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UVODEM
Vazeni pratelé,

v letosnim roce si pfipominame, Ze uplyne jiz 25 let
od zaloZeni nasi Biotechnologické spolecnosti a také
Ceského svazu védeckych a technickych spole¢nosti,
jehoz spoluzakladatelem je i nase spolecnost. Tuto vy-
znamnou udalost si pfipomeneme na seminafi, ktery
se uskute¢ni 6. kvétna 2015 v poslucharné VSCHT All.
Na toto setkani Vas vSechny co nejsrde¢néji zveme
a véfime, Ze si najdete cas, abychom se na chvili sesli
a nejen zavzpominali, ale prfedevsim si pfipomnéli co
se vsoutasné dobé& dé&je v biotechnologiich v Ceské
republice. Samoziejmé nemuizeme v kratké vymezené
dobé obséhnout vie, ale pevné véfime, Ze vybér
informaci, které pro Vas pfipravujeme Vas zaujme.
Pokud bude zajem, mdzeme v téchto informacnich
seminafich pokracovat. Podrobnosti o seminafi
naleznete v pfiloZzené pozvance a na nasich webovych
strankach (http://bts.vscht.cz).

Radi bychom pfipoméli, Ze nase spole¢nost byla
velmi aktivni od samého zacatku své existence a jiz
v prosinci 1990 vydala ,nulté ¢islo” Bioprospectu, které
pfineslo nasi vizi o ¢innosti spole¢nosti, jeji prvni sta-
novy i informace o mezinarodnich aktivitach v biotech-
nologiich. V bfeznu 1991 vyslo jiz prvni regulérni Cisu
lo Bioprospectu a nastolili jsme trend Ctyf Cisel roc¢né,
ktery dodrzujeme dodnes. Dle naseho nazoru prodélal
Bioprospect positivni vyvoj jak po strance obsahové,
tak formalni. V obsahu Bioprospectu postupné uby-
valo béznych informaci, ktery prevzaly webové stran-
ky a e-mailové zpravy a zdokonaloval se obsah pub-
likovanych sdéleni. Plvodni bulletin se vlasné zménil
na regulerni ¢asopis, ktery pfinasi kratké recenzované
piehledné ¢lanky z nejriznéjsich oblasti biotechnologii.
Redakce piijima k publikaci ¢lanky nejen v ¢estiné a slo-
vensting, ale také v anglictiné. Vyuzivame v tomto smé-
ru zejména zahrani¢ni hosty, které zadame o pfispévek
do casopisu. V minulém ro¢niku jsme pak treti cislo
vénovali nékterym pracem presentovanym v priibéhu

nami organizovaného mezinarodniho symposia Bio-
Tech 2014 (www.biotech2014.cz). Do budoucna poci-
tame také s monotematickymi cisly, pokud bude o tuto
novinku zajem. Prvni vlastovkou tohoto nového trendu
je pravé prvni letosni cislo, které pfedstavuje vyzkumné
aktivity Ustavu Zivotisné fyziologie a genetiky AV CR.
Pokud budou mit nékteré instituce zajem o podobné
monotématké cislo Bioprospectu at se laskavé obrati
na nasi redakci (Petra.Lipovova@vscht.cz).

I po formalni strance doznal Bioprospect fadu po-
sitivnich zmén. Nékolikrat se zménila obalka, dafi se
dodrzovat formalni stranku publikovanych sdéleni,
viechny ¢lanky obsahuji souhrny v angli¢ting, pokud
je ¢lanek v Cesting, ¢i slovenstiné a naopak v ¢esting,
pokud je ¢lanek v anglic¢tiné. V soucastnosti pracuje-
me na dalSich vylepsenich, a to vSe jen diky dobrovol-
né praci ¢lent redakéni rady a pfedevsim vedouciho
redaktora. V této funkci se béhem téch 25 let vydava-
ni Bioprospectu vystiidali tfi vedouci redaktofi. Jako
prvni plsobil RNDr. Toma3s Vanék, CSc nasledovany
prof. Ing. Ladislavem Fukalem, CSc. V soucasnosti je
hlavnim redaktorem doc. Ing. Petra Lipovova, Ph.D.
Loriské tfeti Cislo editoval jako hostujici redaktor
doc. Ing. Pavel Kotrba, Ph.D. VSem jmenovanym pati
velky dik, Ze se této naro¢né praci s nadsenim véno-
vali ¢i vénuji. Zavérem musime podékovat jak vede-
ni VSCHT, tak CSVTS za trvalou podporu. Bioprospect
vychazi nejen v tisténé formé, ale je také (od r. 2006)
dostupny na webovych strankach Biotechnologické
spole¢nosti.

Véfime, Ze si i nadale radi prectete ¢lanky, které pro
Vas do Bioprospectu pfipravujeme, ale i jisté mnozi
z Vas zde budete radi publikovat. O historii Biotechno-
logické spolecnosti se zminime v dalsim ¢isle.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan Kas$ a Petra Lipovova
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Biotechnologicka spoleénost, VSCHT
a spolupracujici organizace

si Vas dovoluji pozvat na seminar

25 let

Biotechnologické
spolecnosti

(1. Cast)

konany ve stredu 6. kvétna 2015
v poslucharné A Il VSCHT
Praha 6, Technicka 3/1903, Budova A

(stanice metra Dejvicka, vystup ve sméru ptijezdu vlaku do ulice Solinova,
druhou ulici doleva, budova proti Narodni technické knihovné
je budova A VSCHT, poslucharna je pfimo proti vchodu do budovy)

PREDBEZNY PROGRAM:
K. Melzoch, rektor VSCHT Praha: Uvodni slovo

J. Kas: Struc¢na historie Biotechnologické spolecnosti
J. Masak: Biotechnologie na VSCHT
l. Frébort: Biotechnologie v Olomouci a okoli

M. Mandl: Biotechnologie v univerzitnim kampusu
Masarykovy univerzity v Brné

T. Cajthaml: Environmentalni biotechnologie v MBU AV CR

Zavér seminare
Vstup je volny pro vsechny zajemce

Za organizatory semindre:

Prof. Ing. Jana Zabranska, CSc. Prof. Ing. Jan Ka&3, DrSc.

S e ey
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USTAV ZIVOCISNE FYZIOLOGIE A GENETIKY AV CR, v.v.i.

Jan Kopecny, Jan Motlik

CSAV zfidila k 1. lednu 1963 Laboratof fyziologie
a genetiky hospodaiskych zvifat se dvéma pracovisti
v Uhfinévsi a v Libéchové. Ty se zménily na Ustav
fyziologie a genetiky hospodatskych zvitat CSAV v roce
1973 a nasledné na Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky
AV CR v roce 1993.

Plvodni badatelska témata, zpocatku téméf piné
orientovana na aplikovany zemédélsky vyzkum, se po-
stupné& ménila na teoretické studie. Ukoly, na nichz se
v soucasnosti pracuje, se zaméfuji od vyrazné biomedi-
cinskych studii az po témata orientovana na biodiver-
zitu a mikrobiota. Propojeny jsou spole¢nou linii sledo-
vani fyziologickych a genetickych parametrd.

UZFG AV CR patfi v systtmu Akademie véd CR
k ustavim stfedni velkosti. Sklada se z 12 laboratofi
lokalizovanych v Libéchové, Praze a Brné. Ma nékolik
spole¢nych pracovist s vysokymi skolami i s jinymi
vyzkumnymi Gstavy v CR. Ustav byl zapojen do Centra
bunécné terapie a tkanovych nahrad, Centra pro vy-
zkum biodiverzity, Centra nddorové proteomiky a rozviji
rozsdhlou mezinarodni spolupraci s renomovanymi
védeckymi pracovisti od amerického aZ po asijsky
kontinent. V ramci strategie AV CR se podilime na feseni
projektt v oblasti biomediciny, biodiverzity a potravin.
Ustav se také vyznaéuje unikatnim chovem miniprasat,
jez je vyuzivan i mnoha domécimi a zahrani¢nimi
subjekty. Z aktualné feSenych témat jsou nejzajima-
véjsi:

Markery chorob

Pfed 4 mésici jsme v Nature Methods' predstavili novy
koncept soubézného pozorovani biologickych systéma
pomoci sentinel, tj. proteind, které vypovidaji o stavu
a aktivaci specifickych biologickych proces(, s vyuzitim
metody hmotnostni spektrometrie oznacované jako
SRM (z angl. Selected Reaction Monitoring). Tento
pfistup nabizi spolehlivy prostfedek pro screeningové
hodnoceni biologickych procest probihajicich v buri-
kach béhem fyziologickych i patologickych podminek,
nebo pfi plsobeni rGznych léciv, coz je nezbytnym
predpokladem k vysvétleni podstaty chorob a nalezeni
optimalni lécby. Prace vznikla ve spolupraci s ETH
v Curychu.

Obnova chrupu

Néhrada chybéjiciho zubu kopirovanim vyvojového
procesu formovani zubu pfedstavuje mnohem pfiroze-
néjsi alternativu k implantat@im. Pfitom je nutno vytvo-
fit funkéni interakce mezi zubem, okolni kosti a peri-
odontem. Aktualni vyzkum v kraniofacialni genetice se
proto zaméfuje na mechanismy zodpovédné za sprav-
né bunécné a molekularni interakce nejenom v ramci
specifického organu, ale také v kontextu s pfilehlymi
strukturami. Vysledek studii poskytuje 3D rekonstruk-
ce prvniho mysiho molaru (M1) béhem postnatélni-
ho obdobi doplnéné lokalizaci proliferace a apoptozy

a jejich souvislosti s remodelaci okolnich struktur a for-
movanim alveolarni kosti2. Vyvoj nahradni dentice je
sledovan u zastupct plazd i savcq, ktefi maji schopnost
vyménit zuby jednou ¢&i nékolikrat za Zivot.

Molekularni ekologie

Hlavnim pfedmétem védecko-vyzkumné prace La-
boratofe molekulérni ekologie je odpovéd Zivocichd
na zménu klimatu po skonc¢eni posledni doby ledové.
Studiem fylogeografie nornika rudého byla identifiko-
vana populace tohoto lesniho hlodavce, které maji pa-
vod v tzv. kryptickych” glacialnich refugiich v oblastech
pro lesni druhy jinak neobyvatelnych. Stavajici projekty
maji za cil identifikovat geny odpovédné za fyziologické
adaptace, které nornikim umoznily v takovych pod-
minkach piezit, k ¢emuz vyuzivaji Sirokou skélu me-
todickych pfistupl véetné analyzy kandidatnich gent
a jejich produktd (hemoglobin) a genomové skeny za-
loZené na sekvenovani nové generace’.

Anaerobni mikrobiota

Anaerobni mikroorganismy v travicim traktu zvifat
a lidi svymi pocty nékolikrat ptevysuji pocty eukaryo-
tickych bunék hostitele. Komenzalni mikroby rozhoduji
o vyuzivani sloZzek potravy, potlacuji rist patogennich
mikroorganismu a ovliviuji metabolické a hormonalni
aktivity hostitele u obratlovcl i hmyzu. Zmény mikro-
bialni populace v tomto prostiedi mohou vést nebo
jsou pfiznakem zanétlivych stfevnich onemocnéni,
pravdépodobné i karcinomu stfeva. Podafilo se po-
psat bakterialni chitinolytickou populaci v travicim trak-
tu prezvykavcl i lidi. U bylozravcd se kromé bakterii
na utilizaci krmiva v bachoru podileji i anaerobni hou-
by. Mnohé izolaty vykazovaly unikétni aktivity fibrolytic-
kych enzymd, které je mozné vyuzit v biotechnologiich.
V soucasnosti probihd projekt RP7 RUMONOMICS?,
zaméfeny na popis bachorového mikrobiomu, zvyse-
ni utilizace krmiva, sniZzeni globalni produkce metanu
a amoniaku v chovech skotu a sobd.

Vznik aneuploidie v savcim vajicku

Letosni ¢islo Nature Communications® publikuje stu-
dii skupiny M. Kubelky, A. Susora a M. Angera o vzni-
ku genetickych abnormalit u embrya, které maji ptivod
pravé ve vajicku.

Aneuploidie, ktera postihuje az 35% Zen po 35.
roce Zivota, neboli chybéjici ¢i pfebyvajici chromozém
ve vajitku maze vést ke vzniku Downova syndromu. To
zplsobuje bud mentalni retardaci narozeného ditéte,
nebo neni slucitelna se zivotem a zplsobuje spontanni
potraty v 1. trimestru. Tym zjistil, Ze potlaceni funkce
molekularni drahy mTOR, ktera je zodpovédna za syn-
tézu specifickych bilkovin na spravném misté ve sprav-
ném case, ¢i jeji naruseni vede ke genomické nesta-
bilité, i kdyz je vajitko schopné byt oplozeno spermii.
Studie také popisuje, Ze syntéza bilkovin ve vajitku
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neprobihd ve viech ¢astech této buriky stejné, jak by
se mohlo predpokladat, ale probiha v takzvaném gradi-
entu, ktery je nezbytny pro vyvoj takového vajicka, které
muze byt zdkladem pro rist zdravého jedince.

Tyto vysledky maji vyznam nejen pro pochopeni pri-
marnich krokd pfi regulaci déjd v této bunice v modelo-
vém organismu mysi, ale i pro humanni medicinu.

Projekt ExXAM

Z prostiedkll evropskych strukturalnich fondG OP
VaVpl vzniklo v Libéchové nové centrum 3pickovych
laboratofi PIGMOD (Pig Models of Diseases), jehoz
vystupy sméfuji jak do teoretické, tak do aplikacni sféry.
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Vyzkum vedl k identifikaci novych biomarker( a ovéfo-
vani terapeutickych postupt pfedevsim u misniho po-
$kozeni, neurodegenerativnich onemocnéni a u lidské-
ho melanomu. Podafilo se vytvofit pIné funkéni model
Huntingtonovy choroby, ktery je vyuZivany jak v USA,
tak i Evropé®. Spoluprace laboratofi Centra PIGMOD
s aplika¢ni sférou vedle zadkladniho vyzkumu predsta-
vuje podstatnou ¢ast objemu védecké cinnosti Centra.
Jiz nyni se laboratofe centra podileji na feseni fady pro-
jektt financovanych soukromymi firmami ¢i nadacemi,
jako jsou americké HighQ, Neuralstem ¢i holandska
uniQure.

4. http://www.ruminomics.eu/

5. http://www.nature.com/ncomms/2015/150128/
/ncomms7078/full/ncomms7078.html

6. Baxa M, Hrugka-Plochan M, Juhas S, et al.: J. Huntin-
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ODBORNE PRISPEVKY

HUNTINGTONOVA NEMOC

Gabriela Kocurova, Daniela Pallova, Bozena Bohuslavova, Taras Ardan, Jan Motlik
Ustav Zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR, motlik@iapg.cas.cz

Uvodem

Huntingtonova nemoc (HN) je progresivni dédi¢né
neurodegenerativni onemocnéni zplsobené expanzi
CAG repetic v genu pro protein huntingtin (Htt). Pro
HN je charakteristicka pfedevsim rozsahla degenerace
bunék centralni nervové soustavy, ale mutace ma vel-
ky dopad i na dalsi organy a tkané, protoze mutantni
Htt je exprimovan ve vétsiné tkani. Mechanismy téchto
zmén nejsou stale dostate¢né popsany.

