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2. SEZNAM ZKRATEK

Anti-GFAP.... anti-glial fibrillary acidic protein
BDNF....brain-derived neurotrophic factor
CNS....centralni nervovy systém

D....den testovani na rotarodu
DRPLA....dentatorubro-pallidoluysianska atrofie
E....den embryonalniho vyvoje
EA....epizodicka ataxie

EGFP....enhanced green fluorescent protein
FXTAS....fragile X tremor ataxia syndrome
GDNEF... .glial cell-derived neurotrophic factor
GFAP....glial fibrillary acidic protein
GluRsd2.... 82 podjednotka glutamatového receptoru
Grid2™....mutace Lurcher

Lc....Lurcher (+/Lc)

NT-3....neurotrophin-3

Obr.....obrazek

P....postnatalni den

pcd....Purkinje cell degeneration
S.E.M.....standard error of the mean
SCA....spinocerebeldrni ataxie
SCAL....spinocerebelarni ataxie typu 1
SCAZ2.... spinocerebelarni ataxie typu 2
SCA3.... spinocerebelarni ataxie typu 3
SCAG.... spinocerebelarni ataxie typu 6
SCA7.... spinocerebelarni ataxie typu 7
SCA17.... spinocerebelarni ataxie typu 17
SCAZ23.... spinocerebelarni ataxie typu 23
Tab.....tabulka

VS.....Versus

WT....wild typ (+/+)



3. SOUHRN

Mozecek je vyznamna struktura uplatitujici se v koordinaci pohybti a v fadé dalSich
funkci vcetné procest kognitivnich a emoc¢nich. K zdvaznym onemocnénim mozecku patii
velka skupina mozeckovych hereditarnich degeneraci s riznym typem dédic¢nosti, odliSnou
patogenezi a pestrymi fenotypovymi projevy. K vyzkumu téchto onemocnéni i moznosti
jejich 1é¢by lze vyuzit mnoho typi mysich modelt. Jedna se o mysi trpici spontanni mutaci ¢i
mysi geneticky modifikované.

Cilem nasi prace byloanalyzovat dynamiku morfologickych zmén béhem mozeckové
degenerace u mysi typu Lurcher za pouziti dvojitého fluorescencniho barveni. Déale jsme se
vénovali transplantaci embryonalni mozeckové tkan¢ ve formé suspenze u dospélych mysi
typu Lurcher kmene B6CBA, mysi pcd kmene B6.BR a mysi typu wild obou téchto kmenti s
dvoumeési¢nim pfezivanim piijemct po operaci a transplantaci identické suspenze u dospélych
myS$i typu Lurcher kmeni B6CBA a C3H a mySi typu wild obou téchto kmenl se
Sestimésicnim pfezivanim piijemci po operaci.

Prokézali jsme tyto hlavni charakteristiky degenerujicich Purkynovych bunék u
mutantl Lurcher: narusenou kontinuitu fady Purkynovych bunék, ptfitomnost tmavych skvrn v
bunécnych jadrech, fragmentaci jadérek a nerovnomérné barveni cytoplasmy. Pozd¢ji doslo k
deformaci tél i jader Purkynovych bunek, k jejich svrasténi a rozpadu dendrita.

V neurotransplantac¢nich experimentech se ndm podafilo prokazat, Ze embryonalni
mozeckovy transplantat pfeziva velmi dobife po dobu dvou 1 Sesti mé&sicli u mysi zdravych i u
mozeckovych mutantl typu Lurcher a ped a je zaroven bohatym zdrojem Purkynovych bunék.

Hlavni a nejzfetelnéjsi rozdil byl nalezen v integraci transplantitu do mozecku
hostitele. U mutanti Lurcher byl transplantit vétSinou ostfe ohranicen a oddélen od
mozeckoveé tkané hostitele, zatimco u mutanti pcd 1 mySi zdravych vykazoval dobrou
integraci vcetn¢ prorustani vldken smérem k mozeckovym jadrim. Tento nalez ukazuje, Ze
zifejmé existuji dosud nepoznané faktory specifické pro urcity typ degenerace, které vyrazné
limituji vyvoj a schopnost integrace transplantatu.

Neurotransplantacni terapie neméla vliv na vykon mutantnich mySi v testu na

rotarodu. Nepodafilo se nam tedy prokézat funk¢ni efekt transplantatu.



4. SUMMARY

The cerebellum is an important structure involved in motor coordination and many
other functions including cognitive and emotional processes. Severe cerebellar diseases
include a wide group of cerebellar hereditary degenerations with different types of heredity,
different pathogenesis and diverse phenotypic manifestation. Many types of mouse models
can be used to investigate these diseases and their therapy. These mice carry spontaneous
mutations or are genetically modified.

The aim of this work was to analyse the dynamics of morphological changes of
cerebellar degeneration in Lurcher mice using fluorescent double staining. We also performed
transplantation of embryonic cerebellar tissue suspension in adult Lurcher B6CBA mice,
B6.BR mice and wild-type mice of both strains with two-month survival after surgery and
transplantation of identical suspension in adult Lurcher B6CBA mice and C3H mice and
wild-type mice of both these strains with six-month survival after surgery.

We have confirmed these main characteristics of the degenerating Purkinje cells in
Lurcher mutants: the disrupted continuity of the Purkinje cell layer, the presence of dark spots
in the cell nuclei, the fragmentation of nuclei and the non-homogenous staining of the
cytoplasm. Later, the bodies and the nuclei of the Purkinje cells were deformed, including
their shrinkage and disintegration of dendrites.

In neurotransplantation experiments, we have shown that the embryonic cerebellar
graft survived very well for two or six months in healthy mice and cerebellar mutants of the
pcd and Lurcher type respectively and is also a rich source of Purkinje cells.

The main and most marked difference was found in integration of the graft into the
host " s cerebellum. In Lurcher mutants, the graft was mostly sharply limited and separated
from the host ~ s cerebellar tissue, whereas in pcd mutants and healthy mice the grafts
exhibited good integration, including fibre sprouting to the cerebellar nuclei. This finding
suggested that there are potentially unidentified disease-specific factors significantly limiting
development and integration of the cerebellar grafts.

Neurotransplantation therapy did not influence the performance of mutant mice in the

rotarod test. Therefore, we failed to demonstrate the functional effect of the cerebellar graft.



5. UVOD

5.1. Mozecek a jeho struktura a funkce

5.1.1. Struktura mozec¢ku

Mozecek (cerebellum) je soucasti centralniho nervového systému (CNS), nachazi se
v zadni jamé lebni dorsaln¢ od mozkového kmene. Tvoii jej vermis, tj. sttedni neparova ¢ast a
dvé lateralné ulozené hemisféry. Mozecek ma vrstevnatou strukturu, povrchova sedd hmota je
siln€¢ zvrasnénd jemnymi zadhyby, které jsou pravidelné a soubézné orientované. Pod kilirou
lezici bild hmota obsahuje nervova vldkna a neuroglii. V jeji hloubce jsou pak uloZena
mozeckova jadra — nucleus dentatus, emboliformis, fastigii a globosus.

Mozeckova kiira se vyznacuje vét§im poctem nervovych bunck nez je pocet neuronti
v kife velkého mozku (Glickstein, 1992). Novéjsi vyzkumy ukézaly, ze mnozstvi neuron
mozecku predstavuje 80 % vSech mozkovych nervovych bun€k (Herculano-Houzel, 2010).
Klra mozecku je histologicky ¢lenéna do tii vrstev. Zevné se nachdzi vrstva molekularni
(stratum moleculare) obsahujici malé mnozstvi neuronti, dale vrstva gangliondrni (stratum
gangliosum) s jednou vrstvou velkych Purkynovych bunék, jejichz dendrity se bohaté vétvi ve
vrstvé molekularni a axony pak tvofi jediny vystup z kiiry mozecku. Purkynovy buiiky jsou
tedy jedinym typem projekéniho neuronu mozeckové kiiry. Nejhloubéji je pak uloZena vrstva
granularni (stratum granulosum) s velkym poctem bunék granuldrnich, jeZ jsou excita¢nimi
interneurony a s nékolika dal§imi méné Cetnymi typy excitacnich i inhibi¢nich interneurond.

Z mikroskopického hlediska vykazuje mozeckova kiira velmi pravidelnou strukturu
diky opakovani morfologicky i funkéné identickych jednotek. Centrem kazdé této jednotky je
jedna Purkynova buiika. Jako mediator pouzivaji tyto buiiky kyselinu gama aminomalselnou,
tedy inhibi¢ni neurotransmiter. Vystupni informace z téchto funk¢nich jednotek prochazi ptes
buniky mozeckovych jader. Aferentni informace se do kiry mozecku dostavaji dvéma typy
excitaénich vldken — $plhavymi a mechovymi. Splhava vlikna jsou axony bunék nucleus
olivaris inferior. Tato vldkna nejprve uvnitf mozecku vysilaji kolaterdlu k bunkdm
mozeckovych jader, pak stoupaji az do molekularni vrstvy kortexu a zde vytvaieji asi 300
synaptickych kontaktl s dendrity kazdé¢ Purkynovy buiikky. Mechova vldkna téZ vysilaji
kolateralu k bunikdm mozeckovych jader, ale poté stoupaji pouze do granularni vrstvy
kortexu, kde tvofi synapse s dendrity granularnich bun¢k a dalSich interneuronti granularni

vrstvy. Axony granularnich bun¢k pak stoupaji do molekularni vrstvy, kde se rozvétvuji na
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ob¢ strany ve tvaru pismene T a probihaji jako tzv. paralelni vldkna, kterd se spojuji s dendrity
Purkynovych bunék (Krali¢ek, 2011).

Krom¢ bunék Purkynovych a granularnich existuji v kiife mozecku jesté dalsi typy
neurond. Jedna se o tfi druhy inhibi¢nich interneuronii — bunky koSickové, hvézdicovité a
buniky Golgiho. Kosickové a hvézdicovité buiiky jsou aktivovany paralelnimi vldkny
molekularni vrstvy a jejich tkolem je zajistit tzv. laterdlni inhibici sousednich Purkynovych
bunék. Jako medidtor vyuzivaji kyselinu gama aminomaselnou. Golgiho buiiky jsou téz
stimulovany paralelnimi vlakny. Na rozdil od bunék kosickovych a hvézdicovitych vsak tlumi
bunky granularni misto bun¢k Purkyiovych. Jako inhibi¢ni neurotransmitery pak vyuZzivaji
kyselinu gama aminomaselnou a né¢které glycin. Kromé téchto klasickych typi bunck
obsahuje kiira mozecku jesté dalsi, tzv. netradi¢ni neurony. Jednd se o burniky unipolar brush
(Altman a Bayer, 1977; Harris a spol., 1993; Mugnaini a Floris, 1994), buniky Lugarovy
(Sahin a Hockfield, 1990; Laine a Axelrad, 1996, 1998) a buiikky candelabrum (Laine a
Axelrad, 1994). VSechny zminéné netradi¢ni neurony jsou interneurony.

Kromé specifickych aferentnich spoji tvotfenych Splhavymi a mechovymi vlakny
dostavd mozeckova kilra téZ difuzni aferentaci ze dvou skupin jader retikularni formace
mozkového kmene: jader raphe a locus coeruleus. Axony vychazejici z jader raphe jsou
serotoninergni a kon¢i ve vrstvé granularni a molekularni. Vldkna z locus coeruleus jsou
noradrenergni a kon¢i ve vSech tfech vrstvach mozeckového kortexu. Tyto neurony plni
neuromodulacni funkei, facilituji nebo inhibuji Urovent informacniho pfenosu na synapsich

mozeckové kury (Kralicek, 2011).

5.1.2. Funkce moze¢ku

Mozecek lze zhlediska funkéniho 1 fylogenetického rozdé€lit na tfi oblasti:
vestibuldrni, spindlni a cerebralni.

Vestibularni mozecek (vestibulocerebellum, archicerebellum) je fylogeneticky
nejstarSi ¢ast. Morfologicky zahrnuje pars nodulofloccularis. Zékladni funkci této partie je
udrzovani vzptimené polohy téla pfi stoji a chlizi a dale se podili na fizeni automatickych
ocnich pohybt.

Spindlni mozecek (spinocerebellum, paleocerebellum) zahrnuje vermis a paravermalni
oblast mozeckovych hemisfér. Jednd se o fylogeneticky mladsi ¢ast mozecku. Tato Cast
dostava kopii povelovych vzorcl, které motoricka kira vysild béhem realizace pohybt

k motoneuroniim. Tuto informaci pak spindlni mozecek porovnava se skuteCnym stavem
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pohybu piislusné télesné partie, detekuje vzniklou diskrepanci a zasahem do aktivity neuront
sestupnych motorickych drah upravuje vznikly rozdil. Vermalni oblast kontroluje
ventromedialni systém motorickych drah (spinalni motoneurony axialniho a pletencového
svalstva). Paravermalni oblast naopak kontroluje dorzolateralni systém motorickych drah
(spinalni motoneurony distalnich koncetinovych svall).

Cerebralni mozecek (cerebrocerebellum, neocerebellum) zahrnuje laterdlni partie
mozeckovych hemisfér a jedna se o fylogeneticky nejmladsi c¢ast, ktera se spolecné
s mozkovym kortexem a bazalnimi ganglii ucastni planovani a programovani volnich pohybt
(Kralicek, 2011).

Vyse uvedené motorické funkce mozecku jsou jiz znamy delsi dobu. Novéji se vSak
ukazuje, Zze mozecek hraje vyznamnou roli také v motorickém uceni (Marr, 1969),
kognitivnich a emoc¢nich procesech (pro piehled viz Koziol a spol., 2014) a vyznamn¢ téz

zasahuje do fe¢ovych funkci (pro ptehled viz Marien a spol., 2014).

5.2. Poruchy mozecku

5.2.1. Projevy mozeckového poskozeni

Pti poruchach funkce mozecku se setkdvame se dvéma odliSnymi typy syndromi:
iritaénim a zanikovym. Iritaéni mozeckovy syndrom je vzacny a svymi piiznaky pfipomina
parkinsonismus; je zde hypokineze, klidovy tfes, zvySeny plasticky tonus flexorti a flekéni
drzeni trupu i koncetin.

Castgji vede poskozeni mozetku k zanikovému mozedkovému syndromu. Jeho
hlavnimi ptfiznaky jsou ataxie, intencni tremor a pasivita, které spolu vytvareji motoricky
mozeckovy syndrom. Ataxie znamend poruchu koordinace pohybl, ale volni hybnost je
v zésad¢ zachovédna. Projevuje se asynergii, kdy chybi plynuld navaznost elementarnich
pohybt, kazdy dil¢i pohyb zacind pfili§ brzy, nebo naopak pftili§ pozd€. DalSim projevem
mozecCkové ataxie je adiadochokineze, tj. neschopnost provadét rychle za sebou alternujici
pohyby, a dale hypermetrie, kdy vykondvané pohyby nejsou pfimétené; maji pfili§ velkou
amplitudu a pfestieluji cil pohybu (obecnéji miizeme hovofit o dysmetrii, kterda zahrnuje 1
méné Castou hypometrii, tj. nedotazené¢ pohyby). Inten¢ni tremor se projevuje jako oscilace
koncetiny kolem zamysleného cile pohybu, pficemz v klidu tento tfes mizi. Pasivita znamena
mirny pokles svalového tonu zejména koncetin se zvySenym rozsahem pohybu v kloubech.
Na rozdil od bézné hypotonie z jinych pfi€in vSak pasivita neni patrna pii palpacnim vySetfeni

svalu.
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Z téchto zékladnich motorickych projevii zdnikového mozeckového syndromu pak
vyplyvéa Skala dalSich potizi. Jednd se predev§im o ataxii stoje a chize, kdy postizeny
vykazuje stoj o Siroké bazi, pti chlzi titubuje a piipadné pada vSemi sméry nezavisle na
poloze hlavy. Asynergie a adiadochokineze orofacidlniho svalstva se projevuje jako tzv.
skandovana te¢. Ataxie svalil ruky pak zptisobuje velké kostrbaté pismo - makrografii. Mohou
se téz pridat poruchy koordinace o¢nich pohybt véetné nystagmu (Kralicek, 2011).

Ptiznaky poskozeni mozecku se mohou lisit tehdy, jde-li o pfevazujici 1€zi jen nekteré
jeho Casti. Pti postizeni archicerebela a paleocerebela (medidlni 1€ze) dominuje ataxie stoje a
chiize. Naopak neocerebelarni syndrom (lateralni 1éze) zahrnuje pfedevsim ataxii koncetin, tj.
poruchu cilenych pohybt, prestielovani, inten¢ni tremor. Nejéastéji se vSak mizeme setkat
s globalnim mozeCkovym syndromem, kdy poskozeni ptesahuje hranice funkénich
mozeCkovych oblasti a kombinuji se pifiznaky syndromu paleocerebelarniho 1
neocerebelarniho (Kralicek, 2011).

Pozdé&ji poznanou soucasti zanikového mozeckového syndromu je pak tzv. kognitivné-
afektivni syndrom nazyvany téz syndrom Schmahmanniiv (Schmahmann a Sherman, 1998,
Schmahmann, 2004). Tento syndrom je vyjadfen pfedevSim pii postiZzeni zadniho laloku a
pripadné vermis mozecku. Zahrnuje celou Skalu projevi jako zhorSeni pracovni a prostorové
paméti, visuospacidlni desintegrace, poruchy pozornosti, oplosténi afektivity, disinhibice,
détinské chovani, ale také obsedantné-kompulsivni rysy chovani. Vyskytuji se 1 fecoveé
problémy; jedna se o tzv. telegrafickou fe¢ az cerebelarni mutismus, dysprosodii a

agramatismus.

5.2.2. Pri¢iny mozeckovych poruch

Pti¢iny poruch mozecku obecné jsou obdobné tém jako v jinych oblastech centralniho
nervoveého systému. Jsou to vyvojové vady, traumata, vaskularni poruchy jako ischémie nebo
hemoragie, nadory, zanétlivd a autoimunitni onemocnéni, intoxikace (napf. etanolem,
insekticidy, herbicidy, ale i mnoha dal$imi latkami), onemocnéni metabolickd a endokrinni.
Zvlasté¢ se pak klasifikuji mozeCkovda onemocnéni s nejasnou etiologii, sporadicka
degenerativni onemocnéni a velkd skupina mozeckovych hereditarnich degeneraci, kterym

bude vénovana samostatna kapitola.
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5.3. Dédi¢na degenerativni onemocnéni mozecku

Hereditarni ataxie predstavuji velmi rozsdhlou a heterogenni skupinu
neurodegenerativnich onemocnéni. Postihuji mozecek, jeho spoje, ale i dalsi ¢asti nervového
systému, napi. periferni nervy, patefni michu, mozkovy kmen nebo bazalni ganglia. Na rozdil
od jinych neurodegeneraci, jako je Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba, je jejich vyskyt
mnohem vzacngjsi, ale ne zanedbatelny. Obvykle se zacinaji manifestovat v détstvi nebo
v produktivnim véku, vyrazné zhorsuji kvalitu Zivota, Casto vedou k invalidizaci pacienta a
mohou (n€kdy 1 vyznamné) zkracovat zivot.

Klasifikace cerebelarnich degeneraci vychazi ztypu dédiCnosti. Jsou rozliSovany
choroby autosomalné¢ recesivni, autosomalné¢ dominantni, X vazané gonosomaln¢ dédicné a

choroby s dédi¢nosti mitochondrialni.

5.3.1. Autosomalné recesivni mozeckové ataxie

Jednd se o skupinu onemocnéni, kterd patii k nejcastéjSim dédicnym ataxiim,
ptikladem je Friedreichova ataxie, ataxia teleangiectasia a ataxie s izolovanym deficitem
vitaminu E.

Friedreichova ataxie je autosomdlné recesivné dédi¢né neurodegenerativni
onemocnéni, jehoz pfi¢inou je expanze GAA ftripleti v genu pro protein frataxin na 9.
chromozomu. Jedn4 se o nejb&znéjsi hereditarni ataxii s udavanou incidenci 3-4/100 000
obyvatel (Schulz a spol., 2009). Mutace vede k dysfunkci mitochondrii a k poruSe transportu
zeleza uvnitf mitochondrii (Babcock a spol., 1997). Poskozena funkce frataxinu téz vede
k ndslednému mitochondridlnimu oxidativnimu stresu (Marmolino a spol., 2010). Prvni
klinické pfiznaky se manifestuji nejCastéji koncem druhé poloviny prvni dekady Zivota, ale
jsou 1 pacienti s prvnimi obtizemi ve druhé nebo treti dekade. Dochazi k progredujici ataxii,
areflexii dolnich koncetin, dysartrii, poruse vniméni vibraci a svalové slabosti. Kromé
neurologickych projevl se také vyskytuje kardiomyopatie a diabetes mellitus (Harding,
1981). Toto onemocnéni obvykle brzy pacienta zcela invalidizuje a kardiomyopatie byva
hlavni pfi¢inou pfed¢asného umrti (Harding, 1998).

Ataxia teleangiectasia je progresivni multiorganové onemocnéni. Pfi¢inou je mutace
v genu ATM (ataxia teleangiectasia mutated) uloZzeném na 11. chromosomu, ktera vede
k nestabilit¢ DNA (Ball a spol, 2005). Nemoc se projevuje typicky progredujici mozeckovou

ataxii, teleangiektaziemi na k0iZi a spojivkach, imunodeficienci v oblasti buné¢né i humoralni
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imunity a predispozici ke vzniku nadorovych onemocnéni (pro piehled viz Teive a spol.,
2015).

Ataxie s izolovanym deficitem vitaminu E je zpiisobena mutaci v genu pro o-
tocopherol transfer protein. Klinicky obraz je podobny Friedreichové ataxii, pfidruzuje se
nizkd hladina vitaminu E (o-tokoferol) v krvi bez poruchy jeho vstiebavani ve stievé (Ben

Hamida a spol., 1993).

5.3.2. Autosomalné dominantni mozeckové ataxie

Do této kategorie patii rozsahla skupina spinocerebelarnich ataxii (SCA) a epizodické
ataxie (EA) (pro ptehled viz Taroni a spol., 2013).

