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SOUHRN

Hodanová J., Juhásová J., Valeková I., Rausová P., Jozefovičová M., Juhás Š. Transgenní miniprasa-

ta pro Huntingtonovu nemoc. Veterinářství 2015;65:198-205.

Huntingtonova nemoc představuje jedno z méně známých, avšak smrtelných neurodegenerativ-

ních onemocnění, u které je jasná příčina – mutovaný protein huntingtin. V současné době s pokro-

kem v oblasti genového inženýrství je mnohem snadnější a levnější vytvořit vhodné zvířecí modely 

pro simulaci mnohých závažných geneticky podmíněných lidských nemocí a testování jejich léčby. 

Hlodavci a velká zvířata jsou po genetické stránce a velikosti orgánových soustav podobní lidem 

a patří mezi hlavní modelové systémy Huntingtonovy choroby. Miniaturní prasata mimo jiné splňu-

jí etické i ekonomické předpoklady stát se ideálním preklinickým testovacím systémem pro toto 

prozatím nevyléčitelné dědičné onemocnění.

SUMMARY

Hodanová J., Juhásová J., Valeková I., Rausová P., Jozefovičová M., Juhás Š. Transgenic minipigs for 

Huntington´s disease. Veterinářství 2015;65:198-205.

Huntington´s disease represents one of the no well-known but fatal neurodegenerative diseases in 

which the cause is clear – mutated huntingtin protein. Nowadays in context of gene engineering 

progress is more easily and cheaper to create appropriate animal models for simulation of many 

serious human disorders with genetic background and its cure testing. Rodents and large animals are 

genetically as well as organ systems capacity similar to humans and belong to major model systems of 

Huntington´s disease. In addition minipigs fulfill ethical and economic conditions to become an ideal 

preclinical test system for this incurable hereditary disease.

Transgenní miniprasata 
pro Huntingtonovu nemoc

Úvod
Huntingtonova nemoc (HN) je autozomálně 

dominantně dědičné neurodegenerativní one-

mocnění známé již od středověku, poprvé 

popsané Georgem Huntingtinem v roce 1872 

podle kterého má své jméno. Příčinou této 

nemoci je zmnožení CAG repeticí v genu ozna-

čeném IT-15, který kóduje protein s názvem 

huntingtin (Htt). Následkem této mutace je 

masivní mozková neurodegenerace charakteri-

zovaná převážně ztrátou eferentních středně 

trnitých neuronů striáta primárně zodpověd-

ných za typické symptomy. U většiny nositelů 

mutace dochází k nástupu nemoci v produktiv-

ním věku, mezi 35.–45. rokem života, ovšem 

u malého procenta, přibližně 10 % případů, 

nastupuje jako juvenilní forma před dosažením 

20 let. V časném stadiu nemoci dochází u paci-

entů k progresivním emocionálním, psychiatric-

kým a kognitivním poruchám, které mohou být 

vysvětleny dysfunkcí hypotalamu. Později se 

u pacientů začnou objevovat motorické přízna-

ky nemoci spojené s mimovolními pohyby kon-

četin a obličeje označované jako chorea nebo 

tanec svatého Víta, dystonie, progresivní ztráta 

tělesné hmotnosti a následně demence, dysfa-

gie a kachexie. Pacienti většinou umírají do 15 let 

od projevení se prvních příznaků. 

Mutovaný huntingtin, který je příčinou nemo-

ci, je přítomný ve všech lidských buňkách a jeho 
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původní nemutovaná forma je nezbytná pro správnou 

činnost buňky jako takové. Huntingtin se podílí na 

časné embryogenezi, vývoji mozku, krvetvorbě a jeho 

plné vyřazení vede k časné embryonální mortalitě. 

Přestože byla mutace genu IT-15 identifikována vědec-

kým týmem pod vedením Dr. Guselly již v roce 1993, 

dosud nebyla nalezena účinná terapie.1 Mimo jiné, 

v důsledku mutace huntingtinu dochází k redukci 

nemutovaného huntingtinu, který chrání striatální 

neurony, což následně přispívá k patogenezi 

Huntingtonovy nemoci a ztěžuje nalezení vhodné 

léčebné strategie. Proto v současné době probíhá její 

intenzivní výzkum pomocí nejnovějších molekulárně-

-genetických technik a postupů s využitím buněčných 

kultur a zvířecích modelů. Předmětem klinického stu-

dia Huntingtonovy choroby je také nalezení neinva-

zivních markerů nástupu tohoto onemocnění. Výzkum 

na zvířecích modelech, či už bezobratlých (kvasinky, 

octomilka, nebo háďátko) nebo obratlovcích (zebřič-

ka, myš, potkan, ovce, prase a nehumánní primáti) 