Z historie

Jiz v roce 1374 byla HN znama jako ,tane¢ni manie”.
Zpocatku byly tyto pohyby spojeny s kletbou sv. Vita —
proto se onemocnéni poji s ndzvem tanec sv. Vita, ale
az pozdéji byly pohyby doprovazejici tuto nemoc po-
jmenovany chorea (Paracelsus, 15. stoleti). Prvni kli-
nicky popis choreatickych pohybl podal anglicky Iékaf
Thomas Sydenham v 17. stol. Zakladnimi rysy choroby
jako napi. manifestace v dospélosti, progresivni pri-
béh s fatalnim koncem a choreatické pohyby kombino-
vané s mentalnim postizenim, byly popsané v 19. stol.
americkym praktickym Iékafem Georgem Huntingto-
nem, ktery je opublikoval v praci On Chorea 13. dubna
1872 (Obr. 1). V. 1911 C. B. Davenport podal pfesvéd-
Civé dlikazy o tom, Ze onemocnéni se pienasi autozo-
malné dominantnim zptsobem. V r. 1983 James F. Gu-
sella identifikoval gen zpUsobujici mutaci jako gen IT15
kodujici protein huntingtin a lokalizoval ho na kréatké
raménko chromozomu 4. Samotnd podstata muta-
ce podmiriujici vznik nemoci na podkladé zmnozeni
trinukleotidd (tripletu) CAG, byla objasnéna az v roce
1993.

Co zpusobuje Huntingtonovu nemoc?

HN ma autozomalné dominantni charakter, coZ zna-
mend, Ze pravdépodobnost pfenosu na potomky je
50 %. Jak jiZ bylo vySe zminéno, genetickym podkladem
nemoci je mutace kratkého raménka 4. chromozomu,
konkrétné oblasti prvniho exonu N-terminélniho kon-
ce genu pro protein huntingtin (4p16.3), kdy dochazi
ke zmnozZeni useku CAG repetic (opakovani). Nasled-
né se syntetizuje polyglutaminovy fetézec a hovoiime
o polyQ sekvenci. Polyglutamin je zndmy pro své casté
mutace, odpovidajici za fadu chorob, z nichz mdzeme
zminit napfiklad nékteré spinocerebelarni ataxie (SCA).
Nejvice se klinicky mize podobat HN SCA 17 - pacien-
ti mohou mit choreu, kognitivni deficit a poruchy cho-
vani odpovidajici HN. Proto se v literatufe piSe i o tzv.
fenokopiich HN nebo ,huntington like disease”. CAG
sekvence ma expanzivni sklony, DNA polymerasa pfi
kopirovani genomu v tomto misté obcas ,klouze”, pro-
dluZuje uvedenou repetici, a tim dochazi k pfipadim
nezdédéného, tedy de novo vyskytu HN. Fyziologicky
se v tomto useku nachazi primérné 16 — 20 opakovani.
Pfi poctu 27 — 35 opakovani se jiZ jedna o nestabilni
formu genu pro huntingtin s az 10% rizikem mezi-
generacniho prodlouzeni. Pfi poctu 36 — 39 opakovani
je progndza nejista, jedinec muze, avsak nemusi
onemocnét. U jedincl s poctem tripletd vy3Sim nez
40 je jiz velka jistota nastupu klinickych projevd HN>.
Kromé prodlouZeni Useku jsou popsany i pfipady
kontrakce, tedy redukce poctu tripletd®. Mezi poctem
opakovani a nastupem klinickych projevi obecné plati
inverzni korelace, tzn. u osob s vy3sim poctem opako-
vani dochazi ke snizeni vékové hranice nastupu klinic-

Obr. 1: George Huntington poprvé popsal chorobu ve své praci On Chorea v roce 1872.
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kych pfiznakd. Vyssi pocet tripletd je pozorovan spise
u osob s paterndlnim pfenosem vzhledem ke snadné
expanzi tripletd béhem spermatogeneze®. Pocet triple-
td neni jedinym urcujicim faktorem nastupu pfiznakd.
Pfedmétem diskuzi o zafazeni mezi potencionalni-
mi faktory ovliviujici vék propuknuti nemoci je stu-
dium polymorfismu gen( interagujicich ¢i asociovanych
s huntingtinem®.

Vyskyt HN

Prevalence je uvadéna v rozmezi 3 — 10 nemocnych
na 100 000 obyvatel a vyznacuje se geografickymi roz-
dily. Pficemz vyssi prevalence je zaznamenana v Evro-
pé a v zemich osidlenych Evropany (Kanada, Amerika,
Australie), avsak v Japonsku a dalSich zemich Déalného
Vlychodu, stejné jako v Africe, jsou piipady HN zazna-
menany také2. Vzhledem k problémim s diagnostikou
onemocnéni je malo pfesnych statistickych dat. Podle
Ewansovy studie vydané r. 2013 doslo ve Velké Brita-
nii béhem let 1990 aZ 2010 k vice neZ zdvojnasobeni
prevalence HN nemocnych, a to z 5,4 na 12,3 nemoc-
nych (pocitano na 100 000 obyvatel), pficemz nejvyraz-
néjsi narGst byl pozorovan ve vékové skupiné 51 — 60
let. Pfesnéjsi diagnostika, lepsi terapie a s tim souvise-
jici prodlouzena délka Zivota mohou byt témi faktory,
které stoji za nardistem prevalence HN v populaci. Rov-
néz vétsi ochota zaznamendavat probihajici HN do elek-
tronickych zdravotnich karet hraje v tomto nardstu svou
roli. Pro Ceskou republiku nejsou pfesna data znama,
predpoklada se vsak, ze celkovy pocet nemocnych je
okolo 10003.

Formy a projevy
Priibéh HN neni vidy jednotny a rozliSujeme nékolik
forem této nemoci.

Klasicka forma

Prvni pfiznaky se objevuji mezi 35 — 50. rokem Zi-
vota. Pocate¢ni problémy jsou nespecifické — zmény
osobnosti a poruchy chovani (napi. deprese, Uzkost,
iritabilita). Pozdéji poruchy pozornosti, uceni, kratko-
dobé paméti, mentalni flexibility. Charakteristické jsou
také mimovolni pohyby a porucha cilenych pohyb
(Obr. 2). V pozdéjsim stadiu se projevi demence
a dochézi k rozvoji nestability a padtim. Nedilnou sou-
¢asti nemoci jsou poruchy artikulace, polykani a vahovy
ubytek. V pokrocilém stadiu mimovolni pohyby postup-
né ubyvaji. Pribéh nemoci je individuélni, ale kazdy
pacient se zhruba v pribéhu 15 let stava zavislym
na péci okoli.

Juvenilni forma

Zacina obvykle pfed 20. rokem Zivota, v 0,5% pfi-
padt jsou pacienti s klinickymi pfiznaky mladsi 10 let.
Prevalence je pfiblizné 5% z celkového poctu posti-
zenych HN. Typickym zacatkem je nezvladani skolnich
aktivit v dasledku kognitivnich poruch a motorického
zpomaleni. Jasnym pfiznakem je diskoordinace po-
hybd. Pozorujeme takové poruchy chovani, jako jsou
vybuchy zlosti, agresivita, asocialni chovani. Rigidita,
dystonie a hypokineze jsou hlavni pfi¢inou rychle pro-
gredujici poruchy stability a chiize. Mimovolni pohyby
u této formy se obvykle neobjevuji. Asi ve 30 % pfipa-
dt jsou registrovany epileptické zachvaty. Dochazi také
k porucham polykani a vyslovnosti. Rychla progrese
vede k demenci a nesamostatnosti, kdy je pacient cel-
kové zavisly na péci okoli.

Forma s pozdnim ndstupem
Prvni pfiznaky pozdni formy HN se zacinaji objevovat
u pacientt okolo 60. roku Zivota. Velmi vyjime¢né u né-

Obr. 2: Pro HN jsou typické choreatické pohyby a mentalni postizeni.
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kterych pacientli dochazi k rozvoji pfiznak( po dovrseni
70 let. Prevalence je okolo 5 %. Tato forma ma pomaly
prabéh a pacienti se doZivaji primérného véku zdravé
populace. Hlavnim pfiznakem jsou mimovolni pohyby.
Zakladni denni aktivity pacient zvlada a je po motorické
strance sobéstac¢ny. K vyrazné demenci rovnéz vétsinou
nedochazi'™ 2.

Patogeneze a lécba

Pro HN je charakteristické poskozeni projekénich
striatdlnich neurond. V prvé fadé se jedna o GABAergni
neurony produkujici enkefaliny, na nichZ jsou ulozeny
D2 dopaminové receptory. Nasledné dochazi k degem
neraci neurond s D1 dopaminovymi receptory produ-
kujicich kromé GABA také substanci P Interneurony
nevykazuji tolik zndmky poskozeni. Bunécna ztrata se
projevuje jako atrofie striata a je pozorovatelna pomoci
zobrazovacich metod, jako jsou CT ¢i MR. Kromé striata
dochazi v pozdéjsich stadiich onemocnéni k poskoze-
ni dalSich struktur mozku (napi. mozkové kury). Tato
poskozeni jsou casto spojena se zvySenou proliferaci
gliovych bunék, coz je znamkou néstupu urcitych repa-
racnich procesd. Kone¢nym stavem je celkova atrofie
mozku®.

Mechanismus vzniku a patogeneze HN neni zcela ob-
jasnén, ale existuje nékolik teorii. Prvni z nich poukazu-
je na skute¢nost, Ze se buriky zabijeji samy, a to v di-
sledku chemickych zmén vyvolanych HN. Onemocnéni
spousti pfed¢asnou smrt neuron@ urychlenim apopto-
zy — védci zjistuji, zda za to mize pfitomnost pozmé-
néného huntingtinu. VlozZili lidsky mutovany HN gen
mysim, aby mohli studovat osud jejich nervovych
bunék a zjistili, Ze se u mysi vyskytuji rovnéz shluky pro-
teinu Htt (agregaty), stejné jako v nervovych buiikach
pacientt s HN. Jiné studie prokazaly, Ze agregaty ve sku-
te¢nosti obsahuji jen ¢ast zménéného Htt, z néhoz se
pravdépodobné v ur¢ité chvili odstépila ¢ast s mutova-
nym polyglutaminem. Vznikaji tak cytotoxické fragmen-
ty proteinu, které konc¢i v bunécném jadre. | kdyz zatim
neexistuje zadna lécba, ktera by zastavila nebo zvrétila
pribéh tohoto onemocnéni, mohou byt pouZity léky
upravujici nékteré poruchy chovani a hybnosti spojené
s HN. Je v3ak dllezité mit na paméti, Ze se tim pomaha-
ji udrzet klinické ptiznaky pod kontrolou, i kdyz pouze
po urcitou dobu, ale neléci se samotna nemoc.

Struktura a funkce huntingtinu

Huntingtin (Htt) je protein nachazejici se fyziologic-
ky v téle. Patfi k ubikvitérnim proteinim a je exprimo-
van ve vSech bunkach téla, nejvice v mozku a testes'™.
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V nervovych burikach je pfitomen v cytoplazmé. Co
se tyce struktury, obsahuje nékolik oblasti, a to N-ter-
minalni ¢ast (17 aminokyselin), Poly(Q) usek, Poly(P)
Usek, C-konec a tzv. HEAT domény. Htt zasahuje napf.
do buné¢ného transportu, mitochondridlnich funkci,
synaptického pfenosu a také do exprese jinych protei-
nd. K nejddlezitéjSim z nich patfi mozkovy neurotrofni
faktor (BDNF, brain-derived neurotrophic factor), jez se
Gcastni pfenosu latek uvnité neuronu, ovliviiuje adapta-
ci na poskozeni a oxidacni stres, rovnéZz ma antiapop-
toticky ucinek (ovliviiuje buné¢nou smrt). Huntingtin je
ale vyznamny nejen pro centralni nervovou soustavu,
ale tcastni se také hematopoézy (krvetvorby) nebo pu-
sobi na vyvoj plodu. Jedna se o protein pro organis-
mus zcela nepostradatelny. Uplna ztrata genu pro Htt
(tzv. knock-out) u zvifecich modelt vedla k vyrazné po-
ruse neurogeneze neslucitelné se Zivotem™.

Molekulova hmotnost (kolem 348 kDa) a délka (asi
3 144 aminokyselin) huntingtinu zavisi na poctu CAG
opakovani. Zvyseny pocet opakovani je zodpovédny
za patologickou konformaci proteinu do formy beta
skladaného listu, jez se fyziologicky nevyskytuje. U muto-
vaného proteinu dochazi ke zméné jeho funkce s toxic-
kymi nasledky. Patogeneze spojend s mtHtt je stale
pfedmétem zkoumaéni, nicméné hovofi se o excito-
toxicité, oxida¢nim stresu, apoptotickych procesech,
aktivaci mikroglii, mitochondrialni dysfunkci, defektu
neurogeneze', poruchach axondlniho a vezikularni-
ho transportu, poruchach postsynaptické signalizace
a transkrip¢nich poruchach®™. Je predpokladan také vliv
patologického Htt na ubikvitin-proteazomovy' a lyso-
zomovy systém'. Mutovany Htt ma diky své zménéné
konformaci a defektiim v proteolytickych systémech
tendenci k agregaci, kdy v jadrech neuron(i nachazime
v pozdéjsich stadiich nemoci inkluze Htt a v cytoplazmé
jsou pozorovatelné agregaty Htt. Vyznam agregatt neni
zcela objasnén. Pies pocatecni pfedpokladanou toxic-
kou funkci se v novéjsich studiich objevuje hypotéza
tvorby agregétt jako protektiva pred Skodlivymi tcinky
volnych a intermediarnich forem Htt. Podle nékterych
studii neurony bez inkluzi a agregatli umiraji rychleji
neZ neurony s témito formacemi®.

Zaver

Huntingtonova nemoc je jednim z onemocnéni,
na které stale nebyl nalezen vhodny Iék. Z toho diivo-
du probihd mnoho studii zabyvajicich se osvétlenim
patogenetickych mechanismi této zakefné nemoci
s jedinym cilem, nalezeni vhodné terapie. Nasledujici
prispévky se snazi o charakterizaci HN z nékolika pohle-
d@, na néz se soustieduje vyzkum UZFG v Lib&chové.
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Souhrn

Kocurova G., Pallova D., Bohuslavova B., Ardan T., Motlik J.: Huntingtonova nemoc

Huntingtonova nemoc je progresivni dédi¢né neurodegenerativni onemocnéni s autozomalné dominantnim typem dédi¢nosti a nastu-
pem klinickych pfiznakd okolo 30 - 50 roku Zivota. Podkladem nemoci je mutace genu pro protein huntingtin. Dochazi ke zmnozeni
CAG repetic a syntéze polyglutaminu. Vlivem odumirani neuront se objevuje mozkova atrofie, pacient trpi zménami nalad, zhorSenim
kognitivnich a motorickych funkci, depresemi. Nakonec dochazi k celkovému rozpadu osobnosti.

