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SOUHRN

Hodanova J., Juhasova J., Valekova |, Rausova P, Jozefovi¢ova M., Juhas S. Transgenni miniprasa-
ta pro Huntingtonovu nemoc. Veterinaistvi 2015;65:198-205.

Huntingtonova nemoc pfedstavuje jedno z méné zndmych, avsak smrtelnych neurodegenerativ-
nich onemocnéni, u které je jasnd pficina - mutovany protein huntingtin.V sou¢asné dobé s pokro-
kem v oblasti genového inzenyrstvi je mnohem snadnéjsi a levnéjsi vytvorit vhodné zviteci modely
pro simulaci mnohych zavaznych geneticky podminénych lidskych nemoci a testovani jejich Iécby.
Hlodavci a velkd zvifata jsou po genetické strance a velikosti organovych soustav podobni lidem
a patfi mezi hlavni modelové systémy Huntingtonovy choroby. Miniaturni prasata mimo jiné splfiu-
ji etické i ekonomické predpoklady stat se idedlnim preklinickym testovacim systémem pro toto
prozatim nevylécitelné dédi¢né onemocnéni.

SUMMARY

Hodanova J., Juhasova J., Valekova I., Rausova P, Jozefovi¢ova M., Juhas S. Transgenic minipigs for
Huntington’s disease. Veterinarstvi 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
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preclinical test system for this incurable hereditary disease.

Uvod

Huntingtonova nemoc (HN) je autozomalné
dominantné dédi¢né neurodegenerativni one-
mocnéni zndmé jiz od stfedovéku, poprvé
popsané Georgem Huntingtinem v roce 1872
podle kterého ma své jméno. Pfi¢inou této
nemoci je zmnozeni CAG repetici v genu ozna-
¢eném IT-15, ktery kdéduje protein s nazvem
huntingtin (Htt). Nasledkem této mutace je
masivni mozkova neurodegenerace charakteri-
zovana prevazné ztratou eferentnich stiedné
trnitych neuronl stridta primarné zodpovéd-
nych za typické symptomy. U vétSiny nositell
mutace dochazi k nastupu nemoci v produktiv-
nim véku, mezi 35.-45. rokem zivota, oviem
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u malého procenta, priblizné 10 % ptipadd,
nastupuje jako juvenilni forma prfed dosazenim
20 let. V ¢asném stadiu nemoci dochdzi u paci-
entd k progresivnim emociondlnim, psychiatric-
kym a kognitivnim poruchdm, které mohou byt
vysvétleny dysfunkci hypotalamu. Pozdéji se
u pacientl za¢nou objevovat motorické pfizna-
ky nemoci spojené s mimovolnimi pohyby kon-
Cetin a obli¢eje oznacované jako chorea nebo
tanec svatého Vita, dystonie, progresivni ztrata
télesné hmotnosti a nasledné demence, dysfa-
gie a kachexie. Pacienti vétSinou umiraji do 15 let
od projeveni se prvnich pfiznakd.

Mutovany huntingtin, ktery je pfi¢inou nemo-
ci, je pfitomny ve viech lidskych bunkach a jeho
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puvodni nemutovana forma je nezbytna pro spravnou
¢innost buriky jako takové. Huntingtin se podili na
¢asné embryogenezi, vyvoji mozku, krvetvorbé a jeho
plné vyfazeni vede k ¢asné embryondlni mortalité.
Prestoze byla mutace genu IT-15 identifikovana védec-
kym tymem pod vedenim Dr. Guselly jiz v roce 1993,
dosud nebyla nalezena uc¢innd terapie.” Mimo jiné,
v dUsledku mutace huntingtinu dochazi k redukci
nemutovaného huntingtinu, ktery chrdni striatdIni
neurony, coz nasledné pfispivd k patogenezi
Huntingtonovy nemoci a ztézuje nalezeni vhodné
lécebné strategie. Proto v soucasné dobé probiha jeji
intenzivni vyzkum pomoci nejnovéjsich molekuldrné-
-genetickych technik a postupl s vyuzitim bunécnych
kultur a zvitecich modeld. Predmétem klinického stu-
dia Huntingtonovy choroby je také nalezeni neinva-
zivnich markerd nastupu tohoto onemocnéni. Vyzkum
na zvitecich modelech, ¢i uz bezobratlych (kvasinky,
octomilka, nebo had3atko) nebo obratlovcich (zebfi¢-
ka, mys, potkan, ovce, prase a nehumanni primati)
prinesl a pfindsi mnoho novych poznatkd v patogene-
zi nemoci, coz prispiva nejen k nalezeni Uc¢inné terapie
HN, ale i dalsich vzacnych onemocnéni zplsobenych
zmnozenim polyglutaminl, jako jsou bulbospinalni
svalova atrofie (Kennedyho nemoc, SMA), nékolik
druht spinocerebelarnich ataxii (SCAs) a dentatorub-
ropalidoluysicka atrofie (DRPLA) aj.>?