přinesl a přináší mnoho nových poznatků v patogene-

zi nemoci, což přispívá nejen k nalezení účinné terapie 

HN, ale i dalších vzácných onemocnění způsobených 

zmnožením polyglutaminů, jako jsou bulbospinální 

svalová atrofie (Kennedyho nemoc, SMA), několik 

druhů spinocerebelárních ataxií (SCAs) a dentatorub-

ropalidoluysická atrofie (DRPLA) aj.2,3 

Hlodavci jako modely Huntingtonovy 
nemoci

Hlodavci nesporně představují hlavní modelové sys-

témy neurodegenerativních chorob včetně 

Huntingtonovy nemoci. Disponují mnohými před-

nostmi, jako jsou rychlý nástup onemocnění, schop-

nost simulace a rekapitulace klinických příznaků, 

genetické manipulace a screening potenciálních léčiv. 

Počet myších genetických modelů HN dominuje nad 

modely HN u potkanů. Nejpoužívanějším myším 

modelem zlatým standardem pro studium HN je R6/2 

myš, přičemž tento transgenní model byl vytvořen již 

v roce 1996 a má náhodně zabudován exon 1, promo-

ter a část prvního intronu lidského huntingtinu nesou-

cího 144 CAG repetic. R6/2 linie myší je charakterizo-

vána časným nástupem nemoci přibližně okolo čtyř 

týdnů, motorickým deficitem, ztrátou hmotnosti, 

metabolickou dysfunkcí, přítomností agregátu v CNS 

a krátkou dobou přežívání asi tři měsíce.4 Bohužel 

R6/2 model není ideální pro dlouhodobé studie a za 

vhodnější model pro studium presymptomatického 

stadia HN a behaviorálních fenotypů se považuje R6/1 

linie myší. Tato linie je charakterizována mírnějšími 

příznaky, které nastupují mnohem později než u R6/2, 

a to v průběhu sedmi měsíců. Mimo jiné pomocí R6/1 

linie transgenních myší byla nedávno popsaná dopa-

minergní dysfunkce a depresivní chování vázané na 

pohlaví,5,6 rovněž byl detekován pozitivní vliv cvičení 

na kognitivní neuropatologii7 nebo potvrzen pozitivní 

vliv mikroinfuze striatálního gliálního kondicionova-

ného média z myších fétů do striáta.8 Na vytvoření 

myšího transgenního modelu exprimujícího plnou 

délku (full-lenght) mutovaného proteinu pracovalo 

mnoho vědeckých týmů.9-12 Transgenní myši exprimu-

jící plnou délku huntingtinu jsou totiž v některých 

případech lepší než modely exprimující NH2-

terminální fragment huntingtinu, zejména pokud jde 

o ztráty neuronů a schopnost přesněji shrnout sled 

událostí vedoucí k propuknutí HN. Jedním z těchto 

modelů je YAC128 (YAC – Yeast Artificial Chromosome), 

u kterého se zdá, že má více specifický a pomalu se 

rozvíjející fenotyp v porovnání s R6/2. Ve striátu těch-

to myší byla detekována přítomnost inkluzí, ztráta 

buněk a atrofie doprovázena behaviorálním fenoty-

pem včetně motorického deficitu.12-14 U této transgen-

ní linie myší podobně jako u R6/2 a HdhQ150 knock-in 

linie byla nedávno charakterizována narušená funkce 

imunitních buněk (zvýšená odpověď myeloidních 

buněk s produkcí cytokinů po stimulaci) podobná 

pacientům s HN.15 Zajímavé a pro studium HN přínos-

né se zdá být zkřížení YAC128 transgenní myši s Rgs9-

EGFP myší, jež má selektivní expresi EGFP (Enhanced 

Green Fluorescent Protein) genu v středně trnitých 

neuronech striáta, což umožnilo měřit plochu striáta 

a intenzitu EGFP v koronálních řezech. Tito kříženci 

mohou také přispět k testování nových neuroprotek-

tivních látek.16 V roce 2008 byly v laboratoři Williama 

Yanga vytvořeny myši nesoucí bakteriální umělý chro-

mozom (BAC) s plnou délkou lidského genu nesoucí-

ho 97 CAG repetic. Tyto myši vykazují progresivní 

motorický deficit a selektivní neuropatologii v mozko-

vé kůře a striátu s pozdním počátkem nástupu, což 

představuje nový a vhodnější in vivo model pro pato-

genezi HN a terapeutické studie.9,17 Mimo jiné na této 

linii myší bylo demonstrováno propojení mezi expresí 

mutovaného huntingtinu v hypotalamu a vývojem 

metabolických a psychiatrických změn, před nástu-

pem motorického deficitu, narušením hypotalamic-

kých okruhů bez zapojení SF1 (steroidogenic factor 1) 

neuronů ventromediálního hypotalamu.18 Knock-in 

modely myší vytvořené homologní rekombinací, 

podobně jako některé transgenní modely, exprimují 

plnou délku mutovaného huntingtinu, ale na rozdíl od 

transgenních modelů, cílenou inzercí expandovaného 

CAG řetězce do myšího homologu genu pro hunting-

tin, čímž by měly geneticky mnohem přesněji napo-

dobovat stav při HN u lidí (předpokládá se, že myší 

forma huntingtinu má podobné funkce a vlastnosti 

jako lidský huntingtin). Knock-in myší modely, které 

demonstrují symptomatologii HN, mají poměrně 

dlouhé CAG (polyQ) řetězce zabudované do genomu, 

z důvodů slabé patologie u knock-in modelů s kratší-

mi polyQ.19 Nejčastěji využívaným knock-in modelem 

pro studium HN je HdhQ150 myš (∼150 CAG repetic) 

vytvořena v laboratoři Petera Detloffa na Univerzitě 

v Alabamě v Birminghamu. Tato linie vykazuje agregá-

ty mutovaného huntingtinu přibližně v devíti měsí-

cích věku, úbytek na váze, sníženou aktivitu, abnor-
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mální výkon na rotarodě, stejně tak i neurologický 