Spinocerebelarni ataxie tvoii velmi pocetnou skupinu nemoci. Diky moderni
genetické diagnostice jejich pocet stale stoupa. V soucasné dob¢ je popsano vice nez 40 typa.
Jednotlivé typy se oznacuji Cisly, vyjimku predstavuje dentatorubralni palidoluysicka atrofie
(DRPLA) a SCA3, ktera je kromé& cisla také oznacovéna jako Machado-Josephova nemoc
(Manto, 2005; Taroni a spol. 2013).

Podstatou mutace fady SCA (SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCA12, SCA17,
DRPLA) je patologicka expanze trinukleotidovych sekvenci-repeatit CAG, nasledkem je tedy
prodlouZeni polyglutaminového traktu v molekule piisluiného proteinu. Cim vy3§i pocet
opakovani sekvenci se vyskytuje, tim obvykle dochédzi k dfivéjSimu néstupu a rychlejsi
progresi onemocnéni. Typicky je téz fenomén anticipace, v kazdé dalsi generaci nastupuji
Taroni a spol., 2013).

Epizodické ataxie tvoii nesourodou skupinu sedmi chorob. Spolecnymi znaky jsou
paroxysmalni vyskyt ataxie a dalSich vétSinou pfidruzenych mozeckovych symptomi.
Paroxysmy ataxie mohou trvat od nékolika sekund az po né€kolik dnti (pro piehled viz Taroni

a spol., 2013).

5.3.3. Mozec¢kové ataxie vazané na chromosom X

Opét se jedna o heterogenni skupinu nemoci. Spole¢ny je typ dédi¢nosti a vyskyt
ataxie. Pfikladem je syndrom fragilniho chromosomu X s tremorem/ataxii (FXTAS).

Podstatou této choroby je elongace CGG tripletti pfesahujici pocet 200 v genu FMR1. Mezi
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charakteristické piiznaky onemocnéni patii kromé& tremoru a ataktické chliize demence,

parkinsonsky syndrom, neuropatie a autonomni dysfunkce (Hagerman a spol., 2001).

5.3.4. Mozeckové ataxie s mitochondrialni dédi¢nosti

Jedna se o velmi vzacna onemocnéni vykazujici maternalni pfenos. Vedou obvykle
k poruse funkce mitochondrii a zplisobuji proto zpravidla multisystémové postizeni
projevujici se Sirokou Skélou symptomu. Patii mezi né cCasto pravé mozeCkovd nebo

senzorickd ataxie (pro piehled viz Di Donato a spol., 2013).

5.4. Zvireci modely hereditarnich cerebelarnich degeneraci

Existuyje mnoho kment laboratornich mysi trpicich dédi€nymi degenerativnimi
onemocnénimi mozecku (pro prehled viz Cendelin, 2014). Tato zvifata mohou slouzit jako
biologické modely danych onemocnéni a jsou pouzivana k vyzkumu mozeckovych funkci, ke
sledovani nasledki poskozeni mozecku i ke studiu patogeneze degenerativnich mozeckovych
chorob. Jsou vyznamnym objektem vyzkumu moznosti terapeutického ovlivnéni
degenerativnich procest a jejich funkénich dopadd. Jedna se o spontdnni, pfirozené mysi
mutanty, dale o kmeny s mutacemi indukovanymi a t€Z o mysi transgenni. Spontanni mutace,
které se u ¢lovéka nevyskytuji, jsou vétSinou pouze obecnéjSimi modely mozeckovych poruch
nebo neurodegenerativnich chorob. Transgenni mysi nesouci vlozené lidské mutované geny
jsou pak spiSe povaZovany za modely lidskych onemocnéni, patologicky fenotyp se vsak
mnohdy od priibé¢hu lidského onemocnéni lisi.

Jednotlivé mySi modely hereditarnich cerebeldrnich degeneraci se od sebe odlisuji
typem dédi¢nosti, mechanismy zaniku riznych typti mozeckovych buné¢k, postizenim dalSich
struktur nervového systému mimo mozecek, ale i funkénimi projevy onemocnéni.

Mezi nejvyznamnéj$i ptirozené mutanty trpici mozeckovou degeneraci patfi mysi

Lurcher, Purkinje cell degeneration, Weaver, Staggerer, Nervous, Hotfoot a Reeler.

5.4.1. MySi typu Lurcher

Mutantni mysSi Lurcher patii k nejcastéji zkoumanym a pouzivanym typlim
mozeckovych mutantl. Jedna se o pfirozeny model geneticky podminéné olivocerebelarni

degenerace. Tato spontanni mutace byla objevena v roce 1954, poprvé vSak byla popsana
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vroce 1960 (Phillips, 1960). Jedna se o mutaci Grid2™ v genu Grid2 lokalizovaném na 6.
myS$im chromozomu, ktery koduje 82 podjednotku glutamatového receptoru (GIluRS2).
Mutace vede k zaméné aminokyseliny alaninu za threonin na konci tieti transmembranové
domény 82 podjednotky (Zuo a spol., 1997). Typ dédicnosti je semidominantni.
Heterozygotni jedinci (+/Lc) jsou zZivotaschopni, trpi vSak olivocerebeldrni degeneraci, ktera
zahrnuje téméf kompletni ztratu Purkynovych bunék a déale redukci interneuronti kiry
mozecku, mozeCkovych jader i neuronti dolni olivy (Caddy a Biscoe, 1979; Zanjani a spol.,
2006). Homozygoti (Lc/Lc) zivotaschopni nejsou, umiraji brzy po narozeni. V prubéhu
intrauterinniho vyvoje u nich dochdzi k masivnimu zaniku neuroni mozkového kmene, coz
vede k nasledné neschopnosti sat mateiské mléko (Resibois a spol., 1997; Cheng a Heintz,
1997). Homozygoti — nepostizeni jedinci, mysi typu wild (+/+), jsou zcela zdravi a predstavuji
idealni kontrolni zvitata.

Ionotropni receptor GluRd2 je exprimovan prevazné v Purkynovych bunkach
mozecku, méné pak v nékterych neuronech mozkového kmene (Araki a spol., 1993). To
vysvétluje pravé zéanik predevsim bunék Purkyinovych a neuronii mozkového kmene. V
disledku této mutace se receptor méni v prakticky trvale otevieny kanal, kdy
transmembranovy proud Kkationtd zpusobuje permanentni depolarizaci membrany
Purkynovych bun¢k (Zuo a spol., 1997). To je pak povazovano za piimou pfi¢inu zaniku
téchto neuront a piimy diisledek mutace Grid2™, ktera je tedy svou podstatou tzv. gain-of-
function mutaci (Wetts a Herup, 1982a, b).

Prvni znamky degenerace mozecku heterozygotnich mySi Lurcher se zacinaji
objevovat jiz 3. — 4. den po narozeni. Jedna se o zmény Purkynovych buné¢k, kdy se
v molekularni vrstvé mozecku objevuji pyknotické buniky (Swisher a Wilson, 1977). Redukce
poc¢tu Purkynovych bunék je pak patrnd mezi 8. a 10. dnem zivota (Caddy a Biscoe, 1979).
Degenerace poté postupuje velmi rychle; 26. den zivota zbyva jiz jen 9 % Purkynovych
bunck, 63. den 3 % a v 91. dnu Zivota jiz prakticky zddné Purkynovy buiiky nenachazime.
Ojedin€éle mohou byt nalezeny i v pozdé&jsim veéku jesté v oblasti paraflocculu, flocculu a
nodularni z6né mozecku (Duffin a spol., 2010). Sekundarné¢ ubyvéa granularnich bunék
moze&ku, pieziva jich jen asi 10 %. Ubytek se tyka téZ neuronti dolni olivy v diisledku ztraty
cile jejich axoni, jimz jsou Purkynovy buiiky (Wetts a Herrup, 1982a,b), po 3 mé&sicich zivota
jich zbyva asi 30% (Caddy a Biscoe, 1979). Déle dochazi také k ubytku dalSich bunék
mozeckové kiiry, bunék hvézdicovych, kosickovych a Golgiho (Zanjani a spol., 2006). Axony

Purkynovych bun€k jsou jedinym vystupem klry mozecku, jejich zanik tedy znamend
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prakticky funkéni dekortikaci mozecku. Mozeckova jadra jsou postizena jen mirnou
degeneraci (Heckroth, 1994a,b; Sultan et al., 2002).

U heterozygotnich mutanti Lurcher vykazuji Purkynovy bunky morfologické zmény
typické pro zanikajici buiiky. Jednd se piedev§im o zmenSeni bunék, otok axont, kondenzaci
jader, zmény mitochondrii a nepravidelnosti plasmatické i jaderné membrany (Dumesnil-
Bousez a Sotelo, 1992; Dusart a spol., 2006; Norman a spol., 1995). Typicky znak zanikajici
Purkynovy buiky je vyskyt vice primarnich kmenovych dendriti ve véku ptiblizné 14 dnti
(Caddy a Biscoe, 1979).

Mechanismus smrti Purkyiiovych bunék u heterozygotnich mutantli Lurcher nebyl
dosud jednoznaéné vysvétlen. Nékterymi autory je oznacovan jako apoptdza, nekrdza,
autofagie nebo 1 jejich moznd kombinace. Za excitotoxickou apoptéozu jako nésledek
nadmérné depolarizace povazuji smrt Purkynovych bunék Zuo a spol. (1997). Norman a spol.
(1995) popsali zmény v Purkynovych bunkach, které téz naznacuji, Zze mechanismem smrti je
apoptdza. Jedna se o typické otoky axont, kondenzaci chromatinu, zmény bunécné a jaderné
membrany, apoptoticka téliska pohlcena gliemi a téZ neptitomnost infiltrace leukocyty.

Nékteré morfologické znamky vSak mohou svédCit i pro podil nekrozy jako
mechanismu zaniku bunék, napiiklad axondlni otoky, perinuklearni shluky chromatinu,
zvétsené mitochondrie s dilatovanymi kristami (Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1992; Dusart a
spol., 2000).

Yue a spol. (2002) naopak piedpokladaji jako mechanismus smrti Purkynovych bun¢k
autofagii, tj. degradaci vlastnich soucasti buiniky. Pro autofagii by svédCila piitomnost
autofagosomti v axonech Purkynovych bunék mutanti Lurcher (Wang a spol., 2006).

Zanik Purkynovych bun¢k je také mozno vysvétlit kombinaci vySe uvedenych
mechanismi, ¢emuZ nasvédcuji nalezy dalSich studii (Nishiyama a Yuzaki, 2010; Nishiyama
a spol., 2010).

U mysSi Lurcher mé olivocerebelarni degenerace mnoho funkénich néasledkti. Od konce
druhého tydne zivota se zalind projevovat mozeckova ataxie, chiize je vratkd a vravorava,
kroky jsou krat$i, je zvyraznéna flexe zadnich koncetin pfi posunu vpied. Kroky jsou téz
variabiln&j§i vcetné proménlivosti vzajemného casového sledu doSlapii koncetin, kycel se
posouva vyse, mysi nejsou schopny plynulé chlize bez klopytani (Fortier a spol., 1987).
Mutanti Lurcher vykazuji zhorSené¢ motorické schopnosti a vysledky v rozmanitych
motorickych testech, napf. v testu na rotarodu a rotujici miizce (Lalonde a spol., 1992;
Thullier a spol., 1997; Hilber a Caston, 2001; Porras-Garcia a spol., 2005; Markvartova a

spol., 2010). Pfi volném dopadu na podlozku nejsou schopni dopadnout na vSechny Ctyfi
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koncetiny (Porras-Garcia a spol., 2005). I kdyZ se vyrazné projevuje motoricky deficit, mysi
Lurcher maji zachovanou jistou miru schopnosti motorického uceni, jejich vykony
v motorickych testech se vylepsSuji béhem opakovani ukolu, schopnost tohoto uceni vSak
klesa s postupujicim vékem (Lalonde, 1994; Lalonde a Thifault, 1994; Lalonde a spol., 1995,
1996a; Hilber a Caston, 2001, Kiizkova a Vozeh, 2004).

Mutanti Lurcher maji téZ naruSeny kognitivni funkce, coz ukazuji mnohé testy
orientace a prostorového uceni. Napiiklad v testu v klasickém Morrisové vodnim bludisti se
skrytym ostrivkem dosahovali mutanti opakované delSich latenci nalezeni cile nez jedinci
nepostizeni (Lalonde a spol., 1988; Porras-Garcia a spol., 2005). Jista schopnost uceni je vSak
zachovana. Pti opakovani pokusu dochazelo v tomto bludisti postupné ke zkracovani latenci
dosazeni ostrivku (Porras-Garcia a spol., 2005; Tuma et al., 2017). Porucha dlouhodobé
paméti se pak ukézala v testu retence provedeném po sedmi dnech po zakladnim tréninku
v Morrisové vodnim bludisti. Mysi Lurcher ¢asteéné zapomnély jiz naucenou pozici ostrivku
(Hilber a spol., 1998). Zmény u téchto mutanti se ukézaly i v klasickém podminovani
mrknuti (Porras-Garcia a spol., 2005, 2010).

Mysi Lurcher vykazuji vyssi excitabilitu centrdlniho nervového systému (Cendelin a
Vozeh, 1999), vyssi spontanni pohybovou aktivitu (Caston a spol., 1998), vétsi citlivost
k neurotoxickym vlivim (Caddy a Vozeh, 1997) a také odliSnou reaktivitu na bolest (Vozeh a
spol., 2001b). Tito mutanti téZ vykazuji ¢etné zmény chovani, jejichz podstata zatim nebyla
zcela vysvétlena. Jde o sniZzené behavioralni projevy anxiety zdokumentované napi. ve
vyvySeném kiizovém bludisti (Monnier a Lalonde, 1995; Hilber a spol., 2004). Zde se vSak
spiSe muze jednat o tzv. behaviordlni disinhibici, kterd se projevuje zejména ve stresovych
situacich a souvisi s poruchou regulace osy hypotalamus — hypofyza — klra nadledvin
(Frederic et al., 1997; Hilber a spol., 2004; Tuma et al., 2017). SniZend inhibice u mysi
Lurcher se projevuje také snizenou schopnosti prepulsni inhibice akutni tlekové reakce (tzv.
startle response) (Porras-Garcia a spol., 2005). S behavioralni disinhibici zfejmée téz souvisi
vysoka incidence matefské infanticidy a kanibalismu u samic mutant Lurcher (Tuma a spol.,
2013). Ztrata Purkynovych bunék nejspiSe souvisi také s postizenim kognitivnich procest
vyssi urovné, které byvaji popisovany u autismu (Dickson a spol., 2010), proto se
v poslednich letech n€které rysy chovani mutanti Lurcher pfirovnavaji k poruchdm typickym
pro autismus (autism spectrum disorders).

Dalsi abnormality pak byly nalezeny v imunitnim a endokrinnim systému. Jedna se o
pfedcasnou involuci thymu ve véku 3 mésicii, ve véku 1 meésice je vSak thymus jeste

nezménény (Mand’dkova a spol., 2003, 2005). Zjistény byly téZ drobné strukturdlni zmény
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nadledvin (Beranova a spol., 2002) a zvétSeni objemu dfené¢ a zona fasciculata a zona
glomerularis kiry nadledvin (Tuma a spol., 2017), tedy téch casti, které se podileji na
stresové reakci. Zvysena produkce prozanétlivych cytokinii moduluje dale neurodegenerativni
proces, imunitni i endokrinni funkce (Vogel a spol., 2007).

Mutantni mysi typu Lurcher se vyskytuji v nékolika kmenech. V naSich experimentech
na Ustavu patologické fyziologie Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni jsou vyuzivana
zvirata kmene B6CBA a C3H. U obou téchto kment se jedna o stejnou mutaci a stejny typ
olivocerebelarni degenerace. Geneticky zéklad a kmenové specifické vlastnosti mohou ale
modifikovat nékteré jejich charakteristiky a ovliviiovat vysledky v testech. Velmi dilezitou
vlastnosti kmene C3H je autosomdlné recesivné dédi¢na retinalni degenerace postihujici
jedince nesouci homozygotni kombinaci alely rd1 (Chang a spol., 2002), vedouci k zaniku
fotoreceptorti a slepoté. Mezi kmeny téZ existuji rozdily v reakci na bolest a v excitabilité
CNS (Vozeh a spol., 2001b) a ve vykonu v Morrisové vodnim bludisti i po vylouceni jedincii
s retinalni degeneraci (Cendelin et al., 2014).

Analogickd mutace Grid2 byla nedavno objevena téZ u lidi trpicich cerebelarni
degeneraci a ataxii (Coutelier et al., 2015). A¢ jsou tedy mysi Lurcher pfirozenymi mutanty,

1ze je dnes povazovat za model lidského onemocnéni.

5.4.2. Mysi Purkinje cell degeneration

K velmi €asto pouzivanym modeliim mozeckové degenerace patii mysi pcd (Purkinje
cell degeneration). Jednd se o autosomdlné recesivné dédicnou mutaci Agtpb 1 v genu
kédujicim protein CCP1 (cytosolic carboxypeptidase-like protein) (Mullen a spol., 1976).
CCP1 je metalopeptidaza, ktera méa vyznamnou funkci pfi obméné proteinli v buiice
(Berezniuk a spol., 2010) a je téz dulezitd pro fungovani mitochondrii a energeticky
metabolismus bunky (Chakrabarti a spol., 2010). U zdravych mysi je tento gen intenzivné
exprimovan zejména v Purkynovych buikdch mozecku, fotoreceptorech sitnice a v mitralnich
bunkach ¢ichového bulbu (Fernandez-Gonzalez a spol., 2002). To vysvétluje, pro¢ mutanti
pcd béhem postnatalniho zivota ztraceji prakticky vSechny Purkynovy bunky, trpi pomalu
progredujici degeneraci retiny a mitralnich bunék ¢ichového bulbu.

Mozeckova degenerace u mysi ped spo¢iva v masivnim zaniku Purkynovych bunck
mezi 3. a 4. tydnem Zivota, v 7. tydnu Zivota piezivaji jiz jen ojedinélé Purkynovy bunky
(Mullen a spol., 1976; Landis a Mullen, 1978, Baltanas a spol., 2013). Zanik Purkynovych

bunék se odehrava mechanismem apoptdzy a aktivace kaspazy 3 (Kyuhou a spol., 2006).
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Degeneraci Purkynovych bun¢k doprovazi téz aktivace mikroglie, astrocytl a apoptoticky
zanik mozeckovych oligodendrocytt (Baltanas a spol., 2013; Kyuhou a spol., 2006). Pozd¢ji
se pfidava degenerace granularnich bunék a mozeckovych jader, ktera je povazovana za
sekundarni nasledek zaniku bun¢k Purkynovych (Lalonde a Strazielle, 2007). Od 3. tydne
zivota také postupné ubyva neuront dolniho olivarniho jadra, tato degenerace je rovnéz
povazovana za sekundarni, zpiisobenou ztratou cila jejich axont, Purkynovych bunck (Ghetti
a spol., 1987).

Od 13. tydne zivota postupuje degenerace vldken Cichového bulbu i traktu, star§i mysi
pak ztraceji mitralni buniky ¢ichového bulbu (Mullen a spol., 1976). Mysi pcd dale postihuje
degenerace thalamu (O’Gorman a Sidman, 1985) a postupna retindlni degenerace (Chang a
spol. 1976).

Mutanti pcd maji t€Zce postizenou motoriku, pfi chizi se dotykaji bfichem podlozky
(Triarhou a spol., 1996), mozeckova ataxie je patrna od 3. tydne Zivota (Mullen a spol., 1976).
Dosahuji Spatnych vysledki v testu na rotarodu, vykon na hranolovém a véalcovém stabilnim
bfevnu je dobry (Le Marec a Lalonde, 1997). Vyrazné narusena je i schopnost prostorového
uceni, mySi pcd selhdvaji v Morrisové vodnim bludisti se skrytym ostrivkem, v testu
s viditelnym ostrivkem ale dosahuji dobrych vysledkli. Z toho je patrné, ze se jednd o

poruchu prostorové navigace, ne o disledek motorické dysfunkce (Goodlett a spol., 1992).

5.4.3. MySi Weaver

Mysi typu Weaver jsou postiZzeny semidominantni mutaci v genu kddujicim G-protein
sprazeny s tzv. inward rectifying potassium kanalem (Patil a spol, 1995). Tato mutace vede
k dezorganizaci mozeckové struktury, ale 1 nékterych dalSich oblasti mozku (Hirano a
Dembitzer, 1973; Rakic a Sidman, 1973). Na rozdil od mySi Lurcher a pcd je ztrata
Purkynovych bun¢k mozecku jen mirnd, zanikaji ptedev§im v pfedni ¢asti vermis, vyrazna je
ale ztrata bunck granuldrnich (Hirano a Dembitzer, 1973). Relativné nepostizend zistava
dolni oliva (Blatt a Eisenmann, 1985a), k degeneraci ale dochéazi v pars compacta substantia
nigra (Schmidt a spol., 1982).

Mutanti Weaver jsou postiZeni ataxii, dosahuji horSich vysledkl v testech motorické
koordinace (Lalonde 1987c; Strazielle a spol, 2006) a Spatné vysledky meli téz v testech

prostorové navigace ve vodnich bludistich (Lalonde a Botez, 1986).
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5.4.4. MySi Staggerer

Mysi typu Staggerer trpi autosomalné recesivni mutaci v genu, ktery koduje tzv.
retinoid-related orphan receptor alfa na 9. chromozomu (Hamilton a spol., 1996). Postizeni
téchto mutantl se projevuje zejména vravoravou chlizi, hypotonii, tfesem a téz mensi télesnou
velikosti (Sidman a spol., 1962). V jejich mozecku dochézi k degeneraci Purkynovych bun¢k
a sekundarnimu Ubytku bunék granularnich a neuronti dolniho olivarniho jadra (Herrup, 1983;
Blatt a Eisenmann, 1985b).

U mysi Staggerer se projevuji mnohé zmény chovani i motorickych funkci. Jejich

ey oo
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kratsi latence padu z bfevna a miizky (Lalonde, 1987a) a mysi selhdvaji i v testu na rotarodu

(Caston a spol., 1995).