Hlodavci jako modely Huntingtonovy
nemoci

Hlodavci nesporné predstavuji hlavni modelové sys-
témy neurodegenerativnich chorob  vcetné
Huntingtonovy nemoci. Disponuji mnohymi pfed-
nostmi, jako jsou rychly nastup onemocnéni, schop-
nost simulace a rekapitulace klinickych pfiznaka,
genetické manipulace a screening potencidlnich 1éciv.
Pocet mysich genetickych modeld HN dominuje nad
modely HN u potkanl. Nejpouzivanéjsim mysim
modelem zlatym standardem pro studium HN je R6/2
mys3, pficemz tento transgenni model byl vytvofen jiz
v roce 1996 a ma nahodné zabudovdan exon 1, promo-
ter a ¢ast prvniho intronu lidského huntingtinu nesou-
ciho 144 CAG repetic. R6/2 linie mysi je charakterizo-
vana ¢asnym nastupem nemoci pfiblizné okolo ctyf
tydnd, motorickym deficitem, ztratou hmotnosti,
metabolickou dysfunkci, pfitomnosti agregatu v CNS
a kratkou dobou prezivdni asi tfi mésice.* Bohuzel
R6/2 model neni idedlni pro dlouhodobé studie a za
vhodnéjsi model pro studium presymptomatického
stadia HN a behavioralnich fenotypu se povazuje R6/1
linie mys3i. Tato linie je charakterizovdna mirnéjsimi
ptiznaky, které nastupuji mnohem pozdéji nez u R6/2,
a to v priibéhu sedmi mésici. Mimo jiné pomoci R6/1
linie transgennich mysi byla neddvno popsana dopa-
minergni dysfunkce a depresivni chovani vazané na
pohlavi,>® rovnéz byl detekovan pozitivni vliv cvi¢eni
na kognitivni neuropatologii’ nebo potvrzen pozitivni
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vliv mikroinfuze striatdlniho glidlniho kondicionova-
ného média z mysich fétd do striata.® Na vytvoreni
mysiho transgenniho modelu exprimujiciho plnou
délku (full-lenght) mutovaného proteinu pracovalo
mnoho védeckych tym.%'? Transgenni mysi exprimu-
jici plnou délku huntingtinu jsou totiz v nékterych
pfipadech lepsi nez modely exprimujici NH2-
terminalni fragment huntingtinu, zejména pokud jde
o ztraty neuronU a schopnost presnéji shrnout sled
udalosti vedouci k propuknuti HN. Jednim z téchto
modelU je YAC128 (YAC - Yeast Artificial Chromosome),
u kterého se zda, ze ma vice specificky a pomalu se
rozvijejici fenotyp v porovnani s R6/2. Ve striatu téch-
to mysi byla detekovdna pfitomnost inkluzi, ztrata
bunék a atrofie doprovazena behavioralnim fenoty-
pem véetné motorického deficitu.'>'* U této transgen-
ni linie my3si podobné jako u R6/2 a HdhQ150 knock-in
linie byla nedavno charakterizovana narusena funkce
imunitnich bunék (zvySsend odpovéd myeloidnich
bunék s produkci cytokind po stimulaci) podobna
pacientdm s HN.'® Zajimavé a pro studium HN pfinos-
né se zda byt zkfizeni YAC128 transgenni mysi s Rgs9-
EGFP mysi, jez ma selektivni expresi EGFP (Enhanced
Green Fluorescent Protein) genu v stfedné trnitych
neuronech stridta, coz umoznilo méfit plochu striata
a intenzitu EGFP v korondlnich tfezech. Tito kfizenci
mohou také pfispét k testovani novych neuroprotek-
tivnich latek.’® V roce 2008 byly v laboratofi Williama
Yanga vytvoreny mysi nesouci bakteridlni umély chro-
mozom (BAC) s plnou délkou lidského genu nesouci-
ho 97 CAG repetic. Tyto mysi vykazuji progresivni
motoricky deficit a selektivni neuropatologii v mozko-
vé klre a striatu s pozdnim pocatkem nastupu, coz
predstavuje novy a vhodnéjsi in vivo model pro pato-
genezi HN a terapeutické studie.>’” Mimo jiné na této
linii mysi bylo demonstrovdno propojeni mezi expresi
mutovaného huntingtinu v hypotalamu a vyvojem
metabolickych a psychiatrickych zmén, pfed nastu-
pem motorického deficitu, narusenim hypotalamic-
kych okruht bez zapojeni SF1 (steroidogenic factor 1)
neuronl ventromedidlniho hypotalamu.’® Knock-in
modely mysi vytvofené homologni rekombinaci,
podobné jako nékteré transgenni modely, exprimuji
plnou délku mutovaného huntingtinu, ale na rozdil od
transgennich modeld, cilenou inzerci expandovaného
CAG fetézce do mysiho homologu genu pro hunting-
