak lze alespon piechodné fadu
projevu zlepsit. Pfi opravdu zavaznych piipadech mimovolnich pohybd se vyuZzivaji
antipsychotika neboli neuroleptika. Uzivaji se iV pfipadech bludd, halucinaci, agresivité
a neklidu. Maji vsak mnoho vedlejSich ucinkl jako nadmérné utlumeni, proto je nutné zvazit
jejich pouziti. Je nezbytné bojovat proti ztraté té¢lesné hmotnosti piijimanim vysokokalorické
stravy nad 5000 kalorii. Antidepresiva mohou byt vysoce u¢inna proti depresim. Bohuzel
Huntingtonovy nemoci — demenci (Roth a kol., 2006).

Velkou nad¢ji jsou nové terapeutické pristupy, které jsou v riznych stadiich vyzkumu,
od zakladniho vyzkumu a preklinickych studiich ptes klinické zkousky po schvalena 1éciva.
Tyto latky pusobi pies inhibici excitotoxicity, zvyseni BDNF (Brain derived neurotrophic
factor), inhibici kaspaz, potlaceni vzniku huntingtonovych agregati, stimulaci vylu¢ovani
mutovaného huntingtinu z bunék, inhibici mitochondrialni dysfunkce, ovlivnéni genové
transkripce nebo potlaceni RNA a proteinu mutovaného huntingtinu. V uvahu pfichazi také
nahrada degenerovanych nervovych bunék pomoci kmenovych (embryonélnich) bunék

(Zuccato a kol., 2010).



4. Transgenni zviirata — zaklad zvifrecich modeli Huntingtonovy

nemoci

Rozvoj molekularni genetiky v poslednich desetiletich umoznil prorazit mezidruhovou
bariéru pro vyuziti gend. Nejéastéji jsou geneticky modifikované organismy (GMO)
piipravovany tak, ze se do urcitého organiSmu uméle vnese gen izolovany z organismu jiné¢ho
druhu. Takovy zplisob zmény genetické informace se oznacuje jako transgenoze a organismy
timto zpusobem modifikované se nazyvaji transgenni. Transgenni organiSmy mohou byt
vyuzity i jako modely mnoha lidskych onemocnéni jako je pravé Huntingtonova nemoc, ale i
fady dalSich napi. Alzheimerova choroba, kardiovaskularni choroby, cystickd fibroza,
diabetes mellitus (Aigner a kol., 2010). Tyto modely umoziuji rozsifeny pohled do
molekularni patogeneze onemocnéni a nabizeji moznost pro vyvoj novych inovativnich
1écebnych postupti.

Ptipravou transgennich organismi se zabyva genové inzenyrstvi, které je dnes, coby
exaktni védni disciplina, nedilnou soucasti genetiky a molekularni biologie. Tato kapitola
nabizi piehled technik genetické modifikace zvitat, které se neustdle vyvijeji, a dalsi
vylepSeni transgenni technologie lze ocekdvat novymi metodami cileni genii. Napf. cilenou
deleci, piipadné modifikaci uréittho genu pomoci nukleaz (zinc-finger nucleases)
v kombinaci s homologni rekombinaci (HR) (Rémy a kol., 2010) nebo technologie

indukovanych pluripotentnich bunék (West a kol., 2011).

Genovy konstrukt

Genovy konstrukt je laboratorné ptipraveny usek dédi¢né informace ve formé¢ DNA.
Aby gen, ktery ma byt dopraven do organismu, fungoval spravné, je potfeba ho smisit
s dalSimi sekvencemi DNA. Genovy konstrukt se tedy skldda ze sekvence strukturniho genu
a regulaéni sekvence (Petr, 2003). Strukturni gen urcuje, co se bude podle genového
konstruktu v téle transgenniho zvifete ,,vyrabét“. Volba strukturniho genu proto zavisi
bezprosttedné na pozadavku na nové ziskanou vlastnost transgenniho organismu. Volba
regulacni sekvence je velmi dilezitd, protoze urcuje kde, kdy a za jakych podminek se
pfenaSeny gen uplatni. Déale musi byt genovy konstrukt vybaven promotorem. Sekvence
promotoru se piidavad k transgenu z divodu spravné exprese genu neboli piekladu do

proteinového produktu. Terminalni sekvence signalizuje buiice zakonceni sekvence genu.



Nékdy se do genového konstruktu piidava i "markerovy" gen. Ten slouzi jako jakasi
znacka, kterd umozni snaz$i objeveni genového konstruktu v téle zivocicha. Pouzivaji se
naptiklad markery, které umozni obarveni bun¢k. Napft. zelen¢ fluoreskujici protein (GFP —
green fluorescent protein) vyvolava po osviceni bunék ultrafialovym svétlem typické zelené
fluoreskovani, a proto je mozné piimo vidéet, které bunky a kterd zvirata genovy konstrukt

pfijala (Petr, 2003).

4.1 Metody piFenosu genu

Rejsttik metod, jimiz lze do dédi¢né informace zivoCichl vpravit cizi gen, je Siroky
(Aigner a kol., 2010). Soucasné techniky pro vytvofeni geneticky modifikovanych zvifat jsou
dnes predevsim:

DNA mikroinjekce do prvojader oplozenych oocyti (DNA-MI, DNA microinjection)
lentivirova transgeneze (LV- GT, lentiviral transgenesis)
pfenos gent prostiednictvim spermii (SMGT, sperm mediated gene transfer)

ptenos jader (SCNT, somatic cell nuclear transfer)

4.1.1 DNA mikroinjekce

Pro tyto ucely se obvykle vyuziva oplozenych oocytll - zygot, v nichZz se mateiska
a otcovskd dédicnd informace dosud nespojila, ale tvofi oddélena prvojadra. Jemnou
sklenénou kapildrou se genovy konstrukt vstfikne do prvojaddra vzniklého ze spermie.
Utinnost integrace genti po mikroinjekci je v8ak velmi mala (dosahuje nanejvys nékolika
procent), a tak je nutné pouzit velkd mnozstvi embryi, fadové stovky az tisice (Petr, 2000).
Proto je tato metoda s uspéchem pouzivana pievazné u mysi, kde lze pomérné snadno
a opakovan¢ ziskat velké mnozstvi embryi. U velkych zvifat, kde je odbér embryi z téla samic
zakroku ptendseji do téla nahradnim matkam, ale vétSina zarodki sviij vyvoj neukonéi. Ba ani
narozeni mlad’at jes$té nezajistuje Gspéch. Pozadovany gen totiz nemusi byt u vSech zarodkl
uspeésné zabudovan do mateifské DNA. Pronuklearni injekce DNA do zygot je dnes i pies
svoji naro¢nost a pomérné¢ nizkou uspéSnost nejrozsifen€j$i technikou pouzivanou pro
generovani transgennich mysi. U prasat a skotu vSak tato metoda neni pfilis efektivni (Aigner

akol., 2010).
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4.1.2 Lentivirova transgeneze

Protoze mikroinjekce DNA nardzi u vysSich savcl na spoustu technickych problému
a naklady na takto vyrobend transgenni zvifata jsou obrovské, je metoda virové transgeneze
jednou z alternativnich moznosti (Hofmann a kol., 2003).

Metoda vyuziva vrozenych vlastnosti a schopnosti virti ze skupiny tzv. retrovirii. Svou
genetickou informaci, zapsanou v ribonukleové kyseliné (RNA), nejprve zpétné piepisi do
kyseliny deoxyribonukleové (DNA), jez se pak zafadi do genomu hostitelské bunky. Tuto
vlastnost retroviril 1ze vyuzit k tvorbé transgennich zvitat.

Retroviry jsou schopny atakovat pouze délici se buriky, jeZ se nachazeji ve stadiu
bunécného cyklu oznaCovaného jako metafaze. V jinych stadiich cyklu nemaji na zabudovani
Sanci, protoze neprochdzi kompaktni jadernou membranou. Proto byly vyvinuty techniky, pfi
nichz je retrovirovy vektor vsttiknut do zralych oocyttl, a ty jsou nésledné oplozeny in vitro
(Petr, 2000).