5.4.5. MySsi Nervous

Mutace nervous je lokalizovana na 8. chromozomu, typ dédi¢nosti je autosomalné
recesivni a vede k degeneraci Purkynovych bun¢k (Campbell a Hess, 1996; De Jager a spol.,
1998). Zanik Purkynovych bunék nastava ve 3. aZ 8. tydnu Zivota a je doprovazen
sekundarnim zénikem granularnich bun¢k (Sotelo a Triller, 1979; Wassef a spol., 1987). V 15
dnech zivota se v Purkyiovych bunikach objevuji mitochondrie abnormalniho tvaru, nasledu;i
degenerativni zmény drsného endoplasmatického retikula, Golgiho aparatu a polysomil
(Landis, 1973). Cast neuront dolni olivy pak podléha retrogradni degeneraci jako nasledek
ztraty Purkynovych bun¢k (Zanjani a spol., 2004), dale je u téchto mutantd popsana
degenerace dorzalniho kochlearniho jadra (Berrebi a Mugnaini, 1988) a pomalu progredujici
retindlni degenerace (Mullen a LaVail, 1975).

Mysi Nervous trpi mozeckovou ataxii a hyperaktivitou (Lalonde a Strazielle, 2003).
Selhavaji v motorickych testech i v testu prostorového uceni v Morrisové vodnim bludisti se
skrytym ostritvkem. V témze testu s ostriivkem viditelnym jsou vSak jejich vysledky dobré

(Lalonde a Strazielle, 2003).

5.4.6. MySi Reeler

Mysi Reeler jsou nositeli autosomalné recesivni mutace na 5. chromosomu (Beckers a

spol., 1994). Mutovany gen kdduje protein extracelularni hmoty reelin, ktery je vyznamny pii

22



adhezi a migraci neuronti béhem vyvoje centralniho nervového systému (D" Arcangelo a spol.,
1995). Dusledkem je dezorganizace nékterych struktur mozku a ektopicka lokalizace neurontl.
Zmeény se tykaji téz mozeCku a postizeny jsou hlavné buiiky granularni (Caviness a Rakic,
1978). Mutanti Reeler vykazuji Spatné vysledky v Morrisové vodnim bludisti a to se skrytym
1 viditelnym ostrivkem (Lalonde a Strazielle, 2007).

5.4.7. Mysi Hotfoot

Mysi Hotfoot jsou nositelé recesivni mutace v genu kdédujicim glutamatovy receptor
(GIuR 62) lokalizovaném na 6. chromozomu (Lalouette a spol., 1998). Jde tedy o mutaci
alelickou k mutaci mysi Lurcher. V tomto piipadé se vSak jednd o tzv. loss-of-function
mutaci, nebot” receptor zlistava v endoplasmatickém retikulu a nedostavé se na povrch builky
(Matsuda et al,, 2002). Hlavni abnormalitou téchto mutantd jsou Purkynovy buiky
s ektopickymi dendritickymi trny a chybéjici presynaptickou inervaci (Guastavino a spol.,
1990; Liu a Shio, 2008). PostiZeni se projevuje snizenym drzenim téla, ataxii, Sirokou bazi a
trhavymi pohyby zadnich koncetin (Guastavino a spol., 1990); typickd je také porucha
prostorového uéeni (Lalonde a spol., 1996b).

Podobnd mutace rusici funkci GIuR 82 a pusobici mozeckovou patologii byla
objevena i u lidi (Hills et al. 2013). Onemocnéni se projevuje recesivné dédicnou ataxii a
mimovolnimi tonickymi pohyby ocnich bulbi, které lze pozorovat i u mutantnich mysi

Hotfoot a u geneticky modifikovanych mysi s vyfazenym genem Grid2 (Hills a spol., 2013).

Mnohé modely konkrétnich lidskych onemocnéni mozecku vznikly technologiemi
vkladani transgenu a jako indukované a cilené mutace (Brown a Nolan, 1998; Nolan a spol.,
2000). K nejcastéji pouzivanym a zkoumanym modelim patii mysi SCA1, SCA2, SCA3,
SCA6, SCA7, SCA23, modely Niemann-Pickovy nemoci a Friedreichovy ataxie.

5.4.8. Mysi SCA1

Mysi SCAT1 jsou nositelé lidského mutovaného genu, ktery koduje ataxin-1 a plsobi
autosomalné dominantni spinocerebelarni ataxii typu 1 (SCAI). Podstatou poruchy je
nadmérné opakovani CAG tripletu a prodlouZena polyglutaminova sekvence ve vysledném
proteinu. Bézna délka této sekvence u zdravych jedinch kolisa mezi 6 a 35 opakovanimi. U

lidskych pacientii postizenych SCAT1 se pak jedna o prodlouZeni na 39 — 83 repetic (Taroni a
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spol., 2013). Mozecek téchto mysi se vyznacuje tenci molekuldrni vrstvou kiiry, Purkyiiovy
buiiky jsou svrastélé, s chudSim vétvenim dendritickych stromi a niz§im pocétem trnii (Clark a
spol., 1997; Lalonde a Strazielle, 2007). Mira postizeni vSak zavisi na poctu opakovani CAG
tripletu.

5.4.9. Mysi SCA2

Jedna se o transgenni mysi nesouci lidsky gen pro ataxin-2 s prodlouzenou sekvenci
opakovani CAG tripletu a slouzi jako model lidské spinocerebelarni ataxie typu 2 (SCA2).
Normalni ataxin-2 obsahuje vétSinou 22 — 23 glutamind v fad¢, lidé trpici SCA2 jich mivaji
32-77 (Taroni a spol., 2013). Mysi SCA2 byly vytvofeny v n¢kolika liniich s riznou délkou
sekvence opakujicich se CAG tripleti a tudiz s riiznou tizi onemocnéni.

Mysi SCA2 s 58 opakovanimi CAG v genu pro ataxin-2 (Q58) vznikly ve 3 liniich
(Q58-5B, Q58-11, Q58-19), DNA tohoto modelu obsahuje promotor Purkinje-cell-specific
(Pcp2). Je zde progresivni funkéni deficit mozecku spojeny s ubytkem az vymizenim
Purkyiiovych bunc¢k (Yamada a spol., 2008). Pii testovani motoriky téchto mysi oproti
zdravym bylo zjiSténo, ze drZeni na hrazd¢ je vyrazné krats$i a v pozd¢jsim veku se postizeni
jedinci nedokazi hrazdy zachytit vibec. Analyza chize u mysi linie Q58-19 prokazala
zkraceni kroku jiz ve véku 8 tydni, a to se s postupujicim vékem zvyrazitovalo. U mysi linie
Q58-5B a Q58-11 pak bylo zkraceni kroku signifikantni v 16 tydnech Zivota. Motoricky
deficit byl zjistén 1 na akcelerujicim rotarodu. U mysi Sestitydennich rozdil mezi postizenymi
a zdravymi nalezen nebyl, v pozd¢jsim véku se vSak rozdily projevily a jesté 1 prohlubovaly.
U heterozygotnich zvifat se latence padu zrotarodu zkratily ve véku 26 tydnd, u
homozygotnich pak jiz v 16 tydnech zivota (Huynh a spol., 2000).

Dalsi mysi model SCA2 byl vytvoten inzerci genu obsahujiciho 75 CAG triplett pod
regulaci vlastniho SCA2 promotoru (Aguiar a spol., 2010). Projevuje se obdobnym
motorickym postiZzenim, které bylo zjiSténo v testu na rotarodu a s v€kem se zvyraznuje. U
nemocnych mysi Purkynovy buniky degeneruji, coz se projevuje chybénim dendritickych
stromu a zmenSenim jejich bunécného téla (Aguiar a spol., 2010).

Nejnovejsi mysi model SCA2 nese gen se 127 opakovanimi CAG tripletu, ktery je
rovnéZ pod kontrolou promotoru Pcp2 (Hansen a spol., 2013). Motorické schopnosti téchto
mys$i se zacinaji vyrazné zhorSovat jiz od 8. tydne véku a snizovani poctu Purkyinovych bun¢k
je pozorovatelné od 12. tydne. VySetfenim rtzné starych mysi této linie (12 — 40 tydnti) se

zjistilo, Ze dochazi k postupnému ztencovani molekularni vrstvy mozeckové kiry (Hansen a
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spol., 2013). Dale bylo zjisténo, Ze 4 tydny staii mutanti se lisili od stejné starych kontrolnich
mys$i pfitomnosti perinukledrniho ataxinu-2 v Purkynovych buiikdch ve formé inkluzi, jejichz
pocet nartistal s vékem. Jinde v cytoplasmé pifitomnost tohoto proteinu zjisténa nebyla
(Hansen a spol., 2013). Charakteristickd je téz snizena exprese genii specifickych pro
Purkynovy buiiky a nizsi frekvence akénich potencialt téchto bun¢k (Hansen a spol., 2013).
Projevy onemocnéni SCA2 jsou zavaznéj$i u mysSich modeld s delSim
polyglutaminovym traktem v ataxinu-2. Tento jev je ve shod¢ s projevy u lidskych pacientd,

kde se projevuje negativni korelace mezi délkou CAG sekvence a vékem nastupu prvnich

ptiznakl choroby (Riess a spol., 1997).

5.4.10. Mysi SCA3

Spinocerebelarni ataxie typu 3 (SCA3, Machado-Josephova nemoc) je degenerativni
onemocnéni s pozdnim nastupem, zpisobené expanzi CAG tripletu v genu kodujicim ataxin-
3. Normalni pocet opakovani CAG v aleldch je od 12 do 44. Pacienti trpici SCA3 mivaji 52 —
86 CAG repetic (Taroni a spol., 2013).

Transgenni mysi SCA3 byly vytvofeny jako model nesouci alely obsahujici sekvence
0 64, 67, 72, 76 a 84 opakovanich CAG (Cemal a spol., 2002). Mysi jsou postizeny ztratou
neuronil v jadrech pontu, mirnou degeneraci Purkynovych bunék a v zavislosti na poctu kopii
transgenu se zvysSuje 1 pocet reaktivnich astrocytli v nucleus dendatus a bilé hmoté¢ mozecku

(Cemal a spol., 2002).

5.4.11. Mysi SCA6

Spinocerebelarni ataxie typu 6 (SCA6) je zpisobena expanzi CAG repetice v genu,
ktery koduje napétove zavisly vapnikovy kanal alfa 1A (Zhuchenko a spol., 1997). Normalni
alely obsahuji 4 — 6 opakovani CAG, alely zplsobujici onemocnéni v§ak maji 20 — 33 téchto
repetic (Taroni a spol., 2013). Mysi model SCA6 nesouci sekvenci 84 glutamintl je postizen
agregaci patologického proteinu a vyviji se proto u ného progresivni motoricky deficit

(Watase a spol., 2008).
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5.4.12. MySi SCA7

Spinocerebelarni ataxie typu 7 (SCA7) je dalsi z neurodegenerativnich onemocnéni
zpusobenych prodlouzenim sekvence opakujicich se triplett CAG v genu kodujicim ataxin-7.
Normalni pocet repetic je 7 — 19, patologické alely obsahuji obvykle 37 — 400 CAG triplett.
Hlavnimi projevy tohoto onemocnéni je tézka forma ataxie a ztrata zraku jako nasledek
makularni degenerace (Taroni a spol., 2013). Mysi model nesouci sekvenci 90 glutaminii a
exprimujici mutantni ataxin-7 vykazuje vyskyt jadernych inkluzi mutantniho ataxinu-7
v Purkynovych bunkach mozecku a ve fotoreceptorech sitnice. Hlavnimi projevy choroby

jsou pak poruchy motorické koordinace a zraku (Yvert a spol., 2000).

5.4.13. Mysi SCA17

Spinocerebelarni ataxie typu 17 (SCA17) je degenerativni porucha s pozdnim
nastupem, ktera je zplsobena expanzi polyglutaminovych sekvenci v proteinu TBP (TATA-
box-binding protein). Nemoc je charakterizovana progresivni ataxii, kife¢emi, kognitivnimi
poruchami a neuropsychickymi piiznaky. Zatimco zdravi lidé maji 23-43 CAG tripletq,
postiZzeni pacienti vykazuji zvySeni poc¢tu az na 45-63 repeatli. Byly vyvinuty 2 myS$i modely
tohoto typu onemocnéni (Friedman a spol., 2007; Chang a spol., 2011) a navic, jako u
jediného typu SCA jesté 1 potkani model. Pravé tento model se ukazal jako velmi vyhodny a
podobné jako mysi SCA17 1 tito potkani vykazuji téZké neurologické defekty véetné ataxie,
poruchy posturdlnich reflexti, hyperaktivitu, kterd je pozdéji vystfidana hypoaktivitou,

ubytkem télesné hmotnosti a pred¢asnou smrti (Kelp a spol., 2013).

5.4.14. My3i SCA23

Typ SCA23 spinocerebelarni ataxie je extrémné ziidka se vyskytujici a relativné
v pozdnim véku nastupujici neurodegenerativni onemocnéni charakterizované postupujici
ataxii patrnou na chiizi 1 na hornich koncetinach, s dal§imi variabilnimi ptiznaky vcetné
periferni neuropatie a dysartrie (Bakalkin a spol., 2010). Podstatou je mutace v genu pro
prodynorfin (Verbeek a spol., 2004). Mysi s vyfazenym genem pro prodynorfin jsou citlivéjsi
k noxiosnim podnétim, ale vykazuji normélni odpovédi na bézné stimuly (Wang a spol.,
2001); navic mutantni dynorfinové proteiny zvySuji neopioidni excitacni aktivity, které

mohou podmiiiovat vyvoj SCA23 (Watanabe a spol., 2012).
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5.4.15. Model Niemann-Pickovy nemoci

Niemann-Pickova nemoc je stfadava choroba s autosomalné recesivni dédi¢nosti.
Jedna se o patologickou akumulaci cholesterolu a glykosfingolipidl, vyskytuje se ve tfech
ruznych typech (A, B, C). Projevy jsou rozmanité, postizeni je typické i mimo nervovy
systém. K ubytku Purkynovych bunék mozecku dochézi u varianty C. Existuji mysi kmeny
s mutaci zpusobujici podobné onemocnéni, vytvoreny byly ale téz transgenni modely

Niemann-Pickovy choroby typu C (Maue a spol., 2012).

5.4.16. Model Friedreichovy ataxie

v

Friedreichova ataxie je nejcastéjsi lidska autosomalné recesivné dédi¢nd mozeckova
ataxie (viz vyse). Bylo pro ni vytvofeno jiz n€kolik transgennich mysSich modelii. Jedna se
napiiklad o model vykazujici vyskyt vakuol v neuronech ganglii zadnich miSnich kofent,
demyelinizaci axond, poruchy koordinace a snizenou pohybovou aktivitu (Al-Mahdavi a

spol., 2006).

5.5. Vyznam mySich modeli v experimentalni terapii

cerebelarnich degeneraci

Lidsky mozek disponuje pouze omezenym regeneracnim potencidlem 1 kapacitou
neurogeneze. Masivni zanik neuronti pfi neurodegenerativnich onemocnénich proto obvykle
vede kireverzibilnimu funkénimu deficitu. V soucasné dobé neexistuje skutecné ucinna
kauzalni terapie téchto onemocnéni, ktera by dokdzala zastavit, nebo alespoil vyznamné
zpomalit progresi onemocnéni a piipadné také obnovit poskozené funkce. To plati t€Z pro
veétSinu hereditarnich degenerativnich chorob mozecku. Zékladem jejich 1é¢by je dnes
rehabilitace a fyzikalni terapie, kterd do jist¢ miry dokdze vylepsSit pohybové schopnosti
pacienta, pomahd pacientim udrZet co nejdéle urcitou schopnost sebeobsluhy a facilituje
kompenzacni mechanismy (Ilg a spol., 2010; Miyai a spol., 2012). Netesi vSak progresi
degenerace.

Vyzkumy na mySich modelech dédi¢nych ataxii ukazuji sméry, které by v budoucnu
mohly vést k vyvoji ucinné terapie. Jednim z nich je zasah do patogeneze nemoci, ktery by

zpomalil nebo dokonce zastavil jeji progresi. Takovou terapii je ovSem nutné zahajit diive,
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nez dojde k zaniku bunck a k nevratnym poskozenim nervového systému. Dalsi nadéjnou
moznosti jsou neurotransplantace.

Vyzkum moznych zasahli do patogenetického procesu onemocnéni je zatim ve stadiu
pokusii na zviratech, kde se uplatiiuji pfedevSim transgenni mysi modely konkrétnich
degeneraci mozecku.

Tam, kde se ptredpoklada Skodlivy vliv hromadiciho se patologického proteinu, by
podstatou terapie mohlo byt utlumeni exprese mutovaného genu nebo podpora eliminace
hromadiciho se proteinu. Naptiklad u transgennich mysi SCA3 zpusobilo zastaveni exprese
ataxinu-3 zmirnéni funkéniho deficitu i neuropatologickych zmén (Nobrega a spol., 2013).
Podobna situace byla zjisténa u mysiho modelu SCA7, kdy 50% redukce exprese mutovaného
genu zahajend mésic po vzniku ataxie dokdzala zastavit rozvoj motorické poruchy nebo ji
dokonce zvratit (Furrer a spol., 2013). Dalsim ptikladem je terapie interferonem beta, kterd u
transgennich mysi SCA7 podpofila degradaci patologického ataxinu-7, omezila mnozstvi jeho
intranuklearnich inkluzi a téz zmirnila motorickou poruchu postizenych mysi (Chort a spol.,
2013). Nevyhodou téchto postupl je nutnost zahdjit terapii diive, nez dojde k zaniku vétSiho
mnozstvi neuronll. U degenerativnich chorob s pozdnim ndstupem a pozvolnou progresi by
toto bylo mozné diky genetické diagnostice, u chorob s ¢asnym nastupem vSak miize byt
zachrana zanikajicich bun¢k obtiznd. Problematické u lidskych pacient by také mohly byt i
postupy vyzadujici genetickou modifikaci.

V soucasné dob& se téZ ukazuje jako nad€mna moznost podpory funkce mozecku
pomoci neinvazivni transkranidlni magnetické stimulace nebo transkranidlni stimulace
stejnosmérnym proudem (Grimaldi a Manto, 2013; Grimaldi a spol., 2014). Tyto metody jsou
zatim ve stadiu vyzkumu, ale pfedstavuji do budoucna jistou moZnost vyuziti u lidskych

pacientl postizenych mozeckovymi degeneracemi (Grimaldi a spol., 2014).

5.6. Neurotransplantacni terapie mozeckovych degeneraci

Metody neurotransplantace zlstavaji v soucasné dob¢ stale ve stadiu experimentalnich
studii. K vyzkumu transplantacni terapie poskozeni mozecku byly vyuzity nékteré typy
mutantnich mysi, které postihuje dédicna cerebelarni degenerace. K transplantaci je mozné
vyuzit odlisné typy bunék: embryonalni (fetalni) nervovou tkan, embryonalni nebo dospélé
neuralni kmenové buniky, embryonalni kmenové bunky, t¢Z mesenchymalni kmenové bunky,

indukované pluripotentni kmenové bunky respektive neurdlni (neuronalni) progenitory
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ptipravené in vitro ¢asteCnou diferenciaci kmenovych bunék. Smyslem tohoto vyzkumu je
dosdhnout funkéniho zlepSeni a zmirnéni dalSich piiznaki degenerace. Experimenty také
piinaseji poznatky o pfezivani a vyvoji transplantovanych bun€k riznych typi a o faktorech,
které vyvoj transplantatu ovliviiuji. Mezi hlavni faktory ovliviiujici transplantat patii
vlastnosti samotnych transplantovanych bunck, ale i vlastnosti hostitelské tkan¢. Patologické
zmény probihajici pii daném degenerativnim onemocnéni mohou dale ménit neurogeni¢nost
tkan¢ hostitele; napi. zanétlivé procesy, zmény struktury tkané, zmnozeni a aktivace glie (pro
piehled viz Rossi a Cattaneo, 2002). V uvahu téz ptipadaji dalSi faktory jako zmeény
mikrocirkulace nebo oxidac¢ni stres provazejici neurodegenerativni poruchy (Andersen, 2004;
Kolinko a spol., 2015).

K vyzkumu neurotransplantaci byly zatim nej€astéji vyuzivany mySi ped, jsou
povazovany za vhodny model pro tento ucel. Darcovské Purkynovy buiiky jsou u téchto mysi
schopné opustit embryonalni mozeckovy Stép, migrovat do své pfirozené pozice
v molekularni vrstvé (Sotelo a Alvarado-Mallart, 1987a, b) a synapticky se integrovat do
mozeckové kiry ptijemce (Sotelo a Alvarado-Mallart, 1986, 1991). Sotelo a Alvarado-Mallart
(1987a) vyslovili domnénku, ze defektni molekularni vrstva mutantii pcd mize selektivné
neurotroficky piisobit na neurony chybéjici kategorie. Také Carletti a Rossi (2005) prokazali,
ze mozecek mysi pcd poskytuje signdly pozitivné pisobici na transplantované Purkynovy
bunky. Za ur€itych okolnosti byla popsana i mozna obnova kortikonuklearnich projekci
(Sotelo a Alvarado-Mallart, 1987b; Triarhou a spol., 1992; Keep a spol., 1992). Je vSak nutné,
aby se transplantované Purkynovy bunky nachazely v blizkosti mozeckovych jader (Keep a
spol., 1992). Granularni vrstva mozeCkové kiry totiz predstavuje bariéru, ktera brani
proristani vldken z molekuldrni vrstvy do hloubky. Purkynovy bunky pochazejici
z transplantatu a nachazejici se ve své pfirozené pozici (na hranici vrstvy molekularni a
granularni) maji proto minimalni moZznost vytvoreni kontaktd s mozeckovymi jadry (Carletti
a spol., 2008). Naopak Purkynovy bunky transplantované pifimo do jader mozeCku mayji
dokonce schopnost vytvofit sjejich neurony synaptické kontakty a poté stoupat do
mozeckové klry (Triathou a spol, 1992). Dal$im vyznamnym zjisténim bylo, Ze
transplantace suspenze fetdlnich bunék mozecku do oblasti mozeckovych jader vedla ke
zlepSeni motoriky mysi pcd (Triarhou a spol., 1995, 1996).