tin, ¢imz by mély geneticky mnohem presnéji napo-
dobovat stav pfi HN u lidi (pfedpokladd se, ze mysi
forma huntingtinu ma podobné funkce a vlastnosti
jako lidsky huntingtin). Knock-in mysi modely, které
demonstruji symptomatologii HN, maji pomérné
dlouhé CAG (polyQ) fetézce zabudované do genomu,
z divodU slabé patologie u knock-in model( s kratsi-
mi polyQ." Nejcastéji vyuzivanym knock-in modelem
pro studium HN je HdhQ150 my3$ (~150 CAG repetic)
vytvoifena v laboratoti Petera Detloffa na Univerzité
v Alabamé v Birminghamu. Tato linie vykazuje agrega-
ty mutovaného huntingtinu pfiblizné v deviti mési-
cich véku, ubytek na vaze, snizenou aktivitu, abnor-
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malni vykon na rotarodé, stejné tak i neurologicky
deficit ve véku dvou let.?° Mimo jiné u tohoto knock-in
modelu byly v presymptomatické fazi detekovany
intranuklearni inkluze v mozku, extranukledrni agre-
gaty v hipokampu, snizeni exprese DARPP32 (dopami-
ne- and cAMP-regulated neuronal phosphoprotein,
marker stfedné trnitych neurond) proteinu a zvyseni
glidlnich markerd spojenych se zanétem, ktery ale
prekvapivé nekoreloval s vyskytem agregatl mutova-
ného huntingtinu.?' Podobné symptomy byly popsa-
ny i u HdhQ140 mysi. Rané behavioralni abnormality
v Siroké skale motorickych a nemotorickych funkci
u této linie zacinaji ve véku 1-4 mésicl a jsou nasledo-
vany pfitomnosti agregatl v jadrech a neuropile
bunék stridta, postupnou gliézou (12 mésicl) a ztra-
tou neuronl stridta ve véku dvou let.?>?*> U tohoto
knock-in modelu, zkfizeného s mysi exprimujici zluty
fluorescen¢ni protein (YFP-H) v nékterych subpopula-
cich neuront, se nedavno zjistily také abnormality
axonU. Jednalo se o edém nejprve striatalnich zakon-
¢eni axonlU a nasledné o edém kortikostriatalnich
axond, ktery byl zavisly na véku mysi.?* Celkem nedav-
no byl vytvofen a popsan novy knock-in model mysi
s 250 polyglutaminy (HdhQ250), ktery byl vytvoren
selektivnim Slechténim z Hdh150 mysi. HdhQ250
vykazuje progresivni motoricky deficit, ztratu objemu
stridta a mozkové kary, akumulaci agregatd mutova-
ného huntingtinu, snizené koncentrace DARPP32
a BDNF (Brain-derived neurotrofic factor) a dysbalanci
metabolitl stridta, pficemz byla zjiSténa narusena
myelinizace mozku uz ve 14. dni po narozeni.?*> Potkani
jako model pro HN maji oproti mysim nékolik vyhod
a to, Zze maji vétsi mozek vhodny pro in vivo zobrazo-
vaci studie a transplantaci bunék. Také je u potkan(
mozné vyuzit vétsiho spektra behaviordlnich a zobra-
zovacich testl. V roce 2003 byl vytvoren prvni tran-
sgenni model potkana nesouci 1962-bp cDNA frag-
ment potkaniho huntingtinu s 51 CAG repeticemi pod
kontrolou endogenniho potkaniho promotoru hun-
tingtinu.'”?® Tento model vykazuje ztratu bunék v stri-
atu, inkluzni patologii, deficity motorickych a kogni-
tivnich funkci véetné psychomotorické vykonnosti,
narusenou expresi hypotalamickych proteind a elekt-
rofyziologické zmény.?*3' V roce 2012 byla publikova-
na prace, kterd predstavila novy potkani transgenni
model HN na bazi bakteridlniho umélého chromozo-
mu (BAC - Bacterial Artificial Chromosome). Tento
chromozom nese plnou délku huntingtinu s 97 CAG/
CAA repeticemi a viemi regulatornimi elementy. Tyto
potkani maji robustni a progresivni fenotyp podobny
HN s ¢asnym nastupem vcetné motorického deficitu
a uzkostnych symptomd. Distribuce agregatd v neu-
ropile a jaderna akumulace N-terminalniho mutova-
ného huntingtinu u téchto potkand byla podobna
pacientdm s HN.3? Tyto BACHD transgenni potkani
také vykazovali hluboky deficit asocia¢ni paméti
a mozna i deficit reverzniho uceni detekovany v laby-
rintovém testu, pficemz casovy prlbéh intenzity téch-
to symptomu (jesté pred nastupem motorického defi-
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citu) byl podobny s ¢asovym prlbéhem u pacientd
s HN.323