deficit ve věku dvou let.20 Mimo jiné u tohoto knock-in 

modelu byly v presymptomatické fázi detekovány 

intranukleární inkluze v mozku, extranukleární agre-

gáty v hipokampu, snížení exprese DARPP32 (dopami-

ne- and cAMP-regulated neuronal phosphoprotein, 

marker středně trnitých neuronů) proteinu a zvýšení 

gliálních markerů spojených se zánětem, který ale 

překvapivě nekoreloval s výskytem agregátů mutova-

ného huntingtinu.21 Podobné symptomy byly popsá-

ny i u HdhQ140 myší. Rané behaviorální abnormality 

v široké škále motorických a nemotorických funkcí 

u této linie začínají ve věku 1–4 měsíců a jsou následo-

vány přítomností agregátů v jádrech a neuropile 

buněk striáta, postupnou gliózou (12 měsíců) a ztrá-

tou neuronů striáta ve věku dvou let.22,23 U tohoto 

knock-in modelu, zkříženého s myší exprimující žlutý 

fluorescenční protein (YFP-H) v některých subpopula-

cích neuronů, se nedávno zjistily také abnormality 

axonů. Jednalo se o edém nejprve striatálních zakon-

čení axonů a následně o edém kortikostriatálních 

axonů, který byl závislý na věku myší.24 Celkem nedáv-

no byl vytvořen a popsán nový knock-in model myší 

s 250 polyglutaminy (HdhQ250), který byl vytvořen 

selektivním šlechtěním z Hdh150 myši. HdhQ250 

vykazuje progresivní motorický deficit, ztrátu objemu 

striáta a mozkové kůry, akumulaci agregátů mutova-

ného huntingtinu, snížené koncentrace DARPP32 

a BDNF (Brain-derived neurotrofic factor) a dysbalanci 

metabolitů striáta, přičemž byla zjištěna narušená 

myelinizace mozku už ve 14. dni po narození.25 Potkani 

jako model pro HN mají oproti myším několik výhod 

a to, že mají větší mozek vhodný pro in vivo zobrazo-

vací studie a transplantaci buněk. Také je u potkanů 

možné využít většího spektra behaviorálních a zobra-

zovacích testů. V roce 2003 byl vytvořen první tran-

sgenní model potkana nesoucí 1962-bp cDNA frag-

ment potkaního huntingtinu s 51 CAG repeticemi pod 

kontrolou endogenního potkaního promotoru hun-

tingtinu.17,26 Tento model vykazuje ztrátu buněk v stri-

átu, inkluzní patologii, deficity motorických a kogni-

tivních funkcí včetně psychomotorické výkonnosti, 

narušenou expresi hypotalamických proteinů a elekt-

rofyziologické změny.26-31 V roce 2012 byla publiková-

na práce, která představila nový potkaní transgenní 

model HN na bázi bakteriálního umělého chromozo-

mu (BAC – Bacterial Artificial Chromosome). Tento 

chromozom nese plnou délku huntingtinu s 97 CAG/

CAA repeticemi a všemi regulatorními elementy. Tyto 

potkani mají robustní a progresivní fenotyp podobný 

HN s časným nástupem včetně motorického deficitu 

a úzkostných symptomů. Distribuce agregátů v neu-

ropile a jaderná akumulace N-terminálního mutova-

ného huntingtinu u těchto potkanů byla podobná 

pacientům s HN.32 Tyto BACHD transgenní potkani 