Retrovirové vektory vznikaji tak, ze jsou nahrazeny vlastni geny retrovirt cizorodymi
geny. Takto upraveny retrovirus dokaze proniknout do buiiky a zabudovat tam cizi DNA, ale
uz neumi vytvaret nové virové Castice, a bunku tak nemé Sanci vaznéji poskodit. Ptiprava
virovych vektort je naro¢na, a navic je vyrazné omezena velikost genu, ktery lze do nitra viru
vmeéstnat. Obvykle neptesahuje délku 10 kb (kilobazi, tj. 10 000 ,,pismen* genetického kodu).
Tim je vyrazné omezen rejstiik gentl, jez lze pfenaSet retrovirovymi vektory (Petr, 2003;
Aigner et al., 2010).

Lentiviry také patii do celedi retrovird, jsou vSak schopné infikovat i nedélici se
buiiky. To umoziuje integraci vektoru genomu do oplozenych embryi - zygot, coz sniZuje

Lentivirovy pienos genti do genomt prasat a skotu vykazuje vyS$i ucinnost
transgeneze nez je tomu u pronuklearni injekce DNA, coZ vyrazné sniZzuje vyrobni néklady na
produkci transgennich zvifat. Nizké vyrobni ndklady jsou nezbytné pro Siroké vyuziti
transgennich zvifat nejen jako modelii nemoci, ale i darcovskych zvitat pro xenotransplantace,

nebo pro genetické zlepSovani zemédélskych populaci (Hofmann a kol., 2003).

4.1.3 Pienos genii prostiednictvim spermii (SMGT)

Metoda SMGT (sperm mediated gene transfer) je =zaloZzena na skute¢nych

schopnostech spermii vazat exogenni DNA a pfenést ji do vajicka. Metoda byla popsana
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v osmdesatych letech italskym tymem védcl a postup je na prvni pohled velmi jednoduchy.
Genovy konstrukt je pfimichan do kultivacniho média, v némz jsou uchovavany spermie,
které na sebe behem nékolika minut cizi gen navazou. Pii oplozeni oocytll in vitro t€mito
spermiemi je genovy konstrukt vnesen do dédi¢né informace jedince vzniklého oplozenim.
Metoda vyuzivajici spermii jako vektor cizi dédi¢né informace ptekvapovala neuvétitelné
vysokou uc¢innosti. Cizi gen nesla asi jedna tietina narozenych mysi. Bohuzel se vSak tyto
experimenty dlouho nedafilo zopakovat a metoda byla vétSinou autor odmitana jako
nespolehliva (Petr, 2003; Aigner a kol., 2010). Pfi¢iny této nespolehlivosti nejsou znamy.
Dulezitym faktorem pro uspéch této metody se zda byt vybér vhodného spermatu od
darcovskych zvitat. V souCasnosti se zd4, Ze spermie mohou pfi oplozeni in vitro cizi geny
skute¢né piendSet, chovaji se ale velice nevypocitatelné. Zvysit ucinnost se védci snazi
novymi modifikacemi metody, napt. poskozenim membrany spermii pro lep$i navazani s cizi
DNA, nebo intracytoplazmatickou injekci spermie s navdzanou DNA do oocyti. I kdyz
ucinnost mize v jednotlivych piipadech dosahovat az 85%, ve vétsiné ptipadua je vSak nulova

(Petr, 2000; Aigner a kol., 2010).

4.1.4 Pienos jader (SCNT)

Pienos jader (SCNT, somatic cell nuclear transfer), znamé&jsi pod oznacenim
klonovéani, se stal béhem né€kolika malo let jednim z hlavnich postupli pro produkci
transgennich zvitat, predev§im pak hospodaiskych. Transgeneze metodou SCNT zahrnuje
nasledujici kroky: (1) geneticka modifikace a vybér darcovskych bunék, (2) enukleace zralych
oocytll v metafazi II, (3) vpraveni jadra darce do cytoplastu pomoci elektrickych impulzt, (4)
in vitro kultivace rekonstruovanych embryi a (5) pfenos embryi do synchronizovanych
piijemkyn (Fulka a kol., 2000; Aigner a kol., 2010). Takto vznikly jedinec je geneticky
totozny se zvifetem, z kterého byla odebrana darcovska burnka.

Hlavni vyhoda produkce transgennich zvifat pomoci klonovani spoc¢iva v tom, Ze lze
provést vybér bunék, do kterych byl genovy konstrukt GspéSné vpraven. Proto se u¢innost
postupit klonovani v soucasnosti blizi az 10% narozenych mlad’at z celkového poctu
klonovanych zarodkil pfenesenych ndhradnim matkdm. Pfi postupu pomoci mikroinjekce
DNA je ovéfovan uspéch celého slozitého postupu casto az u narozenych mlad’at nebo u
vyvijejicich se zarodkl. Gen je Gspésné zabudovan obvykle jen u malé ¢ésti zvirat narozenych
ze zarodklli podrobenych mikroinjekci gend. Proto je produkce transgennich zvifat

mikroinjekci ve srovnani s produkci téchto zvitat klonovanim asi tikrat drazsi.
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Klonovani bylo tspésné zvladnuto u fady druhti hospodéiskych i volné Zijicich zvifat.

(Petr, 2000; Aigner a kol., 2010)

4.2 Knockout a knockin modely s vyuZitim embryondlnich kmenovych bunék

Dostupné techniky pro modifikaci genomu jsou bud’ ndhodné, nebo cilené. Exogenni
gen vpraveny nahodn€, znamena riziko interference s Cinnosti jinych genl, coz muze vést
k neocekavanému fenotypu (Zuccato a kol., 2010). I kdyz byly tyto metody pouzity pro
vyrobu uziteCnych mutaci u riznych zivocisnych druht, jsou technicky naro¢né, nakladné
a neumoziuji cilenou modifikaci specifickych gent. Existuji ale i techniky umoznujici
pfenaSeni novych genli na konkrétni misto v genomu, nebo vytvéaieni mutaci na konkrétnim
lokusu. Této metodé se tika cileni geni.

Cilenou modifikaci 1ze dosdhnout homologni rekombinaci pouzitim embryonalnich
kmenovych bunék (ES). Velmi casto je tato technika pouZivdna u mysi, kdyz je
v embryonalnich kmenovych buiikédch cilené inaktivovan ureny gen v rdmci genomu.
Dochazi tak k tzv. genetickému knockoutu. Embryonalni kmenové buniky se zablokovanym
genem jsou nasledn¢ vsttiknuty do nitra mysiho zarodku, a ten je pfenesen do téla nahradni
matky. Védci zacali pouzivat tuto techniku k poznavani neznamych funkci nové
objevovanych gend. Geneticky knockout vyfadi z Cinnosti pfesné urceny gen. Na zakladé
toho, co jedincim s vyfazenym genem chybeélo, si pak védci vytvareji predstavu, jaké funkce
dany gen v téle mysi plnil. Mario Capecchi, Martin Evans a Oliver Smithies za rozvoj metody
genového knockoutu obdrzeli v roce 2007 Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu (Petr,
2007).

Umlceni genu vSak neni jedinym vyuzitim této technologie. Lze postupovat i opacnym
smérem, napf. vymenovat genové varianty za pivodni verze. V tomto usporadani se cilovy
gen neumlcuje, ale vyménuje, jedna se tedy o knock-in. Tak se podaftilo piipravit vice nez 500
riznych mysich modela lidskych chorob, vcetné neurodegenerativnich, kardiovaskularnich,

cukrovky nebo jednotlivych typt nadori. (Cerny, 2008)
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4.3 Knockout a knockin modely prostiednictvim nukleaz zinkového prstu

(zinc-finger nucleases)

Cilen¢ modifikace dosdzené knockout a knockin metodami na embryondlnich
kmenovych bunkéch, nebo klonovanim (SCNT), jsou limitovany na zivocisné druhy,
u kterych jsou dostupné vhodné buriky (mys, prase nebo skot). Proto u nékterych zivocisnych
druhti byla produkce transgennich jedinct s cilenou modifikaci nemozna (potkan). Prestoze
na potkanech byly uskutecnény metodiky jako SCNT nebo produkce ES, indukovanych
pluripotentnich bun€k nebo spermatogonialnich kmenovych bunék (SSC), nebylo na téchto
bunkach dosaZzeno cilené genetické modifikace. Vytvoreni prvniho transgenniho potkana
s cilenou modifikaci (knockout) bylo dosazeno az pomoci nové vyvinuté techniky pouZzitim
ZFNs (zinc-finger nucleases) u potkanich embryi (Geurts a kol., 2009). Termin zinkovy prst
je soucasti celé tfady bilkovin, umoziuje jejich vazbu na DNA. Nukledza je enzym, ktery
rozklada vazby nukleovych kyselin (DNA, RNA). Vyzkumniky vytvofeny ZFNs byl
ptizpiisobeny k vyhledani konkrétniho mista genu. V kombinaci s homologni rekombinaci je
tato metodika vhodna jak pro cilenou deleci, tak pro modifikaci.