Opakované byly k neurotransplantacim pouzity také mysi typu Lurcher. Tomey a
Heckroth (1993), ktefi vyuzili k transplantaci suspenzi embryonalnich mozeckovych bunék,
udavaji pfezivani transplantitu u poloviny mladych, ale i dospélych mysi Lurcher. Po

transplantaci embryonalnich mozeckovych bun€k se na povrchu hostitelského mozecku
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vytvofily shluky transplantovanych bunck, které vykazovaly organotypickou strukturu, a
transplantované bunky pronikaly do molekularni vrstvy mozecku hostitele (Dumesnil-Bousez
a Sotelo, 1993; Heckroth a spol., 1998; Tomey a Heckroth, 1993). Migrace bunck
pochézejicich z transplantatu do molekuldrni vrstvy byla také pozorovana po transplantaci
solidniho embryonalniho transplantdtu (Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993). Transplantované
Purkynovy buiky vSak nemély typické plosné uspotddani dendritickych stromt, tento jev
muze byt vysvétlen nedostatkem paralelnich vlaken nezbytnych k formovani dendrita
Purkynovych bunék (Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993; Tomey a Heckroth, 1993). Vcasna
transplantace normalnich embryondlnich Purkyinovych bun¢k vSak miize zabranit degeneraci
bun¢k granularnich a neuroni dolni olivy. To doklada, Ze zanik téchto typi bunék je
sekundarniho charakteru (Heckroth a spol., 1998). Po transplantaci mesenchymalnich
kmenovych bun€k novorozenym mys$im Lurcher doslo i ke zlepSeni v testech motoriky. Zde
transplantované bunky dokazaly migrovat do hostitelského mozecku a usidlit se pobliz bun¢k
Purkynovych, kde doslo k produkci neurotrofickych faktorit (BDNF, NT-3, GDNF) a vlastni
Purkyiovy buiiky hostitele 1épe ptezivaly (Jones a spol., 2010).

U novorozenych mys$i typu Nervous transplantace neurdlnich kmenovych bunck
predesla zaniku Purkynovych bunék a téz zlepsila koordinaci pohybt (Li a spol., 2006a).
Transplantované buiiky byly schopny vytvofit kontakty s Purkynovymi buiikami hostitele,
podpoiily funkei jejich mitochondrii, rist dendritd a synaptogenezi (Li a spol., 2006a). Také
Jaderstad a spol. (2010) popsali, Ze neuralni kmenové buiiky transplantované mysim Nervous
se nedokdzaly pln¢ diferencovat v neurony, ale vytvofily s buitkami hostitele kontakty typu
gap junction.

U mySiho modelu Weaver transplantovand tkan vytvofila typické uspotradani
trojvrstevné struktury klry mozecku. Bunky odpovidajici granularnim bunikam dokézaly
proliferovat, migrovat z mista aplikace a vytvofit synaptické kontakty (Kohsaka a spol., 1988,
Takayama a spol., 1987, 1988).

U mysiho modelu SCAI1 transplantace suspenze bunc¢k embryondlniho mozecku
zpusobila zlepSeni motorickych funkci (Kaemmerer a Low, 1999). Transplantace neuralnich
prekurzorovych bunék mySim SCA1 vylepSila motorické schopnosti, podpofila pieZivani
Purkyiiovych bunék a zpiasobila normalizaci jejich membranového potencidluy;
transplantované buiiky vSak nejevily znamky diferenciace v buiikky Purkyiiovy (Chintawar a
spol., 2009). Intrathekalni injekce mesenchymalnich kmenovych bunék u mysi SCAI1

zmirnila dezorganizaci mozecku a normalizovala koordinaci pohybt (Matsuura a spol., 2013).
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Chang a spol. (2011) popsali u mysiho modelu SCA2, ze intraven6zni aplikace
lidskych mesenchymalnich kmenovych bunék zvysila prezivani vlastnich Purkynovych
bunék, oddalila nastup projevii onemocnéni a zlepSila motorické funkce mysi. Pti aplikaci
intrakranialni vSak k podobnym uc¢inktim nedoslo (Chang a spol., 2011).

U mysiho modelu Niemann-Pickovy nemoci typu C byly vyuzity mesenchymalni
kmenové buniky pochdzejici z kostni diené. Jejich transplantace v postizeném mozecku
utlumila aktivaci astrocytii a mikroglie (Bae a spol., 2005). Tato lécba zvysila pocet
prezivajicich Purkynovych buné¢k. Elektricky aktivni Purkynovy buiikky vznikly fazi téch
stavajicich s transplantovanymi mesenchymalnimi kmenovymi buiikami a navic doSlo i ke
zlepseni motorickych schopnosti postizenych mysi (Bae a spol.,, 2007). Transplantace
kmenovych bunék ziskanych ztukové tkan€ rovnéz ochrdnila Purkynovy buiky pied
degeneraci, zmirnila zanétlivou reakci a obnovila schopnost motorické koordinace u téchto
zvitat (Bae a spol., 2010).

Neurotransplantacni terapie jiz byla vyuzita i v klinickych zkouskach u lidskych
pacientu s cerebelarni degeneraci (Tian a spol., 2009; Lee a spol., 2012). Néekteré vysledky
mohou byt nadéjné, ale v humanni mediciné zatim mozeckové transplantace rozhodné nelze
povazovat za rutinni lécebnou metodu. Problematickd je téz velkd wvariabilita lidskych
hereditarnich mozeckovych ataxii a ptipadné odlisné pfistupy k neurotransplantaéni terapii.

Zatim ani vysledky studii neurotransplantaci na mySich modelech nejsou jednotné, i
kdyz nékteré prace poukazuji na funk¢ni zlepSeni postiZzenych zvitat. Toto zlepSeni navic bylo
dolozeno jen u nékterych typth mutantii, nékterych typt transplantatu a je zde také zavislost na
fazi vyvoje pfisluSné degenerace. Navic stale neni jasné, jakymi mechanismy
neurotransplantace vede k napravé nervovych funkci v konkrétnich ptipadech, ktery typ
transplantatu je vhodny u urcitého onemocnéni, ptipadné ve které jeho fazi, a zda vibec
muzeme ocekavat funkéni zlepSeni u vSech typl cerebelarnich degeneraci. Je proto nutné

pokracovat v dalSich studiich k hlubsimu pochopeni této problematiky.
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6. VYCHODISKO

. Hereditarni mozeckové ataxie jsou Sirokou skupinou zdvaznych onemocnéni, u nichz zatim
neexistuje skute¢né¢ ucinna terapie. Vhodnym nastrojem pro vyzkum patogeneze i

experimentalni 1€cby téchto chorob jsou mnohé mysi modely.

. Mutantni myS$i typu Lurcher reprezentuji pfirozeny model geneticky podminéné
olivocerebelarni degenerace. Tyto mysi trpi progresivni postnatalni ztratou Purkynovych
bunc¢k mozecku, ubytkem bunék granuldrnich a neurond dolni olivy. Zdravi sourozenci, wild
typy, nam slouzi jako kontroly. I pfes dlouholety vyzkum téchto mutantd neni jednotny ndzor
na mechanismy zaniku Purkyfovych bunék a pribeh degenerace zatim neni znam do vSech
detaild. Dvojité fluorescenéni barveni umoznuje sledovat vyvoj ¢asnych zmén v mozeckové

ktite mysi Lurcher ve srovnani se zdravymi wild typy.

. Jednou z moZnosti 1écby hereditarnich mozeckovych degeneraci je neurotransplantace. Pres
dlouholety vyzkum neurotransplantaci dosud nebyla prokazéana jejich univerzalni pouzitelnost
a zda se, Zze mohou mit odli§nou uspésnost u rtiznych typti onemocnéni mozecku, véetné
riznych typi mozeckovych degeneraci. Proto je potieba zkoumat neurotransplantace u
riznych animdalnich modela pfedstavujicich odliSné patologické podminky.

. Siroka $kala mysich mutantnich modelti cerebeldrnich degeneraci odrazi pestrost lidskych
dédi¢nych cerebelarnich degeneraci. Jednotlivé modely vSak obvykle maji zaroven rtzny
geneticky zaklad, ktery miiZze potencidlné téZ ovliviiovat vysledky experimentii. Posouzeni
ptipadného vlivu genetického pozadi dané mutace umoziuje srovnani riznych mysich kment

nesoucich identickou mutaci zapfi¢inujici degeneraci mozecku.

. Mozeckovi mutanti typu Lurcher a pcd jsou vhodnym modelem ke studiu neurotransplantaéni
terapie. Tyto typy mutantd maji velmi podobny pribéh mozeckové degenerace, ac je jeji
patogeneze zcela odliSna, a oba byly v minulosti opakované vyuzity k experimentalnim
neurotransplantacim. Pfesto zatim ani u jednoho z nich nebyl dostate¢né zkoumdn objem,
morfologie a funkéni dopad embryondlniho mozeckového transplantitu na motorické
schopnosti my$i odvozenych od riznych typti kmenti. Neexistuje piimé srovnani vyvoje

transplantatu u téchto mutanti za identickych experimentalnich podminek.
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7. CIL PRACE

Analyza dynamiky morfologickych zmén v pribéhu mozeckové degenerace u mysi typu

Lurcher kmene C3H a B6CBA za pouziti dvojitého fluorescen¢niho barveni.

Neurotransplanta¢ni terapie u mysich modelti mozeckovych degeneraci:

Porovnat ptezivani, objem, morfologii a funkéni efekt embryondlniho mozeckového
transplantatu aplikovaného ve formé bunééné suspenze u:

a) dospélych mysi typu Lurcher kmene B6CBA, mysi pcd kmene B6.BR a mysi typu wild
obou téchto kmeni s dvoumési¢nim pooperacnim prezivanim piijemcu.

Hypotéza: Sledované parametry se lisi v zavislosti na typu degenerace.

b) dospélych mysi typu Lurcher kmenit B6CBA a C3H a mysi typu wild obou téchto kment
se Sestimési¢nim piezivanim piijemcli po operaci.
Hypotéza: Mutace Lurcher a kmen laboratorni mysi budou mit vliv na sledované parametry

transplantatu.
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8. MATERIAL A METODY

8.1. Usporadani pokust

Za ucelem splnéni vytycenych cilti prace jsme provedli dvé studie. V prvni jsme zkoumali
rozvoj morfologickych zmén v mozeCkové kaie mysi Lurcher. Druhd studie, sestavajici
zn¢kolika dil¢ich pokusti, byla zaméfena na neurotransplantacni terapii dusledki
neurodegenerativniho onemocnéni mozecku mysi Lurcher a pcd.

Prace s experimentalnimi zvifaty byla v souladu s platnou legislativou Ceské republiky a

Evropské unie. Bylo vyvinuto maximalni sili k minimalizaci utrpeni pokusnych zvifat.

8.2. Hodnoceni dynamiky morfologickych zmén v mozeckové kiire

mysi typu Lurcher

V prvni studii jsme hodnotili dynamiku morfologickych zmén v mozeckové kiife u
mutantnich mysi typu Lurcher a mysi zdravych, odvozenych od dvou kmenti (C3H a B6CBA)
béhem 8. — 21. dne jejich postnatidlniho Zzivota. K tomuto ucelu bylo pouzito dvojité
fluorescencéni barveni mozeckovych fezi, které dobfe zobrazuje Purkynovy buiiky.

Klasické metody jako barveni dle Nissla, impregnace dle Golgiho doplnéné elektronovou
mikroskopii byly pouzity v nékolika plvodnich pracich popisujicich kvantitativni zmény
v mozeckové kuie a dolni olivé, véetné typickych charakteristik Purkyinovych bunck, u
mutantd Lurcher (Caddy a Biscoe, 1979). Pozdéji, vyuZiti predevS§im imunohistochemie anti-
calbindinem umoZnilo objevit dalS§i cenné poznatky tykajici se morfologickych zmén
mozecku mysi Lurcher (Dumesnil-Bousez and Sotelo, 1992; Doughty et al., 2000; Norman et
al., 1995).

Dvojité fluorescen¢ni barveni ndm poskytlo nové informace predev§im o morfologickych
zménach jader a jadérek a také o formovani tvaru Purkynovych bunék vraném stadiu

postnatalniho Zivota pokusnych mysi.

8.2.1. Pokusna zvirata

Celkem jsme v této studii pouzili 56 mysi obou pohlavi ve véku 8 — 21 dni (36 zvitat
kmene C3H, 20 zvifat kmene B6CBA). VZdy jsme popisovali dva azZ tfi pary myS$i — Lurcher

a wild typu v 6 ¢asovych periodach béhem 8. az 21. dne postnatalniho zivota. Jednalo se o
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mysi z konvenéniho chovu Ustavu patologické fyziologie LF UK v Plzni, které byly ziskany
kfizenim samic typu wild (+/+) a samct typu Lurcher (+/Lc) danych kmentd. Mysi byly
chovany ve standardnich podminkach v plastovych klecich s draténym vikem pfi teploté 22-
24°C, vlhkosti vzduchu 50 %, periody svétla a tmy se pravidelné stiidaly po 12 hodinéch.

Voda a potrava byly zvifatim dostupné ad libitum.

8.2.2. Priprava mozeckovych rezii

Pokusnd zvifata byla hluboce anestezovana thiopentalem aplikovanym
intraperitonealné a nasledné transkardidlné perfundovana fosfatovym pufrem (pH 7,4) a 4%
paraformaldehydem (pH 7,4). Mozky mysi byly izolovany a postfixovany 2 hodiny ve 4%
paraformaldehydu (pH 7,4) pii teploté 4 'C. Sagitalni mozeckové fezy (150pm) byly nakrajeny

pomoci vibratomu (Leica).

8.2.3. Dvaojité fluorescencni barveni

K histologickému vysetfeni mozecki bylo pouzito dvojité fluorescencni barveni
popsané Krogerem a Wagnerem (1998). MozeCkové fezy byly nejprve inkubovany v 0,2%
roztoku LuciferYellow (Lucifer Yellow CH dilithium salt, LY, Sigma L-0259) ve fosfatovém
pufru po dobu 1 hodiny, dale promyty 5 minut ve fosfaitovém pufru a postfixovany 30 minut
v paraformaldehydu. Dal$im krokem byla dehydratace ez postupné v 50,70, 90 a 100%
etanolu (vzdy 10 minut) a inkubace vDiD (1,1’- Dioctadecyl - 3,3,3'3'-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate, Sigma 42364, 0,2% roztok v etanolu) po dobu 5
minut. Nasledovalo proplachnuti 100% etanolem a rehydratace 90% (5 min), 70% (10 min)
etanolem a fosfatovym pufrem (10 min). Poté byly mozeckové fezy na podloznim skle
pievrstveny médiem pro fluorescencni barveni FluorSave Reagent (Calbiochem 345789) a
prekryty krycim sklem. Preparaty byly hodnoceny za vyuZiti konfokélniho laserového
mikroskopu Olympus Fluoview FV 101 (Olympus Corporation).
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8.3. Neurotransplantacni terapie mysi s cerebelarni degeneraci

Sledovali jsme vyvoj a funkéni efekt embryondlniho mozeckového transplantatu u
ne¢kolika mySich modelit mozeckovych degeneraci a odpovidajicich zdravych kontrolnich

mysi. V ramci této neurotransplantacni studie jsme provedli nasledujici dilci experimenty:

Pokus 1: Transplantace embryonalni mozeckové tkané ve formé suspenze u dospélych
mysi typu Lurcher kmene B6CBA, mysi pcd kmene B6.BR a mysi typu wild obou téchto
kmeni s dvoumésiénim preZivanim prijemci po operaci

Cilem této casti prace bylo porovnat vyvoj embryonalniho mozeckového transplantatu u
dospélych mysi Lurcher kmene B6CBA a mysi pcd kmene B6.BR a jim odpovidajicich
zdravych mysi. Byly hodnoceny motorické schopnosti experimentdlnich zvitat, prezivani

transplantatu, jeho struktura a objem 2 mésice po transplantaci.

Pokus 2: Transplantace embryonalni mozeckové tkané ve formé suspenze u dospélych
mySi typu Lurcher kmeniit B6CBA a C3H a mySi typu wild obou téchto kmentu se
Sestimési¢nim prezivanim prijemct po operaci

Cilem této Casti prace bylo vyhodnotit objem a morfologii transplantatu i funkéni dopad
transplantace embryondlni mozeckové suspenze na motorické schopnosti mutantti Lurcher a
zdravych kontrol kment B6CBA a C3H. PieZivani téchto mySi po transplantaci bylo 6

mésicu.

Pro oba tyto experimenty byly spolecné nasledujici metodické postupy: pfiprava a
aplikace transplantatu, testovani pokusnych mySi na rotarodu, histologické zpracovani
mozeckl piijemctli, hodnoceni objemu transplantatu a statistické zpracovani vysledki. Tyto
zakladni metody proto budou popsany spolecné. K jednotlivym experimentim pak budou

zv1ast popsana pouze jejich specifika.

8.3.1. Zakladni metody

8.3.1.1. Transplantace embryonalni mozeckové tkané
Pokusnym myS$im byla transplantovdna embryondlni mozeckova tkan ve formé

bunécné suspenze. Manipulace s embryi i1 disekce mozeckl byly provadény v roztoku, ktery
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byl téZ pouzit pro skladovani transplantatu (transplantace prob&hla do 6 hodin po odbéru
embryi) a jako vehikulum pfii vlastni aplikaci. Tento roztok byl pfipraven rozpusténim 9 g
chloridu sodného a 6 g glukézy v 1 litru deionizované vody. Roztok byl sterilizovan pomoci

sterilizacnich filtra Steritop (Millipore) s prumérem port 0,22 pm.

8.3.1.2. Darce transplantatu

Darcem tkané transplantatu byla embrya nesouci gen pro posileny zeleny fluoreskujici
protein (Enhanced green fluorescent protein; EGFP). Embrya byla ziskana kiizenim samice
t¢hoz kmene, ze kterého pochézel i pfijemce tkdn€¢, a EGFP pozitivniho samce kmene
C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)10sb/J. Gesta¢ni staii embryi pti odbéru transplantatu bylo 12 dni
(E12), bylo urceno dle data vlozeni samce do chovné klece k darcovské samici. Samec byl
z klece odstranén nasledujici den dopoledne a tento den byl pocitdn jako nulty. Gravidni
samice pak byly spolehlivé identifikovany podle vyrazného vzestupu jejich té€lesné hmotnosti

v poslednich dnech pied planovanym odbérem embryi.

8.3.1.3. Odbér transplantatu, priprava suspenze embryonalnich bunék

Gravidni darcovské samice byly hluboce anestezovany thiopentalem a byla provedena
dikladna dezinfekce bficha ajatinem. DalSim krokem bylo otevieni bfiSni dutiny a vysunuti
délohy. Vyjmuti embryi z délohy bylo provadéno tak, aby embrya byla co nejdéle zasobena
krvi ptes placentu, tj. od hornich poli rohit délohy smérem kaudéalnim. Embrya byla vlozena
do Petriho misky s chladnym roztokem — vehikulem (viz vyS$e), byla dekapitovdna a hlavy
byly pfeneseny do Petriho misky s ¢istym roztokem. EGFP pozitivni embrya byla urc¢ena
podle zelené fluorescence za osvitu ultrafialovou lampou, tato embrya byla pro dalsi pouziti
prenesena do misky s novym roztokem.

Vlastni odbér embryondlniho mozecku byl proveden pod stereoskopickym
mikroskopem. Z mozkového kmene byly nejprve odstranény meningy, pak byl oddélen
zaklad mozecku v podob¢ dvou srpkovitych ¢asti tkané nachazejicich se po stranach budouci
4. mozkové komory (Obr. 1). Tyto kousky embryonalnich mozeckt byly shromazd'ovany ve
zkumavce s vehikulem, poté nésledovala ptiprava suspenze. Mozeckova tkan byla
inkubovéna po dobu 10 minut v trypsinu pfi teploté 37°C, poté opakované promyta roztokem
— vehikulem k odstranéni trypsinu a suspendovdna opakovanym nasavanim pipetou.

Koncentrace bunék v suspenzi pak byla upravena na hodnotu 50 000 bun¢k/ul. Tato suspenze
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byla déale uchovavana az do doby transplantace pfijemci v plastové zkumavce umisténé

v ledové tfisti. Maximalni doba uchovavani bunééné suspenze neptesahla 6 hodin.

cerebelum

. 'a\—u)im

Obr. 1: Odbér zakladu embryonalniho mozecku.

8.3.1.4. Aplikace transplantatu

Piijjemci transplantatu byli anestezovani intraperitonealni aplikaci ketaminu (100
mg/kg) a xylazinu (16 mg/kg). Po nastupu celkové anestezie byla mysSi ostiihana srst
v parietalni a okcipitalni oblasti hlavy a tato oblast byla dezinfikovana ajatinem. Hlava mysi
byla upevnéna do stereotaktického aparatu (Stoelting). Poté bylo opera¢ni pole znovu
vydezinfikovano. O¢ni rohovky mysi byly oSetfeny gelem Vidisic jako prevence osychani.
Skalpelem byl veden asi 1 cm dlouhy koZni fez ve stfedni ¢afe v parietalni a okcipitalni
oblasti. Bilateralng v ptisluSnych bodech okcipitalni kosti (stereotaktické soutadnice viz niZe
pro jednotlivé experimenty) jsme vyvrtali otvory o priméru cca 2 mm. Bunécnd suspenze
byla aplikovana do mozecku hostitele bilaterdln€ pomoci mikroinfusni pumpy (Stoelting) a
sklenéné mikrokapilary uchycené v rameni stereotaktického pfistroje (objem 3 pl do kazdé

strany). Rychlost aplikace byla 0,5 pl/min (Obr. 2).
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Obr. 2: Mys-ptijemce upevnénd do stereotaktického aparatu. Pomoci mikroinfusni pumpy
probiha aplikace embryondlni bunééné suspenze.

Po aplikaci suspenze byl jesté hrot mikrokapilary ponechdn 5 minut v otvoru, poté byl
pozvolna vysunut. Réna byla uzaviena nékolika jednotlivymi stehy v jedné vrstvé
vstiebatelnym Sicim materidlem. Mys byla uvolnéna z drzéku stereotaktického pfistroje, rana
dezinfikovana. Mys$ byla nejprve polozena na vyhiivanou podlozku, po objeveni spontanni
motorické aktivity pak vracena do chovné klece. Kontrolnim my$im byla provedena kontrolni
operace, jejiz postup byl zcela shodny s prubéhem transplantace s tim rozdilem, Zze misto

suspenze embryondlnich bun¢k bylo aplikovano pouze samotné vehikulum.