také vykazovali hluboký deficit asociační paměti 

a možná i deficit reverzního učení detekovaný v laby-

rintovém testu, přičemž časový průběh intenzity těch-

to symptomů (ještě před nástupem motorického defi-

citu) byl podobný s časovým průběhem u pacientů 

s HN.33,34

Velké zvířecí modely 
pro Huntingtonovu nemoc

Mnohé neurodegenerativní choroby včetně HN jsou 

jedinečnou lidskou záležitostí a u zvířat nebyly dosud 

pozorovány. Proto bychom neměli předpokládat, že 

některý geneticky modifikovaný organismus použitý 

pro jejich simulaci bude schopen v celé šíři napodobit 

patofyziologii a progresi onemocnění tak, jak ho 

Obr. 1 – Porovnání velikostí mozku živočišných druhů 

používaných pro modelování neurodegenerativních 

onemocnění. Savci s hladkou mozkovou kůrou: myš domácí (Mus 

musculus; a), potkan hnědý (Rattus norvegicus; b) a marmoset 

(Callithrix jacchus; c). Savci s gyrifikovanou mozkovou kůrou: 

makak rhesus (Macaca mulatta; d), prase domácí (Sus scrofula 

domesticus; e) ovce domácí (Ovis aries domestica; f). Obrázek 

z kolekce anatomického srovnání savčích mozků – univerzity ze 

státu ve Wisconsinu a Michiganu
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známe u lidí.35 Modely hlodavců mají, díky své omeze-

né životnosti a velikosti mozku, řadu nevýhod (obr. 1). 

Nejčastěji používaná myší linie R6/2 se vyznačuje čas-

ným nástupem příznaků a rychlým průběhem nemoci, 

což odpovídá spíše juvenilní formě HN. Navíc i fenoty-

pové projevy navozené nemoci se velmi odlišují od 

příznaků u člověka.36 Proto vznikla potřeba vytvoření 

velkých genetických zvířecích modelů, které by svou 

velikostí, dlouhověkostí, orgánovou kapacitou a fyzio-

logií hodnověrněji simulovaly HN lidí. Huntingtonova 

nemoc je způsobena jednoduchou genetickou muta-

cí, proto v minulých letech bylo vyvinuto úsilí směrem 

k terapeutickým postupům, jako jsou silencing jednak 

mRNA nebo proteinu mutovaného huntigtinu. Také se 

vynakládá úsilí v oblasti genových terapií, regulujících 

trofické faktory, které by měly zpomalit neurodegene-

raci přítomnou u HN. BDNF a/nebo použití antisense 

oligonucleotides, se zdají být velmi nadějnou mož-

ností léčby, a jejich efektivní dodání do potřebných 

oblastí mozku a potenciální terapeutický účinek 

budou muset být testovány na velkých zvířecích 

modelech.35 

Primáti
Primáti představují velkou naději pro studium neu-

rologických onemocnění, pro něž jsou v současné 

době dostupné experimentální modely zatím nedoko-

nalé. (Zuccato a kol., 2010). Vědeckému týmu Anthony 

W. S. Chana na Univerzitě v Emory se podařilo vytvořit 

první transgenní opičí model pro HN vnesením 

pozměněné formy HTT genu do perivitelinního pro-

storu oocytů makaka (Macaca mulatta). K transgenezi 

byl použit lentivirový vektor exprimující exon 1 genu 

pro lidský huntingtin s 84 CAG repeticemi (HTT-84Q) 