Velké zvifeci modely
pro Huntingtonovu nemoc

Mnohé neurodegenerativni choroby véetné HN jsou
jedine¢nou lidskou zalezitosti a u zvifat nebyly dosud
pozorovany. Proto bychom neméli predpokladat, Zze
néktery geneticky modifikovany organismus pouzity
pro jejich simulaci bude schopen v celé Siti napodobit
patofyziologii a progresi onemocnéni tak, jak ho

Obr. 1 - Porovndni velikosti mozku Zivocisnych druhd
pouzivanych pro modelovdni neurodegenerativnich
onemocnéni. Savci s hladkou mozkovou kiirou: mys domdci (Mus
musculus; a), potkan hnédy (Rattus norvegicus; b) a marmoset
(Callithrix jacchus; c). Savci s gyrifikovanou mozkovou kdrou:
makak rhesus (Macaca mulatta; d), prase domdci (Sus scrofula
domesticus; e) ovce domdci (Ovis aries domestica; f). Obrdzek

z kolekce anatomického srovndni savcich mozku - univerzity ze
stdtu ve Wisconsinu a Michiganu
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Obr. 2 - Transgenni opice modelu HN — rHD-1 (vlevo) a rHD-2 (vpravo). Obraz pii prirozeném svétle (a) a fluorescencni obraz pri

ultrafialovym zdreni vykazujici expresi GFP (b)

zname u lidi.3> Modely hlodavcl maji, diky své omeze-
né zivotnosti a velikosti mozku, fadu nevyhod (obr. 1).
Nejcastéji pouzivanad mysi linie R6/2 se vyznacuje cas-
nym nastupem pftiznakd a rychlym priibéhem nemoci,
coz odpovida spise juvenilni formé HN. Navic i fenoty-
pové projevy navozené nemoci se velmi odlisuji od
priznakl u c¢lovéka.?® Proto vznikla potieba vytvoreni
velkych genetickych zvifecich modeld, které by svou
velikosti, dlouhovékosti, orgdnovou kapacitou a fyzio-
logii hodnovérnéji simulovaly HN lidi. Huntingtonova
nemoc je zpUsobena jednoduchou genetickou muta-
ci, proto v minulych letech bylo vyvinuto usili smérem
k terapeutickym postuplm, jako jsou silencing jednak
MRNA nebo proteinu mutovaného huntigtinu. Také se
vynaklada usili v oblasti genovych terapii, regulujicich
trofické faktory, které by mély zpomalit neurodegene-
raci pfitomnou u HN. BDNF a/nebo pouziti antisense
oligonucleotides, se zdaji byt velmi nadéjnou moz-
nosti lécby, a jejich efektivni dodani do potfebnych
oblasti mozku a potencidlni terapeuticky ucinek
budou muset byt testovany na velkych zvifecich
modelech.?*