8.3.1.5. Testovani motorickych schopnosti

Motorické dovednosti byly testovany na akcelerujicim rotarodu (RotaRod Advanced,
TSE Systems GmbH) v pfisluSném casovém odstupu od transplantace (2 nebo 6 meésicit).
V tomto testu byl primér valce 3,5 cm a S$itka ty¢e 8 cm. Rychlost otaceni plynule
akcelerovala z0 na 60 otacek za minutu béhem 6 minut. Poté byl pokus ukoncen. Byly

vyhodnoceny latence padu. Test byl opakovan v péti po sobé nasledujicich dnech (D1 — DS5),
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kazdy den prob¢hly ctyii pokusy pro kazdou my$ v 16 minutovych intervalech. Hodnoty
latenci byly nasledné zprimérovany pro jednotlivé dny testu. Z mysi, kterym byl aplikovan
transplantat, byly k vyhodnoceni vysledkt testu pouZzity pouze ty, u kterych transplantat prezil

(hodnoceno histologicky po ukonceni pokusu).

8.3.1.6. Histologické zpracovani

K histologickému zpracovani mozeckii mysi, kterym byl aplikovan transplantat, se
ptistoupilo po ukonceni testu na rotarodu. Pokusné mysi byly hluboce anestezovany
intraperitonedlné aplikovanym thiopentalem a transkardidlné¢ perfundovany Ringerovym
roztokem a 4% roztokem paraformaldehydu (pH 7,4). Mozky byly vyjmuty a na 2 hodiny
vlozeny do 4% paraformaldehydu k postfixaci. Nasledovalo uloZeni na 16-20 hodin do
roztoku sacharézy k zajisténi kryoprotekce, poté byly mozky zamrazeny. Jednotlivé mozecky
byly pozdé¢ji nakrijeny na frontdlni 40 pum silné fezy. Tyto fezy byly ulozeny do 24
jamkovych mikrotitracnich desti¢ek naplnénych fosfatovym pufrem (pH 7,4).

Pfitomnost transplantitu, jeho lokalizace a interakce mezi transplantitem a
hostitelskou tkdni byly hodnoceny v nativnich fezech pomoci fluorescen¢niho mikroskopu
Olympus BX41 (Olympus Corporation). Buiikky pochézejici od darce a také bunky vzniklé
jejich délenim exprimuji EGFP, proto byly tyto zelen¢ fluoreskujici buniky povaZovany za
bunky transplantatu nebo buiiky vzniklé jejich proliferaci. Nefluoreskujici tkan pak byla
povazovana za tkan hostitele. Byla provedena fotografickd dokumentace vSech nativnich fezl
s transplantatem.

Mys, u které byla nalezena zelené fluoreskujici tkan, byt jen nékolik bungk, byla
povazovana za jedince, u kterého transplantat piezil. Pfezivani transplantitu pak bylo
hodnoceno jako podil (procento) zvifat, u nichz byl transplantat nalezen, z celkového poctu
zvitat, kterym byl aplikovan.

Ve vybranych mozeckovych fezech byly imunohistochemicky identifikovany
Purkynovy buiiky pomoci anti-calbindinu a astrocyty pomoci barveni anti-GFAP (anti-glial
fibrillary acidic protein).

Pfi barveni anti-calbindinem byly fezy nejprve na 1 hodinu vloZeny do bloka¢niho
roztoku obsahujiciho normdlni osli sérum (ab 7475, Abcam, Cambridge, UK), dale
inkubovany s primarni protilatkou (ab 11426, Abcam, Cambridge, UK; fedéni 1:1000) po
dobu cca 20 hodin (pfes noc) pti pokojové teploté. Po promyti fezt ve fosfatovém pufru (pH

7,4) nasledovala inkubace se sekundarni protilatkou AlexaFluor® 594 (ab 150076, Abcam,
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Cambridge, UK; fedéni 1:400) po dobu 2 hodin pii pokojové teploté. Pro barveni astrocytli
byly mozeckové fezy inkubovany s anti-GFAP primarni protilatkou (G-A-5 Cy3, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA, fedéni 1:800) pies noc pii teploté 4 °C. Na zaver obou typii barveni
byly fezy 3x promyty fosfatovym pufrem, poté napnuty na podlozni skla a po zaschnuti
zafixovany pomoci montovaciho média Fluoroshield (ab104135, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA).

Mozeckové tezy byly vizualizovany pomoci fluorescencniho mikroskopu Olympus
BX41 (Olympus Corporation) a konfokalniho laserového mikroskopu Olympus Fluoview FV
10i (Olympus Corporation). Fotografie pro vyhodnocovani objemu transplantatu byly
poftizeny za pouziti fluorescen¢niho mikroskopu Olympus BX41, objektivu UPlanF1 4x/0,13
a digitalni kamery Olympus DP70 (Olympus Corporation).

8.3.1.7. Hodnoceni objemu transplantatu

Pro hodnoceni objemu transplantatu jsme vzdy pouzili pouze mysi, u kterych byly
dobfte hodnotitelné vSechny zobrazené fezy, nebo piipadné chybély pouze jednotlivé fezy.
Celkovy objem EGFP-fluoreskujici oblasti transplantatu byl odhadovan za pouziti metody
bodové mitizky (point grid) a Cavalieriho principu (Howard a Reed, 2004; Mouton, 2011).
Jednomu bodu mtizky odpovidal objem 3,46 nm? (Obr. 3). Pouzivali jsme software Imagel.
Objem transplantatu v ojedinélych chybégjicich fezech byl odhadnut za pouziti fezu
predchoziho. Abychom ov¢éfili, Ze jsme vySetfovali dostatené mnoZstvi tkan€, odhadovali
jsme koeficient chyby objemu (CE) pomoci metody navrZzené¢ Gundersenem a spol. (1999).
Podle tohoto principu hodnota koeficientu chyby zavisi na poctu bodli miizky nad
hodnocenym transplantatem v jednotlivych fezech, poctu bodli nad celym transplantatem,
poc¢tu hodnocenych fezii a koeficientu charakterizujicim nepravidelnost tvaru transplantatu

(Gundersen a spol., 1999; Ziegel a spol., 2011).
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Obr. 3: Hodnoceni objemu transplantatu metodou bodové miizky. Jednomu bodu miizky
odpovidé objem 3,46 nm?.

8.3.1.8. Statistické analyzy

Vzhledem k povaze dat, kdy kvalitativni data vykazovala binomické rozloZeni a data
kvantitativni nevykazovala normalni rozloZeni, jsme zvolili pouZiti neparametrickych testd.
Statistické analyzy byly provedeny v softwaru R (R Core team, 2017) a byly doplnény
permuta¢nimi testy (10 000 Monte-Carlo permutaci). Permutacni verze pouzitych analyz
nevyzaduji normalni distribuci reziduall a jsou robustnéjsi vici odlehlym hodnotam.

Opakovand méfeni latence na rotarodu byla analyzovdna permutacnim testem
zobecnénych nejmensSich c¢tverci (Generalised least squares; GLS) s AR1 autokorelaéni
strukturou modelujici sériové autokorelace rezidualli (Pekar a Brabec, 2016). K analyze byl
vyuzit balicek nlme v programu R (Pinheiro a spol., 2014). Jelikoz rezidualy ptivodniho
modelu vykazovaly nevyrovnané rozptyly, data byla transformovdna odmocninovou
transformaci. Post-hoc srovnani bylo provedeno permuta¢nim t-testem ndsledovanym
Benjamini-Hochbergovou korekci pro mnohonisobnd porovnani (Benjamini a Hochberg,
1995).

Efekt faktori mozeckové degenerace, kmene a jejich interakce ve vztahu k objemu

transplantatu byly analyzovany pomoci permuta¢niho testu ANOVA. Jako post-hoc test byl
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pouzit permutacni t-test ndsledovany Benjamini-Hochbergovou korekci (Benjamini a
Hochberg, 1995).

Data kvalitativniho charakteru s binomickou distribuci (ano/ne) byla vyhodnocena
permutacni verzi zobecnénych linedrnich modelti (Generalized linear model;, GLM) s
quasibinomidlni distribuci a logit-link funkci. Post-hoc testy byly provedeny permuta¢nim
testem rozdill mezi koeficienty jednotlivych hladin faktoru v GLM (randomizace probihaly
uvnitt pravé porovnavaného paru hladin faktoru), nasledovanym Benjamini-Hochbergovou
korekci pro mnohocetné porovnani (Benjamini a Hochberg, 1995).

Vysledky byly prezentovany jako pocty mySi a procenta pro kvalitativni data
(pfezivani transplantatu, pfitomnost urcitych vlastnosti transplantitu) a jako aritmeticky
primér + stfedni chyba priméru (S.E.M.) pro data kvantitativni (objem transplantatu,

rotarod). Ve vSech ptipadech bylo za statisticky vyznamné povazovano P < 0,05.

8.3.2. Pokus 1 — Transplantace embryonalni mozeckové tkané ve formé suspenze u

dospélych mysi typu Lurcher kmene B6CBA, mysi pcd kmene B6.BR a mysi typu wild
obou téchto kmenu s dvoumési¢énim preZivinim prFijemci po operaci - specifické
metodické udaje

V tomto pokusu byly pouzity myS$i Lurcher a wild kmene B6CBA a mysi ped a wild
kmene B6.BR (samci a samice pfiblizné¢ v poméru 1:1). Celkem se jednalo o 191 mysi.
Transplantace EGFP-pozitivni embryonalni mozeckové suspenze byla provedena ve véku 90-
120 dni. Stereotaktické soufadnice pro tento experiment vztaZzené k bregmatu byly
nasledujici: pfedo-zadni — 6,3 mm, lateralni 1,6 mm, vertikdlni 3,1 mm. Pocty zvitat
v jednotlivych skupinach byly nasledujici:
Mysi B6CBA Lurcher: n =17
Mysi B6CBA wild: n =18
Mysi B6.BR ped: n =20
Mysi B6.BR wild: n =20

Abychom mohli porovnat vliv transplantace na motorické schopnosti vySetfovanych
mysi, pouzili jsme také skupinu vékoveé odpovidajicich mysi Lurcher kmene B6CBA a mysi
pcd kmene B6.BR, které byly podrobeny kontrolni (slepé) operaci:
Mysi B6CBA Lurcher: n =17
Mys$i B6.BR pcd: n =17

Dale byly vytvoteny analogické skupiny mysi zcela intaktnich:
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Mysi B6CBA Lurcher: n =20
Mysi B6CBA wild: n =22
Mysi B6.BR pcd: n =21
Mysi B6.BR wild: n=19

Mysi obou kment byly chovany v plastovych chovnych klecich s draténym vikem s
identickymi podminkami teploty (22-24C), vlhkosti (50 %), periody svétla a tmy se stfidaly
pravidelné po 12 hodinach. Voda a potrava byly dostupné ad libitum. Darcovska embrya byla
ziskdna kiizenim EGFP pozitivniho samce kmene C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)10sb/J a
samice typu wild pfislusnych kment dle typu ptfijemce (B6CBA nebo B6.BR).

8.3.3. Pokus 2 - Transplantace embryonalni mozeckové tkané ve formé suspenze u
dospélych mysi typu Lurcher kmeni B6CBA a C3H a mysi typu wild obou téchto
kmeni se Sestimési¢nim prezivanim prijemci po operaci - specifické metodické udaje

V této studii byly pouZity mysi Lurcher a wild kmenit B6CBA a C3H (samci a samice
ptiblizn¢ v poméru 1:1), celkem 126 mysi. Mutanti Lurcher a zdravé kontroly byly podrobeny
transplantaci EGFP-pozitivnich embryonalnich bun€k ve formé bunééné suspenze. Vek
operovanych zvifat byl 90 — 120 dnd. Stereotaktické soufadnice v tomto experimentu
vztazené k bregmatu byly nasledujici: ptedo-zadni — 6,3 mm, lateralni 1,7 mm, vertikélni 3,3
mm. PoCty zvifat v jednotlivych experimentalnich skupinach byly nasledujici:
Mysi B6CBA Lurcher: n =18
Mysi B6CBA wild: n =19
Mysi C3H Lurcher: n =16
Mysi C3H wild: n= 19
Pro kontrolni (slepou) operaci byly také pouZity:
Mysi B6CBA Lurcher: n =16
Dale do experimentu byly zafazeny skupiny intaktnich mysi:
Mysi B6CBA Lurcher: n =20
Mysi B6CBA wild: n =18

Mysi kmene C3H nebyly funkénim testiim motoriky podrobeny, protoze se u nich
rozviji retinalni degenerace, kterd miize interferovat s jejich schopnostmi v danych situacich

patfi¢né reagovat (Chang a spol, 2002).
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Byly pouzity mysi typu Lurcher (+/Lc) a typu wild (+/+) odvozené od kmenti C3H a
B6CBA z konvenéniho chovu Ustavu patologické fyziologie LF UK v Plzni. Ob& pohlavi
byla zastoupena pfiblizné¢ v poméru 1:1. Mysi obou kment byly chovany v plastovych
chovnych klecich s draténym vikem s identickymi podminkami teploty (22-24 C), vlhkosti
(50 %), periody svétla a tmy se stfidaly pravidelné po 12 hodinach. Voda a potrava byly
dostupné ad libitum. Dércovska embrya byla ziskdna kiizenim EGFP pozitivniho samce
kmene C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)10sb/J a samice typu wild pfislusnych kmeni dle typu
piijemce (B6CBA nebo C3H).
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9. VYSLEDKY

9.1. Hodnoceni dynamiky morfologickych zmén v mozeckové kiire

mySi typu Lucher

Za vyuziti dvojitého fluorescenéniho barveni jsme sledovali dynamiku postnatalnich
morfologickych zmén mozecku mysi Lurcher a jejich zdravych sourozencti. Vyhodou tohoto
barveni je, ze umoziiuje popsat lokalizaci, velikost, morfologii a téz barvitelnost Purkyiovych
bun¢k mozeckové klry. Dvojité fluorescencni barveni také umoznuje velmi dobie rozlisit
jednotlivé vrstvy mozeckové kury, kde Purkynovy bunky jsou lokalizovany v kontinualni
fadé mezi vrstvou granularni a molekularni. Bunééné struktury obarvené Lucifer Yellow
zelen€ jsou hydrofilni (jadro, jadérko, cytoplasma), naopak lipofilni, (bunétna a jaderna

membrana, membrdnové organely) barvené DiD, se zobrazuji ¢erven¢.

9.1.1. Mysi typu wild

Nejmladsi mysi byly vySetfované 8. postnatalni den. V tomto veéku jiz byla zfetelné
patrna kontinualni fada Purkynovych buné€k s ostfe ohranicenymi jadry, hranice cytoplasmy
zatim zuastavaly neostré (Obr. 4). V jadrech byly viditelné kontury 1-3 jadérek. Primérny
pocet jadérek v Purkynové buiice byl 1,40. Dendritické stromy vSak zatim viditelné nebyly.

V 9. — 10. postnatalnim dni cytoplasma nabyvala jasnych zelenych kontur a okrouhla
jadra i nadale obsahovala 1-3 jadérka (primérny podet jadérek 1,33). Rada Purkyiiovych
bunék byla kontinualni a jejich dendrity se stale jesté nebarvily.

V11. — 12. dni byla dobfe patrna jadra Purkynovych bunck s jadérky, jejichz
primérny pocet zlstaval 1,33. Cytoplasma se barvila vice svétle Cervené, méla ostré okraje.
Dendrity Purkyiiovych bunék stale nebyly zietelné (Obr. 5).

13. — 14. postnatalni den nabyvala téla Purkyiovych bunck kapkovitého tvaru a hlavni
kmenovy dendrit jiz zfeteln€ prominoval z uz§itho poélu buniky. Bunécna téla i jadra mela
zietelné hladké okraje. V nékterych oblastech molekularni vrstvy mozeckové kury jiz bylo
viditelné zelen¢ se barvici dendritické vétveni. Primérny pocet jadérek v jadrech klesl na
1,30.

U starSich mlad’at v 15. — 21. dni Zivota zlstavaly tvar a zbarveni téla Purkynovych

bunck stejné, ale vétveni dendrith se stavalo stale zfetelnéjSim. Bunécna jadra byla typicky
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svétle zelend. 1 — 2 jadérka byla ostfe ohranicena (primérny pocet jadérek byl 1,12).

Cytoplasma se zabarvovala vice ¢ervené se zelenymi okraji (Obr. 6).

granularni vrstva

Purkynovy buriky molekularni vrstva

N

Obr. 4: Mozeckova kiira mys$i typu wild 8. postnatalni den.

Obr. 5: Purkynovy bunky mysi typu wild 12. postnatalni den.
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granularni vrstva

molekularni vrstva

e Purkyfiovy buniky

Obr. 6: Mozeckova kiira mysi typu wild 20. postnatalni den.

9.1.2. MySi typu Lurcher

V 8. dni postnatdlniho Zivota jiz byla v mozeCku mysi Lurcher patrna téla
Purkyniovych bun¢k okrouhlého tvaru. Netvofily vSak kontinualni fadu jako v ptipadé
zdravych mladat, byly nerovnomérné rozprostieny mezi vrstvou granuldrni a molekularni
(Obr. 7). Kazdé jadro obsahovalo 1 — 3 jadérka, kterd se barvila jasné az zativé zelené.
Primérny pocet jadérek v jadie byl 1,6. Stejné jako u mysi typu wild v tomto véku vétveni

dendritd Purkyiiovych bun¢k dosud patrné nebylo.
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&—Purkyfovy bunky

molekularni vrstva

granularni vrstva

Obr. 7: Mozeckova kiira mysi typu Lurcher 8. postnatalni den. Rada Purkytiovych bungk jiz
postrada kontinuitu.

Mezi 9. — 10. postnatadlnim dnem byla jadra Purkynovych bunék stale jesté pravidelné
okrouhla, ale uvnitf se objevovalo vzdy nékolik tmavych skvrn. Primérny pocet jadérek
v jadie stoupl na 1,70. Cytoplasma se barvila velmi nepravidelné, jeji hranice byly vétSinou
zelené, neostie ohrani¢ené. Kontinuita fady Purkyiiovych buné€k byla vyrazné narusena.

V 11. — 12. dni Zivota mnoho buné¢nych jader jiz ménilo sviij tvar. Jadra byla spiSe
ovalna a vice protahla. Jadérka méla jasné zativé zelenou barvu a v jadie jejich pocet
dosahoval az péti. Primémy pocet tak byl vtomto obdobi 2,6 (Obr. 8). Mnoho tél
Purkynovych bun¢k bylo vyrazné dislokovano mimo ptivodni fadu smérem do vrstvy
molekularni. Cytoplasma se zacinala barvit vice doCervena a jeji okraje jiz byly neostré.

Dendritické vétveni stale jeste nebylo viditelné.
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Obr. 8: Purkynovy buiiky mysi typu Lurcher 12. postnatalni den. Je jiz patrna fragmentace
jadérek.

13. — 14. postnatdlni den se v mozecku myS$i Lurcher stdle nachdzely nékteré
Purkyniovy buniky normélniho tvaru, ale mohli jsme jiZ pozorovat i dal$i stadia degenerace.
Okraje bunécnych tél 1 jader byly neostré, jevily se jako roztiepené, barveni bylo vyrazné
nehomogenni. V jadrech bylo mnoho tmavych oblasti. Cytoplasma se barvila jasné Cervené.
Jadérka byla fragmentovana. V nekterych buiikach jsme vidéli 5 — 6 drobnych jasné zelené
zaficich objektll (primérny pocet v jadre 2,70). Dendrity pocinaly byt viditelné, nebyly vSak
kontinualni a vykazovaly nerovnomérnou tloustku i povrch. V tomto stadiu degenerace se
dendrity obvykle barvily ¢ervené¢ (Obr. 9).

Mozeckova kiira mysi Lurcher ve véku 15 — 18 dni vykazovala Sirokou Skalu stadii
degenerace Purkynovych bungk. V né&kterych oblastech jsme nachazeli témét normalni zdravé
bunky, jinde jiz 1 buiiky v terminalnim stadiu degenerace. Pro né byly typické tyto znaky:
vyraznad deformace tvaru bunécného téla 1 jadra, v jadie viditelné jasné zelené fragmenty
jadérek, ptitomnost dvou hlavnich kmenovych dendritd vyrtstajicich z téla bunky (Obr. 10).

Rada Purkyiiovych bungk jiz byla zcela rozpadla.
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dendrity Purkyfiovych bunék

Obr. 9: Purkynovy buiiky mysi typu Lurcher 14. postnatalni den. Je zde vyrazna fragmentace
jadérek, cytoplasma se barvi ¢erveng, viditelné ztlustélé a fragmentované dendrity.

Obr. 10: Purkynova buiika mysi Lurcher 17. postnatalni den s deformaci bunécného téla a
dvéma kmenovymi dendrity.
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Intenzita zbarveni Purkynovych bunék se béhem procesu degenerace typicky meénila.
Jejich jadra se barvila svétle zelené, ziistavaly zde vSak tmavé skvrny; cytoplasma a dendrity
byly jasn¢ cervené barvy (Obr. 11). V dalsim stadiu degenerace se ménil pomér velikosti
jadra a cytoplasmy, cytoplasma tvofila jen uzky lem kolem jadra. Okraje jader i cytoplasmy
pocinaly byt neostré a barveni bylo nehomogenni. Nékteré dendrity byly stale jesté rovné a
kontinudlni, jiné¢ vykazovaly znamky smr§tovani a fragmentace a byly zde typické okrsky

ztlusténi.

Obr. 11: Mys typu Lurcher 17. postnatilni den. Vyrazné Cervené se barvici dendrity
Purkynovych bunék.

Mezi 19. — 21. postnatalnim dnem jiz u mysi Lurcher prakticky nebylo mozné nalézt
Purkyniovu buiiku bez zndmek degenerace. Na hranici granularni a molekulérni vrstvy kiry se
sporadicky vyskytovaly Purkynovy builkky v rizném stupni zaniku. VétSina z nich méla
bunéénd téla 1 jadra svraStéld a ta byla tmavé zelena s tmavymi Sedymi skvrnami. Jen
ojedinéle byly jestd patrny jasné zelené svitici fragmenty jadérek. Cervené se barvici
cytoplasma tvofila jen uzky nerovnomérny prouzek okolo jadra. Pozdé&ji jadra bunck zcela
mizela a zGstavala jen Cervené se barvici svrasté€ld cytoplasma. Kontinualni dendrity jsme jiz
nenachézeli, byly zde pouze jejich chaoticky uspofddané jasn¢ Cervené fragmenty. Tyto

fragmenty dendritl byly patrné dokonce 1 po kompletnim zaniku bunéénych tél (Obr. 12).
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Mezi jedinci odvozenymi od kmenlit C3H a B6CBA jsme nenalezli Zzadné

morfologické rozdily u mysi Lurcher, ani wild.