a gen pro zelený fluorescenční protein (GFP) pod kon-

trolou lidského polyubiquitin C promotoru. Z původ-

ních 130 nainjikovaných oocytů, jež byly následně 

oplozeny intracytoplazmatickou injekcí spermií bylo 

získáno 30 embryí, které byly přeneseny do osmi 

náhradních matek, a výsledkem bylo pět novoroze-

ných transgenních opic (rHD-1 – rHD--5) nesoucích 

oba geny jak pro lidský huntingtin, tak i pro GFP (obr. 

2). Mláďata se lišila počtem opakování CAG repeticí, 

v rozsahu od 28–88. Dvě mláďata (rHD-4 a rHD-5), 

která uhynula do 24 hodin, vykazovala ihned po naro-

zení výrazné respirační problémy a hlavně změněné 

motorické funkce. Vzhledem k jejich velmi časnému 

úhynu nebylo možné určit, zda příčinou výše zmíně-

ných těžkostí byla právě přítomnost mutovaného lid-

ského huntingtinu. Mládě rHD-3, jež přežívalo čtyři 

týdny, trpělo od dvou dnů po narození typickými 

projevy HN, dystonií, choreou a poruchami polykání.37 

Jedinec rHD-2 s 83 CAG repeticemi, který týden po 

narození vykazoval sporadicky velmi mírné mimovolní 

pohyby, zemřel v 11 měsících a zůstal pouze poslední 

samec rHD-1 s 29 CAG repeticemi, což spadá do roz-

mezí opakování CAG tripletů vyskytujícího se u zdra-

vých lidí. Z transgenních makaků byly vytvořeny 

embryonální kmenové buňky (rHD-ESCs) a indukova-

né pluripotentní buňky (rHD-iPSCs), které představují 

vhodný buněčný model HN, jelikož exprese mutova-

ného huntingtinu u neurálních prekurzorů odvoze-

ných z těchto buněčných linií zapříčiňuje zvýšenou 

apoptózu, tvorbu intranukleárních inkluzí a agregátů, 

jejichž přítomnost v neuronech je charakteristickým 

znakem HN [38-40]. Tento typický buněčný fenotyp 

HN u GABAergních neuronů vydiferencovaných z rHD-

-iPSCs se podařilo v podmínkách in vitro zvrátit pomo-

cí nové genové a farmakologické léčby.41 Dvouletá 

studie u nejdéle přežívajícího transgenního makaka 

(rHD-1) odhalila progresivní kognitivní deficit a mor-

fometrické změny ve striátu a hipokampu.41 

Předmětem další studie tohoto týmu vědců bylo 

vytvoření transgenních opic s použitím ubiquitinové-

ho promotoru pod vlivem exonu 1 s mutovaným hun-

tingtinem nesoucím 147Q. Vzhledem k odumření 

plodů již během prenatálního vývoje, je zřejmé, že tak 

dlouhé polyQ je pro primáty toxické.35,43 U transgen-

ních makaků byla stejně jako u pacientů, transgenních 

Obr. 2 – Transgenní opice modelu HN – rHD-1 (vlevo) a rHD-2 (vpravo). Obraz při přirozeném světle (a) a fluorescenční obraz při 

ultrafialovým záření vykazující expresi GFP (b) 

 (Yang a kol., 2008)
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HN myší a u in vitro experimentálních modelů proká-