Primati

Primati predstavuji velkou nadéji pro studium neu-
rologickych onemocnéni, pro néz jsou v soucasné
dobé dostupné experimentalni modely zatim nedoko-
nalé. (Zuccato a kol., 2010). Védeckému tymu Anthony
W. S. Chana na Univerzité v Emory se podafilo vytvofit
prvni transgenni opi¢i model pro HN vnesenim
pozménéné formy HTT genu do perivitelinniho pro-
storu oocytl makaka (Macaca mulatta). K transgenezi
byl pouzit lentivirovy vektor exprimujici exon 1 genu
pro lidsky huntingtin s 84 CAG repeticemi (HTT-84Q)
a gen pro zeleny fluorescen¢ni protein (GFP) pod kon-
trolou lidského polyubiquitin C promotoru. Z plvod-
nich 130 nainjikovanych oocytd, jez byly nasledné
oplozeny intracytoplazmatickou injekci spermii bylo
ziskdno 30 embryi, které byly pfeneseny do osmi
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(Yang a kol., 2008)

nahradnich matek, a vysledkem bylo pét novoroze-
nych transgennich opic (rHD-1 — rHD--5) nesoucich
oba geny jak pro lidsky huntingtin, tak i pro GFP (obr.
2). Mladata se lisila poc¢tem opakovani CAG repetici,
v rozsahu od 28-88. Dvé mladata (rHD-4 a rHD-5),
kterd uhynula do 24 hodin, vykazovala ihned po naro-
zeni vyrazné respira¢ni problémy a hlavné zménéné
motorické funkce. Vzhledem k jejich velmi ¢asnému
uhynu nebylo mozné urcit, zda pfi¢inou vyse zminé-
nych tézkosti byla pravé pfitomnost mutovaného lid-
ského huntingtinu. Mladé rHD-3, jez prezivalo Ctyfi
tydny, trpélo od dvou dn0 po narozeni typickymi
projevy HN, dystonii, choreou a poruchami polykani.?”
Jedinec rHD-2 s 83 CAG repeticemi, ktery tyden po
narozeni vykazoval sporadicky velmi mirné mimovolni
pohyby, zemiel v 11 mésicich a zlstal pouze posledni
samec rHD-1 s 29 CAG repeticemi, coz spada do roz-
mezi opakovani CAG tripletd vyskytujiciho se u zdra-
vych lidi. Z transgennich makakd byly vytvoreny
embryonalni kmenové burnky (rHD-ESCs) a indukova-
né pluripotentni buriky (rHD-iPSCs), které predstavuji
vhodny buné¢ny model HN, jelikoZz exprese mutova-
ného huntingtinu u neuralnich prekurzord odvoze-
apoptdzu, tvorbu intranuklearnich inkluzi a agregatd,
jejichz pfitomnost v neuronech je charakteristickym
znakem HN [38-40]. Tento typicky bunécny fenotyp
HN u GABAergnich neuront vydiferencovanych z rHD-
-iPSCs se podafilo v podminkach in vitro zvratit pomo-
ci nové genové a farmakologické lécby.*" Dvouleta
studie u nejdéle prezivajiciho transgenniho makaka
(rHD-1) odhalila progresivni kognitivni deficit a mor-
fometrické zmény ve stridtu a hipokampu.”
Pfedmétem dalsi studie tohoto tymu védcl bylo
vytvoreni transgennich opic s pouzitim ubiquitinové-
ho promotoru pod vlivem exonu 1 s mutovanym hun-
tingtinem nesoucim 147Q. Vzhledem k odumfteni
plodu jiz béhem prenatalniho vyvoje, je ziejmé, ze tak
dlouhé polyQ je pro primaty toxické.>>* U transgen-
nich makaku byla stejné jako u pacient(, transgennich
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HN mysi a u in vitro experimentalnich modell proka-
zana dysfunkce miRNA, zejména miR-128a, kterd hraje
klicovou roli v patogenezi této nemoci a mohla by byt
v budoucnu vhodnym terapeutikem ¢&i biomarke-
rem.*