Obr. 12: Mys typu Lurcher 20. postnatidlni den. Purkynova bunika v pokro€ilém stadiu
degenerace se svrastélym télem i jaddrem, fragmentace dendrita.

9.2. Neurotransplantacni terapie mysi s cerebelarni degeneraci

9.2.1. Pokus 1: Transplantace embryonalni mozefkové tkiané ve formé suspenze u

dospélych mysi typu Lurcher kmene B6CBA, mysi pcd kmene B6.BR a mysi typu wild

obou téchto kmenii s dvoumési¢nim prezivanim pFrijemct po operaci

9.2.1.1. Prezivani transplantatu a jeho struktura

Transplantat ptrezival u vétSiny mysi a téz u vétSiny z nich byl nalezen bilateralné
(Tab. 1, Obr. 13). Pouze u jedné mysi typu wild kmene B6.BR nebyla nalezena zddna EGFP-
pozitivni tkan. U jedné mysi typu pcd byl transplantat lokalizovan na mozkovém kmeni a
nemél zadny kontakt s mozeckem hostitele. Nenalezli jsme zadné signifikantni rozdily ve

frekvenci pfezivani transplantatu. Nicméné pro bilateralni pfezivani transplantatu byl nalezen
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signifikantni efekt degenerace (F(71) = 4,216, P < 0,04) a konkrétn€ bilateraln¢ prezival
transplantat v niz§im procentu u mysi pcd kmene B6.BR nez u mysi B6.BR typu wild (P =
0,037).

Obr. 13: Bilateralné pteZivajici transplantat v mozecku hostitele. My$ typu wild kmene
B6CBA. Nativni preparat.

Tab. 1: Prezivani transplantatu uvnitt hostitelského mozecku nebo v kontaktu s hostitelskym
mozeCkem (bilaterdlni nebo wunilateralni pfitomnost transplantitu je hodnocena jako
ptezivajici transplantat), pocet a procento mysi s bilaterdlné prezivajicim transplantatem. U
jedné mysi typu B6.BR pcd byl transplantat lokalizovan na mozkovém kmeni a nemél Zadny
kontakt s mozeckem hostitele.

Pocet mysi s

Pocet Pocetmysis ,, . .. ., ., . S« % bilateralné
‘o “owren Y% ptezivani  bilateralné Y s s
vySetienych  pfezivajicim . o osr o er prezivajiciho
s , transplantdtu  pieZivajicim .
mysi transplantatem , transplantatu
transplantatem
B6CBA Lurcher 17 17 100 14 82,4
B6CBA - wild 18 18 100 15 83,3
typ
B6.BR pcd 20 19 95 12 60
B6.BR wild typ 20 19 95 19 95
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U pfevazné vétSiny mysi transplantity obsahovaly bunky, které vykazovaly tvar a
velikost charakteristické pro buiniky Purkynovy (Tab. 2). Na vybranych fezech jsme pak
imunohistochemicky potvrdili pozitivitu t€chto bunék pro calbindin (Obr. 14). Nenalezli jsme
zadné signifikantni rozdily v pfitomnosti EGFP-pozitivnich Purkynovych bun¢k mezi

jednotlivymi experimentalnimi skupinami mysi.

anti-calbindin

Obr. 14: Mys typu ped kmene B6.BR. Identicka zorna pole. Vlevo imunohistochemie anti-
calbindinem, vpravo EGFP fluorescence v nativnim fezu. Barveni potvrzuje piitomnost
Purkynovych bunék odvozenych z transplantatu.

Tab. 2: Pfitomnost EGFP-pozitivnich (odvozenych z transplantatu) Purkynovych bunék (PB)
v transplantatu.

. U Ptitomnost PB % ptitomnosti PB

Pocet vySetfenych , ,

v odvozenych z odvozenych z

Y transplantatu transplantatu
B6CBA Lurcher 17 16 94,1
B6CBA wild typ 18 15 83,3
B6.BR pcd 20 20 100
B6.BR wild typ 19 19 100

Pozorovali jsme proristani EGFP-pozitivnich vlaken z transplantatu do hostitelského
mozecku (Obr. 15) a kolonizaci kiiry mozecku hostitele EGFP-pozitivnimi buiikami majicimi
velikost a tvar Purkynovych bunék (Obr. 16). Alesponi jeden z téchto dvou fenoménti jsme

pozorovali u 14 (77,8 %) mysi B6CBA typu wild, 19 (100 %) mysi B6.BR typu pcd a 19
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(100%) mysi B6.BR typu wild. U vétSiny mys$i typu Lurcher byl vSak transplantat ostie
vymezen a ohranien vi¢i mozeckové tkani hostitele (Obr. 17), urcité proristani do
hostitelské tkan€ bylo patrné jen u 5 (29,4 %) mysi Lurcher kmene B6CBA. Pro ptehled viz
tabulka 3.

Obr. 15: Proristani EGFP-pozitivnich vldken do mozecku hostitele. MyS pcd kmene B6.BR.
Nativni preparat.
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Obr. 16: Sipka oznaluje kolonizaci kiiry mozecku hostitele EGFP-pozitivnimi buiikami
majicimi velikost a tvar Purkynovych bun¢k. Mys typu pcd kmene B6.BR. Nativni preparat.

Obr. 17: Transplantat u mysi typu Lurcher ostfe vymezeny vici mozeckové tkani. Nativni
preparat.
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Tab. 3: Pfitomnost interakci transplantdtu a hostitelské tkédné: pocet a procento mysi, u
kterych prorustaji EGFP-pozitivni vldkna z transplantatu, kolonizace hostitelského mozecku
EGFP-pozitivnimi Purkynovymi buitkami (PB); pocet a procento mysi, u kterych byly
nalezeny oba tyto jevy. Vysetieny mysi s transplantatem v kontaktu s mozeckem hostitele.

Pocet Prortstant Prorustani
vysetfenych . Kolonizace PB vldken i
r vldken X

mysi kolonizace PB
B6CBA Lurcher 17 2 (11,8 %) 5(29,4 %) 2 (11,8 %)
B6CBA wild typ 18 5(27,8 %) 14 (77,8 %) 5(27,8 %)
B6.BR pcd 19 19 (100 %) 19 (100 %) 19 (100 %)
B6.BR wild typ 19 5(26,3 %) 19 (100 %) 5(26,3 %)

Na rozdil od mysi typu wild B6CBA a BR.BR bylo prorlstani vldken z transplantatu
do hostitelského mozecku ziejmé u vsech mysi B6.BR typu pcd, u kterych byl transplantat
v kontaktu s mozeckem. Nalezli jsme tedy signifikantni efekt degenerace (F(i, ¢9) = 9,523, P =
0,002) a kmene (F(;, 69y = 20,535, P < 0,001) 1 jejich interakce (Fi, ¢9) = 26,223, P < 0,001).
Frekvence vyskytu proristani vlaken byla vyznamné vyssi u mysi B6.BR typu pcd nez u mysi
B6.BR typu wild (P < 0,001) a mysi kmene B6CBA typu Lurcher (P < 0,001). Rozdil ve
frekvenci prorustani vldken mezi mySmi typu Lurcher a wild nebyl signifikantni.

Kolonizace hostitelského mozecku Purkynovymi butikami odvozenymi z transplantatu
byla signifikantné z4visla na pfitomnosti degenerace (Fi, ¢9) = 11,039, P = 0,002) a na kmeni
mysi (F(, 69y = 62,121, P < 0,001), ale nikoli na jejich interakci. Tento fenomén byl mnohem
méné Casty u mysi B6CBA typu Lurcher ve srovnani s jejich zdravymi sourozenci (P =
0,024), stejné tak 1 ve srovnani s B6.BR mutanty ped (P <0,001).

U vSech mysi do transplantatu proristalo mnoho astrocytll. VéEtSina z nich pochazela

z hostitelské tkané¢, jelikoz u nich nebyla prokazana EGFP-pozitivita (Obr. 18, 19).
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anti-GFAP sloZzeny obrazek

Obr. 18: Anti-GFAP imunofluorescence (a), nativni EGFP fluorescence (b) a sloZzeny obrazek
(c). Identicka zornéd pole z transplantatu. Hostitelskd mys typu wild kmene B6CBA. Sipka
oznacuje akumulaci astrocytl v oblasti transplantatu.

anti-GFAP sloZzeny obrazek

Obr. 19: Anti-GFAP imunofluorescence (a), nativni EGFP fluorescence (b) a sloZzeny obrazek
(c). Identickd zorna pole z transplantatu. Hostitelskda mys typu wild kmene B6.BR. Sipka
oznacuje piiklad EGFP-negativniho astrocytu, pochazi ztkané¢ hostitele, nikoliv
z transplantatu.

9.2.1.2. Objem transplantatu

Na objem transplantatu mél signifikantni vliv faktor mySiho kmene (F(;, 50y = 18,279, P
=0,001), ale nikoliv faktor degenerace. Mysi typu Lurcher i wild kmene B6CBA m¢ly mensi
objem transplantatu neZ jejich protéjsky kmene B6.BR (Obr. 20). AvSak nebyly nalezeny
signifikantni rozdily mezi mozeckovymi mutanty a jejich sourozenci typu wild (Obr. 20).
Koeficient chyby objemu CE byl nasledujici: pro B6CBA mysi Lurcher 0,145, pro B6CBA
mysi wild 0,106, pro B6.BR mysi ped 0,072, pro B6.BR mysi wild 0,075.
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Obr. 20: Primérny objem transplantidtu u mysi Lurcher (Lc) kmene B6CBA, mysi wild (WT)
kmene B6CBA, mysi pcd kmene B6.BR a mysi wild kmene B6.BR. Chybové usecky
ptedstavuji stfedni chybu priméru. ** P < 0,01.

9.2.1.3. Test na rotarodu

Latence padi v testu na rotarodu byly signifikantn¢ zavislé na druhu experimentalni
skupiny (F(9, 315y = 183,699, P < 0,001), dni testu (F, 315y = 45,503, P = 0,001) stejné jako na
jejich interakci (F3e, 815 < 5,688, P = 0,001). Test na rotarodu potvrdil vyrazny motoricky
deficit u mutantd typu Lurcher i pcd ve srovnani s kontrolami typu wild (pro nelécené,
intaktni mysi: kmen B6CBA pro vSechny dny P < 0,001; kmen B6.BR pro vSechny dny P <
0,001; viz Obr. 21, srovnani Obr. 21a s Obr. 21b; Obr. 21c s Obr. 21d). Nebyl pozorovan
zadny efekt transplantace (Obr. 21). Pouze mysi pcd po kontrolni operaci dosahovaly mirné

delsich latenci padt nez mysi intaktni (Obr. 21c¢).
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Obr. 21: Prumérné latence padu v testu na rotarodu (den testovani D1-D5) u mysi a) B6BCBA
typu Lurcher (Lc), b) B6CBA typu wild (WT), c) B6.BR typu pcd a d) B6.BR typu wild
(WT). Chybové tsecky predstavuji stiedni chybu praméru. * P < 0,05 pro mysi po slepé
operaci vs. mysi intaktni.

9.2.2. Pokus 2: Transplantace embryonilni mozefkové tkan& ve formé suspenze u
dospélych mysi typu Lurcher a wild kmeni B6CBA a C3H se Sestimési¢nim prezivanim

pFijemci po operaci

9.2.2.1. Prezivani transplantitu a jeho struktura

U vétSiny mySi piezival transplantat v mozeCku bilateralné¢ (Obr. 22). Pouze u
ojedinélych mysi pfezival transplantdt jen jednostranné nebo zcela zanikl (Tab. 4). Nebyly
zde tedy zadné statisticky signifikantni rozdily v pfezivani transplantatu. Ve vSech ptipadech
se transplantat nachazel uvnitf mozecku hostitele nebo ptipadné na jeho povrchu s alesponl
casteCnym kontaktem s mozeckovou tkani. U vétSiny mysi vSech experimentélnich skupin
s prezivajicim transplantaitem bylo mozno identifikovat EGFP-pozitivni (tj. z transplantatu
pochézejici) bunky, jejichz tvar i velikost byly typické pro buniky Purkynovy (Obr. 23, Tab.
5). Imunohistochemické vySetfeni provedend na vybranych fezech pak potvrdila pozitivitu na

calbindin, coz naznacuje, ze se opravdu jedna o Purkynovy bunky (Obr. 23).
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Obr. 22: Bilaterdlné pfezivajici transplantat v mozecku hostitele. My$ typu wild kmene
B6CBA. Nativni preparat.

Tab. 4: Pfezivani transplantatu. Pocet vySetienych mysi, pocet a procento mysi s pfitomnosti
EGFP-pozitivni tkané€ (bilateralni a unilateralni pfitomnost transplantitu) a pocet a procento
mysi s bilateralné pfeZivajicim transplantatem.

Pocet mysi s

Pocet Pocet mysi s ‘ % bilateralné
‘ % ptezivani  bilateralné ‘
vySetfenych  piezivajicim ) ptezivajiciho
transplantadtu  pifeZivajicim
mysi transplantatem transplantatu
transplantatem
B6CBA Lurcher 18 17 94,4 15 83,3
B6CBA  wild
19 19 100 19 100

typ
C3H Lurcher 16 16 100 14 87,5
C3H wild typ 19 18 94,7 17 89,5
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Tab. S: Pfitomnost EGFP-pozitivnich (pochazejicich z transplantatu) Purkyiovych bunék
(PB) u mysi s pfezivajicim transplantatem.

Pocet vySetfenych

. Pritomnost PB % ptitomnosti PB
mysi
B6CBA Lurcher 17 17 100
B6CBA wild typ 19 19 100
C3H Lurcher 16 14 87,5
C3H wild typ 18 18 100

anti-calbindin

Obr. 23: Mys typu wild kmene C3H. Identicka zorna pole. Vlevo imunohistochemie anti-
calbindinem, vpravo EGFP fluorescence v nativnim fezu. Barveni potvrzuje piitomnost
Purkynovych bunék odvozenych z transplantatu.

U vétSiny mutantd Lurcher byl transplantat ostfe vymezen a ohraniCen vuci
mozeCkové tkani hostitele. VEtSinou zde také nebyla zaznamenana EGFP-pozitivni vldkna
prorustajici z transplantdtu a builky pfipominajici buiiky Purkyiovy nemély tendenci
k proristini mimo hlavni masu transplantatu (Obr. 24). Pouze u 7 (41,2 %) mysi Lurcher
kmene B6CBA a 4 (25 %) mysi Lurcher kmene C3H byl zaznamenén alespon jeden z téchto
dvou fenomént (Obr. 25, 26). Na druhé stran¢, kolonizace mozeCku mnoha EGFP-
pozitivnimi bunitkami majicimi tvar bun€k Purkynovych (Obr. 27) byla pozorovana u vSech
zdravych mysi kmene B6CBA 1 C3H. Tyto buiiky ovSem byly uspotadany vétSinou chaoticky
se spleti dendritickych stromt, v zddném ptipadé se nejednalo o typické uspoiadani v fade se

spravnou a jednotnou orientaci. U n€kolika mysi typu wild jsme pozorovali svazky EGFP-
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pozitivnich vlédken vyrustajicich z hlavni hmoty transplantatu na vzdalenost nékolika set pm,
které pfipominaly axony, stejné¢ tak byly patrny téz EGFP-pozitivni dendritické stromy.
Frekvence vyskytu striktné¢ ohranic¢eného transplantatu proti mozeckové tkani hostitele byla
signifikantné zéavisla na pfitomnosti degenerativniho procesu mozecku (P < 0,0001). Nebyl
zde vSak zadny signifikantni efekt mysSiho kmene ani kombinace faktoru kmen/degenerace.
Pritomnost ostfe vymezeného transplantatu byla signifikantné vys$S$i u mutantd Lurcher ve
srovnani s mySmi typu wild. U mysi zdravych byla patrna mnohem castéjsi kolonizace
mozecku hostitele EGFP-pozitivnimi Purkynovymi bunikami (pro kmen B6CBA P = 0,0001,
pro kmen C3H P < 0,0001, Tab. 6). Nebyly zde ale zadné signifikantni rozdily mezi mySmi
typu Lurcher a wild ve vyskytu prorustajicich EGFP-pozitivnich vlaken z transplantatu do
moze€ku hostitele (Tab. 6). Nezaznamenali jsme ani zaddné signifikantni kmenové rozdily

v prorustani vlaken nebo bunck odvozenych z transplantatu.

Obr. 24: Mys typu Lurcher kmene C3H. Bilateralni transplantat je ostfe vymezen a ohranicen
vuci mozeckové tkani hostitele. Nativni preparat.
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Obr. 25: Sipka oznacuje buiiky p¥ipominajici buiiky Purkyiiovy proristajici mimo hlavni
masu transplantdtu. Mys typu Lurcher kmene C3H. Nativni preparat.

Obr. 26: Sipka oznaéuje EGFP-pozitivni vlikna vyriistajici z transplantatu smérem
k mozeckovym jadriim. Mys typu Lurcher kmene C3H. Nativni preparat.
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Obr. 27: Sipky oznacuji EGFP-pozitivni buiiky pfipominajici buiiky Purkynovy kolonizujici
mozecek hostitele. Mys typu wild kmene C3H. Nativni preparat.

Tab. 6: Pfitomnost interakci transplantatu a hostitelské tkané: pocet a procento mysi, u
kterych prorustaji EGFP-pozitivni vldkna z transplantatu, kolonizace hostitelského mozecku
EGFP-pozitivnimi Purkynovymi buiikami (PB); pocet a procento mysi, u kterych byly

nalezeny oba tyto jevy.

Pocet Proristani
Prortstani
vySetfovanych Kolonizace PB vlaken 1
vlaken

mysi kolonizace PB
B6CBA Lurcher 17 5(29,4 %) 7 (41,2 %) 5(29,4 %)
B6CBA wild typ 19 2 (10,5 %) 19 (100 %) 2 (10,5 %)
C3H Lurcher 16 1 (6,3 %) 4 (25,0 %) 1 (6,3 %)
C3H wild typ 18 1 (5,6 %) 18 (100 %) 1 (5,6 %)

Transplantaty obsahovaly mnoho GFAP-pozitivnich bun€k s morfologii odpovidajici

astrocytim (Obr. 28). VétSina z nich nebyla soucasné EGFP-pozitivnich, to tedy znamena, ze
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jejich ptivod nebyl z transplantatu, ale jednalo se o invazi do tkéné transplantitu z okolni

mozeckové tkané hostitele.

Anti-GFAP sloZeny obrazek

Obr. 28: Anti-GFAP imunofluorescence (a), nativni EGFP fluorescence (b) a slozeny
obrazek (c). Identickd zornd pole z transplantatu. Hostitelskd my$ typu Lurcher kmene
B6CBA.

9.2.2.2. Objem transplantatu

Objem transplantatu byl signifikantné zavisly na interakci faktorti degenerace/kmen
(Fas0) = 9,165, P < 0,005), ne vSak na té€chto faktorech samostatnych. Transplantat byl
signifikantné vétsi u mysi wild kmene C3H oproti mutantim Lurcher C3H (Obr. 29). U mysi
kmene B6CBA nebyl nalezen Z4dny signifikantni rozdil mezi mySmi typu Lurcher a wild. U
zdravych mysi byl naopak zjistén kmenovy rozdil, kdy mysi C3H typu wild mély transplantat
vetsi neZ mysi wild kmene B6CBA (Obr. 29). Koeficient chyby objemu CE byl 0,067 pro
B6CBA mysi Lurcher, 0,076 pro B6CBA mysi wild, 0,11 pro C3H mysi Lurcher a 0,078 pro
C3H mysi wild.
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Obr. 29: Primérny objem transplantitu u mysi Lurcher (Lc) kmene B6CBA, mysi wild (WT)
kmene B6CBA, mysi Lurcher kmene C3H a mysi wild kmene C3H. Chybové usecky
predstavuji stfedni chybu priméru. * P <0,05.

9.2.2.3. Test na rotarodu

Latence padu v testu na rotarodu byly signifikantné zavislé na dni testu (F, 405) =
39,327, P <0,0005), experimentalni skupiné (F 405y = 390,735, P < 0,0005) a interakci obou
faktort (Fi6,405) = 7,035, P <0,0005). Mysi Lurcher vykazovaly vyznamné kratsi latence padu
nez mysi wild (pro vSechny dny testovani D1-D5: P < 0,0001, pro srovnani Obr. 30a a 30b).
Mysi Lurcher 1é¢ené transplantaci mély kratsi latence padu 3. den tréninku nez intaktni mysi
Lurcher (Obr. 30). U mysi typu wild nebyl pozorovan zadny signifikantni efekt

neurotransplantace na vykon v testu na rotarodu (Obr. 30).
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Obr. 30: Primérné latence padu v testu na rotarodu (den testovani D1-D5) u mysi kmene
B6CBA typu Lurcher (a) a typu wild (b). Chybové Gsecky ptedstavuji stfedni chybu prameéru.
* P < 0,05 pro mysi 1é€ené transplantaci vs. mysi intaktni.

69



10. DISKUSE

10.1. Hodnoceni dynamiky morfologickych zmén v mozeCkové
kiife mysi typu Lurcher

Metoda dvojitého fluorescencniho barveni ndm umoznila nové popsat vyvojové
zmény morfologie Purkynovych bunék mozecku u zdravych mysi a mysi postizenych
mozeckovou degeneraci. Studie tak pfinesla novy vhled do zmén téchto bunck jiz diive
popsanych n¢kolika autory pii pouziti klasickych histologickych metod jako barveni dle
Nissla, impregnac¢ni metoda Golgi-Cox a Golgi-Cox like metoda doplnéna elektronovou
mikroskopii.

Dvojité fluorescencni barveni mozeckovych fezli zobrazilo granularni vrstvu kiry
mozeCku jako husté nahromadéni malych tmavé zelenych bunck, kde nelze pozorovat
probihajici axony Purkynovych bunék. Té¢la Purkynovych bunék s nékterymi viditelnymi
intracelularnimi strukturami jsou lokalizovana v fad¢ na hranici vrstvy granularni a
molekularni.