Vytvateni GMO zivocichii s cilenou deleci, pfipadné modifikaci pfindsi nové
moznosti pro analyzu funkei jednotlivych genti, studium onemocnéni a produkei organizmil
pro ekonomické ucely. Mikroinjekce plazmidu nebo mRNA pro ZFNs do potkanich embryi
umoznila cilenou, rychlou, kompletni, permanentni a vrozenou disrupci endogennich lokust.
Aplikace ZFNs je vhodna pro produkci cilenych knockoutd zivocisnych druhti, u kterych
nejsou dostupné ES buitky nebo klonovaci techniky. Touto technikou se bude moci najit
odpovéd’ na zdkladni biologické otdzky a vyvinout ekonomicky zajimavé modely pro

produkci humanizovanych protilatek (Rémy a kol., 2010).

4.4 Indukované pluripotentni kmenové buiiky (iPSCs)

Jelikoz ziskavani embryondlnich kmenovych (ES) bun¢k naraZi u mnoha druht na
technické a etické problémy, byly vytvofeny ,,umélé“ kmenové bunky, tzv. indukované
pluripotentni kmenové bunky (iPSCs), vytvorené ze somatickych bunék ziskanych z téla

dospélce (Takahashi a Yamanaka, 2006).
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Soucasny vyvoj prasecich indukovanych pluripotentnich bun¢k (piPSCs) umoziuje
vytvofeni chimérickych zvitat. Tato chimérickd zvitfata vytvofend technikou iPSCs oteviraji
cestu pro hlubsi studium iPSCs tumorigenicity, autolognich transplantaci a jiné kliCové
aspekty pro bezpecné pouziti iPSCs v klinické praxi. Studium tumorigenicity iPSCs je
kritické, protoze ve studiich na mySich iPSC derivované chiméry mély velky pocet tumort.
Navic, piPSCs schopné generovat chiméry by mohly umoznit komplexni genetické
manipulace (knockout nebo knockin genil) a produkovat biomedicinsky dulezité modely
velkych zvifat nebo zlepsit produkci zvifat. West a kol. (2011) poprvé mimo hlodavct
uskutecnili zarode¢ni pienos iPSCs s narozenim transgennich selat, ktera méla v genomu
lidské geny (POUSF1 a NANOG). Mimo jiné velkou histologickou analyzou téchto prasecich
chimér ve véku 2, 7 a 9 mésicli dokézali absenci tumorli a demonstrovali normalni vyvoj.
Vzorky tké&ni pozitivnich na lidskou POUSF1 DNA nevykazovali expresi C-MYC genu, ktery
je spojovan s pri¢inou tumorigenicity. Vyvinuti prasecich iPSCs, které nezpusobuji vznik
tumort u chimérickych zvitat, predstavuje atraktivni a i¢inny model pro studium ucinnosti
a bezpecnosti terapie kmenovymi buiikami, a mozna také produkci komplexnich transgennich

zvitat (West a kol., 2011).
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5. Zvireci modely Huntingtonovy nemoci

Jelikoz presné patofyziologické mechanismy HN nejsou zcela objasnéné a moznosti
vyzkumu u postizenych lidi jsou omezené vicemén¢ jen na vzorky post mortem, je vyzkum do
znacné miry zavisly na zvifecich modelech. Vzhledem k tomu, Zze HN je zplisobena mutaci
jediného genu, tak zavedeni tohoto mutovaného genu do genomu ruznych druhd zvifat
umoznilo vznik fad¢ zvifecich modelii. Vznik téchto modelli znamenal velky pokrok ve
vyzkumu HN. Zvifeci modely nam davaji ptilezitost studovat vyvoj patogennich procesti od
pocatku onemocnéni, s postupujici progresi pak sledovat chronické piiznaky, zmeény
fenotypu, a v neposledni fad¢ nabizeji prostor pro rozvoj ucinné lécby, vyuziti novych
farmakologickych ¢i chirurgickych postupli. V této sekci nabizime piehled Siroké skaly

zvifecich modelu HN.

5.1 Chemické modely

Pted identifikaci genu zplsobujiciho HN, byly zvifeci modely vytvareny vstfikovanim
neurotoxini do striata. Pocate¢ni vysledky demonstrujici, ze piima intrastriatalni injekce
kyseliny kainové a jejich soli by mohla napodobit u potkanti 1éze striata pozorované u lidi
s HN, predstavuji za¢atek mnoha praci pouzivajicich analogy glutamatu k vytvotreni selektivni
neurodegenerace Ve striatu u hlodavci (McGeer a McGeer, 1976). Kyselina chinolinova
a kainova byly dvé nejCastéji pouzivané latky pro vytvareni modeli HN u hlodavct
a nehumannich priméatii, coz naznacuje, zZe excitotoxicita by se mohla podilet na bunécné
smrti pozorované u HN. Pozdé&jsi studie ukézaly, Ze injekce mitochondridlnich toxind, jako je
3-nitropropionova a malonova kyselina, byly schopné napodobit nékteré behavioralni aspekty
HN u potkanil, coz naznacuje, Ze mitochondridlni dysfunkce se mohou ucastnit patogeneze
HN (Brouillet a kol., 1999).

Tyto chemické modely byly vitany i proto, ze napodobovaly regionalni selektivitu
neuropatologie HN. Nicméné, nejsou schopny reprodukovat patofyziologické mechanismy
indukované mutovanym genem. Naproti tomu stale zistanou dobrymi modely pro studium

neuroprotektivnich a neuroreparac¢nich terapii HN ( Zuccato a kol., 2010).
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5.2 Genetické modely

Diky dostupnosti n¢kolika genetickych modelii onemocnéni je nyni mozné sledovat
vliv bud’ normélniho, nebo mutované¢ho huntingtinu na tkan¢, bunky a subcelularni uroven
v rizném Case. Zejména bunééné linie HN, které umoziuji stabilni nebo indukovanou expresi
wild-typu nebo mutovaného huntingtinu, byly uzitetné pro zkoumani mechanismu
onemocnéni. V posledni dob¢ byly vyuzivany i pro screening terapeutik (Sipione a Cattaneo,
2001). Soucasné tusili sméfuje k produkci novych in vitro bunécnych systému zalozenych na
mnozeni a diferenciaci nervovych kmenovych bunék nesoucich mutovany gen, které¢ miizou
byt pouzity pro objeveni 1é¢iv a K toxikologickym testim v kratkodobych aplikacich (Conti a
Cattaneo, 2010).

Nedavno byla indukovana pluripotentni kmenova (IPS) technologie pouzitd pro
patologické modelovani spindlni muskularni atrofie (SMA), a v soucasné dob¢ je hlavnim
usilim ziskat indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSCs) z pacientt s HN (Park a kol.,
2008).

Pro expresi mutace HN byla geneticky upravena $iroka Skala zvifecich druhi od
bezobratlych - had’atko obecné (Caenorhabditis elegans) a octomilka obecna (Drosophila
melanogaster,) ptes nizsi obratlovce - danio pruhované (Danio rerio), aZ po savce jako jsou
mysi a potkani, ovce, prasata a nehumanni primati.