Ovce

Russell Snell na Univerzité v Aucklandu (ve spolu-
praci s jiznim australskym vyzkumnym a vyvojovym
Ustavem Massachusetts General Hospital) vytvoril
prvni ov¢i model HN exprimujici plnou délku lidského
genu pro huntingtin se 73 CAG repeticemi.** Ovce,
Ovis aries, byly jako model vybrany pro podobnost
jejich bazdlnich ganglii a mozkové kiry (mist primar-
né postizenych pfi HN) obdobnym oblastem lidského
mozku. Dalsi vyhodou ovci byla pro australské védce
jejich dostupnost a chovatelska nenaro¢nost - mohou
byt chovany pastevnim zpUsobem v pfirozeném pro-
stfedi a maji submisivni chovani vici ¢lovéku. Dulezité
ale je, Ze Ziji déle nez deset let, coz umozniuje studium
klasické formy nemoci s pozdéjsim nastupem neuro-
degenerativnich zmén a umoznuje sledovat chronické
uc¢inky mutovaného genu. Kromé toho se ocekava, ze
ovce mUze byt dobrym modelem pro farmakologické
testy, protoze jejich mozek ma predni mozek (prosen-
cephalon) srovnatelny s lidskym. To umozriuje vyuzit
chirurgické metody pro testovani moznych bunéc-
nych ndhrad nebo aplikaci genové terapie, coz neni
mozné provadét u lidi. Metodou mikroinjekce DNA do
prvojadra jednobunécnych zygot bylo vytvofeno Sest
transgennich ovci — ¢tyti berani, dvé ovce, ktefi slouzi-
li jako zakladatelé chovu transgennich jedinc(.'74
Tato linie transgennich ovci (OVT73) spolehlivé expri-
muje mutovany huntingtin ve stfednich, ale jasné
detekovatelnych mnozstvich v mozku vcéetné striata
a kortexu. Pfenos transgenu se jasné potvrdil ve tfech
generacich po sobé. U Sestimési¢nich transgennich
zvitat (n = 7) byla detekovdana snizena imunoreaktivita
GABAAa1 receptoru a globus pallidus leu-enkefalinu.

Obr. 3 - Transgenni miniprase Adélka, zakladatelka linie
exprimujici N-termindlni fragment lidského mutovaného
huntingtinu

Dvé ze tfi 18mési¢nich transgennich ovci mély korti-
kalni neuropilni agregaty, pficemz u 36mési¢niho zvi-
fete se mimo jiné detekovaly jesté intranukledrni
inkluze v piriformnim kortexu.*® U tohoto ovciho
modelu HN intenzivné probihaji rizné behavioralni
testy. Zajimavé je, Zze u tohoto modelu se nejenom
zjistila schopnost diskrimina¢niho a reverzniho uceni,
ale také schopnost zmény z intradimenzionalnich (ID)
na extradimeziondlni (ED) ulohy, coz jsou senzitivni
testy kognitivnich dysfunkci u lidi. Protoze ovce jsou
schopny vykonnych kognitivnich uloh, které patfi
mezi dulezité schopnosti primatd, maji obrovsky
potencial nejenom jako model HN, ale také pro studi-
um kognitivnich funkci a vyvoje komplexniho chovani
u zdravych zvifat.*” Mimo jiné byly u OVT73 detekova-
ny poruchy v cirkadidlnich rytmech, a to u mladych
ovci, které se u nich zhorSovaly s vékem. Zajimavosti
je, ze tyto poruchy byly pozorovdny pouze u zvifat,
kterd byla ustidjena oddélené od zdravych netran-
sgennich kus(.*® Problémem u ovci, jako u velkého
zviteciho modelu HN, zUstava nelplna dokumentace
celého ov¢iho genomu, a proto nasledné problémy

Obr. 4 - Magnetickd rezonance a spektroskopie mozku transgennich a kontrolnich wild type miniaturnich prasat ve véku 24 mésica
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s aplikaci genomickych technologii jako jsou
Affymetrix profilace a RNA seq pro analyzu gen
a patologickych drah, které mohou byt dysfunkéni
v ov¢ich modelech.*® Nedavno byl transgenni ovci
model vyuzit k optimalizaci a ovéreni bezpecnosti
terapie HN na bdazi AAV (adeno-associated virus) kon-
strukt(l, se zamérenim na jejich sifeni v CNS a pfestup
do neurona.®