Klicova slova: Huntingtonova nemoc, huntingtin, CAG repetice, chorea, demence, deprese, GABAergni systém

Summary

Kocurova G., Pallova D., Bohuslavova B., Ardan T., Motlik J.: Huntington’s disease

Huntington’s disease is a hereditary progressive neurodegenerative disease with an autosomal dominant pattern of inheritance and
the onset of clinical symptoms about 30 to 50 years of age. A basis of the disease is a mutation of gene for a huntingtin protein. There
is a multiplication of CAG repeats and the synthesis of polyglutamine. Due to death of neurons, a cerebral atrophy occurs, patients suffer

from mood swings, impairment of cognitive and motor functions, depression. Finally, there is an overall personality breakdown.
Keywords: Huntington'’s disease, huntingtin, CAG repeats, chorea, dementia, depression, GABAergic system

TESTIKULARNA DEGENERACIA PRI HUNTINGTONOVE)

CHOROBE

Bozena Bohuslavova, Monika Macakova

Ustav Zivoéisné fyziolégie a genetiky AV CR, bohuslavova@iapg.cas.cz

Menej zndmym obrazom Huntingtonovy choroby
(HD) u ludi st zmeny na reprodukénom ustrojenstve
muzZov. HD je chorobou stredného veku. Jej klinicky
obraz sa rozvija u tzv. fudi v riziku, nositelov génu pre
HD, najviac od 35 — 50 rokov veku. Len maly pocet ludi
v riziku (10 %) vykazuje symptomy pred 20 rokom Zivo-
ta. Muzi s génom pre HD teda mo6zu splodit deti vcas,
eSte pred prvymi priznakmi. Treba uviest este jeden
zaujimavy fakt, a to Zze osobam v riziku je odportcané
vyuZit sluzby asistovanej reprodukcie s prenatalnym ge-
netickym skriningom HD, ¢o mozZe také ulahcit oplod-
nenie aj u menej kvalitnych spermii. Poruchy repro-
dukénej sustavy u HD bola prvykrat zistena u mysich
modelov HD. Neskér sa tento fenomén skimal na po-
smrtnych vzorkach pacientov s HD. Celkova testikular-
na degenerécia sa prejavi abnormélnou morfolégiou
semenotvornych kanalikov a atrofiou semennikov.'
Zo studii dosli vedci k vysledku, ze pacienti s Hunting-
tonovou chorobou maju vyrazne znizent spermioge-'-
nézu.

Spermiogenéza a spermiacia

Spermiogenéza zacina v obdobi pohlavného do-
spievania. Prebieha pocas celého obdobia pohlavného
zivota. Uskutocriuje sa v semenotvornych kanélikoch
semennika. Nastup spermiogenézy je pod kontrolou

gonadotropnych hormoénov hypofyzy. Spermiogenézu
reguluje folikulo-stimula¢ny hormén (FSH). Dochédza
k redukcii chromozémov a zo spermiocytov vznikaju
spermatidy. Poslednou fazou spermiogenézy je sper-
miohistogenéza. Je to metamorféza spermatid, pocas
ktorej sa okrthla, nepohybliva spermatida premieria
na Stihlu pohyblivi spermiu’. V priebehu metamor-
fozy vznikaju Specifické Struktiry spermie potrebné
na oplodnenie. Vytvara sa akrozém, bicik a sti¢asne sa
spermia zbavuje vody a nepotrebnych organel. Nako-
niec dochadza k spermiacii. Ide o proces, pri ktorom
su dozreté spermatidy uvolfiované zo Sertoliho buniek
do semenotvornych kanalikov. T4 sa vykonava v prie-
behu niekolkych dni na apikalnom okraji semenotvor-
ného epitelu a zahfiia niekolko krokov, vratane re-
modelécie hlavy spermatidy a odstranenia Specializo-
vanych adhéznych Struktdr az po konec¢né uvolnenie
spermatid zo Sertoliho buniek'.

Chyby v spermidcii

V priebehu spermidcie méieme pozorovat rozne
poruchy. Z jednou z najcastejSich chyb je oneskorené
prepustanie spermatid zo Sertoliho buniek. 30 % sper-
matid, ktorym sa nepodari prejst Sertoliho bunkou,
su touto bunkou fagocytované.' Predpoklada sa, Ze
niektoré chyby spermiacie nesmi obmedzovat uvolne-
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nie spermatid, ale budi mat za nasledok uvolnenie
spermatid s abnormélnou morfolégiou.! Abnormalna
spermiacia moze mat negativny vplyv na skorsi vyvoj
zérodo¢nych buniek.

Reguldcia spermidcie

Zlyhanie spermiacie mozZe byt znamkou toho, ze
v semennikoch nie je vSetko v poriadku. Tie su vyso-
ko citlivé na niektoré narusenia, predovsetkym na latky
toxické pre reprodukciu. Ta je regulovana na mnohych
trovniach réznych signalnych dréah.

Endokrinné a parakrinné reguldcie

Spermiacia reaguje na zmeny testikularnych hor-
moénov. FSH a androgény posobiace na receptory
v Sertoliho bunkach, st hlavné regulatory spermiacie.
Ak tieto hormény chybaju (napriklad po hypofysekto-
mii) dochadza k spomaleniu, az k naslednému zastave-
niu spermidcie. Estrogén moze taktiez regulovat sper-
midciu'. Estradiol potlaca FSH a intertestikularne hladi-
ny testosterénu. Tento rezim zvySuje apoptozu buniek,
¢o znac¢ne indukuje zmeny spermiacie.

Kyselina retinovd, ktora sa metabolizuje z retinolu
(vitamin A) Ucinkuje vdazbou na retinoidné receptory.
Tie riadia expresiu génov. Kyselina retinova posobiaca
na retinoidny receptor v Sertoliho bunkach je taktiez
nevyhnutna pre spermiaciu.'

Oxytocin je produkovany v Leydigovych bunkach
v dobe, ktoré sa zhoduje so zaciatkom spermiacie.
Stimuluje kontraktilitu semenotvornych kanalikov.
U zvierat, ktorym bolo v nadmernom mnozstve poda-
vany oxytocin dochadzalo skoér k spermiécii. Naopak
pri nedostatku oxytocinu k zaciatoku spermiacie do-
chadza neskor.!

Testikularna degeneracia pri Huntingto-
novej chorobe

Pacienti s Huntingtonovou chorobou maju Specificku
reprodukénti patoldgiu, pri ktorej dochadza k znizeniu
poctu zarodo¢nych buniek a abonormalnej morfolégii
semenotvorného kanalika.2 Dochadza k zniZeniu hla-

diny testosteronu a k strate Gonadotropnych (GnRH)
neurénov v hypotalame, k poruseniu trasy hypotala-
mus — hypofyza — gonéady. To naznacuje, Ze testikuldrna
patoldgia je vysledkom pdsobenia priameho toxického
uc¢inku mutovaného proteinu huntingtinu v semen-
niku a je podporovand skuto¢nostou, ze huntingtin
ma vysoku expresiu ovplyviiujucu bunkovt populéciu
v semennikoch. Z pokusov vyplyva, Ze expresia protei-
nu huntingtinu v mozgu je velmi podobna expresii pro-
teinu v semennikoch.? Podobne, ako v mozgu do-
chédza k atrofii, m6Zzeme tuto atrofiu pozorovat i v se-
mennikoch.

Porusenie trasy hyptalamus — hypofyza — gonady

Mnohé prace poukazuji na deficity trasy hypotala-
mus — hypofyza — gonady (HHP). V hypotalame sa pro-
dukuje GnRH, ktory stimuluje tvorbu Luteiniza¢ného
hormoénu (LH) a FSH z hypofyzy. Nasledne LH stimuluje
Leydigove bunky v semennikoch k produkcii testostero-
nu. FSH interaguje so Sertoliho bunkami a stimuluje vy-
voj spermii. Bolo preukazané, Zze muzsky pacienti maju
znizené hladiny LH a testosterdnu, ale hladiny FSH nie
si pozmenené.?

Van Raamsdonk a kol. 2007 dosli k vysledku, zZe pa-
cienti s Huntingtonovou chorobou maju vyrazne zni-
Zenu spermiogenézu.2 S porovnavanim zo zdravymi
pacientmi dochadza k signifikantnému znizeniu poctu
spermatocytov a spermatid. U niektorych pacientov sa
zdaju byt semenniky aspermické. Bola zistena Gplna
absencia spermii. Taktiez u pacientov mdZeme pozo-
rovat silnejSiu stenu semenotvornych kanalikov oproti
zdravym kontroldam. Na zaklade bodovacieho systému
podla zévainosti zmien v semennikoch, dalej poctu
spermii a spermatocytov, hrubky stien tubulov a prie-
meru prierezov semenotvornych kanalikov sa zistilo,
ze vzorky s najdlhdim poctom opakovani CAG repeti-
cii mali najzévainejSie poskodenia. Van Raamsdonk
(2007) uvéadza, 7e expresia proteinu Huntingtinu
v mozgu je velmi podobné expresii proteinu v semen-
nikoch?. Tento poznatok ndm méze byt napomocny
pri dlhodobych stadiach vplyvu mutantného Htt
na zvieracie modely HD.

Obr. 1: Atrofia semennika transgenného mini prasata s Huntingtonovou chorobou. Viavo vidime semennik zdravého
kanca, semenotvorné kanaliky st priechodné a plne funkéné. Vpravo je semennik od transgénneho zvierata, ktory je atroficky,
semenotvorné kanaliky st atrofované, skoro nepriechodné. Kanci boli zabity vo veku 36 mesiacov.

Foto — UZFG AV CR Libéchov
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Transgénne miniprasata tgHD a fertlita
tgHD kancov

Miniprasa je vhodny druh pre stadium prejavov cho-
roby, pretoze ma velky gyrencefalicky mozog a dlhy
zivot> Navyse hlboké znalosti reprodukcie prasiat
umoziuju priame neinvazivne porovnavanie repro-
dukénych parametrov medzi transgénnym zvieratom
a kontrolou v ur¢itom veku.* Kanci pohlavne dospievaju
vo veku 5 — 6 mesiacov.

N&s vyskum moézeme rozdelit na pokusy za Zivota
mini prasata a po smrti zvierata

Pokusy pocas Zivota mini prasata

Po odbere a spracovani semena ur¢ujeme pocet sper-
mii v ejakulate, ich progresivitu a motilitu. Na presné
zistenie tychto parametrov pouzivame Sperm Cell Ana-
lyzer. Zo spracovaného semena, ktoré uskladiiujeme
v chladni¢ke, robime ,survival test”. Ide o kazdodenné
meranie progresivity a motility spermii pocas piatich
dni za sebou. Semeno mozeme taktiez pouzit na vyko-
nanie penetra¢ného testu, aby sme zistili schopnost ¢i
su spermie schopné penetrovat do oocytu. Na zistenie
lokalizécie proteinu huntingtinu vykonavame imuno-
histochemické pokusy. Priblizne raz za Stvrt roka posie-
lame vzorky semena do prazského laboratéria, na urce-
nie mitochondridlnych abnormalit u spermii.

Pocet spermii v ejakulate u kancov vo veku 13 — 26
mesiacov bol signifikantne zniZeny.> Priemerny pocet
spermii u TgHD bol medzi 2,45 - 3,65 x 10° oproti 8,
15 —12,48 x 10° u WtHD kancov.

Pokusy po smrti zvierata

Po humannom zabiti zvierata, a odobrati semennika
s prisemennikom prikro¢ime k ich preplachu. Zo zis-
kanych spermii urobime analyzu Sperm Cell analyza-
torom. Nasledne semeno spracujeme a mozieme ho
poutzit na imunohistochemické reakcie. Okrem semena
na imunohistochemické pokusy pouzijeme aj semen-
nik.

Prvé predbeiné pokusy ukazali u TgHD kancoy,
ktory mali vyrazne znizent reproduként schopnost, do-
Slo k atrofii semennikov a semenotvornych kanalikov.
Velkost semennika u WtHD kanca bol 7 x 5 oproti se-
menniku TgHD kanca s velkostou 5,7 x 4 cm.
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Obr. 2: Oplodneny oocyt. Penetracny test: oplodneny oocyt
s 2 prvojadrami a 1 dekondezujticou sa spermiou s uvolne-
nym bi¢ikom. (polyspermia je beina v in vitro oplodneni
u prasacich oocytov pozn.)

Bol pouzity mikroskop CARL ZEIS JENA, zvécSenie obrazku
je 25x.

Foto — UZFG AV CR Libé&chov

Zaver

Vlysledky mnohych stadii poukazuji na vyrazné
poskodenie reprodukénych parametrov u pacientov
s Huntingtonovou chorobou. Tieto zmeny nepozoru-
jeme len u ludi, ale mézeme ich pozorovat aj u tran-
sgénnych prasiat, alebo u transgénnych myssi. Nasou
snahou je ¢o najlepsie preskiimat mechanizmus skod-
livého pdsobenia Huntingtonovej choroby na repro-
dukény aparét a ozrejmit i patogenézu ochorenia.

Podékovani: Financovano z projektu 7F14308 Czech-
-Norwegian Research Programme a vyzkumného
Centra PIGMOD (C2.1.05 12.1.00103.0124).

3. Baxa M, et al.: J. Huntington’s Dis. 47 (2013).

4. Macakova M, Pavlok A, et al.: Poster abstract 84,
8" Annual HD therapeutics conference: a forum for
drug discovery & development 105, (2013).

Bohuslavova B., Macakova M.: Testikularna degeneracia pri Huntingtonovej chorobe

Pri Huntingtonovej chorobe dochéadza k testikularnej degeneracii. Ta je nasledne pri¢inou znizenej reprodukénej schopnosti pacientov.
Do teraz ale nie je zistend presna pric¢ina spdsobujlca poruchu spermiogenézy. Naslednymi Stidiami by sa mohla tato pri¢ina objasnit
a tym taktiez napomact k objasneniu patogenézy mutovaného huntingtinu.