Byl vytvoren velky pocet mySich modeltt HN, které ukazuji rizné stupné podobnosti
k lidskym piiznakiim. Modely, které exprimuji bud’ zkracenou, nebo plnou délku lidského
nebo mySiho mutovaného huntingtinu, vSak vykazuji znacné fenotypové rozdily. Tyto rozdily
mohou byt zplsobeny vlivem mutovaného proteinu, kmenem mysi, nebo regula¢nimi
sekvencemi mezi myS$imi a lidskymi geny huntingtinu. Pro pfekonani téchto problémd,
néktefi badatelé usiluji o vytvofeni velkych genetickych modelit HN, jako jsou ovce,
miniaturni prasata a nehumanni primati. Diky své velikosti, kapacit¢ organli a fyziologii
v nékterych aspektech podobnych lidem, mohou byt tyto modely vhodné pro preklinické
zkousky a dlouhodobé bezpecnostni studie, i kdyZ v nékterych piipadech vznikaji etické

obavy (Zuccato a kol., 2010).
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5.2.1 Modely hlodavcu

Genetické modely HN hlodavci jsou dnes piedev§im transgenni a knock-in modely
mysi a potkand. Existujici transgenni mysi modely HN spadaji do 2 hlavnich kategorii. Prvni
kategorii jsou mysi, které exprimuji zkracenou délku (N-terminalni fragment), obvykle prvni
1 nebo 2 exony lidského genu HTT, ktery obsahuje rozsifenou polyQ. Druha kategorie jsou
transgenni mysi vyjadiujici plnou délku lidského nebo mysiho mutovaného huntingtinu

s roz§ifenou polyQ (Wang a Qin, 2006).

5.2.1.1 Transgenni mysi

V prikopnické studii vytvofila Gillian Bates a jeji skupina v nemocnici Guy
v Londyné prvni transgenni linii mySi vlozenim 1,9-kb fragmentu obsahujiciho promotér
lidského huntingtinu a exon 1 genu lidského huntingtinu nesouciho 144 CAG repetic (Davies
a kol., 1997). Tyto mysi, znamé jako R6/2 mysi linie, vykazuji progresivni neurologicky
fenotyp, ktery napodobuje mnohé z vlastnosti Huntingtonovi nemoci zahrnujic choreické
pohyby, nedobrovolné stereotypni pohyby, tremor, epileptické zachvaty a taktéz nemotorické
komponenty nemoci. Casto mo¢i a vykazuji progresivni ztratu na véze téla. Neuropatologicky
vyvijeji neurondlni intranuklearni inkluze (NII), které obsahuji jak huntingtin tak ubiquitin
proteiny. Tyto NII byly taktéZ identifikovany u lidskych pacientli s HN. Vyhodnoceni kol
uceni se a paméti ukazuje abnormality jiz od véku 3,5 tydne. Pozorovani jednoduchych

motorickych ukoll na zafizeni zvaném rotarod (,,rotujici tyc*) a chiize po klading, odhalilo

deficity od 5. tydne v&ku (Carter a kol., 1999).
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Obr.2. Rotarod — zafizeni pro sledovani motorickych schopnosti mysi. Dostupné z

http://www.fmigmbh.de/ZP 00136.htm

R6/2 mysi vykazuji neuroanatomické abnormality, véetné postupného snizovani
objemu mozku a striata od 5. tydne véku, podstatné snizovani poctu striatalnich neuronti od
12. tydne veéku, a smrt v 12. — 15. tydnech véku (Davies a kol., 1997). Byla také vytvofena
druha linie mysi, znama jako R6/1, kterd ukazuje méné dramaticky fenotyp. R6 linie jsou
charakterizovany pfitomnosti rozsdhlych jadernych inkluzi mutovaného huntingtinu
v neuronech mozku, které se s postupujici nemoci stale zvySuji co do poctu, velikosti
a distribuce (Davies a kol., 1997). Vzhledem k jejich rozsitené polyQ, jsou R6 linie mysi
povazovéany za model spiSe juvenilni formy HN nez klasické formy HN. Casnym néastupem
ptiznakti a rychlym pribéhem nemoci slouzi tento model pro testovani terapii HN, ale je
méné¢ vhodny pro zkoumani Casnych mechanizm onemocnéni. R6/2 linie byla hlavnim
nastrojem pro preklinické farmakologické studie HN a zna¢ny pocet pokust byl hodnocen na
této mysi linii (Wang a Qin, 2006).

Podobny neuropatologicky a behavioralni fenotyp byl charakterizovan v transgenni
linii N171-82Q, vytvofeny v laboratofi Davida Borchelta na Johns Hopkins Univerzité
(Schilling a kol., 1999). Tento model exprimuje 171 aminokyselin lidského huntingtinu s 82
opakovani CAG pod kontrolou prionového promotoru mysiho proteinu, kterd omezuje expresi

mutovaného proteinu pouze na neurony mozku. Intranuklearni inkluze a neuritické agregaty
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byly nalezeny v mozku N171-82Q mysi, pfipominajici lidsky fenotyp. Ve srovnani s my$mi
R6, ma N171-82Q model méné polyglutaminovych repetic, vysledkem ¢ehoz je pozdéjsi
nastup ptiznakl, coz z néj ¢ini atraktivni model pro studium presymptomatickych terapii.
V dutsledku delsiho experimentalniho okna mtize byt terapie aplikovana jesté pred zacatkem
patologickych zmén onemocnéni (Zuccato a kol., 2010).

Transgenni mysi exprimujici plnou délku huntingtinu jsou v nékterych ptipadech lepsi
nez modely exprimujici NH2-terminalni fragment huntingtinu, pokud jde o ztraty neuronii
a schopnost presnéji shrnout sled udalosti vedouci k HN. Nicméné mysi s N-termindlnim
fragmentem HTT maji obvykle vice zfejmé chovani a patologicky fenotyp. Variabilita
a pomaly vyvoj fenotypu modelii exprimujici plnou délku huntingtinu mutize byt prekdzkou
pro jeho pouziti pfi vyzkumu potencialnich lécebnych latek (Wang a Qin, 2006).

Dosud byly vytvotfeny ctyfi mySi modely HN exprimujici plnou délku huntingtinu.
Prvni mysi model exprimujici plnou délku huntingtinu (IT15 cDNA klon) s po¢tem repetic
CAG v patologickém rozmezi, fizen cytomegalovirusovym promotorem, byl vyroben v roce
1998 (Reddy a kol., 1998). U téchto mysi byl pozorovan behavioralni fenotyp podobny HN,
ktery byl doprovazen selektivni neurondlni ztritou ve striatu. Tato mysi linie pak byla
pferuSena.

Skupina Michaela Haydena na Université¢ v Britské Columbii vytvofila transgenni
myS$ s kvasnicovym umélym chromozomem (YAC), kterd exprimuje genovy transkript
s plnou délkou genomu HN (Hodgson a kol., 1999). Nasledné¢ bylo vytvofeno znac¢né
mnozstvi YAC mysi nesoucich 18, 46, 72, a 128 CAG repetic (pojmenované¢ YACIS,
YAC46, YAC72 a YACI128 mysi). MySi YAC128 jsou obzvlasté zajimavé, protoze ukazuji
jednotny fenotyp, striatdlni a naslednou kortikdlni neurodegeneraci, a rozvoj dobie
charakterizovanych progresivnich motorickych a kognitivnich deficiti zavislych na véku
(Van Raamsdonk a kol., 2005). Mysi YACI128 vykazuji motorické abnormality jiz ve 3
meésicich véku se zvySenou aktivitou v open field testu (test sledujici pohybovou aktivitou
V otevieném prostoru), ndsledovanych vykonnostnimi abnormalitami na rotarodé v 6 mésicich
véku. Behavioralni deficity jsou progresivni, a okolo 12. mésice se aktivita v open field testu
vyrazn€ snizuje ve srovnani s kontrolami. Difuzni imunoreaktivita mutovaného huntingtinu
v jadrech je bohata v neuronech striata ve 3 mésicich véku. Ve 12 mésicich véku je pak vice
rozsifena v neuronech kortexu, hippocampu a mozecku, zatimco zddné jaderné inkluze (NIIs)
nebyly zjistény (Van Raamsdonk a kol., 2005).

Slow a kol. (2005) vytvofili myS nesouci poly-CAG gen huntingtinu zkraceny po

intron II. Ve srovnani s YAC128, tento model i pies pfitomnost agregatli nezobrazuje zadny
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klinicky dikaz o dysfunkci neuronti a jejich degeneraci, stanoveny hmotnosti mozku,
objemem stridta, a pocCtem neuronl striata. Toto zjiSténi naznacuje, Ze inkluze nejsou
patogenni in vivo, a Ze rozpustné fragmenty mutovaného huntingtinu mohou byt vice toxické.
Zejména mysi YAC128 obsahujici selektivni mutaci kaspazy-6 $t€piciho mista jsou chranéna
pted dysfunkci neuronti a neurodegeneraci in vivo. I pies pfitomnost abnormalniho chovani
a dikazl o ztraté¢ neuront stridta, mysSi YAC128 nevykazuji zadné sniZeni Sirokého spektra
vazebnich mist receptorii neurotransmiterii striata, které byly popsany v jinych mysich
genetickych modelech a u lidi s HN (Benn a kol., 2007).