U mysi typu wild byly zdravé Purkyhnovy butnky s typickou morfologii vcetné
dendritického stromu rozpoznatelné dvojitym fluorescenénim barvenim az od 14. dne
postnatalniho Zivota. T¢la bun€k méla kulaty nebo kapkovity tvar, jejich jadra byla okrouhla,
homogenné se barvici, téla i jddra méla hladké a ostré okraje. Snadno bylo moZné rozeznat 1
— 3 jadérka téZ okrouhlého tvaru, primérny pocet jadérek v jadie pak postupné klesal z 1,30
(13. — 14. postnatalni den) na 1,12 (15. — 21. postnatalni den). Z uZ§iho p6lu bunécného téla
vystupoval jeden hlavni dendrit, v n¢kterych oblastech byla jiz viditelna zelené¢ se barvici
dendritickd vétveni. Nicméné€, kompletni bohaté vétveni dendritii patrné zatim nebylo. Tyto
vysledky potvrzuji a dopliuji to, co popsali Dumesnil a Sotelo (1992) na mozeckovych fezech
zdravych myS$i pii pouZiti imunohistochemického znaceni anti-calbindinem a sice, Ze
vrozmezi 8. — 16. postnatalniho dne dendrity nejprve rostou do Sitky, poté vyhradné do
délky. Dendritické vétveni podobného tvaru jako u dospélych mysi je vyvinuto az v 16. dni
zivota. NaSe zjiSténi téZz koresponduji s ndlezy autori Caddyho a Biscoa (1979), které
pozorovali na mozeckovych fezech barvenych metodou Golgi-Cox za pouziti svételného i
elektronového mikroskopu. V 15. dni Zivota popsali Purkynovy buiiky jako nejvétsi neurony
v mozecku s bohaté vyvinutym dendritickym stromem a velkym bledym jadrem, obsahujicim
elektrondenzni jadérko. Normalni zdravé Purkynovy builky téZ maji jen jeden primdrni

kmenovy dendrit. U mys$i mladSich 14 dnii ve dvojitém fluorescenénim barveni dendritické
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vétveni jesté nebylo patrné, ale kontinuita fady tél Purkynovych bunék byla jiz zietelna. Jadra
bun¢k byla ostfe ohrani¢ena a obsahovala kontury 1-3 jadérek. Vyvoj primérného poctu
jadérek sledovany v nasi studii koresponduje s vysledky Soloveie a spol. (2004), ktefi
kvantifikovali pocet jadérek Purkynovych bunék u zdravych mysi kmene C57B1/6 v prvnich
21 dnech postnatalniho zivota. U novorozenych mysi byla popsdna 2-4 malé jadérka a jejich
pocet postupné klesal na 1-2 jadérka v 6. postnatadlnim dnu. Jadra Purkynovych buné¢k
dospélych mysi pak obsahovala obvykle jen jedno velké jadérko. Proto tedy naSe nalezy
mohou byt ve shod¢ s Marshakem a spol. (1992) a Soloveiem a spol. (2004), kteii povazuji
pocet jadérek za kritérium zralosti zdravych Purkyiovych bunék.

Podobné jako u zdravych mysi jsou nase nalezy, tykajici se mysi typu Lurcher, ve
shod¢ s ptedchozimi pracemi. Dvojité fluorescencni barveni ndm ale umoznilo ziskat nékteré
nové a dosud nepublikované poznatky. Jiz diive nécktefi autofi (Caddy a Biscoe, 1979;
Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1992; Norman a spol., 1995) potvrdili, Ze Purkyiovy buiky u
mutantd typu Lurcher zacdinaji vykazovat morfologické znamky degenerace jiz v 8.
postnatalnim dnu a zanikaji od druhého tydne Zivota. Proces zaniku je pak velmi rychly a
masivni.

Jedna z prvnich zmén provézejicich proces degenerace popsana jiz diive (Dumesnil-
Bousez a Sotelo 1992, Norman a spol. 1995), je ptitomnost hojnych varikozit podél axoni
Purkynovych bun¢k. Tito autofi pfedpokladaji, Ze varikozity pozorovatelné jiz 8. postnatalni
den vznikaji jako nésledek poskozeného axoplasmatického transportu pii zménach
metabolismu Purkynovych bunék. Za vyuziti elektronové mikroskopie popsali na
mozeckovych fezech mutanti Lurcher 15. den zivota vyrazné otoky axont téz Caddy a
Biscoe (1979). Jak jiZ bylo zminéno, ve dvojitém fluorescen¢nim barveni jsme axony nemohli
pozorovat z diivodu jejich prekryti granuldrnimi butikami. Ve shod€ s témito autory (Caddy a
Biscoe, 1979, Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1992) jsme popsali jiz 8. den Zivota mutant
Lurcher zmény v jadrech bun¢k ve smyslu mnoha tmavych skvrn, coz by odpovidalo jimi
popsanym shlukiim chromatinu lokalizovanym pfedevS§im pifi vnitinim okraji jaderné
membrany. Dumesnil-Bousez a Sotelo (1992) téZ na mozeckovych histologickych fezech
v 10. postnatalnim dnu pozorovali ektopickd téla Purkyiovych bunék umisténd ve vrstvé
molekularni. NaSe pozorovani se s jejich ndlezy shoduji a potvrzuji jak dislokaci bunécnych
tél, tak 1 vyrazné porusenou kontinuitu fady bun€k, coz se zvyraznovalo 11. - 12. den Zivota.

Poc¢inaje 12. postnatdlnim dnem, Purkynovy buiky vykazuji pfitomnost vice
primarnich dendriti, dendrity jsou deformovaného tvaru a vyrazné ztluSt€lé (Dumesnil-

Bousez a Sotelo, 1992). Tyto abnormality dendriti u mutantti Lurcher jsme pozorovali ve
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dvojitém fluorescenénim barveni pozdéji, vétSinou od 13. -14. dne zivota. V tomto véku se téz
cytoplasma 1 dendrity zacinaly barvit vice doCervena, tj. byly vice lipofilni. Tento nalez
v télech 1 dendritech Purkynovych bun¢k (Caddy a Biscoe, 1979; Dumesnil-Bousez a Sotelo,
1992; Norman a spol.,, 1995), které indikuji ireverzibilni zndmky nekrézy spole¢né se
stoupajicim poctem lysozomil a poskozenych mitochondrii. AZ do 15. dne Zivota jsme vSak
mezi mnoha abnormalnimi Purkynovymi bunkami v rtiznych stadiich degenerace mohli
pozorovat jesté 1 vyskyt téchto bunék pomérné normalnich. Tento nalez, spolu se skutecnosti,
ze konecny zanik Purkynovych bunék je rozlozen do témét 3 mésicti (Caddy a Biscoe, 1979),
dokladd nerovnomérnost progrese degenerativnich zmén v jednotlivych bunkach. Rychlost
zaniku Purkynovych bunék se vSak lisi 1 mezi riznymi ¢astmi mozecku mysi typu Lurcher,
kdy ojedin¢lé Purkyinovy bunky ptezivajici do pozdéjsiho v€ku se nachdzeji témet vyluéné
v oblasti flocculu a paraflocculu (Duffin et al., 2010). V pokroc¢ilém stadiu degenerace buiky
se vyrazn¢ ménil pomér mezi objemem bunécéného jadra a cytoplasmy, cytoplasma postupné
tvofila jen velmi Gzky lem kolem jadra. Okraje téla i jadra bun€k byly neostré a barvily se
nehomogenné. Dendrity se naopak barvily vyrazné€ a byly signifikantné€ ztlustélé, nekteré jesté
rovné, jiné svrastelé a fragmentované.

Ve véku 19-21 dni jiz u mutantd Lurcher nebylo mozné najit Purkynovy buiky bez
znamek degenerace, byt pokrocilost zmén jednotlivych bun€k nebyla zcela jednotna.
V obvyklém misté kontinudlni fady téchto bunck jsme je nachézeli jiz jen ojedinélé a
vykazujici vyrazné svrastéla bunécnd téla. Bunécna jadra se barvila tmavé zelené, s mnoha
tmavS§imi skvrnami, tvar jader byl nepravidelny, uvnitt se pak v n¢kterych jadrech objevovala
jasn& zelené zbarvena jadérka nebo jejich fragmenty. Cervené se barvici cytoplasma tvofila
kolem jadra jen Uzky nepravidelny lem. Pozdéji zelen¢ se barvici bunécnd jadra mizela a
zlstavala pouze scvrkld cytoplasma. Z dendritického vétveni zbyvaly jiz jen chaoticky
uspotadané fragmenty stdle se barvici jasné Cervené, které jsme pak mohli pozorovat i po
kompletnim zaniku tél Purkynovych bun¢k.

Zcela novym zjisténim na$i prace, zabyvajici se mozeckovou degeneraci mysi typu
Lurcher v porovnani s vyvojem normalnich zdravych Purkynovych bunck mysi typu wild,
byly vyznamné zmény ve vyskytu a poctu jadérek.

Ve srovnani s mySmi typu wild v 8. dni Zivota, s primérnym poctem jadérek v jadie
Purkynovych bunék 1,40, jsme u mutantii Lurcher téhoz véku zjistili primérny pocet jadérek
vys$si (1,60). NaSe dalsi pozorovani pak odhalila opacny trend v poctu jadérek Purkynovych

bunék v raném stadiu postnatalniho vyvoje u mysi wild a Lurcher. Zatimco u zdravych mysi
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pocet jadérek postupné klesal (na primérny pocet 1,12 mezi 15. -21. dnem zivota), u mutantd
Lurcher vtomto obdobi naopak stoupal az na primérny pocet 2,70 jadérek ¢i menSich
jadérkiim podobnych objekt. Od 18. - 21. postnatalniho dne Zivota mysi Lurcher jsme vSak
jiz jadérka viibec pozorovat nemohli. Pokud jde o zmény poctu jadérek u mysi typu wild, jsou
nase nalezy ve shod¢ s pracemi Marshaka a spol. (1992) a Soloveie a spol. (2004), u mysi
typu Lurcher vSak zatim vyvoj poctu jadérek sledovan nebyl. Nase nalezy do znacné miry
koresponduji s vysledky Baltanase a spol. (2011), ktefi pozorovali fragmentaci az rozpad
jadérek u mysi typu pcd odvozenych od kmene C57BL/6J (samci) a DBA/2J (samice) ve 20.
dni zivota. I pfes odlisné genetické pozadi degenerace Purkynovych bunék u téchto mysi se
téz jedna o kompletni ztratu tohoto typu bunck a progresivni mozeckovou ataxii podobnou
jako v pfipadé mysi Lurcher. Zistdva otevienou otazkou, jaké mechanismy se na rozpadu
jadérek podileji. Dle Baltanase a spol. (2011) rozpad jadérek a také Cajalovych télisek
naznacuje, ze se jedna o ¢asné a citlivé ukazatele poskozeni DNA indukované neuronalni
degeneraci Purkyiovych bunék, ale i jinych typli neurond. Lim a spol. (2006) se domnivaji,
Ze u cerebelarnich ataxii zmény na Urovni jadérek mohou nastat i bez ptfimého poSkozeni
DNA a to na podklad¢ patologické interakce jadernych proteind.

Nase nalezy primarné vyssiho poctu jadérek, jejich skute¢ného nebo jen zdanlivého
déleni a nasledné fragmentace jsou nepochybnymi charakteristickymi znaky degenerace jader
Purkynovych bun¢k u mysi Lurcher. Do jaké miry se jedna o proces poskozeni DNA, tvorbu
abnormalnich proteinovych siti nebo o jiné mechanismy vSak zatim zlistdvd neobjasnéno.
Miizeme ale s jistotou konstatovat, Ze na popsané charakteristiky mozeckové degenerace u
mysi Lurcher vychozi kmen, ze kterého byli pfislusni mutanti odvozeni (C3H nebo B6CBA),

vliv nemél.

10.2. Neurotransplantaéni terapie

Neurotransplantaéni experimenty u sledovanych mySich modeld mozeckovych
degeneraci nam umoznily vyhodnotit piezivani, objem a morfologii embryonalniho
mozeckového transplantatu. Jednoduchymi metodami jsme téZ mohli posoudit funkéni piinos

neurotransplantace.
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10.2.1. Prezivani a morfologie transplantatu

V provedenych experimentech se nam podatilo prokazat, ze embryonalni mozeckovy
transplantat prezivd velmi dobfe po dobu dvou i Sesti mésich u mysi zdravych i u
mozeckovych mutantl typu Lurcher a ped. Jiz v predchozich pokusech jsme vSak ukazali, ze
jak solidni mozeckovy transplantat, tak i suspenze mozeckovych embryondlnich bunék
mohou piezivat v hostitelské tkani po dobu Sesti mésicii (Cendelin a spol., 2012; Babuska a
spol., 2015). AcC ptesné procento piezivani transplantatu fada starSich praci neuvadi, vaznéjsi
problémy s piezivanim embryonalniho mozeckového transplantitu neudévaji ani nejstarsi
prikopnické prace (napt. Sotelo a Alvarado-Mallart, 1986, 1987a, b, c, 1991; Tomey a
Heckroth, 1993; Triarhou a spol., 1995, 1996). To tedy naznacuje, Ze prezivani mozeckového
transplantatu neni problematické, dokonce ani u mozeckovych mutant, a ze mozeckova
degenerace vyznamné neovlivituje celkovou miru pfezivani transplantatu. Dlouhodobé
prezivani transplantatu je dulezité, protoze poskytuje dostatek ¢asu pro jeho vyvoj, piipadné
zapojeni do nervovych okruhi hostitele, a tedy pro funkéni ptinos, ktery je hlavnim cilem
neurotransplantacni terapie. Jak poukdzali Rossi a Cattaneo (2002), transplantat je potieba se
naucit pouzivat, k ¢emuz napomaha rehabilitace, ktera je pochopitelné dosti ¢asoveé narocna.
Proto nelze nastup zlepSeni nervovych funkei specifickym zapojenim transplantatu ocekavat
okamzit€. Z hlediska experimentalnich studii je dlouhodobé piezivani transplantdtu rovnéz
potieba pro manifestaci dopadu prostfedi hostitelské tkané na néj, a tedy pro moZnost
zkoumani mechanismu tohoto procesu.

V pokusu €. 1 s dvoumési¢nim piezivanim piijemct po transplantaci jsme nezjistili
rozdily v objemu transplantatu mezi mutanty a zdravymi zvifaty kmene B6CBA ani kmene
B6.BR. Nicméné, jak mutanti, tak zdravé mySi kmene B6CBA méli men$i objem
transplantatu v porovnani s jejich protéjsky kmene B6.BR. To tedy znamend, Ze jsou zde
vyznamnéjSi rozdily kmenové nez efekt mozeckové degenerace. MySi kmene B6CBA
vykazovaly téZ niz§i miru kolonizace mozeckové tkan€ Purkynovymi buiikami odvozenymi
z transplantatu. U mysi zdravych byly tyto rozdily malé, zatimco u mysi postizenych vyrazné.
To znamend, Ze kolonizace mozeCku darcovskymi Purkynovymi builkami byla u mysi
Lurcher vyraznég horsi nejen ve srovnani se zdravymi mySmi, ale 1 s mutanty pcd vykazujicimi
velmi podobnou morfologii degenerace, avSak zcela odliSnou patogenezi. Dokonce se zda, ze
nékteré stupné integrace transplantatu, jako prorustani nervovych vlaken, se objevuji u mysi
pcd ve vétsi mife neZ u mysi zdravych. To by znamenalo, Ze oba typy degenerace maji na

vyvoj transplantatu zcela opa¢ny ucinek. Pozitivni plisobeni prostfedi mozecku mysi pcd
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zminuji téz Carletti a Rossi (2005), ktefi u myS$i pcd pozorovali v transplantatu vyssi podil
Purkynovych bun€k na tkor jinych mozeckovych bunéénych fenotypl ve srovnani s jedinci
zdravymi. PosSkozeni vlastnich Purkynovych bun¢k také zvySuje frekvenci jejich fuze
s transplantovanymi mesenchymalnimi kmenovymi buiitkami (Kemp a spol., 2011; Diaz a
spol., 2012). Na druhou stranu se vSak v patologicky zménéné tkdni mulze uplatnit fada
negativnich faktora (pro ptehled viz Rossi a Cattaneo, 2002).

V pokusu €. 2 se Sestimésicnim pfezivanim piijemct po transplantaci jsme nalezli
obdobné rozdily v kvalitativnich parametrech tykajicich se morfologie transplantitu mezi
mySmi typu Lurcher a wild. Prokazali jsme dale, ze tyto rozdily se vyskytuji u mysi kmene
B6CBA i1 C3H. Dané morfologické rysy transplantatu tedy nejsou kmenové specifické, jsou
vSak charakteristické pro degeneraci postihujici mySi Lurcher. Rozdily v objemu transplantatu
pak byly patrny pouze u kmene C3H, kde mysi typu Lurcher vykazovaly mensi objem
transplantatu nez mysi zdravé. Absence rozdilii v objemu transplantatu mezi mySmi Lurcher a
zdravymii zvitaty u kmene B6CBA je ve shodé s vysledky pokusu ¢islo 1. Navic zdravé mysi
kmene C3H mély véEtsi transplantat nez zdravé mysi kmene B6CBA. To mlze naznaCovat, Ze
typ kmene ovliviluje rist transplantatu nebo intenzitu jeho ptipadné destrukce. Kmenové
rozdily mezi kmeny mysi C3H a B6CBA byly jiz zaznamendny dfive pti hodnoceni piezivani
solidniho embryonalniho mozeckového transplantatu (Cendelin a spol., 2006). Kmenové
rozdily v objemu, pfipadné i pfeZivani transplantditu mohou byt disledkem odlisné urové
imunity u riznych mySich kmenl nebo jednoduSe rizné miry shody pfijemce a darce
transplantatu, ktery vznikl sice kfiZenim jedince stejn¢ho inbredniho kmene, z jakého
pochézel ptijemce, avSak vzdy s jedincem kmene C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)10sb/J.

V obou téchto pokusech bylo opét potvrzeno, zZe embryonalni mozeckovy transplantat
je bohatym zdrojem Purkynovych bunék (Cendelin a spol., 2012; Purkartova a spol., 2014;
Babuska a spol., 2015; Sotelo a Alvarado-Mallart, 1987), které pfedstavuji hlavni bunény typ
podléhajici degeneraci u mutantti Lurcher i ped. Od urcitého stadia ontogenetického vyvoje
mé vétSina bunék mozeCku potencial se diferencovat téméf vyhradné do wurcitého
mozeckového bunééného fenotypu (Carletti a spol., 2002; Leto a spol., 2009; Carletti a Rossi,
2008). Ztoho vyplyva, Ze osud nékterych embryondlnich bunék v transplantitu je jiz
determinovan v dobé¢ transplantace a tyto buiiky se pak diferencuji ve zralé buiiky Purkyiovy.
Ptedpokladame, ze Purkynovy buiky pozorované v transplantatech naSich experimenti
pochézeji pouze z transplantované suspenze. Ziejmé se nejedna o splynuti nediferencovanych
(nebo diferencovanych, nikoliv vSak v bunky Purkynovy) EGFP-pozitivnich bunck

pochézejicich z transplantatu a vlastnich ptezivajicich Purkynovych bunék hostitele, jak
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nekteré prace popisuji, napf. po transplantaci bunék odvozenych z kostni dfen¢ (Wiemann a
spol., 2003). Tento jev je totiz u mySi Lurcher i pcd velmi nepravdépodobny, protoze
transplantace byly v nasem piipad¢ provadény ve véku piijemct, kdy vlastni Purkyiovy
bunky piezivaji jiz jen ojedinéle, nadto jen v urCitych oblastech mozecku (Duffin a spol.,
2010).

Hlavni a nejztetelnéjsi rozdil mezi mutanty Lurcher a mySmi typu wild pozorovany u
obou kmentu (B6CBA i1 C3H) byl v integraci transplantitu do mozeckové tkané hostitele.
Zatimco u vSech zdravych mysi jsme pozorovali buiikky pochézejici z transplantatu
prorustajici aZ rozptylené i mimo hlavni masu transplantatu, u vétSiny mySi Lurcher byl
transplantat ostfe ohraniCen a oddélen od mozeckové tkané hostitele. Piestoze byla
transplantovana suspenze aplikovana do mozeckii do oblasti blizké k mozeckovym jadrim,
transplantat zstaval u mutantnich mysi ve vét$ing€ pfipadii na povrchu mozecku bez zjevné
tendence prorustat dovnitt. Prortstani vldken z transplantatu do hostitelské tkané jsme
zaznamenali jen v ojedinélych ptipadech, a to jak u mutanti Lurcher, tak u mysi typu wild. U
zdravych hostitelskych mysi tedy mensi tendence k ohraniceni transplantatu byla dana hlavné
schopnosti bunék proriistat do okoli.

Podobny jev jsme ale nepozorovali u mutantnich mysi ped, kde byla dokonce vyssi
frekvence prorustani vlaken z transplantatu do okoli nez u mysi zdravych a Purkynovy bunky
mély tendenci migrovat z transplantatu a kolonizovat mozeckovou tkan hostitele ve vSech
sledovanych piipadech. U mutanti pcd dobrou integraci transplantatu i zlepSeni motorickych
dovednosti jiz v minulosti popsal Triarhou a spol. (Triarhou a spol., 1995; 1996). Také Tomey
a Heckroth (1993) zdiraznili rozdily v mife pfezivani transplantitu mezi mutanty typu
Lurcher a ped, které odvodili ze srovnani jejich vlastnich vysledkd u mys$i Lurcher (Tomey
and Heckroth, 1993) a z vysledkidi u mysi pcd, které publikovali Sotelo a Alvarado-Mallart
(1986; 1987b; c). Piimym srovnanim experimentli provadénych za identickych podminek
jsme téz u obou typti mutantt zjistili vysoké procento ptezivani transplantatu. Nase vysledky
pak jesté navic ukdazaly zietelné rozdily v prortstani transplantatu do mozeckové tkané
hostitele.