Kliicové slova: Huntingotnova choroba, semennik, spermia

Summary

Bohuslavova B., Macakova M.: Testicular degeneration in Huntington’s disease
One of the effect of Huntington’s disease is the testicular degeneration. It causes a reduced reproductive capacity of patients. Unfortuna-
tely, up to now the exact cause of the malfunction of spermiogenesis is not know. Subsequent studies could clarify the cause and thus

help to clarify the pathogenesis of mutated huntingtin.
Keywords: Huntingotnova disease, testes, sperm

Bioprospect ¢. 1/2015

Ro¢nik 25



ZVIiRECi MODELY HUNTINGTONOVY NEMOCI

Daniela Pallova, Zdenka Ellederova

Ustav Zivoéisné fyziologie a genetiky AV CR, v. v. i. Libéchov, pallova@iapg.cas.cz, ellederova@iapg.cas.cz

Uvod

Vnesenim mutace zpUsobujici vznik Huntingtono-
vy nemoci (HN) do genomu nejriiznéjsich Zivocich(,
muzeme sledovat nékteré patofyziologické mechanis-
my a bunéfné pochody, pfipominajici onemocnéni
u lidi. Onemocnéni je zplisobeno expanzi trinukleotidu
CAG (cytosin-adenin-guanin) v genu pro protein hun-
tingtin (Htt). HN ma autozomalné dominantni charak-
ter, coz znamena, ze pravdépodobnost pfenosu na po-
tomky je 50%. Projevuje se mimovolnymi pohyby,
poruchami chovani a kognitivnich funkci. Védecky po-
krok v HN se opird o dostupnost vhodnych zvifecich
modell, které umoziiuji nahlédnout do genetiky, ¢i
do patofyziologie této nemoci. Od identifikace genu
zodpovédného za HN byla vyvinuta fada zvifecich mo-
del@ tohoto onemocnéni. Velké zvifeci modely, jako
jsou napfiklad domaci hospodafska zvitata, nabizeji né-
které vyrazné vyhody oproti hlodavc@im. At uz je to vétsi
mozek, ktery je pfistupny pro zobrazovani a intrace-
rebrélni terapie, delsi Zivotnost, nebo podobna morfo-
logie a funkce organu. Nejéastéjsi otazka viak zni, ktery
z téchto modell nejvice rekapituluje lidskou nemoc?

Bezobratlé modely HN

Nejcastéji studovanymi zvifecimi modely jsou hlo-
davci, ale také se pouzivaji nesav¢i modely HN. Prikla-
dem jsou modely bezobratlych, jako je hadatko obecné
Caenorhabditis elegans, octomilka obecna Drosophi-
la melanogaster, nebo danio pruhované Danio rerio,
které umozriuji rychlé testovani specifickych hypotéz
a novych terapeutickych strategii'. Tato zvifata v mnoha
ohledech rekapituluji lidské onemocnéni, véetné bu-
nécné smrti a tvorby agregatd. Zaroven kratka zivotnost
bezobratlych umoziiuje jednoduse a levné vytvaret
velké mnoiZstvi zvifat. Nicméné dikladné zhodnoceni
procest vyvolavajicich HN, jez je nezbytné pro vyvoj
novych lé¢ebnych postup(i, vyzaduje v kone¢ném du-
sledku komplexné;jsi modely>.

MysSi modely HN

Dominantni charakter genové mutace HN umoznil
snadno vytvorit genetické modely v nékolika druzich
s mutaci zpUsobujici abnormalni neurologicky fenotyp
u vsech zvifat, ve kterych je exprimovan. Byly vytvofeny
mysi a potkani linie nesouci bud zkracenou nebo celou
(full-length) formu mutovaného genu pro huntingtin
a to vloZzeného do genomu nahodné (transgenni mo-
dely), nebo specificky do genového lokusu pro Htt da-
ného organismu (knock-in modely).

Transgenni modely

R6/1 a R6/2 transgenni mysi modely byly nejprve
charakterizovany Batesovou a kol.,, a stale patii mezi
nejrozsifenéjsi transgenni mysi modely>. Nejlépe po-
psanym a nejcastéji pouzivanym modelem jsou R6/2

mysi nesouci repetici se 144 triplety CAG a vykazujici
progresivni pohybovy deficit, rychly ubytek hmotnos-
ti, poruchy uceni a paméti, poruchy chovani (Obr. 1)
Velky pocet opakovani v modelu R6/2 odpovidé juve-
nilnimu néstupu pfiznakd HN u lidi. U nékterych R6/2
mysi je znamo, Ze se pfiznaky objevi jiz ve 4 tydnech,
i kdyZ primérny vék nastupu symptomi je 9. -11. tyden.
Zvitata umiraji v priméru ve véku 10 az 13 tydnd, zfidka
piezivaji vic nez 14 tydn(.

Obr. 1: Srovnani R6/2 transgenni mysi a kontroly ze stej-
ného vrhu. Vzhledem k extrémni délce CAG opakovani jsou
projevy HN u transgend velmi vyrazné. R6/2 transgenni my3
demonstrujici sto¢eni do klubi¢ka pfi povéseni za ocas, zatim
co kontrola se chova pasivné2.

Mysi R6/2 nesou v genomu mensi pocet CAG repetic
nez mysi R6/1, a proto u nich pozorujeme mirné;si pfi-
znaky, pozdéjsi nastup nemoci, kolem 13. - 20. tydne
a také delsi dobu prezivani, vétsinou vic nez rok?. Tento
transgenni model se nepouZiva tak casto jako model
R6/2, proto je také méné prozkouman.

Borchelt a kol. vytvofili N171-82Q transgenni mysi
model exprimujici 171 N-terminalnich aminokyselin
lidského Htt pod kontrolou mysiho promotoru, jehoz
fragment obsahuje 82 CAG repetic, proto se pfiznaky
projevi az po nékolika mésicich, umiraji okolo patého
meésice*. Pravé pro pozdéjsi nastup motorickych symp-
tomU a striatalni degenerace je tento model atraktivni
pro studium presymptomatickych terapii.

Knock-in modely

Knock-in my3i modely jsou z genetického hlediska
povazovany za nejvhodnéjsi pro studium HN. Viytvoieni
téchto mysi zahrnuje nahrazeni ¢asti mysiho genu pro
Htt mutantni lidskou kopii, kterd obsahuje expandova-
nou oblast CAG. Tyto mysi modely se vyznaluji poz-
déjSim nastupem behavioralnich a neuroanatomickych
zmén. Nicméné jejich poruchy chovani nejsou tak vy-
razné jako u transgennich modeld, a kdyz jsou pfitom-
ny, obvykle trvd mnohem déle nez se vyvinou?.
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Kondiciondlni modely

V r. 2000 Yamamoto a kol. vytvofili kondicionalni mysi
model HN, u kterého je mozné inaktivovat mutovany
gen tetracyklinem podanym v potravé. Piekvapivé byl
po inaktivaci pozorovan ubytek vytvofenych agregatd
Htt a doslo i ke zlep3eni klinického stavu zvifete®

Dostupnost mnozstvi rliznych mysich modelt HN po-
skytuje vykonné nastroje pro preklinické testovani tera-
peutickych strategii, protoZze mysi maji podobné gene-
tické pozadi a délky repetic CAG jako lidé. Kromé toho
latky mohou byt testovany na zvitatech pifed nastupem
choroby a Gdaje mohou byt zméfeny pomérné rychle
vzhledem ke kratké Zivotnosti mnoha mysich modelt
HNe.

I kdyZ neni pochyb o tom, Ze diky hlodavciim s HN se
dosahlo mnoho védeckych poznatkd, jejichz uZite¢nost
ale limituje nékolik omezeni. Za prvé mozky hlodavci
se vyznamné lisi od ¢lovéka, jak v jejich malé velikos-
ti, tak i v jejich neuroanatomické organizaci a za dru-
hé hlodavci maji mnohem kratsi délku Zivota nez lidé,
¢im se vylu¢uje moznost studovat dlouhodobé zmény’.
Pravé z téchto poznatkl vznika potieba hledani novych
velkych zvifecich modeld HN.

Velké zvifeci modely HN

Velké sav¢i modely HN mohou prokazat patologické
rysy, které jsou vice podobné pacientlim, a proto mo-
hou pomoct odhalit vice G¢innych terapeutickych cilGe.

Z hlediska vyvoje jsou ¢lovéku nejblize néktefi prima-
ti — opice. Maji podobné genomy a stavbu mozku jako
¢lovék, ¢imz predstavuji unikatni zvifeci modely pro
studium patogeneze a pribéh nemoci. Primatim jako
modelim HN se vénuje jen nékolik tymd badateld.
Anthony Chan a kol. vytvorili skupinu kontrolnich a HN
opic makak rhesus (Macaca mulatta) pro dlouhodobé
studium kognitivnich poruch a poruch chovani pomoci
nuklearni magnetické rezonance. Jejich cilem je vypra-
covat integrovany casovy pribéh rozvoje a progrese
onemocnéni u opic s HN, ktery usnadni jejich budouci
vyuziti v preklinickych studiich®. Tym Jodi McBrideové
také pracuje s modelem makak rhesus, na kterém sle-
duje markery a symptomy onemocnéni, které mdzou
byt pouzité k posouzeni a zlepSeni prediktivni Gc¢innosti
terapeutickych latek™. Avsak aby mohly byt primati pfi-
jatelni jako zvifeci model pro vyzkum HN, je tieba pre-
konat nékolik prekazek, které stoji v cesté. V pribéhu
nemoci se ocekavaji nejen motorické, ale i psychické
a kognitivni poruchy, takie v ramci experimentalni-
ho testovani nastavaji vazné praktické a etické otaz-
ky. Zvladnout nemocna zvifata v opici kolonii je vel-
mi obtizné a dlouhodoba izolace, ktera se v pribéhu
HN vyZaduje, m@ze primatim zpUlsobit stres vyustujici
v deprivaci.

Dalsim vhodnym modelem pro studium HN jsou také
ovce (Ovis aries L.), a to nejen kvili analogické morfo-
logii mozku ve srovnani s ¢lovékem, ale také se srov-
natelnou télesnou hmotnosti a podobnymi télesnymi
systémy. Proto byly také pouzivany jako modely v sou-
vislosti s reproduk¢ni biologii, respira¢ni a kardiovasku-
larni fyziologii a dalSimi. Zaroven se vyznacuji dobrou
a dlouhou paméti a také rychlou schopnosti ucit se.
To umoznilo Jenny Mortonové rozvijet kognitivni testy

podobné testim na lidech. Védci tak mohou studovat
uplny prabéh HN, ktery je u ¢lovéka spojen s postup-
nym mentéalnim a motorickym ubytkem a srovnat ho se
zdravymi jedinci’.

Stale castéji se v biomedicinském vyzkumu vyuzivaji
prasata (Sus scrofa) a to nejen kvli fyziologii podobné
¢lovéku. Oproti ovcim maji prasata urcité vyhody jako
napfiklad pocetny vrh. Vyhodami v poutziti prasat pro
studium neurodegenerativnich onemocnéni je zejmé-
na podobnost lidského a prase¢iho mozku. Problémem
muzZe byt hmotnost téla, ktera pfi velkém narlstu je jen
tézko vyuzitelna pro experimentalni tGcely. To je diivod,
pro¢ se pii vyzkumu uplatfiuji miniprasata. Jedinym
pracovistém, které ma tento praseci model HN je pravé
Ustav zivocisné fyziologie a genetiky (UZFG) v Libg-
chové.

Libéchovska miniprasata z UZFG

V roce 2009 se nam na Ustavu Zivo&isné fyziologie
a genetiky Akademie véd CR, v. v. i,, v Lib&chové, poda-
filo vytvofit transgenni miniprase, které nese ¢ast genu
pro lidsky mutovany Htt (Obr. 2)". Pfenos do prase-
Cich zygot se uskute¢nil pomoci lentivirového vektoru
nesouciho N-terminalni cast lidského huntingtinu
se 145 CAG/CAA repeticemi. Jakmile embrya dozré-
la do stadia blastocysty, byla laparoskopicky vloZena
do vejcovodl nahradnich matek. Takto ziskané zvifeci
modely-miniprasata, jsou schopny se pfirozené roz-
mnozovat a pfenaset vloZzeny gen na potomky.

Prvni transgenni miniprase byla prasnicka Adela, kte-
ra se stala zakladatelkou linie transgennich miniprasat
s vlozenym genem HN (transgenni HN-TgHD) a také
netransgenni WT (wild type). Podil transgennich je-
dinct je ve vrzich piiblizné 40 %. Kfizenim TgHD a WT
miniprasat vznikly postupné 4 filialni generace (oz. F1,
F2, F3, F4). Kanci z F1 generace prosli pfed prvnim
rokem Zivota andrologickym vySetienim a byli zafaze-

waw _»

Obr. 2: Miniprasata z Ustavu Zivoci$né fyziologie a gene-
tiky AV CR, v. v. i., v Lib&chové.
Foto z UZFG, Libéchov™.
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ni do reprodukce. Vytvofili prvni jedince F2 generace. ly odhalit zékladni molekularni ddsledky mutovaného

Pro vyzkum HN mame v soucasnosti k dispozici pfi- Htt, zatimco na hlodavcich byly do jisté miry objasné-
blizné 208 miniprasat, v¢etné TgHD i WT". Vyuzivame ny zakladni mechanismy. Velci savci viak predstavuji
tkdné a mozky starnoucich zvifat, které testujeme komplikovanéjsi a nesrovnatelné vérohodnéjsi modely,
na pfitomnost agregatd, oligomer( a fragmentd Htt bez kterych se pochopeni nemoci a testovani léciv neo-
souvisejicich s patologii onemocnéni HN u lidskych bejde. Proto je jejich studovani nezbytné, i kdyz slozité
pacientd. a narocné.
Zaveér Podékovani: Financovano z projektu 7F14308 Czech-
Pfes mnoZstvi zmifiovanych zvitecich modeld zadny -Norwegian Research Programme a vyzkumného

stoprocentné& nespliiuje viechny pozadavky tykajici se ~ Centra PIGMOD (C2.1.05 12.1.00103.0124).
vyzkumu HN. Bezobratlé transgenni modely pomoh-
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Souhrn

Pallova D., Ellederova Z.: Zvifeci modely Huntingtonovy nemoci

Piestoze se HN intenzivné studuje po celém svété, Gcinna lé¢ba zlstava v nedohlednu. Dobfe popsana mutace, kterd podmiriuje roz-
voj HN, umozniuje studovat tuto chorobu na zvifecich modelech, které mohou pomoct objevit zplsob, jak opravit nebo zastavit proces
odumirani nervovych bunék. Od identifikace mutace genu zplsobujiciho HN, bylo vyvinuto mnoizstvi zvifecich modeld véetné bezob-
ratlych, hlodavct, a také velkych hospodaiskych zvifat. V priibéhu poslednich dvou desetileti jiz velké zvifeci modely ukazaly, Ze jsou
u¢innou a duleZitou soucasti souboru model HN, bez kterych se vyzkum neobejde. Pro Uspésné vyvinuti lé¢by bude nejspise potieb-
na spoluprace viech urovni vyzkumu, od identifikace mechanismu HN v niz8ich modelech, pies ovéfeni pouZitim laboratornich mysi,
pfizplsobeni lé¢ebného pfistupu v modelech velkych zvifat az k detailnim klinickym testam.

Klicova slova: Huntingtonova choroba, huntingtin, zviteci modely, miniprasata

Summary

Pallova D., Ellederova Z.: Animal models of Huntington’s disease

Even if HN has been intensively studied worldwide, effective treatment remains unresolved. Well described mutation causing HN allows
to study the disease in animal models that can help to find a way to correct or halt the process of neurodegeneration. Since the identifi-
cation of the causative gene of HN, a number of animal models have been developed including invertebrates, rodents and large animals.
Over the last two decades large animal models have shown their importance in HN research. For successful treatment it will be necessary
to cooperate on all levels of research, from the identification of the mechanism at lower HN models, through verification using laboratory
mice and adapting therapeutic approaches in large animal models to detailed clinical tests.