zána dysfunkce miRNA, zejména miR-128a, která hraje 

klíčovou roli v patogenezi této nemoci a mohla by být 

v budoucnu vhodným terapeutikem či biomarke-

rem.44 

Ovce
Russell Snell na Univerzitě v Aucklandu (ve spolu-

práci s jižním australským výzkumným a vývojovým 

ústavem Massachusetts General Hospital) vytvořil 

první ovčí model HN exprimující plnou délku lidského 

genu pro huntingtin se 73 CAG repeticemi.45 Ovce, 

Ovis aries, byly jako model vybrány pro podobnost 

jejich bazálních ganglií a mozkové kůry (míst primár-

ně postižených při HN) obdobným oblastem lidského 

mozku. Další výhodou ovcí byla pro australské vědce 

jejich dostupnost a chovatelská nenáročnost – mohou 

být chovány pastevním způsobem v přirozeném pro-

středí a mají submisivní chování vůči člověku. Důležité 

ale je, že žijí déle než deset let, což umožňuje studium 

klasické formy nemoci s pozdějším nástupem neuro-

degenerativních změn a umožňuje sledovat chronické 

účinky mutovaného genu. Kromě toho se očekává, že 

ovce může být dobrým modelem pro farmakologické 

testy, protože jejich mozek má přední mozek (prosen-

cephalon) srovnatelný s lidským. To umožňuje využít 

chirurgické metody pro testování možných buněč-

ných náhrad nebo aplikaci genové terapie, což není 

možné provádět u lidí. Metodou mikroinjekce DNA do 

prvojádra jednobuněčných zygot bylo vytvořeno šest 

transgenních ovcí – čtyři berani, dvě ovce, kteří slouži-

li jako zakladatelé chovu transgenních jedinců.17,45 

Tato linie transgenních ovcí (OVT73) spolehlivě expri-

muje mutovaný huntingtin ve středních, ale jasně 

detekovatelných množstvích v mozku včetně striata 

a kortexu. Přenos transgenu se jasně potvrdil ve třech 

generacích po sobě. U šestiměsíčních transgenních 

zvířat (n = 7) byla detekována snížená imunoreaktivita 

GABAAα1 receptoru a globus pallidus leu-enkefalinu. 

Dvě ze tří 18měsíčních transgenních ovcí měly korti-

kální neuropilní agregáty, přičemž u 36měsíčního zví-

řete se mimo jiné detekovaly ještě intranukleární 

inkluze v piriformním kortexu.46 U tohoto ovčího 

modelu HN intenzivně probíhají různé behaviorální 

testy. Zajímavé je, že u tohoto modelu se nejenom 

zjistila schopnost diskriminačního a reverzního učení, 

ale také schopnost změny z intradimenzionálních (ID) 

na extradimezionální (ED) úlohy, což jsou senzitivní 

testy kognitivních dysfunkcí u lidí. Protože ovce jsou 

schopny výkonných kognitivních úloh, které patří 

mezi důležité schopnosti primátů, mají obrovský 

potenciál nejenom jako model HN, ale také pro studi-

um kognitivních funkcí a vývoje komplexního chování 

u zdravých zvířat.47 Mimo jiné byly u OVT73 deteková-

ny poruchy v cirkadiálních rytmech, a to u mladých 

ovcí, které se u nich zhoršovaly s věkem. Zajímavostí 

je, že tyto poruchy byly pozorovány pouze u zvířat, 

která byla ustájena odděleně od zdravých netran-

sgenních kusů.48 Problémem u ovcí, jako u velkého 

zvířecího modelu HN, zůstává neúplná dokumentace 

celého ovčího genomu, a proto následné problémy 

Obr. 3 – Transgenní miniprase Adélka, zakladatelka linie 

exprimující N-terminální fragment lidského mutovaného 

huntingtinu

Obr. 4 – Magnetická rezonance a spektroskopie mozku transgenních a kontrolních wild type miniaturních prasat ve věku 24 měsíců
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s aplikací genomických technologií jako jsou 