Ve stejnych letech, skupina Lisy Ellerbyové na Buck Institute, Novato v Kalifornii
ptispéla k rozsiteni poctu dostupnych mySich modelt s plnou délkou huntingtinu (Tanaka
a kol., 2006). Tito védci vytvotili podminény model mysi s HN, ve kterém je plna délka
lidského HTT exprimovana v mozku pomoci tet-transaktivatoru (TTA) pod kontrolou
prionového PrP promotoru. Tet-transaktivace znamena, Ze exprese genu muze byt zapnuta,
nebo vypnuta pomoci pfijmu antibiotika tetracyklinu, nebo jejich analogli napt. doxicyklinu.
V nepfitomnosti doxicyclinu projevovaly tyto mySi progresivni behaviordlni fenotyp
skladajici se z pomalych a nepravidelnych mimovolnych pohybt, ataxie pii chuizi, tfesu
a trhavych pohybl, ztraty koordinace, ztraty hmotnosti a zkraceni délky zivota.
Neuropatologie zahrnuje prominentni intranuklearni inkluze v mozkové kuife a striatu, stejné
jako cytoplasmatické agregaty (Tanaka a kol., 2006). Zejména, ~60-kDa fragment, ktery
vypada, Ze piedstavuje NHo-termindalni produkt §tépeni, se hromadi v jadrech, coz naznacuje,
ze proteolytické zpracovani je soucasti patogeneze HN.

V roce 2008 byly v laboratofi Williama Yanga vytvofeny mySi nesouci bakteridlni
umély chromozém (BAC) s plnou délkou lidského genu nesouciho 97 CAG repetic (Gray
a kol., 2008). Tyto mysi vykazuji progresivni motoricky deficit a selektivni neuropatologii
v mozkové kife a striatu s pozdnim pocatkem ndstupu, coz piedstavuje novy a vhodnégjsi
in vivo model pro patogenezi HN a terapeutické studie. MySi BACHD ukazuji progresivni
motorické deficity vykonu na rotarodé od 2 mésicti v€ku, neuronalni synaptické dysfunkce,
a pozdni pocatek selektivni neuropatologie, kterd zahrnuje vyznamné atrofie mozkové kiry
a striata a cetné tmavé degenerujici neurony ve striatu. Na rozdil od pfedchozich modelt mysi
S plnou délkou mutovaného huntingtinu, nevykazuji BACHD myS$i v€asné a rozptylené
jaderné akumulace agregovaného mutovaného huntingtinu ve striatu, nebo mozkov¢ kate. Od
12 mésicti v€ku, maji mozky BACHD mysi pouze nékolik malych agregétli, pfevazné
v mozkové kiife a velmi malé agregaty ve striatu, coZ naznauje, Ze diftzni jaderna

akumulace agregovaného mutovaného huntingtinu ve striatu nebo mozkové kife neni nutné
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spojena s pomalu progresivnim a selektivnim patologickym procesem u BACHD mysi (Gray
a kol., 2008).

5.2.1.2 Knock-in mysi

U klasické transgenni mysi HN se exogenni gen huntingtinu, nebo jeho ¢ast, vklada
nahodné, coZz znamena riziko interference s Cinnosti jinych gent, které nesouvisi s HN.
Kromé toho miize exprese transgena, ktera je fizend umélymi promotory, vést k fenotypu,
ktery nespravné napodobuje onemocnéni, coz je dusledek skutecnosti, Ze se transgen
exprimuje nad fyziologickou koncentraci (Zuccato a kol., 2010).

Byly vypracovany geneticky pfesné mySi, které nesou mutace v pfislusném
genomickém a proteinovém kontextu a ve fyziologické koncentraci s cilem spolehlivéji
replikovat patogenezi HN. Knock-in mysi byly vytvofeny zavedenim patogenni CAG repetice
do endogenniho mys$iho genu pro huntingtin (Hdh), ktery se nachazi na chromozomu 5
(Shelbourne a kol., 1999; Lin a kol., 2001) anebo tim, Ze se nahradi mysi exon 1 s lidskym
exonem 1 nesoucim poly- CAG repetice (Ishiguro a kol., 2001). Pocate¢ni vysledky byly
zklamanim, protoze tyto knock-in mySi mély normalni délku zivota a nevykazovaly
neuropatologické piiznaky HN. Zadny zjevny fenotyp onemocnéni nebyl pozorovan u knock-
in mysi s 48, 90, a 109 CAG repeticemi v endogennim lokusu Hdh s nazvem Hdh50, HdhQ92
a HdhQ111 (Shelbourne a kol., 1999). Tato pocatecni zklamani pozdé&ji rozptylilo blizsi
vySetfeni modeld HdhQ92 a HdhQ111 skupinou Marcy MacDonald, které odhalilo jemné
behaviordlni abnormality v raném véku a stfedné silnou patologii ve striatu ve véku 2 let
(Wheeler a kol., 2000). Vyrazngjsi bunécna dysfunkce a progresivnéjsi abnormalni motorické
chovani byly zjiStény 1 v dalSich knock-in modelech vyznacujici se pfitomnosti delSiho poly-
CAG (Lin akol., 2001).

HdhQ150 mysi vytvofené v laboratofi Petera Detloffa na Univerzité¢ v Alabamé
V Birminghamu vykazovali agregaty mutovaného huntingtinu pfiblizn€ v 9 mésicich véku,
ubytek na vaze, sniZzenou aktivitu, abnormalni vykon na rotarodé, stejné jako charakteristicky
fenotyp, ktery je zndmkou neurologickych deficitl ve véku 2 let (Lin a kol., 2001). Podobné
fenotypy byly popsany i u HdhQ140 mysi, pfi¢emz bylo pozorovéano, Ze rané behaviordlni
abnormality v Siroké Skale motorickych a nemotorickych funkci zacinajici ve véku 1-4 mésict
byly néasledovany postupnou gliozi (12 mésicl) a ztratou neuronii striata ve 2 letech (Hickey a
kol., 2008).
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Tyto studie ukazaly, Ze knock-in mysi reprodukuji obecné charakteristiky HN, jimZz
pfedchazi deficity, které mohou odpovidat vleklé¢ premanifestacni fazi onemocnéni u lidi.
Tyto modely mohou byt velmi dilezit¢ pro studium ranych a mirnych neuronalnich
abnormalit, které by mohly byt primarné zodpovédné za rané funkéni deficity. Proto knock-in
mysi predstavuji platny model HN, s vyhodou pomalejsiho pritbéhu a patologie fenotypu, coz
muze byt uzitené pro hodnoceni schopnosti potencialnich 1éCiv oddalit ndstup ranych

abnormalit (Wang a Qin, 2006; Zuccato a kol., 2010).

5.2.1.3 Modely potkanii

Vyzkum provadény na potkanech téZi, na rozdil od mys$i, z dostupnosti vétSiho
mnozstvi behaviordlnich a zobrazovacich testd, které jsou vhodné k identifikaci
neurologickych deficitl, a které se vyskytuji u neurodegenerativnich onemocnéni. Z potkani
by se proto mél stat idealni model pro hodnoceni novych terapeutickych ptistupt
v dlouhodobych in vivo studiich.

V prvnim pokusu o model HN u potkanti byly do potkaniho stridta injikovany
lentiviralni vektory koédujici, prvnich 171, 853, 1520 aminokyselin mutované¢ho huntingtinu
s 44, 66, a 82 CAG repeticemi, fizené bud fosfoglycerat kindzou 1 (PGK) nebo
cytomegalovirusovym promotorem (CMV) (De Almeida a kol., 2002). Tato strategie
poskytuje robustni, akutni in vivo model pro selektivni neurodegeneraci. Nicméng, diskrétni,
mistné a ¢asové omezena exprese mutovaného huntingtinu predstavuje prekazku pro testovani
1€kt v dlouhodobych studiich.