Keywords: Huntington’s disease, huntingtin, animal models, minipigs

MELATONIN A JEHO FUNKCIE V HUNTINGTONOVE)
CHOROBE

Petra Rausova 3
Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR v. v. i. Libéchov, rausova@iapg.cas.cz

Uvod beta-adrenergické recceptory a aktivuje cAMP-depen-

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine), hormén, dentng P'rotein kinazu A’ (PKA). Pinealo_cyty neustale
ktorého hlavna dloha spotiva v regulacii spanku  Syntetizuji AANAT protein (arylalkylamine N-acetyl-
a dalsich telesnych aktivit. Je sekretovany hlavne epi- transferase) zo stal-le pritomnej Aanat mRNA. Pocas
fyzou (pineal gland) ale aj daldimi tkanivami a organ- dna, za absencie stimulacie noradrenalinom, je AANAT
mi ako retina, koza, ¢reva, krvné dosticky, kostna dren protein okamZite proteolyticky degradovany. V noci
a v mensej miere aj inymi's. Produkcia melatoninu je zapicifuja zvy3ené hladiny cAMP fosforyldciu AANAT
regulovana noradrenalinom (norpinephrine), ktory sa pomocou protein kindzy A (PKA). Tato posttranslacna
v noci uvoliiuje zo sympatickych nervovych vldken modifikacia vedie k interakcii fosforylovaného AANAT
(SCN, suprachiasmatic nucleus). Noradrenalin zvySu- s regulacnymi 14-3-3 proteinmi, ktoré chrania AANAT
je koncentraciu intracelularnej cAMP (cyclic AMP) cez pred degradaciou. Zvysenie AANAT proteinu vedie aj
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k zvySeniu jeho aktivity. Stimulacia CAMP/PKA signalnej
drahy by mohla tiez zohravat Glohu pri aktivacii génovej
expresie pinealocytov. Tato transkripéna aktivacia génu
Aanat je prvotnym mechanizmom pre indukciu bio-
syntézy melatoninu’. Syntéza melatoninu zacina hyd-
roxylaciou a decarboxylaciou aminokyseliny tryptofan.
Tym vznika serotonin (5-hydroxytryptophan). Serotonin
je N-acetylovany pomocou AANAT na N-acetyl seroto-
nin. V poslednom kroku je tento premeneny pomocou
enzymu ASMT (acetylserotonin O-methyltransferase)
na melatonin® (Obr. 1).

Obr. 1: Schéma biosyntézy melatoninu. Serotonin je
N-acetylovany pomocou AANAT na N-acetyl serotonin, tej je
nasledne premeneny pomocou enzymu ASMT (acetylseroto-
nin O-methyltransferase) na melatonin.

Huntingtonova choroba (HD), dedi¢né neurodegene-
rativne ochorenie, nie je len chorobou centralnej ner-
vovej sustavy (CSN), ale aj periférnych tkaniv®. Okrem
neurodegeneracie a neurologickych symptomov su
pozorované aj iné priznaky u HD pacientov, ako oste-
oporoza, testikularna degenerécia, ¢i strata svalového
tkaniva'.

Jednym z vyznamnych rysov Huntingtonovej choroby
su poruchy spanku, spdsobené postupnym zniZovanim
hladiny melatoninu s progresiou choroby™ a jeho sig-
nifikantne nizkymi hladinami u symptomatickych pa-
cientov HD™. Mechanizmus, ktory zapricifiuje zniZova-
nie hladin melatoninu je zatial nejasny.

Aku ulohu teda zohrdva melatonin v Huntingto-
novej chorobe? Neurodegeneracia v HD sa pripisuje
odumieraniu neurénov najmd v oblasti striata a corte-
xu. Jednou z moznych terapeutickych stratégii cielenych
na neurodegeneraciu by mohla predstavovat redukcia
apoptozy®.

Melatonin a apoptoza

Apoptdézu sposobuju zvysené hladiny pro-apopto-
tického proteinu p53. A prave hladiny p53 su zvysené
v mozgoch u HD pacientov a transgénnych mysich mo-
deloch pre HD" ako aj v periférnych tkanivach®™. Tie-
to zvySené hladiny fosforylovaného p53 na serine 15
su nasledkom akumulacie DNA-poskodenia v HD™ ',
naslednej aktivacie kindz ako ATM, ATR, DNA-PK, p38
a iné, ktoré su schopné aktivovat p53 fosforylaciou
na serinoch a treoninoch v transaktivacnej doméne
(serin 15, troenin 18 a serin 20), ¢o vedie k akumulacii
p53 v jadre a k jeho transkripénej aktivite (gény apop-
tézy, opravy DNA, senescencie, zastavenie bune¢ného
cyklu a iné). Cast p53 zostéva v cytoplazme, kde sa
viaZe na anti-apoptoticky protéin Bcl-2" a priamo ak-

tivuje pro-apoptoticky protein Bax,
¢o vedie k vnutornej drahe apopto-
zy?® (Obr. 2). Blokacia p53 pomocou
pifithrin-a, RNA interferencie alebo
genetickej delécie brani depolarizacii
mitochondrialnej membréany a cyto-
toxicite v HD bunkach ako aj neuro-
behaviordlnym abnormalitam u HD
transgénnych mysi'.

Melatonin ma mnoho fyziologic-
kych funkcii. Jeho biologické efekty
su bud zavislé alebo nezavislé od je-
ho membranovych receptorov (MT1
a MT2), ktorych expresiu sam udrzu-
je?'. Melatonin ma schopnost indu-
kovat vnutornt drahu apoptdzy v tu-
morovych bunkach, ale aj schopnost
inhibovat ju v normalnych netumoro-
vych bunkéch prostrednictvom jeho
antioxida¢nych vlastnosti, zvySovanim
expresie a aktivity antioxida¢nych en-
zymov a inhibiciou pro-apoptotickych
drah?.

Obr. 2: Vniitorna draha apoptoézy. Nasledkom akumulacie DNA-poskodenia, ktoré
moze byt vyvolané cytotoxicitou, oxidativnym stresom a inymi faktormi, sa aktivuja
kinazy ako ATM, ATR, DNA-PK, p38 a iné. Tieto kinazy su schopné aktivovat p53 jeho

fosforylaciou. To vedie k vnutornej drahe apoptozy.

Inhibicia pro-apoptotickych drah
melatoninom zahfha fosforylaciu
p38, ktora nasledne blokuje aktivaciu
proteinu p53. Inaktivacia p53 znizu-
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Obr. 3: Melatonin inhibuje vnitorni drahu apoptdézy v normalnych bunkach.
Melatonin je schopny inhibovat vnatorn drahu apoptézy v normalnych bunkach
nepriamou inhibiciou p38 pomocou jeho receptor-zavislej drahy. Protein p38 na-
sledne nie je schopny fosforylovat p53, a tym nedochadza k jeho transkrip¢nej akti-
vite a akumulacii v bunke. Melatonin taktiez zohrava tlohu ako vychytavac volnych
radikalov v bunke a taktiez zvy3uje expresiu a aktivitu inych antioxidacnych enzy-
mov.

Obr. 4: Ovplyvnenie fyziologickej funkcie deacetylazy Sirt1. (A) Mutovany hun-
tingtin interaguje so Sirt1, a tym brani deacetylovaniu a aktivovaniu Sirt1 substratov,
klta¢ovych transkripénych faktorov (Foxo3, PGC-1a, CRTC1 a iné). Transkripcia BDNF
a dalsich neuroprotektivnych génov je za absencie tychto aktivnych transkripénych
faktorov potlacend. (B) Pritomnost melatoninu zvySuje nie len hladiny Sirt1, ale aj
deacetylaciu jeho substratov (Foxo3, PGC-1a, CRTC1 a iné).

je pomer Bax/Bcl-2, ktora inhibuje
stratu mitochondridlneho membra-
nového potenciélu. Tento sled dejov
inhibuje kaspasu-9 (casp9), a tym aj
aktivaciu kaspasy-3 (casp3), ¢o vedie
k zabraneniu apoptézy v normalnych
bunkach? (Obr. 3).

Je preukédzané, ze melatonin spro-
stredkovava neuroprotekciu, spo-
maluje néstup choroby a mortalitu
transgénnych mysich modelov pre
HD. Naviac, toxicita mutovaného
huntingtinu (mHtt) v fudskych a my-
Sich bunkach je asociovana so stratou
MT1 receptorov, ¢o zvySuje zranitel-
nost neurénov, a tym urychluje neu-
rodegenerativny proces?.

Neuroprotektivne efekty
melatoninu

BDNF (brain-derived neurotrophic
factor) zohrava dolezitd neuropro-
tektivnu dlohu v neurénoch. Génova
expresia BDNF je v HD naruseng, ¢o
vedie k rozvoju symptémov HD?*. Ex-
presia BDNF je zavisla od jeho tran-
skriptnych faktorov. Jednym z nich
je transkrip¢ny faktor CREB. Foxo3
a CRTC1 (TORC1) st koaktivatormi
CREB, ktoré s nim moézu interagovat,
a tym st schopné zwysit jeho tran-
skrip&nu aktivitu?.

Aktivita CRTC1 (TORC1), Foxo3
a taktiez PGC-1q, transkripéného
koaktivatoru regulujuceho mitochon-
dridlnu biogenézu a funkciu, je v HD
potlacend?, ¢o ma za nasledok naru-
Senie génovej expresie BDNF a inych
neuroprotektivnych génov. Aktivacia
CRTC1, Foxo3 a PGC-1a vyZaduje
odstranenie klucovych acetylovych
skupin pomocou deacetylazy Sirt1?’.
Ukézalo sa, Ze mHtt interaguje so
Sirt1, a tym inhibuje jeho deacety-
la¢cnG aktivitu. To nasledne vedie
k hyperacetylacii a inaktivacii Sirt1
substratov ako Foxo3 a CRTC1 a za-
medzeni expresie BDNF a inych neu-
roprotektivnych faktorov (Obr. 4A).
Sirt1, preto, zohrava vyznamnu tlohu
v neurodegeneracii HD a chrani pred
neurotoxicitou. ZvySenie expresie
Sirt1 vedie k zlepSeniu neuropatolo-
gickych priznakov sposobenych mHtt
v troch roznych mysich modeloch
HD28, 29_

Bolo preukazané, Ze melatonin je
schopny zvysSovat hladiny Sirt1 v pri-
marnych neurénoch. Taktiez bolo po-
zorované zvysenie deacetylacie Sirtl
substratov ako p53, PGC-1qa, Foxol,
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ADAM10 a NFkB (Obr. 4B). Indukcia expresie Sirt1 utl-
muje neurodegeneraciu v zvieracich modeloch Alzhei-
merovej a Huntingtonovej choroby?.

Zaver

Melatonin ma mnoho fyziologickych vlastnosti. Ma
schopnost chranit normalne bunky pred apoptozou,
ktord zohrava vyznamnu ulohu v odumierani neuré-
nov a naslednej neurodegeneracii. Melatonin tiez zvy-
Suje hladiny deacetylazy Sirt1, ¢o priaznivo ovplyviu-
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je expresiu BDNF (brain derived neurotrophic factor)
a dalSich neuroprotektivnych faktorov. Melatonin zohra-
va, preto, vyznamnu ulohu v Huntingtonovej chorobe.
KedZe su jeho hladiny st u pacientov znizené, mohol
by predstavovat novy terapeuticky ciel pre Huntingto-
novu chorobu.
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Rausova P.: Melatonin a jeho funkcie v Huntingtonovej chorobe

Huntingtonova choroba predstavuje dedi¢né neliecitelné neurodegenerativne ochorenie. Progresia choroby je sprevddzana postupnym
zniZzovanim hladiny melatoninu. Mechanizmus, ktory zapriifiuje toto zniZovanie hladin melatoninu zostava nejasny. Melatonin zohrava
vyznamnu ulohu nielen v dréhe apoptdzy, ale jeho pritomnost zvy3uje aj expresiu BDNF (brain derived neurotrophic factor) a dalsich
neuroprotektivnych faktorov. Stadium vplyvu melatoninu v Huntingtonovej chorobe by mohlo, predstavovat novy terapeuticky pristup
k lie¢be tejto choroby.

Klcové slova: melatonin, Huntingtonova choroba, apoptdza, p53, BDNF, Sirt1

Summary

Rausova P.: Melatonin and its functions in Huntington’s disease

Huntington’s disease represents an inherited neurodegenerative disorder lacking the effective treatment. Progression of the disease is
accompanied by gradual melatonin levels reduction. Mechanism causing this reduction of melatonin levels remains unknown. Melatonin
plays a major role not only in the apoptosis pathway, but also its presence increases the expression of BDNF (brain derived neurotrophic
factor) and other neuroprotective factors. Study of melatonin and its effects in Huntington’s disease might represent a novel therapeutic
approach in the treatment of this disease.

Keywords: mealtonin, Huntington’s disease, apoptosis, p53, BDNF, Sirt1
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VLIV MUTANTNIHO HUNTINGTINU NA MECHANISMUS
SIGNALIZACE ODPOVEDI BUNKY NA POSKOZENi DNA

A OPRAVY POSKOZENE DNA

Jan Valasek

Ustav Zivo&isné fyziologie a genetiky AV CR, valasek@iapg.cas.cz

Uvod

Stabilita genomu ma zasadni vyznam pro pieziti
bunky a spravné preneseni genetické informace pii je-
jim déleni. V evoluci se proto vyvinuly kontrolni body
poskozeni DNA, diky kterym mze burika reagovat ade-
kvatnim zptsobem na intenzitu a rozsah poskozeni.
Tato reakce je zprostiedkovand souborem signélnich
drah, souhrnné oznacovanych jako odpovéd na po-
Skozeni DNA (z angl. DNA Damage Response, DDR).
Této signalizace se Ucastni velké mnozZstvi proteind
a lze je rozdélit podle jejich funkce na senzory, pfena-
Sece signalu a efektory. Rozsah poskozeni a priibéh
opravy DNA ovliviiuje budouci osud buriky'. (Obr. 1)

Skozeni fosforyluji dalsi senzor — formu histonu H2A
tzv. H2AX. V jednom misté zlomu dochazi k fosforylaci
stovek az tisic molekul H2AX (tzv. yH2AX) v rozpéti az
2 Mbp DNA, které slouzi jako platforma pro navazani
proteind opravujicich poskozenou DNA. Senzorické ki-
nasy, aktivuji pfenasece signalu (kinasy Chk1 a Chk2).
Chk1/2 fosforylaci stabilizuji efektorovou molekulu p53,
coz je transkrip¢ni faktor, ktery je zodpovédny za aktiva-
ci transkripce proteint ucastnicich se inhibice buné¢-
ného cyklu a programované buné¢né smrti — apoptdzy.
Déle Chk1/2 inhibuji fosfatasu CDC25, ktera je nutna
pro aktivaci cyklin-dependentnich kinas (CDKs) regulu-
jicich pribéh bunécného cyklu' 4.