Affymetrix profilace a RNA seq pro analýzu genů 

a patologických drah, které mohou být dysfunkční 

v ovčích modelech.35 Nedávno byl trans genní ovčí 

model využit k optimalizaci a ověření bezpečnosti 

terapie HN na bázi AAV (adeno-associated virus) kon-

struktů, se zaměřením na jejich šíření v CNS a přestup 

do neuronů.49 

Prase – miniaturní prase
Velkými výhodami použití miniprasat, oproti 

ovcím jako velkých zvířecích modelů HN, je větší 

počet potomků v jednom vrhu, vrh 2x do roka 

a fyziologická podobnost trávicí soustavy s člově-

kem. První transgenní prasata pro zemědělský 

výzkum byla vytvořena před třemi desítkami let, 

přičemž 90 % z nich představují zvířata pro biomedi-

cínský výzkum. V současnosti probíhá neustálý pro-

gres v sekvenaci prasečího genomu. Mimo jiné 

genetické manipulační techniky, jako je transgeneze 

a homologní rekombinace, jsou u miniprasat poměr-

ně dobře vypracovány35 a umožnily vytvoření tran-

sgenních modelů u řady lidských chorob, jako je 

pigmentosa retinis, cystická fibróza, diabetes melli-

tus, nádorová onemocnění, kardiovaskulární choro-

by a v neposlední řadě neurodegenerativní nemo-

ci.50 První transgenní miniaturní prasata jako model 

HN byla vytvořena již v roce 2001 pomocí pronukle-

árních mikroinjekcí mutované huntingtonové cDNA 

se 75 CAG repeticemi pod kontrolou potkaního 

neuron specifického enolázového promotoru.51 Další 

transgenní miniaturní prase pro studium HN bylo 

vytvořeno na linii tibetského miniaturního prasete 

metodou nukleárního transferu.52 Tato prasata expri-

movala N-terminální konec (208 aminokyselin) lid-

ského mutovaného huntingtinu s expandovaným 

polyglutaminovým traktem (105Q). Počet kopií tran-

sgenu byl určen na 3–4. Pouze jediné prase přežilo 

více než měsíc, a v čase vydání publikace bylo čtyři 

měsíce bez neurologických symptomů. V mozku 

uhynulých transgenních selat byl pozorován zvýše-

ný počet apoptotických neuronů (DNA fragmentace, 

pozitivita na kaspázu 3). V důsledku poptávky po 

velkých zvířecích modelech HN se prof. Jan Motlík 

a jeho tým v Ústavu živočišné fyziologie a genetiky, 

Akademie věd České republiky pokusili vytvořit 

trans genní miniaturní prasata nesoucí lidský muto-

vaný huntingtin.3 V roce 2009 se metodou lentiviro-

vé transgeneze narodilo první sele exprimující 

N-terminální konec (548 aminokyselin) lidského 

mutovaného huntingtinu se 124 CAG/CAA repetice-

mi. Počet kopií transgenu byl určen na jeden, při-

čemž jeho lokalizace byla zjištěna na dlouhém 

raménku chromozomu 1 (1q24-q25). Transgenní 

prasnička (obr. 3) dala vzniknout F1, F2 a F3 genera-

ci transgenních miniprasat, které také exprimují lid-

ský mutovaný huntingtin.53 V roce 2011 tým profeso-

ra Motlíka vytvořil také miniaturní prase nesoucí 

kopii genu s plnou délkou lidského mutovaného 

huntingtinu a 145CAG/CAA repeticemi, ale produk-

ce proteinu se u tohoto zvířete nepotvrdila, pravdě-

podobně v důsledku zabudování do nepřepisujícího 

místa DNA. 

U linie se zkrácenou délkou mutovaného hunting-

tinu byly zjištěny poruchy v samčích rozmnožovacích 

orgánech, pokles kvantity a kvality spermií, snížená 

schopnost oplodnění oocytů in vitro54 a srdeční 

patologie. 

U 24 měsíčních transgenních kanců byla provede-

na magnetická rezonance (MRI, obr. 4) mozků a var-

lat, přičemž pomocí magnetické spektroskopie (MRS) 

se zjistil pokles kreatininu (tCr) v thalamu a zvýšení 

poměru cholinu ke kreatininu (tCho/tCr) v striátu, 

thalamu, hipokampu a bílé hmotě, což by mohlo 

souviset se začínajícími patologickými změnami 

a snížením energetického metabolismu na buněčné 

úrovni. U těchto kanců byl ve varlatech také deteko-

ván pokles poměrů fosfomonoesterů a diesterů k ATP 

(PME/tATP a PDE/tATP), což koreluje se sníženým 

množstvím a kvalitou spermií a nižší proliferací 

buněk.55,56 Ve striátu 24měsíčních transgenních zvířat 

se také detekovalo zvýšení imunoreaktivity IBA-1 

(Ionized Calcium-Binding Adapter Molecule 1, mar-

ker mikroglií – detekce zánětlivých procesů). 