Fakt, Ze mutanti Lurcher vykazuji niz§i miru prorlstani transplantatu v mozeckové
tkani hostitele, zatimco jeho pfezivani je stejné jako u mysi pcd 1 mysi zdravych a ani objem
transplantatu se zdsadné nelisi, naznacuje, ze prostiedi mozeckové tkané ma odlisny vliv na
buniky uvnitf hmoty transplantatu a na jednotlivé buniky a vldkna rozptylena v hostitelské
tkani. Hlavni hmota transplantatu se vyviji ve svém vlastnim prostiedi, zatimco elementy toto

prostiedi opoustéjici jsou v bezprostiednim kontaktu s tkani zménénou neurodegenerativnim
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procesem. Tento proces tak miiZe snizovat neurogenicitu tkan€ a redukovat troven signalt
pfitahujicich nezralé bunky k migraci a prortstani vlaken (Rossi a Cattaneo, 2002). Jak jiz
bylo naznafeno vySe, pozitivni i negativni modulace vyvoje transplantitu podminéna
lokalnimi tkanoveé specifickymi signaly a téz patologickymi zménami hostitelské tkané se zda
nepochybna a byla v minulosti popséana u nékolika mozeckovych mysich mutanti (Sotelo a
Alvarado-Mallart, 1987a; Carletti a Rossi, 2005; Chintawar a spol., 2009; Houdek a spol.,
2012). Srovnani mysi Lurcher a mysi pcd ukazalo, ze relativné podobné mozeckové
degenerace mohou mit podstatné odliSny vliv na vyvoj transplantatu.

Nezodpovézena vsak zustava otazka, v jakém aspektu se liSi prostfedi mozeckl
dospé€lych mysi Lurcher, prostfedi pcd mutanti a mozeckl zdravych. Rossi a Cattaneo (2002)
jmenovali celou fadu potencidlnich faktort, které mohou ovliviiovat neurogenni potencial
nejen v mozecku, ale v mozku obecné. Tyto faktory se mohou riiznou mérou uplatiiovat
v riznych mozkovych strukturdch za fyziologickych podminek, kdy napt. hipokampus patii
k vysoce neurogennim strukturdm, zatimco mozecek je jednou z nejméné neurogennich
oblasti. Neurogenni potencial dané tkdn¢ se pak mulze zisadné ménit za patologickych
podminek (pro piehled viz Rossi a Cattaneo, 2002). Které z téchto faktora se uplatituji pravé u
mysi Lurcher neni zatim znamo. Piesto lze na zakladé dosavadnich studii formulovat rizné
hypotézy, které mohou napomoci smérovani dalSiho vyzkumu. Nekteré nalezy byly
prekvapivé a na prvni pohled by spiSe nazna¢ovaly moZnost vysSiho neurogenniho potencidlu
mozecku mysi Lurcher.

Mozecek dospélych mutantii Lurcher vykazuje necekané vyssi hladinu BDNF faktoru
(Babuska a spol., 2015) a vyssi denzitu kapilar (Kolinko a spol., 2016) ve srovnani s
mozeckem zdravym. Nicméné zatim neni znamo, zda tyto zmény jsou soucasti
degenerativniho procesu v mozecku nebo zda se jednd o sekundarni néasledky. Navic vliv
téchto faktorli na vyvoj transplantdtu miiZze byt i dvojznacny. Napiiklad vyssi denzita kapilar
muze sice zajiStovat lepsi pfisun kysliku a zivin, ale mize téz usnadiovat vstup riznych
signalnich molekul a tak podporovat zanétlivou odpovéd’ na ptitomnost cizi tkdn€ 1 na
mechanické poskozeni zpiisobené jeji aplikaci (Kolinko et al., 2015). Zan¢t a oxidativni stres
doprovazejici degenerativni proces mohou téz hrat vyznamnou roli (Vernet-der Garabedian a
spol., 1998; McFarland a spol., 2007). Dalsim vyznamnym faktorem muze byt velikost
mozecku mutantnich mysi, tedy anatomické poméry. Mozecky mutanti Lurcher jsou mnohem
men$i nez mysi zdravych (Baurle a spol., 2006), zatimco redukce velikosti mozeckl u

mutantd pcd neni tak vyrazna.
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Pritomnost a Uroven téchto faktor pak ziejmé determinuji uspéch nebo selhani
neurotransplantacni terapie u jednotlivych typti mozeckovych degeneraci. Znalost téchto
faktorh by méla zcela zasadni vyznam pro pfipadné klinické vyuziti neurotransplantaci
k 1écbé onemocnéni mozeCku a jejich nasledkti. Jejich identifikace by mohla v budoucnu
pomoci odliSit nemoci léCitelné neurotransplantaci od nemoci, u nichz nelze ocekévat
vyznamny funkéni pfinos transplantace. Nabizi se zde i moznost potlaceni negativnich faktort
mozeckové tkané, podpora jejiho neurogenniho potencialu jesté pred neurotransplantaci a tim
zvyseni nad¢je na uspech terapie.

V nasich ptedchozich experimentech jsme se také vénovali transplantaci embryonalni
mozeckové suspenze u mysiho modelu SCA2 (pouzili jsme mysi linie Q58-11) s tfimésicnim
pfezivanim piijemcl po operaci (Purkartova a spol., 2014). Embryondlni mozeckova tkan
transplantovana do mozecku homozygotnich SCA2 mysi pfezivala velice dobte. Transplantat
obsahoval Cetné Purkyiovy bunky. Pozorovali jsme stejnou frekvenci prezivani i stejnou
morfologii transplantatu jako v ptipad¢ zdravych zvitat (Purkartova a spol., 2014). Vysledky
test motorickych funkci, prostorové orientace, ale téz morfologického vySetieni mozeckl
v nasi laboratofi vSak ukézaly, Ze patologicky fenotyp téchto mysi je nevyrazny a neodpovida
diive popsanym motorickym porucham a redukci poc¢tu Purkyiovych bun¢k (Huynh a spol.,
2000). Uvazovat lze o nestabilité transgenu a jeho exprese jakoz i o nestabilit¢ pivodné
hybridniho kmene, do néhoz byl transgen vnesen. Otazkou proto zlstava, zda se vlastné
nejednalo o transplantaci do minimalné poskozeného mozecku a jak by byly pfezivani
transplantatu a jeho dalSi vyvoj ovlivnény intenzivnéjSim patologickym procesem u mysi
SCA2 linie s vyraznéjSim fenotypovym projevem onemocnéni. NaSe nalezy (Purkartova a
spol., 2014) vcetné dosud nepublikovanych dat zpochybiiuji pouZitelnost tohoto konkrétniho

kmene SCA2 mysi pro vyzkum neurotransplantaci.

10.2.2. Funk¢éni dopad transplantace na motorické schopnosti

vySetiovanych mysi

Podle predpokladu potvrdil test na akcelerujicim rotarodu tézky motoricky deficit u
obou typl sledovanych mutantli. Neurotransplantacni terapie neméla na vykon mutantnich
mysi v tomto testu vliv.

To je plné ve shod¢ s nasi piredchozi studii, ve které jsme nalezli pouze mirné zlepSeni

nekterych parametrti chize mySi Lurcher po transplantaci suspenze bun¢k embryonalniho
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mozecku v porovnani s neléCenymi kontrolami, ale zadné zlepSeni vykonu v klasickych
funk¢ni zlepSeni po transplantaci solidniho embryonalniho mozeckového transplantatu
(Cendelin a spol., 2009). Nepodarilo se nam tedy prokdzat funkcni efekt transplantatu.

ZlepSeni motorickych schopnosti vSak jiz bylo posano u mysi pcd po injekéni aplikaci
suspenze zdravych mozeckovych bunék do jader mozecku (Triarhou a spol., 1995; 1996). To
tedy znamend, Zze pcd mutanti maji schopnost zlepSeni svych motorickych funkci pomoci
urcitych specifickych nebo nespecifickych mechanismti. Na druhé strané mutanti typu
Lurcher nejsou schopni redukovat svlij motoricky deficit, jestlize jiz ke ztraté Purkynovych
bun¢k doslo. Jediny dosud popsany terapeuticky efekt neurotransplantacni terapie u mysi
Lurcher byl zprostiedkovan udrzenim pfezivani jejich vlastnich Purkynovych bunék pomoci
transplantace mezenchymalnich kmenovych buné€k v prvnich dnech postnatdlniho Zzivota
(Jones a spol., 2010). Zde se ovSsem jednd o zcela odlisSny mechanismus funk¢niho ptisobeni
transplantatu v porovnani s experimenty Triarhoua a spol. (1995, 1996) u mysi pcd 1é¢enych
transplantaci bunék embryonalniho mozecku. Dle Jonese a spol. (2010) se transplantované
mesenchymalni kmenové buiiky dostaly do blizkosti Purkynovych bunék novorozenych mysi
Lurcher, zde produkovaly trofické faktory a tim zamezily smrti vlastnich Purkynovych bunék
hostitele.

Pfi transplantaci embryondalnich mozeckovych bunék u dospélych mutanth Lurcher se
vSak ocekava feSeni situace, kdy naprostd vétSina Purkynovych bunék jiz zanikla. Jistym
oc¢ekavanim je nahrada téchto ztracenych neuronti a piipadnd obnova nervovych okruhii
prostiednictvim transplantovanych bunék. Tento mechanismus pfipada v uvahu jako jedno
z vysvétleni zlepSeni motoriky, které pozoroval u mysi pcd Triarhou a spol. (1995, 1996).
Sam Triarhou (1996) vSak jiz poukédzal na moZné problémy pii rekonstrukci mozeckovych
okruhit u mutantd Lurcher. Jednd se o vyznamnou redukci poctu granuldrnich bunék
dialezitych pro formovani dendriti Purkynovych bunék (Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993;
Tomey a Heckroth, 1993). Zde granularni vrstva mozecku, a¢ znacné poSkozend a
redukovand, muze dale vytvafet bariéru pro migraci bun¢k odvozenych z transplantatu a pro
rist jejich axond smérem k mozeckovym jadrim, ktera jsou jejich pfirozenym cilem
(Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993). Granularni vrstva muze takto negativné pisobit na
integraci transplantatu i u mysi pcd (Carletti a spol., 2008).

Limitujicim faktorem funkéniho zlepSeni po intracerebeldrni aplikaci transplantatu
muze byt také pfitomnost extracerebelarniho poskozeni. Jednd se o sekundarni degeneraci

dolni olivy u dospélych mutanti Lurcher (Caddy a Biscoe, 1979) a degeneraci dolni olivy,
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retiny, mitralnich bunék olfaktorického bulbu a thalamu u mutantti pcd (Mullen a spol., 1976;
LaVail a spol., 1982; O’Gorman a Sidman, 1985; Blanks a Spee, 1992). Mysi pcd trpi
degenerativnimi zménami na vice mistech nez mysi Lurcher, ale dolni oliva, ktera je zdrojem
Splhavych vlaken, je redukovdna méné a tento proces probihd pomaleji nez u mysi Lurcher
(Caddy a Biscoe, 1979; Ghetti a spol., 1987). Rovnéz degenerace granuldrni vrstvy je u ped
mysi pomalejsi nez u mysi Lurcher (Caddy a Biscoe, 1979; Mullen et al., 1976; Triarhou,
2010). Extracerebelarni postizeni a jeho projevy doprovazeji také nékteré lidské mozeckové

degenerace, jako napt. SCA1 a SCA2 (Martins a spol., 2017; Pedroso a spol., 2017).

10.2.3. Mechanismy piisobeni transplantiatu

Experimenty vyuzivajici rizné modely neurologickych onemocnéni vcetné
mozeCkovych degeneraci opakované ukazaly, ze funkéni efekt transplantatu se mize
uskutecnit riiznorodymi mechanismy (pro prehled viz Cendelin a spol., 2018).

Zcela optimalni cestou neurotransplantacni terapie by byla kompletni néhrada
ztracenych neurond. K obnové struktury a funkce poskozené tkdn¢ by ovSem byla nutnd i
restituce nervovych okruhli se spradvnym zapojenim transplantovanych bunék. K tomu je
zapotiebi preZiti a spravna diferenciace dostatecného poctu transplantovanych bunék (nebo
bunék vzniklych proliferaci transplantovanych kmenovych bunék) v piislusny fenotyp, jejich
migrace do vhodné pozice a vytvoreni adekvatnich synaptickych kontaktd pro obnovu
narusené nervove sité (Rossi a Cattaneo, 2002). Prvnim ptfedpokladem je vybér vhodného
zdroje Purkynovych bunék. Jednou moZnosti je embryonalni mozeckova tkan (napi. Sotelo a
Alvarado-Mallart, 1987a, b, ¢, 1991; Koshaka a spol., 1988; Chang a spol., 1989; Dumesnil-
Bousez a Sotelo, 1993; Cendelin a spol., 2012). V huménni mediciné je vSak tento zdroj
transplantatu problematicky z vice hledisek vcetné jeho kvality ¢i hlediska etického. Nékteré
studie napf. u mys$i ped naznacuji moznost vyrustani axonl z transplantovanych bunék do
jader mozecku piijemce (Sotelo a Alvarado-Mallart, 1987b; Triarhou a spol., 1992; Keep a
spol.,, 1992) a je zde moZna 1 obnova kortikonukledrnich projekci spojend s pozitivnim
funk¢énim efektem (Triarhou a spol., 1995, 1996). Transplantace embryonélnich mozeckovych
bunék byla téZ uspésnd u mySiho modelu SCA1 (Kaemerer a Low, 1999).

DalS§im zdrojem transplantitu mohou byt neurdlni prekurzory, které je téZ nutno
odebrat z nervového systému darce (neurdlni kmenové buiiky), nebo pfipravit diferenciaci

zjinych kmenovych buné¢k v podminkach in vitro, embryondlni kmenové buiky, adultni
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kmenové bunky, indukované pluripotentni kmenové buiiky. Neurdlni prekurzory, respektive
buiiky, z nichz jsou pfipraveny, lze zmnozit in vitro, coz ve srovnani s embryondlni (fetalni)
nervovou tkani do jisté miry zvysuje jejich dostupnost. Tyto buniky ovSem vétSinou nemaji
dostate¢nou schopnost dat vznik potfebnym bunécnym fenotyplim a nahradit tak chybéjici
neurony postizeného mozecku (Chintawar a spol., 2009; Li a spol., 2006a; Sidman a spol.,
2007; Jaderstad a spol., 2010). U nekterych z nich (neuralni kmenové bunky, embryonalni
kmenové buiiky) navic musime vzit v ivahu etické otazky souvisejici s jejich zdrojem. Ani
mesenchymalni kmenové bunky nejsou vhodné k ndhradé¢ chybéjicich neuront (Bae a spol.,
2007; Jones a spol., 2010; Chang a spol., 2011). I pfes nékteré dil¢i uspéchy, napf.
zdokonalujici se protokoly k diferenciaci prekurzorti Purkynovych bun¢k z kmenovych bun¢k
in vitro (Watson a spol., 2018), je dosazeni dokonalé rekonstrukce poSkozené¢ho mozecku
pomoci transplantovanych bunék zatim neredlné.

Dal$im moznym mechanismem pusobeni transplantitu je neuroprotektivni efekt,
troficka ¢i metabolicka podpora degenerujicich bunék nebo ovlivnéni zanétlivych procesii
doprovazejicich cerebeldrni postizeni. V tomto pfipadé mulze transplantit zachovat
degenerujici buiiky nebo alespoil proces degenerace zpomalit a oddalit tak nastup zadvazného
funkéniho poskozeni, jestlize je aplikovan v dobé, kdy patologické zmény jesté nejsou
ireverzibilni. Tento efekt byl pozorovan v ptipad¢ aplikace mezenchymalnich kmenovych
bun¢k, které migrovaly do blizkosti degenerujicich Purkynovych bunék mySi Lurcher a
produkci neurotrofickych faktor této degeneraci zamezily (Jones a spol., 2010). Podobny
ucinek se ukéazal 1 u mySiho modelu Niemann-Pickovy choroby typu C vcetné mozZné
modulace zanétu, aktivace glie ¢i apoptozy (Bae a spol., 2005, 2010; Lee a spol., 2010). Déle
byla popsdna zichrana Purkynovych bunék hostitele mysi Nervous a SCAl vytvofenim
pfimych kontakti typu gap junctions mezi buitkami odvozenymi z transplantatu a buitkami
Purkynovymi, které zajistily urcitou metabolickou a trofickou podporu (Li a spol., 2006;
Chintawar a spol., 2009; Jaderstad a spol., 2010).

Véasna transplantace mezenchymalnich kmenovych bunék pochazejicich z kostni
dien¢ vedla téz k fuzi téchto buné¢k s buitkami hostitele (Weimann a spol., 2003; Diaz a spol.,
2012b) a napt. u mySiho modelu Niemann-Pickovy nemoci typu C takto vznikly elektricky
aktivni Purkynovy bunky (Bae a spol., 2007). Dle Nerna a spol. (2009) je vsSak fuze
hematopoetickych bunck s Purkyfovymi buiikami za fyziologickych okolnosti pouze
ptechodny jev. Bunécnou fuzi ale mohou podpofit nékteré patologické procesy probihajici ve
tkani, napt. zanét nebo mirna degenerace (Nern a spol., 2009; Kemp a spol., 2011; Diaz a

spol., 2012b).
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Transplantovana nervova tkan také mize produkovat chybéjici neurotransmiter a tim
normalizovat jeho patologicky deficit. Piikladem je uvolfiovani dopaminu transplantovanymi
bunikkami v terapii Parkinsonovy choroby lidskych pacienti (Freed a spol., 2001;
Kefalopoulou a spol., 2014). V terapii mozeCkovych degeneraci vSak tento mechanismus

nelze uplatnit.

10.2.4. Vyznam mySich model pro vyzkum mozeckovych degeneraci

Experimentalni studie vyuzivajici rizné druhy mysich mozeckovych mutantti pfinesly
v poslednich desetiletich novy vhled do mozeCkovych funkci, patogeneze a projevi
mozeckovych poskozeni u degenerativnich procesti mozecku. Tento vyzkum tak stale ptinasi
nové poznatky o budoucich moznostech 1écby cerebelarnich degeneraci, i kdyz zatim
nedospél k u¢inné a rutinn€ vyuzitelné terapii v humanni medicin€. Existuje zde totiz jesté
cela fada nezodpovézenych otazek.

Mysi trpici hereditarni cerebelarni degeneraci vykazuji velkou variabilitu tykajici se
patogeneze, rozsahu mozeckové degenerace i formy a rozsahu postizeni ostatnich struktur
CNS nebo i postizeni mimo nervovy systém. Toto v podstaté do zna¢né miry odraZi existujici
mnozstvi a variabilitu lidskych degeneraci moze¢ku (viz Uvod). Nékteré spontanni mutace
nachdzejici se u mySi vSak nejsou identické s mutacemi zplsobujicimi analogicka
onemocnéni u lidi. Patogenetické souvislosti onemocnéni jsou tedy alespoil ¢aste€né odlisné, i
kdyz vysledny charakter onemocnéni je velmi obdobny. Transgenni mysi, cilené vytvofené
modely konkrétnich lidskych onemocnéni, vSak urcitou patologickou lidskou alelu nesou. Ani
u téchto modell ale nemusi byt shoda v patogenezi a projevech onemocnéni uplnd. Limitaci
mySich modela je také jejich kratkd doba doziti. NemliZeme napiiklad hodnotit dlouhodobé
prezivani a vliv transplantdtu na mozeckovou tkan hostitele, coZ je nezbytné pro vyuZiti
neurotransplantace v humanni mediciné.

I pfes rizna omezeni budou i nadale mys$i modely mozeCkovych degeneraci
vyznamnym nastrojem slouzicim k vyzkumu funkci mozecku, jeho onemocnéni a moznosti
jejich terapie a nezbytnym krokem translaéniho vyzkumu. Dokonald znalost jednotlivych
mutantnich mySich kment je nezbytna pro vybér vhodného modelu pro konkrétni experiment,

ale 1 ke spravné interpretaci vysledkt a jejich pfenosu do humanni mediciny.

82



11. ZAVERY

. Hlavni charakteristiky degenerujicich Purkyiiovych bun¢k u mutant Lurcher v ¢asném stadiu
jsou: narusena kontinuita fady Purkynovych bunék, pfitomnost tmavych skvrn v bunécnych
jadrech, fragmentace jadérek a nerovnomeérné barveni cytoplasmy. Pozdéji jsou jiz téla i jadra
Purkynovych bun¢k deformovana, svrastéla, z téla bunky Casto odstupuji dva hlavni dendrity.
V koneéném stadiu degenerace maji téla i jadra bunck nejasné kontury, dendrity jsou vyrazné
Siroké, nerovné, fragmentované. NenaSli jsme zadné rozdily u mysi Lurcher mezi obéma

sledovanymi kmeny (C3H a B6CBA).

. Pfitomnost ani typ mozeckové degenerace nemaji vyrazny vliv na piezivani embryonalniho
mozeckového transplantitu v mozecku hostitele. Ovéfili jsme velmi dobrou schopnost
pfezivani tohoto typu transplantatu u zdravych mysi i u mutantnich mysi Lurcher a ped po

dobu v fadu nékolika mésicu.

. Potvrdili jsme, Ze embryondlni mozeckovy transplantat je bohatym zdrojem Purkyiovych

bunck, které ptedstavuji hlavni bunéény typ podléhajici degeneraci u mutanti Lurcher i pcd.

. Mutanti Lurcher i1 zdravé mysi kmene B6CBA pii dvoumési¢nim pieZzivani méli mensi objem
transplantdtu v porovnani s jejich protéjSky kmene B6.BR. To znamend, Ze jsou zde

vyznamngéj§i rozdily kmenové nez efekt mozeckové degenerace.

. Rozdily vobjemu transplantaitu mezi mutanty Lurcher a zdravymi kontrolami pfi
Sestimési¢nim piezivani byly patrny pouze u kmene C3H, kde mysi typu Lurcher vykazovaly
mens$i objem transplantatu neZ mysi zdravé. Navic zdravé mySi kmene C3H mély vétsi
transplantdt nez zdravé mysSi kmene BO6CBA. To ukazuje, ze typ kmene ovliviiuje rist

transplantatu nebo intenzitu jeho ptipadné destrukce.

. Dospély mozefek mutantli Lurcher mé& vyrazné negativni vliv na integraci transplantatu.
Mozecek mutantl pcd vSak toto ptisobeni nevykazuje. Existuji tedy ziejmé faktory specifické
pro urCity typ mozeCkové degenerace, které ovliviluji vyvoj a integraci transplantatu.

Ptitomnost a uroven téchto faktorti pak determinuji Gspéch nebo selhani neurotransplantacni
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terapie u jednotlivych typli mozeckovych degeneraci. Jejich identifikace by mohla v

budoucnu pomoci odlisit nemoci neurotransplantaci 1é¢itelné od nelécitelnych.
7. Neurotransplantacni terapie v naSich experimentech neméla vliv na vykon sledovanych

mutantd v testu na akcelerujicim rotarodu. Nepodafilo se nam tedy prokazat funkcni efekt

transplantatu.
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