K ptekonani mistni transdukce transgenu a umoznéni konstitutivniho rozsifeni exprese
mutované¢ho huntingtinu, vytvofila skupina Olafa Riesse na univerzit¢ v Tiibingenu prvni
transgenni potkani model HN nesouciho 1962-bp ¢cDNA fragmentu potkaniho huntingtinu
s51 CAG repeticemi pod kontrolou endogenniho potkaniho promotoru huntingtinu (Von
Horsten a kol., 2003). Behavioralni a neuropatologické analyzy ukazaly, ze potkan pro HN se
vyznacuje pocatkem onemocnéni v dospé€losti s behaviordlnimi fenotypy, které paralelizuji
histopatologick¢ zmény v mozku. Transgenni potkan HN piredstavuje cenny model pro
vySetfovani fenotypl choroby, jejich vyuziti v dlouhodobych studiich, a testovani ucinnosti
farmakologické 1écby.

Nedavné pokroky v oblasti kmenovych bunék vedly k izolaci potkanich

embryonalnich kmenovych bun¢k (Buehr a kol., 2008). Mizeme tedy ocekavat vyrobu
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velkého mnozstvi knock-in potkant pro fadu lidskych neurodegenerativnich chorob, které
budou poprvé poskytovat pozoruhodnou moznost pracovat s geneticky presnym potkanim

modelem HN (Zuccato a kol., 2010).

5.2.2 Velké zvireci modely

Modely hlodavcii maji, nejen diky své omezené zivotnosti (36 mésict), fadu nevyhod.
Mnohé mysi linie (R6) se vyznacuji ¢asnym ndstupem piiznaki a rychlym pribéhem nemoci,
coz odpovida spiSe juvenilni form¢ HN a jejich fenotypové projevy navozené nemoci se
velmi odliSuji od projevi Clovéka (Gil a Rego, 2009). Proto vznikla potieba vytvofeni
velkych genetickych modelti zvifat, které by svou velikosti, dlouhovékosti, organovou

kapacitou a fyziologii hodnovérnéji simulovali HN lidi.

5.2.2.1 Primati

Anthony W.S. Chan a jeho vyzkumny tym na Emory Université se rozhodl vytvofit
transgenni model HN s pouzitim nehumanniho primata — Makak rhesus (Yang a kol., 2008).
Pomoci virového vektoru zavedli do zralych oocyti zménénou formu genu pro lidsky
huntingtin (exon 1) s 84 repeticemi CAG a GFP (green fluorescent protein) (Zuccato a kol.,
2010). Tyto oocyty nasledné védci oplodnili spermiemi a vznikla embrya byla zavedena do
déloh nahradnich matek. Ze 130 oocytl ziskali 23 embryi, z nichZ se narodilo p&t mladat.
Vsechna méla funkéni gen GFP a jejich bunky pod ultrafialovym zafenim svitily, coz
dokazovalo, ze se ptenos genti zdafil. Transgenni opice vykazovali vyznamné klinické rysy
HN, vcetné dystonie a chorey. Trem mlad’atim viry zabudovaly do DNA vétsi pocet kopii
defektniho genu. Tito makaci méli uz pfi narozeni tézce posSkozeny mozek. Tkan se podobala
mozku Cloveéka v zavéreCné fazi Huntingtonovy choroby, pficemz dvé zvifata zemiela do
Ctyfiadvaceti hodin po narozeni. Dal$i makak zdédil mensi pocet kopii a zil mésic. Brzy se u
néj ale projevily pfiznaky typické pro Huntingtonovu chorobu (chorea). Zbyvajici dvé opice,
oznacované jako rHD1 a rHD2 (Obr. 3), méli jen jednu kopii genu defektniho huntingtinu
s 29 a 83 CAG repeticemi, pficemz zili déle nez pul roku a dali zaklad pro dalsi generace

transgent (Yang a kol., 2008).
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A B
Obr. 3. Transgenni opice modelu HN - rHD-1 (vlevo) a rHD-2 (vpravo). Obraz pii

piirozeném svétle (A) a fluorescencni obraz pii ultrafialovym zarenim vykazujici expresi GFP
(B). (Yang a kol., 2008).

Nehuménni priméti jsou vzhledem k uzké fyziologické, neurologické a genetické
podobnosti s lidmi velkym piislibem pro studium lidskych neurologickych poruch, u nichz

jsou v soucasné dobé k dispozici stale nedokonalé experimentdlni modely.

5.2.2.2 Ovce

Russell Snell na Univerzit¢ v Aucklandu (ve spolupraci s jiznim australskym
vyzkumnym a vyvojovym uUstavem Massachusetts General Hospital) vytvofil prvni ovci
model HN exprimujici plnou délku lidského genu pro huntingtin se 73 CAG repeticemi
(Jacobsen et al., 2010).

Ovce, Ovis aries, byly jako model vybrany pro podobnost jejich bazalnich ganglii a
mozkové klry (mist primarné postizenych pii HN) obdobnym oblastem lidského mozku.
Dalsi vyhodou ovci byla pro australské védce jejich dostupnost a chovatelska nenaro€nost —
mohou byt chovany pastevnim zpisobem v pfirozeném prostiedi a maji submisivni chovani
vuci ¢loveku. Dillezité ale je, ze ziji déle nez deset let, coz umoziuje studium klasické formy
nemoci s pozd¢jsim nastupem neurodegenerativnich zmén a umoznuje sledovat chronické
ucinky mutovaného genu. Kromé toho se ofekava, ze ovce mize byt dobrym modelem pro
farmakologické testy, protoZe jejich mozek ma piedni mozek (Prosencephalon) srovnatelny
s lidskym mozkem. To umoziuje vyuzit chirurgické metody pro testovani moznych

bunéénych nahrad nebo aplikaci genové terapie, coz neni mozné provadeét u lidi.
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Transgenni ovce byly vytvofeny metodou mikroinjekce DNA do prvojadra
jednobunéénych zygot. Priblizné 413 takto injikovanych zygot pokracoval ve Stépeni do faze
blastocysty, a ty byly zavedeny do ptijemkyn australskych Merino ovci (3 embrya / 1 ks). Ze
150 narozenych jehnat, sedm zemfielo uz pii porodu, dalSich 16 zemfielo brzy po narozeni (do
48h), ale zadné z téchto jehnat nebylo transgenni. Ze zbyvajicich 127 jehnat, bylo metodou
PCR potvrzeno Sest transgennich jedincti - 4 berani, 2 ovce, ktefi slouzili jako zakladatelé

chovu transgennich jedinci (Jacobsen et al., 2010).

5.2.2.3 Prase — miniaturni prase

Soucasné efektivni a pfesné techniky genetické modifikace prasat umoziuji vytvareni
transgennich modelt u fady lidskych nemoci. Napf. pigmentosa retinis, kardiovaskuldrni
choroby, cystické fibrozy, diabetes mellitus, a v neposledni fadé neurodegenerativni
onemocnéni. (Aigner a kol., 2010).

Prvni transgenni miniaturni prasata s umé¢le vnesenym genem pro huntingtin byla
vytvotfena pomoci pronukledrnich mikroinjekci mutované huntingtonové cDNA (75 CAG
repetic bylo uméle vlozeno do exonu 1 této cDNA) derivované z miniaturnich prasat pod
kontrolou potkaniho neuron specifického enoldzového promotoru. Tato cDNA byla
homologni s lidskym genem zodpovédnym za Huntingtonovu nemoc. V této praci autofi
poprvé isp&sné demonstrovali tuto techniku na miniaturnich prasatech. Usp&$nost byla uréena
na 1,24% (Uchida a kol., 2001).

Transgenni miniaturni prase s lidskym mutovanym huntingtinem bylo vytvofeno také
na tibetskych miniaturnich prasatech (Yang a kol., 2010). Tato prasata byla vytvofena
metodou SCNT a exprimovali N-terminalni konec (208 aminokyselin) lidského mutovaného
huntingtinu s expandovanym polyglutaminovym traktem (105Q). Pocet kopii transgenu byla
urcena na 3-4. Jenom jediné prase piezilo vice jak mésic, a v ¢ase vydani publikace bylo 4
mésice bez neurologickych symptomil. V mozku uhynulych transgennich selat byl pozorovan
zvyseny pocet apoptotickych neuronit (DNA fragmentace, pozitivita na kaspazu 3).