Oprava DNA

Homologni rekombinace
Mechanismus opravy DSBs je
zavisly na fazi bunééného cyklu.
U proliferujicich bunék, které maji
v S fazi a G2 fazi buné¢ného cyklu
zdvojenou genetickou informaci,
se uplatriuje oprava pomoci ho-
mologni rekombinace. Po nava-
zéni komplexu MRN (Mer11-Rad-
-50-NBS1) na konce DNA docha-
zi k resekci 5° koncl nukleasou
Mre1l. Komplex MRN soucasné
asociuje s proteiny CtIP a BRCAT,
které jsou dulezité pro spravnou
nukleasovou aktivitu. Na jednofe-
tézcové 3’ presahy se navaze RPA
protein, ktery je poté nahrazen
proteinem Rad51. Dojde k invazi
obou jedofetézcovych piesah
do intaktniho homologniho du-
plexu, ktery slouzi jako templat
pro syntézu DNA. Nésledné do-

Obr. 1: ZjednoduSené schéma odpovédi na poskozeni DNA (DNA Damage
Response — DDR). Poskozeni DNA je detekovano senzory a pomoci pfenasecl jsou
aktivovéany efektory. Urover poskozeni DNA uréuje odpovéd buriky.

Signalizace poskozeni DNA

vvwvr

zlomy (Double Strand Breaks — DSBs), které mohou
byt zplsobeny vlastni metabolickou aktivitou buriky
nebo ionizujicim zéfenim na rdznych mistech molekuly
DNA. Jejich nedostate¢na oprava muze mit za nasle-
dek genomovou nestabilitu burky?. Mista DSBs jsou
rozeznany specifickymi senzory — komplexem MRN
(Mer11-Rad50-NBS1) nebo Ku70/80 jenz aktivuji sen-
zorické kinasy ATM/ATR/DNA-PK. Ty v okoli mista po-

chazi k ligaci a vytvofeni dvou
Hollidayovych struktur, které mo-
hou migrovat po DNA. Dale jsou
stépeny endonukleasou a ligova-
ny. Mize také dojit ke vzniku crossingoveru® ®.

Nehomologni spojeni konct

V terminalné diferencovanych burikach, jako jsou
neurony, a v bunkéch v GO a G1 fazi buné¢ného cyk-
lu je hlavnim mechanismem opravy DSBs pomo-
ci tzv. mechanismu spojeni nehomolognich konct
(classical Non-Homologous End Joining — cNHEJ).
Na konce DNA se navaze heterodimer Ku (Ku70/80)
a protein 53BP1, které chrani DNA pied resek-
ci. Ku nasledné vaze DNA-PKcs (catalitic subunit)
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a vytvafi funkéni kinasu DNA-PK. Ta fosforyluje histon
H2AX a dalsi proteiny jako Ku, Artemis, XRCC4 a li-
gasu IV (Lig IV). Jednofetézcové presahy obsahujici
poskozené nukleotidy jsou odstranény komplexem
DNA-PK a Artemis, ktera ma endonukleasovou aktivi-
tu. Upravené konce jsou spojeny komplexem XRCC4-
-Lig IV-XFL" 8.

Signalizace poskozeni DNA
u Huntingtonovy choroby

Kumulace poskozeni DNA béhem dlouh neurodege-
nerativnich onemocnéni®ého Zivota neuronl pfispiva
k patogenezi u Huntingtonovy nemoci (HN) a dalsich.
V soucasné dobé existuje pouze nékolik publikaci
popisujici vliv mutantniho huntingtinu (mHtt) na DDR
signalizaci u DSBs a na mechanismus jejich oprav.
Ty naznaduji dva odlisné zplsoby interference mHtt
s DDR.

Prvni zplsob interference mHtt popisuje ovlivnéni
opravy DNA pomoci cNHEJ a poskozeni DDR signali-
zace. Na béiné pouzivaném zvifecim modelu R6/2
mysi bylo popséano, Ze pfitomnost mHtt zplsobuje sam
o sobé u mladych mysi jednofetézcové zlomy (SSBs),
DSBs a dale dochazi k aktivaci ATM, p53 a H2AX™ ",
mHtt interaguje s Ku70 proteinem a sniZuje aktivi-
tu DNA-PK, ktera je dulezitd pro opravu DNA pomoci
c¢NHEJ mechanismu. Ektopickd exprese Ku70 vede
k zmirnéni fenotypového projevu u mysiho i hmyziho
(Drosophila) modelu HN™ "2, Nicméné aktivace ATM
a histonu H2AX neni zcela jednozna¢nd. Byla totiz
publikovéna studie provedenad na konfluentni kultu-
fe lidskych fibroblastd od pacient s HN. Ta popisuje,
Ze mHtt pfispiva k nizsi fosforylaci histonu H2AX, ale
k delsi perzistenci yH2AX fokusG. mHtt navic interagu-
je s monomernim ATM v cytoplazmé a zabranuje fad-
nému transportu ATM z cytoplasmy do jadra. Soucas-
né dochazi ke zvyseni perzistence a mnozstvi fokust
nukleasy Mre11 v mistech DSBs™.

Druhy zplsob interference mHtt s DDR popisuje
naruseni samotné detekce DSBs. Studie na neuro-

Je-li poskozeni opravitelné, ale natolik zavainé, Ze ne-
umoznuje burice dalsi déleni, dochazi k navozeni bu-
nécné senescence (nevratna zastava bunéc¢ného cyklu).
Pfi neopravitelném poskozeni dochazi k p53 - zavislé
expresi proapoptotickych genl (napf. bax)®.

p53 pii Huntingtonové nemoci

Na bunéénych kulturach bylo ukazano, ze po indukci
poskozeni DNA ionizujicim zafenim dochazi k p53 - za-
vislému zvyseni mnozstvi mhtt mRNA a expresi mHtt
proteinu. Pokus na mysich s p53*/+ a p537/- ozafenych
ionizujicim zafenim ukazal, Ze u mysi p53*/* dochazi
ke zvySeni exprese mHtt a p21+1/SP1 v cortexu a striatu
mysiho mozku. U p537/- mys3i toto pozorovano nebylo™.
Podobny experiment na homozygotnim mysim mo-
delu pro mutovanou alelu Hdh (Hdh?'%°) popsal vliv
mnozstvi funk¢nich alel p53 (p53+*, p53*a p537)
na patogenezi HN. U mysi s chybéjici funkéni formou
p537- dodlo ke snizeni exprese mHtt v mozku a varla-
tech. Déle pak k oddaleni a zmirnéni fenotypu. Soucas-
né vzrostla tvorba jadernych agregatli mHtt ve striatu,
coz je povazovano za ochranny mechanismus bunky
pied toxicitou mHtt" '8,

Exprese mHtt v bunééném modelu déle ovliviiuje
posttransla¢ni modifikace p53. Dochazi ke zvyseni fos-
forylace na serinu 15, ktery je zodpovédny za stabiliza-
ci p53. Zajimavé je, Ze se sniZuje acetylace lysinu 382
(K382), v disledku ¢ehoz dochazi k naruseni spravné
oligomerizace p53™.

Zaver

V soucasné dobé je moiné fici, ze publikace popi-
sujici vliv mutantniho huntingtinu na mechanismus
signalizace odpovédi buriky na poskozeni DNA a opra-
vy poskozené DNA nedokazi poskytnout uspokojivou
odpovéd. Casto jsou vzajemné protichidné (Obr. 2).
Lze to vysvétlit tim, Ze byly pouzity rizné experimen-
talni modely — buné¢né kultury s ektopickou expresi
mutantniho huntingtinu (HeLa, HCT116), hmyzi a mysi
modely nebo lidské fibroblasty.

nech z R6/2 mysi popisuje interakce mHtt
s BRCA1 proteinem narusuje ¢asoprosto-
rovou dynamiku tvorby BRCA1 - zavislé
tvorby yH2AX lozZisek™.

Nadorovy supresor p53
Transkrip¢ni faktor p53 je dllezitym na-
dorovym supresorem, jehoz mutace se
vyskytuje v 50 — 559% nadord. Sjedno-
cuje odpovéd buriky na stresové signaly
jakym je poskozeni DNA vyvolané meta-
bolismem burky, rlznymi chemickymi
latkami, ionizujicim a UV zafenim. Dal$im
stresovym signdlem muzZe byt napf. hy-
poxie. Mira poskozeni DNA urcuje dalsi
osud buriky. Pokud je poskozeni opravi-
telné, tak p53 indukuje transkripci inhibi-

tord bunécného cyklu (napi. p21waf/cet)
a soucasné protein(i Gcastnicich se opravy
DNA. Po jeji opravé burika vstupuje do bu-

né¢ného cyklu a pokratuje v proliferaci. pNA.

Obr. 2: Schéma vytvorené z vétSiny dosud publikovanych praci sumarizuje
vliv mutantniho huntingtinu na signaliza¢ni drahu pii odpovédi na poskozeni
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Souhrn

Valasek J.: Opovéd na poskozeni DNA u Huntingtonovy choroby

UdrzZeni integrity genomu ma zasadni vliv pro pieziti bunék, spravné zachovani a pfeneseni genetické informace. Jeji naruseni ma za na-
sledek zastaveni bunécné proliferace, apoptdzu a ptipadné tumorigenezi. Burika disponuje rdiznymi opravnymi mechanismy a signaliza¢-
nimi dréahami, které se maji vypofadat s poskozenim. Tato signalizace je odpovédi na poskozeni DNA (DNA Damage Response — DDR).
Bylo popsano, ze mutantni huntigtin zpGsobuje poskozeni DNA, interaguje s nékterymi opravnymi a signalizaénimi proteiny. Nicméné
piesny popis jeho G¢inku na DDR signalizaci a opravu DNA neni jednoznaény, jelikoZ sou¢asné publikace obsahuji protichtidné vysledky.
Klicova slova: poskozeni DNA, oprava DNA, p53, Huntingtonova choroba, mutantni huntingtin,

Summary

Valasek J.: DNA damage response in Huntington disease

Maintaining the integrity of the genome is essential for cell survival, good preservation and transfer of genetic information. The disruption
of the genome results in arrest of cell proliferation, apoptosis and possibly tumorigenesis. The cell has different mechanisms of DNA
repair and signaling pathways in response to DNA damage. This signaling pathway is called DNA Damage Response (DDR). It has been
reported that the mutated huntingtin causes DNA damage, interacts with certain remedies and signaling proteins. However, an accurate
description of its effect on the DDR signaling and DNA repair is not clear, since recent publications contain contradictory results.
Keywords: DNA damage, DNA repair, p53, Huntington disease, mutant huntingtin

ROLE IMUNITNIHO SYSTEMU
PRI HUNTINGTONOVE NEMOCI

Petra Vochozkova a Ivona Valekova
Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, v. v. i., Libéchov, Biomedicinské centrum PIGMOD, Libéchov,
vochozkova@iapg.cas.cz, valekova@iapg.cas.cz

Uvod

Patologie souvisejici s Huntingtonovou nemoci (HN)
neni omezena jen na zmény v mozku pacient(. Dalsi
abnormality’, které jsou pravdépodobné dusledkem
vSudypfitomné exprese mutovaného proteinu hun-
tingtinu (mHtt), byly nalezeny mimo centralni nervo-
vou soustavu (CNS), a to v perifernich tkanich véetné
endokrinniho systému, krve, kardiovaskularniho sys-
tému, kosterniho svalstva, gastrointestinalniho traktu
a pohlavnich organ(i?“. Zanétlivé zmény jsou béznym

tingtonovy nemoci jsou tyto poruchy funkce imunitni-
ho systému?®, na rozdil od zminénych onemocnéni, jen
malo prostudovany.

V tomto pfispévku proto chceme oziejmit roli imu-
nitniho systému a vyznam znalosti imunitnich procest
v pribéhu etiopatogeneze choroby. Detekce probiha-
jicich imunitnich procest by mohla slouzit nejen jako
biomarker nastupu a progrese onemocnéni ale pred-
stavuje téZ oblast pro mozné terapeutické zasahy.

pravodnim znakem riznych neurodegenerativnich one-
mocnéni véetné Alzheimerovy a Parkinsonovy nemoci,
nebo amyotrofické lateralni sklerozy (ALS)>. U Hun-

Vyznam imunitniho systému p¥i HN
Funkce imunitniho systému (IS) je u HN narusena
nejen v CNS, ale také v perifernich tkénich organismu.

Ro¢nik 25

Bioprospect ¢. 1/2015



Jiz v preklinickém stadiu onemocnéni dochazi k vyraz-
nym zménadm v produkci cytokinG, a to i mnoho let
pred zacatkem psychickych a motorickych symptomae.

Podle vysledk(i nedavnych studii by cytokiny mohly
slouzit jako biomarkery nastupu a progrese tohoto one-
mocnéni®. Jelikoz se aZ doted nepodafilo najit uc¢innou
[é¢bu HN, mohly by nékteré slozky imunity byt vhod-
nymi adepty pro zacileni terapie a vyvoj novych léku.
S tim Uzce souvisi i hledani citlivéjSich metodik, které
by byly schopné stanovit zmény koncentraci biomar-
ker(i u pacientl a zvifecich modell a detekovat zmény
vzniklé v odpovédi na podany lék’.

Centralni nervova soustava:
mozek a mikroglie

V disledku exprese mHtt dochézi ve striatu, jako
soucasti bazalnich ganglii mozku, ke tkanové specific-
ké ztraté neurond. Kromé neuront jsou v mozku pfi-
tomné i jiné nervové buriky, mezi které patfi napfiklad
astrocyty, oligodendrocyty a mikroglie. V téchto bun-
kach také dochazi k expresi mutovaného huntingtinu,
¢imzZ i tyto buriky pfispivaji k patogenezi onemocnéni.
Proto u neurodegenerativnich nemoci mizeme mlu-
vit o chronickém zanétu. Doposud neni zcela jasné,
zda gliové buriky reaguji na chybnou konformaci
mHtt, vytvofené agregaty anebo dokonce na apop-
toticka téliska byvalych neurond. Kaz-

téza cytotoxickych komplementovych slozek C3 a C9
v mikrogliich mozku HN pacient@?. Efekt mikroglii je
pak modulovan vzajemnymi interakcemi mezi neurony,
astrocyty a mikrogliemi?®.

Zéakladni funkci astrocytG je predevsim poskytnuti
strukturalni a metabolické podpory neuron@im. Na roz-
dil od mikroglii nejsou APC. Pfesto v aktivovaném sta-
vu produkuji cytokiny®™. Napf. u mysiho modelu R6/2
je vlivem exprese mHtt poskozena produkce i sekre-
ce chemokinu CCL5/RANTES™, ktery podporuje vyvoj
neuritdl a aktivitu neurond a ma tedy vliv na dysfunk-
ci neurond®. Astrocyty exprimujici mHtt maji na svém
povrchu méné glutamatovych pienasecl zajistujici
influx do bunék, neurony jsou tedy vystaveny nadmér-
né stimulaci glutamatem, coz vede k jejich poskozeni
az smrti. Glutamat je ve vysokych koncentracich pro
bunku toxicky?2. Jinym dulezitym aspektem je Ucast
astrocytl na hematoencefalické bariéfe. CNS je imuno-
logicky privilegovany organ a neni v pfimém kontaktu
s cirkulujicimi burikami imunitniho systému. Vybézky
astrocytll jsou soucasti této bariéry, dotykaji se vlasec-
nic a vylucuji do jejich okoli signalni molekuly. Vlivem
mHtt a dysfunkce astrocytd maze byt pfi HN bariéra
poskozena a mize tedy dochazet k neregulované vy-
méné mezi mozkovou tkani a cévnim systémem? 24
(Obr. 1).

dopadné plati, ze astrocyty a mikroglie
reaguji na zmény ve svém okoli a jsou
dalezitymi burikami, které se ucastni
imunitnich procesti v mozku, mimo jiné
i protoze mikroglie plni funkci antigen
prezentujicich bunék (APC)2.