Prase — miniaturni prase

Velkymi vyhodami pouziti miniprasat, oproti
ovcim jako velkych zvifecich modeld HN, je vétsi
pocet potomkl v jednom vrhu, vrh 2x do roka
a fyziologickda podobnost travici soustavy s clové-
kem. Prvni transgenni prasata pro zemédélsky
vyzkum byla vytvofena pfed tfemi desitkami let,
pficemz 90 % z nich predstavuji zvifata pro biomedi-
cinsky vyzkum. V soucasnosti probiha neustaly pro-
gres v sekvenaci prase¢iho genomu. Mimo jiné
genetické manipula¢ni techniky, jako je transgeneze
a homologni rekombinace, jsou u miniprasat pomér-
né dobie vypracovany?® a umoznily vytvoreni tran-
sgennich modell u fady lidskych chorob, jako je
pigmentosa retinis, cysticka fibroza, diabetes melli-
tus, nadorova onemocnéni, kardiovaskularni choro-
by a v neposledni fadé neurodegenerativni nemo-
ci.’® Prvni transgenni miniaturni prasata jako model
HN byla vytvofena jiz v roce 2001 pomoci pronukle-
arnich mikroinjekci mutované huntingtonové cDNA
se 75 CAG repeticemi pod kontrolou potkaniho
neuron specifického enoldzového promotoru.>' Dalsi
transgenni miniaturni prase pro studium HN bylo
vytvofeno na linii tibetského miniaturniho prasete
metodou nuklearniho transferu.>? Tato prasata expri-
movala N-termindlni konec (208 aminokyselin) lid-
ského mutovaného huntingtinu s expandovanym
polyglutaminovym traktem (105Q). Pocet kopii tran-
sgenu byl ur¢en na 3-4. Pouze jediné prase prezilo
vice nez mésic, a v ¢ase vydani publikace bylo ¢tyfi
mésice bez neurologickych symptomi. V mozku
uhynulych transgennich selat byl pozorovadn zvyse-
ny pocet apoptotickych neuront (DNA fragmentace,
pozitivita na kaspazu 3). V dlsledku poptavky po
velkych zvifecich modelech HN se prof. Jan Motlik
a jeho tym v Ustavu zivo¢isné fyziologie a genetiky,
Akademie véd Ceské republiky pokusili vytvorit
transgenni miniaturni prasata nesouci lidsky muto-
vany huntingtin.? V roce 2009 se metodou lentiviro-
vé transgeneze narodilo prvni sele exprimujici
N-termindlni konec (548 aminokyselin) lidského
mutovaného huntingtinu se 124 CAG/CAA repetice-
mi. Pocet kopii transgenu byl uréen na jeden, pfi-
¢emz jeho lokalizace byla zjisténa na dlouhém
raménku chromozomu 1 (1924-g25). Transgenni
prasnic¢ka (obr. 3) dala vzniknout F1, F2 a F3 genera-
ci transgennich miniprasat, které také exprimuji lid-
sky mutovany huntingtin.>*V roce 2011 tym profeso-
ra Motlika vytvofil také miniaturni prase nesouci
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kopii genu s plnou délkou lidského mutovaného
huntingtinu a 145CAG/CAA repeticemi, ale produk-
ce proteinu se u tohoto zvifete nepotvrdila, pravdé-
podobné v disledku zabudovani do nepiepisujiciho
mista DNA.

U linie se zkracenou délkou mutovaného hunting-
tinu byly zjistény poruchy v samcich rozmnozovacich
organech, pokles kvantity a kvality spermii, snizend
schopnost oplodnéni oocytd in vitro® a srdecni
patologie.

U 24 mésic¢nich transgennich kancl byla provede-
na magneticka rezonance (MRI, obr. 4) mozkd a var-
lat, pficemz pomoci magnetické spektroskopie (MRS)
se zjistil pokles kreatininu (tCr) v thalamu a zvyseni
poméru cholinu ke kreatininu (tCho/tCr) v striatu,
thalamu, hipokampu a bilé hmoté, coz by mohlo
souviset se zacinajicimi patologickymi zménami
a snizenim energetického metabolismu na bunéc¢né
urovni. U téchto kanct byl ve varlatech také deteko-
van pokles pomérl fosfomonoesterd a diester( k ATP
(PME/tATP a PDE/tATP), coz koreluje se snizenym
mnozstvim a kvalitou spermii a nizsi proliferaci
bunék.>>>% Ve stridtu 24mésic¢nich transgennich zvirat
se také detekovalo zvyseni imunoreaktivity IBA-1
(lonized Calcium-Binding Adapter Molecule 1, mar-
ker mikroglii — detekce zanétlivych procesu).