V dutsledku obrovské poptavky po vhodnych velkych zvitfecich modelech HN se Jan
Motlik a jeho tym v Ustavu Zivoéiiné fyziologie a genetiky, Akademie véd Ceské Republiky
pokusili vytvorit transgenni miniaturni prasata nesouci lidsky mutovany huntingtin (Zuccato a
kol., 2010). V roce 2009 se metodou lentivirové transgeneze narodilo prvni sele exprimujici

N-terminalni konec (548 aminokyselin) lidského mutovaného huntingtinu se 124 CAG/CAA
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repeticemi. Pocet kopii transgenu byl uréen na 1-2, pfi¢emz jejich lokalizace byla na dlouhém
raménku chromozomu 1 (1q24-q25). Transgenni prasni¢ka dala vzniknout F1 a F2generaci,
které také exprimuji lidsky mutovany huntingtin. V soucasné dob¢ se tym profesora Motlika
snazi o vytvofeni miniaturniho prasete exprimujiciho plnou délku lidského mutovaného
huntingtinu.

Miniaturni prasata a ovce stale nabyvaji na dilezitosti jako velké animalni modely.
Diky své velikosti, organové kapacité a fyziologii podobné v né¢kolika aspektech lidem, jsou
tato zvifata vhodna pro preklinické experimenty a dlouhodobé bezpecnostni studie (Zuccato a

kol., 2010).

5.2.3 ,,Ne-sav¢i® modely

Genetické manipulace u mysi, potkanii, ovci, miniaturnich prasat a nehumdannich
priméatl jsou ndkladné a ¢asove naro¢né. Kromé toho s pouzivanim velkych zvitecich modelil
muzou vyvstat etické otdzky. Tyto divody vyvolaly potfebu pro jednodussi, rychlejsi
(mysleno samoziejmé v Case), a levnéjsi modely.

Prvni ptiklad predstavuji kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Krobitsch a Lindquist
(2000) wvytvotili model modifikovanych kvasinkovych bunék exprimujici N-termindlni
fragment HTT s riznou délkou polyQ repetic. I kdyZz jsou kvasinky jednobunécné,
jednoduchost a genetickd manipulovatelnost systému poskytuje moznost studovat ptirodni
bunétné faktory, které stoji za mutaci HN a umoznuji vyhledavat potencialni terapeutické
latky (Wang a Qin, 2006).

HN byla modelovana také u bezobratlych - had’atko obecné (Caenorhabditis elegans),
coz je zavedeny model pro vyvojovou biologii. U této hlistice s HN byla zjiSténa
neurodegenerace zavisla na véku a na délce polyglutaminového fetézce (Faber a kol., 1999).
C. elegans umoziiuje vyvoj rychlych a levnych in vivo analyz s cilem vyhodnotit ¢innost
mnoha potencialnich latek zjisténych v predbéznych testech.

Mouchy, zejména octomilka obecna (Drosophila melanogaster), jsou vynikajici
volbou pro modelovani neurodegenerativnich onemocnéni, protoze maji plné¢ funkéni nervovy
systém. Srovnavaci analyzy genomu ukazuji, Ze nejméné¢ 50% musSich genl je podobnych
jako u lidi. Z doposud zndmych lidskych gent, které souviseji s HN ma Drosophila 75%.
(Wang a Qin, 2006). Nejdulezitéjsi ovsem je, ze u octomilky mohou byt cizi geny
manipulované a expresované ve specifické tkani, Casoveé regulovanym zptsobem s ohromnym
mnozstvim genetickych nastrojl, které jsou k dispozici. HN je jednim z prvnich genetickych
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chorob, které byly modelovany na octomilce (Zuccato a kol., 2010). Exprese poly-Q
zmnozenych repetic NHp-termindlniho fragmentu lidského huntingtinu vyustilo v progresivni
neurodegeneraci oka mouchy, progresivni ztrat¢ motorické koordinace, a sniZené
zivotaschopnosti (Gunawardena a kol., 2003). Podobn¢ jako u lidskych piiznaku, vék nastupu
nemoci a sila degenerace neuroni korelovala s mnozstvim CAG repetic. VSechny tyto
vlastnosti muSich modeld HN jsou uzite¢né pii zkoumdani molekuldrnich mechanisma
onemocnéni, a také v oblasti strategie screeningu l1éCiv.

U niz8ich obratlovcu byla HN modelovana u ryb - Danio pruhované (Danio rerio,
mezi akvaristy znamé i jako zebfiicka), ktera simuluje dva ustfedni rysy lidské nemoci:
toxicita je zavisld na délce polyQ a vznik agregati (Miller et al., 2005). Ackoli tyto rysy jsou
také snadno pfitomné v jinych modelovych systémech, embrya zebficek poskytuji urcité
vyhody pro modelovani polyQ nemoci: nemoci se u nich vyvijeji rychle a externé, mohou byt
vyrobeny rychle ve velkych mnozstvich a jsou prihledné, coz umoznuje pfimou analyzu
organt, tkani a fluorescencné znacenych proteini. Kromé toho mohou byt modely HN na
zebfickach pouzivany pro ucely testovani novych 1éciv (Miller et al., 2005).

Ackoli mnoho studii dokumentuje pozitivni aspekty spojené s ne-savéimi modely, jsou
tyto modely vzdalené od lidské patologie a riziko, Ze tyto molekuldrni cesty, které se

pouzivaji, by mohly byt velmi odlisné, by nemélo byt podcenovano.
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6. Patogeneze Huntingtonovy nemoci v samcich pohlavnich

organech

Jak bylo popsano dfive, bilkovina huntingtin se u savct vyskytuje ve vSech bunkach,
pricemz jeji nejvyssi koncentrace jsou v mozku a varlatech, stiedni mnozstvi je pak piitomno
Vv plicich, jatrech, slezin€, a nizka koncentrace se vyskytuje v srdci a ledvinach (Van
Raamsdonk a kol., 2006; Walker, 2007).

Vyzkum HN je primarn¢ zaméfen na pochopeni vlivu mutovaného HTT v mozku, ale
ukazuje se, ze k patologickym procesiim dochazi i v perifernich organech. Do nedavna nebylo
zcela jasné, zda jsou tyto zmény primarni, vyplyvajici z pfimé toxicity mutovaného
huntingtinu v perifernich oblastech, nebo sekundéarni, plynouci z neurodegenerace bunck
vyskytujicich se v mozku. Mezi perifernimi orgény v téle, vykazuji sam¢i pohlavni organy
velmi podobné piiznaky exprese gent jako v mozku.

Van Raamsdonk a kol. (2006) uvedl, Ze u mySiho modelu YACI28 exprese
mutovaného HTT zptsobuje atrofii mozku a varlat, zatimco jatra, ledviny, srdce a plice
nejsou ovlivnény. Jiz diive byla popsdna atrofie varlat i u mySiho modelu R6/2, ktery

exprimuje pouze prvni exon genu HN (Obr. 4.) (Papalexi a kol., 2005).

Obr. 4. Atrofie sam¢ich reproduk¢nich organti mysi R6/2 ve véku 12 tydna a kontrolni ,,wild

type* mysi (WT) (Papalexi a kol., 2005).

Papalexi a kol. (2005) ve své praci predpokladaji, Ze patologické zmény v hypotalamu

snizuji produkci gonadotropin uvoliiujiciho hormonu (GnRH), coz zpiisobi poruchu syntézy
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a vylucovani luteiniza¢niho a folikulostimula¢niho hormonu (LH a FSH), coz vede k atrofii
reprodukénich organti. Snizena hladina testosteronu mé& za ndasledek poskozeni
spermatogeneze, coZz vede aZ k neplodnosti. To podporuje mySlenku, Ze testikularni
patologické zmény jsou sekundarnim jevem toxického u€inku mutantovaného huntingtinu
v mozku. Potvrdit, nebo vyvratit tuto domnénku a zjistit zda testikularni abnormality jsou
rysem i u lidskych pacienti se rozhodl tym kanadskych védci, ktefi jako prvni popsali
patologické testikuldrni abnormality pfi Huntingtonové nemoci (Van Raamsdonk a kol.,
2007).