Mikroglie jsou imunokompetent-
ni buriky centralni nervové soustavy®.
Predstavuji makrofagy v CNS. Jedna
o bunky monocyto-makrofagové vyvo-
jové fady. Ve zdravém mozku dospé-
[ého ¢lovéka jsou v klidovém “resting”
stavu. Produkuji protizanétlivé cytokiny
a neurotropni faktory podporujici pre-
Zivani neuron®®. V pfipadé poskozeni
CNS se mikroglie aktivuji. U HN dochazi
k takovéto aktivaci jesté pred nastupem
klinickych pfiznaka™. Aktivované mik-
roglie sekretuji v prvé fadé prozanétli-
vé cytokiny jako je IL-6, IL-12 a tumor
nekrotizujici faktor alfa (TNF-a). Druhot-
né dochazi ke zvySené aktivaci kaspas,
narlstu intracelularni hladiny vapniku
a produkci reaktivnich kyslikovych ra-
dikald a oxidu dusnatého, coZ nasled-
né vede ke smrti neuront a poskozeni
struktury mozku". Hustota aktivované
mikroglie stoupa s progresi onemoc-
néni2. Vlyrazna astroglioza a mikrogli-
0za je pfitomna v ¢astech mozku jako
je nucleus caudatus a capsula interna
pacient s HN v pozdnich stadiich one-
mocnéni (3. a 4. stupefi zavaznosti neu-

rodegenerace HN podle Vonsattela?').
Dale byla také zjisténa zvySena biosyn-

Obr. 1: Aktivace imunitniho systému béhem HN25 %
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Imunitni buiiky: monocyty

Nedavné studie dale prokazaly, Ze i buriky extra-
-neurdlniho plvodu (napi. krevni buriky myeloidni
fady) hraji vyznamnou roli v patogenezi HN. JiZ v pre-
klinickych fazich onemocnéni se objevuje dysfunkce
cirkulujicich imunitnich bunék (monocyt@). Cirkulujici
monocyty izolované z krve HN pacient( a transgennich
mysich modell jsou patologicky hyperaktivni po in
vitro stimulaci bakteridlnim lipopolysacharidem® a ne-
pfiméfené reaguji na imunitni stimuly'. Tyto abnor-
mality perifernich myeloidnich bunék mohou pomoci
porozumét funkci mikroglii, které u pacientt s HN za-
tim nejsou dostupné. Objasnéni vztahu mezi imunitni-
mi bufikami v mozku a krvi mize slouZit k identifikaci
a testovani moznych cild pro terapeuticky zasah, a také
ke zjisténi vlivu imunitniho systému na progresi HN.
Dysfunkce cirkulujicich imunitnich bunék mdze pred-
stavovat duleZitou soucast patologie HN a zaroven by
mohla odrézet procesy soucasné probihajici v centralni
nervové soustavé.

Porucha migrace myeloidnich bunék

Charakteristickym znakem pro mikroglie, stejné jako
pro periferni imunitni bunky (monocyty a makrofa-
gy) je, Ze piekonavaji morfologické bariéry a migruji
za chemoatraktantem do mist infekce nebo porané-
ni. U Huntingtonovy nemoci vede pfitomnost mHtt
k poruse migrace imunitnich bunék v reakci na zanétlivy
podnét”. Tento migracni defekt byl také potvrzen
na mysich modelech HN BACHD a R6/2' V7.

Télni tekutiny: mozkomisni mok a krev

Nejdulezitéjsi tekutinou ve vztahu k mozku je mozko-
misni mok, do kterého jsou lokalné uvolhovany plsob-
ky vytvaiené pfi procesech probihajicich v mozkové
tkani. Jeho odbér je ale invazivni a bolestivy. Slozky krve
- sérum a plazma - jsou dostupné snadnéji a minimal-
né invazivné, a pravé ony mohou pfedstavovat moz-
ny zdroj pro detekci vyznamnych biomarkerd néastupu
a progrese HN. Navic byla zjisténa korelace mezi kon-

centracemi rdznych molekul mezi plasmou a mozko-
misnim mokem. Pacienti s HN maji zvySené koncentrace
prozanétlivych cytokin( IL-6, IL-8 a TNFa a chemokind
v plazmé a mozkomisnim moku uz v premanifesta¢nim
stadiu choroby® . Podobné zvySeni zanétlivych cytoki-
nd bylo pozorované také u mysich modeld HN (mysi
kmeny R6/2, Hdh?'5°@/Q150, YAC128)°.

Metodiky pro hledani biomarkerii

Pii hledani uzitecnych biomarkert typickych pro pre-
symptomatické obdobi a progrese HN se pouziva néko-
lik metodik. Jednim z pfistupl je pfimé sledovani ner-
vové tkané post mortem pro detekci zanétlivych zmén.
Kvantitativni reverzné transkripéni PCR (RT-PCR) udéava
relativni pomér mRNA transkriptd mezi HN a kontrol-
nimi bunikami, a tim uréuje zvySeni ¢i sniZeni genové
exprese cilového proteinu zapojeného do zanétlivého
procesu. Velmi casté je také imunohistochemické bar-
veni, a to jak mediator zanétlivé reakce, tak i marke-
rt aktivovanych gliovych bunék?'. Pro mikroglie jsou to
napi. Ibal nebo akumulované Zelezo (Fe). Mezi marke-
ry astrocytd pak patfi GFAP, vimentin, S-100 a glutamin
syntasa (Obr. 2)?" 2% 25, Pfipadné je mozné z mozkové
tkané izolovat zminéné bunécné populace, u kterych se
opét in vitro pozoruje exprese pfislusnych bunécnych
markerd anebo mediatort zanétu prostfednictvim imu-
nofluorescence nebo pritokové cytometrie. Mimo jiné
izolované bunky Ize také podrobit stimulaci, a tim pro-
hloubit rozdil mezi HN a kontrolnimi bunkami at v cyto-
kinové odpovédi nebo prezivani (odolnost ke stresu)?.

Déle se pouZivaji immunotesty (immunoassays), kte-
ré v soucasnosti pfedstavuji Siroce pouzivané techni-
ky pro detekci a kvantifikaci proteind. Diky své vysoké
citlivosti jsou imunologické testy dllezité zejména pro
analyzu cytokind, chemokind, ristovych faktor a mno-
ha dalSich protein pfitomnych v télnich tekutinach ¢i
bunkach ve velmi malém mnoistvi. Lze jimi sledovat
koncentrace zénétlivych proteind pii HN. Konkrétné se
jedna o testy ve dvojim mozném prostorovém uspofa-
dani: (i) testy s protildtkami imobilizovanymi na pev-

Obr. 2: Imunohistochemické barveni detekujici aktivaci bunék v mozku pomoci markeru Iba1l pro mikroglie. A) a mar-

keru GFAP pro astrocyty B) (méfitko 20 pm)
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ném plochém nosici ve formé mikrocipd nebo na dné
jamek mikrotitra¢ni desticky napf. Quantibody® (Ray-
Biotech), MULTI-ARRAY® (Meso Scale Discovery), ELISA,
a jiné, nebo (ii) o testy v suspenzi, které pouzivaji proti-
latky navazané na mikrokulickach (xMAP® Technology
(Luminex))'® . Znacné se vyuZivaji i dalsi proteomické
postupy napi. 2D gelova elektroforéza, semikvantita-
tivni immunobloting a kvantitativni hmotnostni spek-
trometrie.

Dal3i moznosti je sledovat zanétlivé zmény in vivo
pfistupem pomoci PET (pozitronova emisni tomografie).
Tato zobrazovaci technika umoziluje pozorovat
zanétlivé procesy pfi poskozeni mozku zptsobené HN,
kdy se podava mirné radioaktivni latka, kterd po své
vazbé kligandu emituje zéfeni snimané kamerou.
VyuZiva se napf. ligand PK11195-, ktery ma vysokou
afinitu k perifernimu receptoru benzodiazepint (PBR)
nachézejici se na aktivovanych mikrogliich.

Model transgenniho miniprasete pro HN

Vyvoj efektivnich léc¢iv modifikujicich onemocnéni,
jako i identifikace biomarkerd nastupu a progrese Hun-
tingtonovy nemoci zavisi na porozuméni mechanismu
patogeneze HN. Bylo proto vytvoifeno nékolik zvifecich
modelt pro HN (hlodavci, ovce, miniprasata, opice),
které jsou klicové pro testovani ucinnosti novych tera-
peutickych strategii.

Zavedeni velkych zvitecich modeld pro studium HN
nabizi fadu vyhod. Miniprase jako velky zvifeci mo-
del ma mnoho fyziologickych podobnosti s ¢lovékem.
S podobnou velikosti a neuroanatomii mozku (gyrifika-
ce mozku apod.) a délkou Zivota dovoluje prase dlou-
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Zaver
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Souhrn

Vochozkova P., Valekova L.: Role imunitniho systému pii Huntingtonové nemoci

Huntingtonova nemoc (HN) zpUsobuje rozsahlé zmény v centralnim nervovém systému, jako i systémové abnormality, véetné zvysené
produkce zénétlivych proteind. Mezi dalsi pfiznaky HN patfi aktivace imunitnich bunék periferni krvi. Tento stav je pozorovan jiz mnoho
let pfed pfedpokladanym nastupem motorickych symptomd nemoci. Proteiny imunitniho systtmu mohou proto predstavovat poten-
cidlni biomarker nastupu a progrese HN. Pro sledovani ¢asnych zmén a pro dlouhodobé studie biomarker Huntingtonovy nemoci jsme
vytvofili biomedicinsky model HN — transgenni miniaturni prase nesouci N-koncovou ¢ast lidského mutovaného huntingtinu (mHitt,
548aa, 124Q).

Klicova slova: Huntingtonova nemoc, imunologické biomarkery, patogeneze

Summary

Vochozkova P. and Valekova I.: Role of immune system in Huntington’s disease

Huntington’s disease (HD) causes widespread changes in central nervous system and systemic alterations including up-regulation
of inflammatory proteins. HD symptoms include an activation of circulating immune cells in peripheral blood. This situation can be
observed many years before the predicted onset of motor dysfunction which determinates immune proteins as potential biomarkers
of HD onset and progression. To carefully monitor early HD changes and fluctuation of HD biomarkers for a long time we have
established a biomedical model of HD — miniature pigs transgenic for N-terminal part of human mutated huntingtin (mHtt, 548aa,

124Q).

Keywords: Huntington’s disease, immunological biomarkers, pathogenesis

PROTEOLYTICKE ENZYMY V PATOGENEZI

HUNTINGTONOVY NEMOCI

Gabriela Kocurova, Taras Ardan
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Uvod

| kdyz mezi mozné pficiny vzniku a rozvoje onemoc-
néni mdzeme zafadit snizeni antiapoptotického vlivu
normalniho huntingtinu (Htt), inhibici aktivity protea-
zomd, zvySenou tvorbu kyslikovych radikalt a proza-
nétlivych mediatord, jednim z klicovych mechanismi
patogeneze Huntingtonovy nemoci (HN) je proteoly-
za mutantniho huntingtinu (mtHtt)'. Posledni studie
naznaduji, Ze mutovana forma Htt a predevsim jeho
malé proteolytické fragmenty jsou velmi toxické pro
neurony, které se nachazeji ve striatu a mozkové ke,
a inhibice proteolyzy mutantniho Htt vyznamné snizu-
je neurotoxicitu. | kdyZz mechanismus aktivace proteas
u HN je stale pfedmétem vyzkumu, pfedpoklada se,
ze v Casnych fazich nemoci mutovana forma Htt sen-
zibilizuje N-methyl-D-aspartatové receptory (NMDAR)
a dochéazi k influxu Ca?* iontd do nitrobuné¢ného
prostoru. Nasledkem influxu vépnikovych iontd jsou
aktivovany Ca?*- dependentni enzymy a hovofime
o excitotoxickém plsobeni mtHtt. V dysregulaci Ca?*
homeostazy u HN hraji roli nejen ionotropni NMDAR,
ale i metabotropni glutamatové receptory (mGIuR),
jez jsou Cetné v bunkach striata. Na Stépeni mtHtt se
podileji rzné skupiny proteolytickych enzymi?. Mezi
nejvice probadané patii kaspasy, kalpainy a matrix
metaloproteinasy (MMP) (Obr. 1).

Kaspasy

Kaspasy jsou cystein-aspartatové proteasy, které se
Gcastni procest spojenych s apoptozou, bunétnym
cyklem nebo zanétlivou reakci. Kaspasy zapojené
v apoptické kaskadé délime na iniciacni a exekucni.
Iniciacni kaspasy aktivované v rdmci programované bu-

néc¢né smrti jsou zavislé na stresu a typu bunék a or-
ganizuji vysoce ucinnou proteolytickou kaskadu, ktera
vede k aktivaci exekucnich kaspas a nasledné buné¢né
smrti. Do skupiny iniciacnich kaspas se fadi kaspasa-2,
-8, -9, -10 a pro vytvoreni aktivniho dimeru je potieb-
na jejich aktivace. Mezi exekuéni patii kaspasy-3, -6, -7
a formovani jejich aktivniho heterodimeru vyzaduje
proteolytické Stépeni prodomény na malou a velkou
podjednotku3.