V krevnim séru F2 a F3 generace transgennich pra-
sat do jednoho roku Zivota byla detekovana zvysend
koncentrace IL-8. Monocyty izolované z téchto pra-
sat jsou patologicky hyperaktivni v odpovédi na sti-
mulaci, a rovnéz u nich byla pozorovana zvysena
produkce IL-8.V krevnim séru 36mési¢nich transgen-
nich prasat byla zjisténa zvysena aktivace komple-
mentového systému (klasickd i MBL cesta). Mimo jiné
v krevnim séru transgennich miniprasat byla pozoro-
vana dysbalance TGFB1 (Transforming Growth Factor
beta 1), podobné jako u pacientd s HN v preklinické
fazi choroby. V cerebrospindlni tekutiné bylo také
zjisténo snizeni IFNq, a to jiz v raném véku transgen-
nich miniprasat. Ve striatu (nucleus caudatus, puta-
men) 36mési¢nich transgennich zvifat byly mimo
jiné pomoci MW8 protilatky (pro detekci agregatl)
sporadicky detekovany agregaty. V bunkdach a tka-
nich téchto transgennich miniprasat se také zjistilo
narudeni energetického metabolismu a struktury
mitochondrii a opravy DNA po poskozeni.®57?
Nicméné prasata viSech transgennich generaci jsou
zatim bez klinickych ptiznakd HN. Prasata jsou ve
vSeobecnosti povazovdna za chytiejsi nez ovce, nic-
méné jasné dlikazy o tom chybi. Tak ¢i onak prasata
ani ovce nebyly nikdy prfedtim rutinné pouzivany
v laboratofich pro kognitivni testovani. Na druhou
stranu kognitivni testovani je dobte etablovano
u opic, coz je favorizuje.?®* Nicméné miniaturni prasa-
ta a ovce stale nabyvaji na dllezitosti jako velké ani-
malni modely. Diky své velikosti, orgdnové kapacité
a fyziologii podobné v nékolika aspektech lidem,
jsou tato zvifata vhodnd pro preklinické experimenty
a dlouhodobé bezpecnostni studie.>"”
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Diskuse a zaver

Neurodegenerativni nemoci postihuji miliony paci-
entl a jejich rodin. V dusledku komplexnosti téchto
chorob a naseho limitovaného chapani jejich patoge-
neze, je vyvoj designu terapeutickych postupd, které
by je mohly efektivné lécit, pomérné narocny. Je prav-
dépodobné, ze neexistuje a ani existovat nebude zvi-
feci model, ktery splIni vSechny pozadavky tykajici se
vétsiny nezodpovézenych otazek ve vyzkumu a vyvoji
HN. Nicméné velké zviteci modely jsou pfinosnym
doplnénim ostatnich modeld této nemoci (nizsi orga-
nismy a hlodavci). Napfiklad u transgenniho opiciho
modelu zpUsobil fragment mutovaného huntingtinu
tézkou patofyziologii a histologické analyzy mozkl
téchto opic ukazaly klasické agregdty v jaddrech a neu-
ropilu, které jsou podobné agregatiim u hlodavcd.
Tato dlouhozijici zvifata jsou ale nepostradatelna pro
svoji schopnost napodobit pomalou a progresivni
premanifestacni fazi této dédi¢né nemoci. Co je vsak
jesté dulezitéjsi, je mozné u nich studovat pribéh
nemoci pomoci senzitivhich méreni (MRI, PET, EEG,
elektrofyziologie, molekularni analyzy vcetné RNAseq,
testy motorickych a kognitivnich funkci), jejichz
vysledky by mohly byt ndpomocny pfi hledani marke-
ra HN. Velké zviteci modely HN je potfebné zaradit do
preklinickych testd zvlasté pro genovou terapii, jeli-
koz ziskand data z velkych zvifat budou cenna pro
predpovidani biodistribuce, bezpecnosti a uc¢innosti
u lidskych pacientl. Jednim z mnoha ptikladl slibné
terapie HN je RNAi (ALN-HTT), kterd je vyvijena ve
spolupraci s Alnylam Pharmaceuticals, Inc. Medtronic,
Inc. a CHDI Foundation, Inc. k utlumeni mRNA hun-
tingtinu a snizeni produkce mutovaného huntingtinu
(Alnylam Pharmaceuticals, 2011). Nicméné pro viech-
ny velké zvifeci modely HN existuje jedna limitace
a tou je, ze vSechny modely jsou transgenni, a proto
nesou dvé kopie vlastniho normalniho druhové speci-
fického huntingtinu a jednu extra kopii vneseného
lidského mutovaného. Proto zadny z téchto modell
nerekapituluje HN na genetické Urovni jako u lidi, kde
je jedna normalni a jedna mutovana alela. V soucasné
dobé se snazi prekonat tento problém firma Exemplar
Genetics (Sioux City, IA), kterad se pokousi o vytvoreni
knock-in miniprase¢iho modelu HN na genetickém
pozadi libéchovského miniprasete.
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