Pouzili k tomu vzorky od lidskych pacientt postizenych HN ziskané post-mortem a od
nepostizenych jako kontrolu. Zaroveit na mysich modelech YAC128 sledovali fadu dalSich
hodnot jako napf. testikularni hmotnost, hladinu testosteronu v mo¢i a plazmé&, nebo pocet a
velikost GnRH-pozitivnich neuronti v hypotalamu.

Vysetieni varlat osob s HN odhalilo jasny deficit spermatogeneze. Ve srovnani
s kontrolni skupinou pacientii doslo k vyraznému poklesu poctu spermatocyti a spermatid,
a nékterd varlata pacienti s HN vykazovala Uplnou absenci zarodecnych bunék. Varlata
pacientl s HN také méla vyrazné tlustsi stény semenotvornych kanalk, neZ bylo pozorovano
u kontrolnich pacient. Pficny fez pak ukazal, Ze semenotvornych kanalkii bylo vyznamné

mén¢ u pacienttt s HN ve srovnani s kontrolnimi jedinci (Obr 5.)
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Obr. 5. Varlata pacientti s HN (C,D) a nepostizené kontroly (A,B), zvétSeni 40x (A, C) a
100x (B, D). Varlata s HN ukazuji snizeny pocet vyvijejicich se spermii a tlust§i sténu
semenotvornych kanalktl. Sipka oznaduje spermatid. Trojuhelnik ukazuje na spermie. Bily

pruh ukazuje sténu semenotvornych kanalkd. Cerna je méfitko 10 mikront. (Van Raamsdonk

akol., 2007)

Pti vyhodnocovani zavaznosti testikularni patologie na zaklad¢ poctu spermatid, poctu
spermatocytl, na tloustku stény kanalku a ptiéného prifezu semenotvornych kanalkd, se
zmény, vcetné¢ uplné absence spermatid. To potvrzuje obecnou teorii, ze zavaznost
patologickych zmén ve varlatech a mozku je ovlivnén velikosti polyglutaminové expanze a
nesouvisi s vékem pfi umrti nebo s dobou trvani nemoci.

Aby bylo mozné prokazat, ze tyto zmény varlat jsou specifické pro HN a nejsou
obecnym rysem osob s neurodegenerativhim onemocnénim, byla zkoumana i varlata od
pacientli s amyotrofickou lateralni skler6zou (ALS). Tato skupina pacientl vSak vykazovala
stejné hodnoty na pocet spermii a tloustku stén semenotvornych kanalkl jako u kontrolnich
pacienti. Tim bylo potvrzeno, Ze testikularni abnormality nejsou jen projevem mysich
modelt, ale vyskytuji se 1 u lidské populace a jsou specifické pro Huntigtonovu nemoc.

Metodou Western blot analyzy védci déle zjistovali, které konkrétni populace bun¢k
ve varlatech vyjadiuji vysokou uroven HTT. Western blot ukazal, ze HTT je vysoce
vyjadieny v zarode¢nych bunikach a v Sertoliho bunkéach.

Z moce a krevni plazmy mysi se védci rozhodli sledovat hladiny testosteronu a jeji
Casovy prubéch, za ucelem zjistit, zda tyto hladiny testosteronu byly snizeny pted testikularni
degeneraci. Hladinu testosteronu fidi osa hypotalamus - hypofyza — gonady. Hypotalamus
uvolni gonadotropin uvoliujici hormon (GnRH), ktery stimuluje uvoliiovani luteinizacniho
hormonu (LH) a folikulostimula¢niho hormonu (FSH) z pfedniho laloku hypofyzy. Nasledné
LH stimuluje Leydigovy bunky ve varlatech, které produkuji testosteron, a spolu s FSH
stimuluje LH vyvoj spermii v Sertoliho bunikach.

Ubytek bunék hypotalamu v kombinaci se snizenim hladiny LH a testosteronu
u pacienti s HN vedlo kteorii, ze testikularni patologie je sekundarni jev poSkozeni
hypotalamu. Pokud by tomu tak bylo, pak by mél nastup hypotalamickych Skod ptedchazet
testikularni degeneraci. K feSeni této otdzky pouzili védci mySi model YACI128, ktery

umoziuje sledovat ¢asovy prubéh zmén v ose hypotalamus - hypofyza — gonady.
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Aby zjistili v€k nastupu testikuldrni atrofie a degenerace, méfili hmotnosti varlat
u mysi ve véku 3, 6, 9 a 12 mésicti a zkoumali jejich morfologii. U mysi ve véku 3,6 a 9
mésict nebyly v testikularni hmotnosti pozorovany zadné vyznamné rozdily. Po 12 mésicich
vSak varlata od mysi YAC128 vazily podstatné¢ méné nez varlata od WT mysi. Morfologické
abnormality a ztraty zarodecnych bunck byly pozorovany také az u mysi ve stari 12 mésicu.
Prokézalo se tedy, ze k testikularni degeneraci u mysi YAC128 dochézi mezi 9. a 12.
meésicem veéku.

Namétené hladiny testosteronu v moc¢i u mysi YAC128 vsak nebyly vyznamné odlisné
od WT mysi ve 3, 6, 9 nebo 12 mésicich veku. Stejné vysledky vykazovaly i hladiny
testosteronu v krevni plazmé. Absence zmén hladiny testosteronu ve véku, kdy dochézi
k testikularni degeneraci ukazuje, Ze funkce Leydigovych bunék ve varlatech, které jsou
odpovédné za produkci testosteronu, a které jsou fizeny hormony hypotalamu, neni
poskozend, coz naznacuje moznost, ze testikularni vada vzniké ve varlatech, a ne v mozku.

Tuto hypotézu podpotily i dalsi vysledky na pocet a velikost GnRH-pozitivnich
neuronit v hypotalamu u YACI28 a WT mysi. MysSi YACI28 ve stafi 12 mésich
nevykazovali Zadné vyznamné ztraty GnRH-pozitivnich neurontd ve srovnani s WT. Méfenim
neuronti na pficném fezu nebyla zaznamenana ani zadnd zména ve velikosti. Vysledky
potvrdily, ze testikularni degenerace u mysi YAC128 se vyskytuje ve véku, kdy je pocet
a velikost GnRH-pozitivnich neuronti normalni.

Casovy priibéh testikularni atrofie, hladiny testosteronu a GnRH-pozitivnich neuronii
v mySim modelu YAC128 HN naznacuje, ze tyto abnormality vyplyvaji z primarniho ¢inku
mutovaného genu HTT ve varlatech.

Priméarni defekt ve varlatech vyvolava otazku, pro¢ jsou mozek a varlata nejvice
postizenymi organy v HN, a zda existuji spolecné patogenni mechanizmy, které vedou
k degeneraci. Pochopeni patogeneze HN ve varlatech mize odhalit spolecné kritické cesty,
které vedou k degeneraci jak v mozku, tak v samcich pohlavnich organech (Van Raamsdonk a
kol., 2007).
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7. Zavér

Zpiehledu vySe uvedeného vyplyvd, ze jsou k dispozici mnohé modely
Huntingtonovy nemoci, ale model, ktery reprodukuje plnou konstelaci zmén, které tvoii
charakteristicky neuropatologicky fenotyp pozorovan u lidi s Huntingtonovou nemoci, stale
chybi. Kazdy model ma své vyhody a omezeni. Proto vybér konkrétniho modelu zavisi na
otazce, kterd je predmétem zkoumani.

Modely HN zaloZené na toxinech maji stale roli pii zkoumani pfistupti nahrady bun¢k
u HN, ale vétSina experimentalnich hypotéz, a to zejména téch, které zahrnuji 1€cebné zasahy,
vyzaduji ptistup na genetickém modelu, jehoz volba je opét siln¢ zavisla na vyzkumné otazce.

Nizs8i organismy nam nabizeji pfilezitost pro genetické analyzy. Savéi modely jsou
zvlasté uzitecné pro objasnéni aspektli onemocnéni, které se vztahuji k patologickym
procestim v mozku, které nelze pozorovat na in vitro modelech nebo nizsich organismech.

Uzitecnost zvifecich genetickych modelt je neocenitelna pro pochopeni patologickych
mechanism HN a pro moznost navrhnout nové zptisoby 1€cby. Posledni pokrok v zakladnim

vyzkumu a klinické oblasti ddva nadéji na rozvoj Géinné 1écby v blizké budoucnosti.
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