V krevním séru F2 a F3 generace transgenních pra-

sat do jednoho roku života byla detekována zvýšená 

koncentrace IL-8. Monocyty izolované z těchto pra-

sat jsou patologicky hyperaktivní v odpovědi na sti-

mulaci, a rovněž u nich byla pozorována zvýšená 

produkce IL-8. V krevním séru 36měsíčních transgen-

ních prasat byla zjištěna zvýšena aktivace komple-

mentového systému (klasická i MBL cesta). Mimo jiné 

v krevním séru transgenních miniprasat byla pozoro-

vána dysbalance TGFβ1 (Transforming Growth Factor 

beta 1), podobně jako u pacientů s HN v preklinické 

fázi choroby. V cerebrospinální tekutině bylo také 

zjištěno snížení IFNα, a to již v raném věku transgen-

ních miniprasat. Ve striátu (nucleus caudatus, puta-

men) 36měsíčních transgenních zvířat byly mimo 

jiné pomocí MW8 protilátky (pro detekci agregátů) 

sporadicky detekovány agregáty. V buňkách a tká-

ních těchto transgenních miniprasat se také zjistilo 

narušení energetického metabolismu a struktury 

mitochondrií a opravy DNA po poškození.53,57-9 

Nicméně prasata všech transgenních generací jsou 

zatím bez klinických příznaků HN. Prasata jsou ve 

všeobecnosti považována za chytřejší než ovce, nic-

méně jasné důkazy o tom chybí. Tak či onak prasata 

ani ovce nebyly nikdy předtím rutinně používány 

v laboratořích pro kognitivní testování. Na druhou 

stranu kognitivní testování je dobře etablováno 

u opic, což je favorizuje.35 Nicméně miniaturní prasa-

ta a ovce stále nabývají na důležitosti jako velké ani-

mální modely. Díky své velikosti, orgánové kapacitě 

a fyziologii podobné v několika aspektech lidem, 

jsou tato zvířata vhodná pro preklinické experimenty 

a dlouhodobé bezpečnostní studie.3,17
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Diskuse a závěr
Neurodegenerativní nemoci postihují miliony paci-

entů a jejich rodin. V důsledku komplexnosti těchto 

chorob a našeho limitovaného chápání jejich patoge-

neze, je vývoj designu terapeutických postupů, které 

by je mohly efektivně léčit, poměrně náročný. Je prav-

děpodobné, že neexistuje a ani existovat nebude zví-

řecí model, který splní všechny požadavky týkající se 

většiny nezodpovězených otázek ve výzkumu a vývoji 

HN. Nicméně velké zvířecí modely jsou přínosným 

doplněním ostatních modelů této nemoci (nižší orga-

nismy a hlodavci). Například u transgenního opičího 

modelu způsobil fragment mutovaného huntingtinu 

těžkou patofyziologii a histologické analýzy mozků 

těchto opic ukázaly klasické agregáty v jádrech a neu-

ropilu, které jsou podobné agregátům u hlodavců. 

Tato dlouhožijící zvířata jsou ale nepostradatelná pro 

svoji schopnost napodobit pomalou a progresivní 

premanifestační fázi této dědičné nemoci. Co je však 

ještě důležitější, je možné u nich studovat průběh 

nemoci pomocí senzitivních měření (MRI, PET, EEG, 

elektrofyziologie, molekulární analýzy včetně RNAseq, 

testy motorických a kognitivních funkcí), jejichž 

výsledky by mohly být nápomocny při hledání marke-

rů HN. Velké zvířecí modely HN je potřebné zařadit do 

preklinických testů zvláště pro genovou terapii, jeli-

kož získaná data z velkých zvířat budou cenná pro 

předpovídání biodistribuce, bezpečnosti a účinnosti 

u lidských pacientů. Jedním z mnoha příkladů slibné 

terapie HN je RNAi (ALN-HTT), která je vyvíjena ve 

spoluprácí s Alnylam Pharmaceuticals, Inc. Medtronic, 

Inc. a CHDI Foundation, Inc. k utlumení mRNA hun-

tingtinu a snížení produkce mutovaného huntingtinu 

(Alnylam Pharmaceuticals, 2011). Nicméně pro všech-

ny velké zvířecí modely HN existuje jedna limitace 

a tou je, že všechny modely jsou transgenní, a proto 

nesou dvě kopie vlastního normálního druhově speci-

fického huntingtinu a jednu extra kopii vneseného 

lidského mutovaného. Proto žádný z těchto modelů 

nerekapituluje HN na genetické úrovni jako u lidí, kde 

je jedna normální a jedna mutovaná alela. V současné 

době se snaží překonat tento problém firma Exemplar 

Genetics (Sioux City, IA), která se pokouší o vytvoření 

knock-in miniprasečího modelu HN na genetickém 

pozadí liběchovského miniprasete. 
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