Kaspasy se Uclastni procest Stépeni mutovaného
huntingtinu za vzniku toxickych fragment( obsahujicich
polyQ sekvenci a jejich akumulace muze vést k aktiva-
ci dalSich kaspas a naslednému poskozeni bunky. Jak
jiz bylo uvedeno vyse, jednim ze substratl kaspas je
i protein Htt. St&pné misto se nachazi v N-terminalni
oblasti mezi aminokyselinami aa460 a aa600. | kdyz
Stépeni mtHtt hraje pravdépodobné vyznamnou roli
v patogenezi HN, je mozné, ze ne viechny fragmenty
jsou toxické. Klicovym enzymem Ucastnicim se téch-
to procest je kaspasa-6, kdy pii jeji blokddé dochazi
ke zlepseni fenotypu u HN mysi?stejné jako v pfipadé
pouziti farmaceutik blokujicich aktivitu kaspas*. Po-
sledni studie naznacuji, ze Stépeni kaspasou-6 v pozici
aa586 je povaZovano za zvlasté dilezité pro patogenezi
HN. Pfi mutaci v tomto misté u YAC128 HN transgenni-
ho mysiho modelu exprimujiciho celou formu lidského
Htt doslo k vyraznému zlepseni fenotypu®. Kaspasa-3
Stépi Htt v pozici aa513 a 552, kaspasa-2 v pozici aa552.
Vzniklé fragmenty maji rozdilnou délku a distribuci
v bunice. Fragmenty vzniklé stépenim kaspasou-2 a -3
o velikosti 75 kDa a 70 kDa jsou lokalizovany perinukle-
arné, zatimco velmi toxické fragmenty vzniklé stépenim
kaspasou-6 jsou akumulovéany v jadie®. Rovnéz TgHD
mysi modely prokazaly toxicitu dalSich fragmenta: exo-
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Obr. 1: V neuronech HN bunék dochazi ke Stépeni mtHtt kaspasami, kalpainy a matrix metaloproteinasami za tvorby toxickych
fragment mtHtt. Vysoké koncentrace mtHtt v bunce zplsobuji vznik agregatd, jez ¢asto podléhaji autofagii. Kumulace malych
fragment mtHtt v nervové bunce vede k transkripéni dysregulaci a celé fadé organelovych dysfunkci (poskozeni transkrip¢nich
gentl jaderné DNA, porucha mitochondridlniho energetického metabolismu, poskozeni vezikularniho transportu). V extracelu-
larnim prostoru nasledkem aktivace membréanové vazanych nebo sekre¢nich MMP miZe proteolyza vyUstit ve Stépeni substratl
podilejicich se na zanétu, coz umociiuje neurotoxicky efekt téchto enzym?.

nu 1 Htt fragmentu (R6/2 mysi) a aa171 Htt N-terminal- painy. Oba druhy jsou heterodimery skladajici se z vétsi
niho fragmentu (N171-82Q mysi)’. 80 kDa katalytické a mensi 28 kDa regula¢ni podjed-
. notky. Velka podjednotka se lisi mezi jednotlivymi ¢leny
Kalpainy této proteinové rodiny a je aktivni i bez podjednotky
Kalpainy jsou rodina Ca?*-dependentnich intracelu- malé. K pfechodu do aktivniho stavu p-kalpaindim staci
larnich cysteinovych proteas zahrnujicich p- a m-kal- hladiny vapenatych iontd v fddu mikromold, zatimco
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m-kalpainy potiebuji hodnoty Ca?* vfadu milimold.
Vazba Ca?* iontl vede k autolytickému procesu a ka-
talytickd podjednotka se v pfipadé p-kalpainC odstépi
z pivodné 80 kDa velkého proteinu na protein o ve-
likosti 76 kDa, v pfipadé m-kalpain( je podjednotka
Stépena na 20 kDa useky. Regula¢ni podjednotka, jez
je spole¢na pro obé formy kalpaind, je z pivodnich
28 kDa zkracena na 21 kDa. Aktivace kalpaint je zpro-
sttedkovana mnoha apoptotickymi a nekrotickymi sti-
muly. Fyziologicka funkce a mozné rozdily mezi témito
dvéma p- a m-kalpainy jsou prozatim nejasné. Pfedpo-
klada se jejich participace jak v déleni a migraci bunéks,
tak i v integriny mediované signalni transdukci a apo-
ptéze®. Zatimco Htt je Stépen kaspasami na fragmenty
o molekulové hmotnosti 70, 75 a 80 kDa™ v piipadé
Stépeni kalpainy vznikaji fragmenty mensi (62, 67,
72 kDa). Rozsah $tépeni Htt je v piimé umére k délce
polyQ fetézce. Aktivace kalpainti byla potvrzena
v lidskych tkénich HN pacientd. Celkové mnozstvi
aktivovanych a neaktivovanych kalpain je zvyseno
u HN pacientl ve srovnani s kontrolami". Nizsi kon-
centrace kalpainC produkuje fragmenty o molekulové
hmotnosti 67 kDa a 62 kDa a pfi vysSich koncentra-
cich se objevuji stépné produkty o délce 47 kDa. Jak
jiz bylo uvedeno vyse, p-kalpainy i m-kalpainy stépi Htt
ve stejnych mistech, ale pfi rozdilnych intracelularnich
koncentracich Ca?*: p -kalpainy $tépi Htt v pfitomnos-
ti vapenatych iontd o nizké koncentraci (3 pM) i vy-
soké koncentraci (10 mM) Ca?*, m-kalpainy pouze pfi
vysokych koncentracich (10 mM). Také vlastni aktiva-
ce kalpainG je ovlivnéna Ca?* homeostazou. V pfipa-
dé preinkubace s kalpainovym inhibitorem 1 dochazi
ke kompletni blokaci stépeni Htt obéma typy kalpaint.
Pfi pouZiti inhibitoru Ca?*/Mg?* ATPasy endoplasmatic-
kého retikula dochazi ke zvyseni koncentrace Ca?* ion-
td uvniti bunék a nachazi se zde vy$si hladiny 28 kDa
kalpainové regula¢ni podjednotky.

Hladiny fragment( Htt se zvysuji po Stépeni kaspasa-
mi-2 a -3, coZ reprezentuje asi 5 % celkového mnozstvi
fragmentd. Zbytek je Stépen kalpainy a ostatnimi pro-
teasami. Gafni a kol. potvrdili, Ze vétSina fragmentd je
velikosti 72 kDa v pfipadé mutantniho Htt o délce 15Q,
nebo 82 kDa u mutantniho Htt s 135Q. Pomoci dele¢-
ni analyzy bylo ur¢eno misto Stépeni kalpaint v oblasti
aa535-537 Htt (serin-serin-serin), kdy pfi deleci tohoto
Useku doslo k eliminaci produkce stépli o velikosti
72 kDa. Pii deleci oblasti aa468-470 (leucin-threonin-
alanin) doslo k redukci 67 kDa fragmentt. | kdyZz misto
Stépeni Htt charakteristické pro tvorbu fragmentu
velikosti 62 kDa nebylo uréeno, neni to tak vyznamny
nedostatek, protoze takto velky fragment reprezentuje
mensinu v celkovém poctu fragmentd. V piipadé Htt
138Q-(1-1212) doslo k redukci fragment oproti Htt
15Q-(1-1212) diky akumulaci polyQ Htt ve stacking
gelu. Eliminace produkce konkrétnich stépl vedla
k redukci dal3i proteolyzy Htt, kdy bylo snizeno mnozstvi
jak nizkomolekuldrnich fragmentd pravdépodobné
vzniklych Stépenim aspartatovymi proteasami stejné,
tak i Htt agregatd (3,7x méné).

Piitomnost fragmentt Htt v jadie bunky koreluje s cy-
totoxicitou, jez mGze byt zvysena aktivaci bunécnych lo-
kaliza¢nich signal(i a naopak snizena pfi aktivaci buné¢-

nych exportnich signall. Celd forma Htt obsahuje pfi-
rozené se vyskytujici exportni signaly, které mu umoz-
nuji pfechazet z jadra do cytoplazmy a naopak. Vétsina
Htt je v cytosolu (>95 %). V mnoha studiich se uvadi,
ze podminkou pro vstup fragmentl do jadra bunky
je jejich velikost mensi nez 50 kDa. Tyto zavéry jsou
viak zalozeny hlavné na imunofluorescenc¢nich analy-
zach hodnoticich agregéaty Htt, ale ne na subcelularni
frakcionaci. Je potieba oziejmit, zda fragmenty mo-
hou putovat z cytoplazmy do jadra a naopak, a zda
dochézi ke Stépeni v jadie normélné se vyskytujiciho
malého procenta Htt. Kalpainy a kaspasami Stépe-
ny Htt se akumuluje v cytoplazmé a jadie v pfipadé
72/82 kDa fragmentt a pfedevsim v jadie u 67/77 kDa
fragmentd.

Charakterizace kalpaint neni tak pokrocila jako u kas-
pas. Tfi z patnacti enzym kalpainové rodiny - kalpain-1,
kalpain-2 a kalpain-4 byly do zna¢né miry jiz prostudo-
vany, u dalsich tii — kalpain-5, kalpain-7 a kalpain-10 je
znama jejich vysoka exprese v mozkové tkéani, predpo-
klada se tedy jejich role v Ca?* zprostiedkované patoge-
nezi, coz potvrzuje rovnéz zvysena hladina jejich mRNA
u R6/2 mysiho modelu HN. Aktivni i inaktivni forma
kalpainu-2 byla primérné nalezena v cytoplazmatické
frakci, kalpain-7 a kalpain-10 mél svou inaktivni formu
lokalizovanou jak v jadre, tak v cytoplazmé, zatimco ak-
tivni formu pouze v jadre, a obé formy kalpainu-5 byly
pfitomny jak v cytoplazmé, tak v jadie bunky. Thapsi-
gargin je lécivo selektivné inhibujici sarko-endoplazma-
tickou Ca?*-ATPasu, coz vede k velkému zvySeni intra-
celulédrniho Ca?*. Po jeho aplikaci se potvrdila regulace
aktivace kalpain(i témito ionty. Semi-kvantitativni PCR
odhalila zvySené mnoizstvi transkriptd kalpainu-5, -7
a -10. Byly pozorovany rovnéz vyssi hladiny proteind
a jejich aktivnich forem™,

Matrix metaloproteinasy

Matrix metaloproteinasy (MMP) jsou Zn-dependentni
proteolytické enzymy, které se ucastni mnoha fyziolo-
gickych i patologickych procest. Pfedeviim je znamo
jejich zapojeni v degradaci extracelularnich proteind,
avsak jejich vyznam je mnohem vétsi, protoze mezi
substraty najdeme chemokiny, bunécné receptory, cy-
tokiny a rdstové faktory™. Spolu s adamalysiny, serra-
lysiny, fragilysiny a astaciny nélezi do velké rodiny
Zn-dependentnich metaloproteinas oznacovanych jako
metzinciny. VétSina MMP obsahuje charakteristickou
HEXXH sekvenci, ktera interaguje se zinkem'. Je znamo
vice nez 20 MMP vyskytujicich se u ¢lovéka.

V roce 2010 skupina kolem Millera™ publikovala roz-
sahlou studii snazici se zmapovat proteolytické enzymy
zodpovédné za zvy3ené hladiny malého 48 kDa N-ter-
minalniho fragmentu mutovaného Htt. Pfi screeningu
514 siRNA vsech znamych lidskych proteas bylo identi-
fikovano 41 proteas, které ovliviiuji akumulaci fragmen-
td Htt, pficemz 11 z nich bylo potvrzeno i v opakova-
ném testovani. Mezi identifikovanymi proteasami byli
tfi MMP (MMP-10, MMP-14, MMP-23B)". Touto studii
byla demonstrovana zvy3ena aktivita téchto enzym? jak
v bunéénych kulturach, tak i na zvifecich modelech HN,
pficemz MMP-10 se prokazatelné podilela na pfimém
Stépeni Htt, zatimco MMP-14 a MMP-2 nikoliv. V na-

Ro¢nik 25

Bioprospect ¢. 1/2015



sledné studii vlivu MMP na toxicitu bunék se potvrdi-
lo, Ze knock-down (inhibice exprese genu) vyznamné
snizuje odumirani neuron( ve striatu. PouZiti NNGH
(N-Isobutyl-N-(4-methoxyphenylsulfonyl)glycyl-hyd-
roxamova kyselina), farmakologického inhibitoru MMP,
stejné jako endogennich inhibitord TIMP1, TIMP2,
TIMP3, vedlo k blokaci Htt-mediované toxicity v Hdh
111Q/1M1Q bunkach. V téchto burikach byl také za-
znamenan 5,7x vyssi vyskyt Stépené formy MMP-10
ve srovnani s Hdh7Q/7Q burikami. Jelikoz tento fakt
jesté neznamenal, Ze jsou zvy3eny i hladiny aktivova-
né MMP-10 v bunkach s mtHtt, byla provedena ana-
lyza enzymu pomoci poutziti fluorogenniho substratu.
Vysledky analyzy potvrdily vyznamné zvy3eni aktivace
MMP v Hdh111Q/111Q bunkach. Nasledné byly pouzi-
ty mysi HN modely YAC128 (celd forma mtHtt) a R6/2
(fragment mtHtt). Vysledky ziskané na téchto mys-
ich modelech potvrdily 1,6-1,8 nasobné zvyseni akti-
vity MMP ve striatu YAC128 (stafi 16 mésicl) a R6/2
(stafi 10 tydn@) ve srovnani se zdravymi kontrolami.
Po precipitaci a nasledné zymografii byly nalezeny zvy-
Sené hladiny aktivovanych MMP velikosti od 50 kDa
do 90 kDa v lyzatech kortexu a striata R6/2 mysi.
50 kDa $tép odpovidal aktivni form& MMP-10. St&p ve-
likosti 90 kDa reprezentoval MMP-9 (92 kDa), jez je
aktivovana pomoci MMP-10.

| kdyz MMP mohou byt produkovény v gliovych bun-
kadch a neuronech, jejich kolokalizaci s gliovym mar-
kerem (GFAP) a neuronalnim markerem (NeuN) bylo
prokadzano, Ze vétSina aktivnich MMP je pfitomna
v neuronech. Pro urceni, zda je Htt pfimym substratem
MMP-10 a MMP-14, bunécny lyzat exprimujici mtHtt byl
inkubovan s rekombinantnimi MMP Jako kontrola byla
pouzita MMP-2, ktera nebyla pfedtim potvrzena jako
jedna z proteas navozujicich proteolyzu a bunécnou
toxicitu. V souvislosti s nalezenim fragmentu o velikosti
48 kDa u normalniho Htt a 70 kDa u mtHtt 148Q byl Htt
uréen jako substrat pro MMP-10, ne vsak pro MMP-14,
ani MMP-2. In vitro translace Htt15Q rovnéz potvrdila,
Ze Htt je substratem pro MMP-10, ne v3ak pro MMP-14
a MMP-2. \isechny tfi MMP byly stejné aktivni po pfidani
fluorescencniho substratu. Na rozdil od knock-downu
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Souhrn

Kocurova G., Ardan T.: Proteolytické enzymy v patogenezi Huntingtonovy nemoci

Huntingtonova nemoc je provazena vznikem agregét( a toxickych fragmentd mutovaného huntingtinu. Funkce téchto forem neni dopo-
sud zcela objasnéna, nicméné proteolyza mutovaného huntingtinu je jedna ze slozek podilejici se na patogenezi onemocnéni. Hlubsi
studium téchto proteolytickych enzymi a jejich zapojeni v procesu neurodegenerace mtze vést k lepSimu pochopeni nemoci a k nale-
zeni vhodné terapie.

Klicova slova: Huntingtonova nemoc, huntingtin, proteolytické enzymy, kaspasy, kalpainy, matrix metaloproteinasy

Summary

Kocurova G., Ardan T.: Proteolytic enzymes in pathogenesis of Huntington’s disease

Huntington'’s disease is accompanied by formation of aggregates and toxic fragments of mutant huntingtin. A function of these forms has
not been fully elucidated, nevertheless, the proteolysis of mutant huntingtin is one of the components participating in the pathogenesis
of the disease. Further examination of these proteolytic enzymes and their involvement in a process of neurodegeneration might lead to
better understanding of the disease and finding an appropriate therapy.

Keywords: Huntington’s disease, huntingtin, proteolytic enzymes, caspases, calpains, matrix metalloproteinases
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