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2. SEZNAM ZKRATEK 

Anti-GFAP…. anti-glial fibrillary acidic protein 

BDNF….brain-derived neurotrophic factor 

CNS….centrální nervový systém 

D….den testování na rotarodu 

DRPLA….dentatorubro-pallidoluysiánská atrofie 

E….den embryonálního vývoje 

EA….epizodická ataxie 

EGFP….enhanced green fluorescent protein 

FXTAS….fragile X tremor ataxia syndrome 

GDNF….glial cell-derived neurotrophic factor 

GFAP….glial fibrillary acidic protein 

GluRδ2…. δ2 podjednotka glutamátového receptoru 

Grid2
Lc

….mutace Lurcher 

Lc….Lurcher (+/Lc) 

NT-3….neurotrophin-3 

Obr…..obrázek 

P….postnatální den 

pcd….Purkinje cell degeneration 

S.E.M…..standard error of the mean 

SCA….spinocerebelární ataxie 

SCA1….spinocerebelární ataxie typu 1 

SCA2…. spinocerebelární ataxie typu 2 

SCA3…. spinocerebelární ataxie typu 3 

SCA6…. spinocerebelární ataxie typu 6 

SCA7…. spinocerebelární ataxie typu 7 

SCA17…. spinocerebelární ataxie typu 17 

SCA23…. spinocerebelární ataxie typu 23 

Tab…..tabulka 

vs…..versus 

WT….wild typ (+/+) 
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3. SOUHRN 

Mozeček je významná struktura uplatňující se v koordinaci pohybů a v řadě dalších 

funkcí včetně procesů kognitivních a emočních. K závažným onemocněním mozečku patří 

velká skupina mozečkových hereditárních degenerací s různým typem dědičnosti, odlišnou 

patogenezí a pestrými fenotypovými projevy. K výzkumu těchto onemocnění i možností 

jejich léčby lze využít mnoho typů myších modelů. Jedná se o myši trpící spontánní mutací či 

myši geneticky modifikované. 

Cílem naší práce bylo analyzovat dynamiku morfologických změn během mozečkové 

degenerace u myší typu Lurcher za použití dvojitého fluorescenčního barvení. Dále jsme se 

věnovali transplantaci embryonální mozečkové tkáně ve formě suspenze u dospělých myší 

typu Lurcher kmene B6CBA, myší pcd kmene B6.BR a myší typu wild obou těchto kmenů s 

dvouměsíčním přežíváním příjemců po operaci a transplantaci identické suspenze u dospělých 

myší typu Lurcher kmenů B6CBA a C3H a myší typu wild obou těchto kmenů se 

šestiměsíčním přežíváním příjemců po operaci. 

Prokázali jsme tyto hlavní charakteristiky degenerujících Purkyňových buněk u 

mutantů Lurcher: narušenou kontinuitu řady Purkyňových buněk, přítomnost tmavých skvrn v 

buněčných jádrech, fragmentaci jadérek a nerovnoměrné barvení cytoplasmy. Později došlo k 

deformaci těl i jader Purkyňových buněk, k jejich svraštění a rozpadu dendritů. 

V neurotransplantačních experimentech se nám podařilo prokázat, že embryonální 

mozečkový transplantát přežívá velmi dobře po dobu dvou i šesti měsíců u myší zdravých i u 

mozečkových mutantů typu Lurcher a pcd a je zároveň bohatým zdrojem Purkyňových buněk. 

Hlavní a nejzřetelnější rozdíl byl nalezen v integraci transplantátu do mozečku 

hostitele. U mutantů Lurcher byl transplantát většinou ostře ohraničen a oddělen od 

mozečkové tkáně hostitele, zatímco u mutantů pcd i myší zdravých vykazoval dobrou 

integraci včetně prorůstání vláken směrem k mozečkovým jádrům. Tento nález ukazuje, že 

zřejmě existují dosud nepoznané faktory specifické pro určitý typ degenerace, které výrazně 

limitují vývoj a schopnost integrace transplantátu. 

Neurotransplantační terapie neměla vliv na výkon mutantních myší v testu na 

rotarodu. Nepodařilo se nám tedy prokázat funkční efekt transplantátu. 
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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. 
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5. ÚVOD 

5.1. Mozeček a jeho struktura a funkce 

5.1.1. Struktura mozečku 

Mozeček (cerebellum) je součástí centrálního nervového systému (CNS), nachází se 

v zadní jámě lební dorsálně od mozkového kmene. Tvoří jej vermis, tj. střední nepárová část a 

dvě laterálně uložené hemisféry. Mozeček má vrstevnatou strukturu, povrchová šedá hmota je 

silně zvrásněná jemnými záhyby, které jsou pravidelně a souběžně orientované. Pod kůrou 

ležící bílá hmota obsahuje nervová vlákna a neuroglii. V její hloubce jsou pak uložena 

mozečková jádra – nucleus dentatus, emboliformis, fastigii a globosus.  

Mozečková kůra se vyznačuje větším počtem nervových buněk než je počet neuronů 

v kůře velkého mozku (Glickstein, 1992). Novější výzkumy ukázaly, že množství neuronů 

mozečku představuje 80 % všech mozkových nervových buněk (Herculano-Houzel, 2010). 

Kůra mozečku je histologicky členěna do tří vrstev. Zevně se nachází vrstva molekulární 

(stratum moleculare) obsahující malé množství neuronů, dále vrstva ganglionární (stratum 

gangliosum) s jednou vrstvou velkých Purkyňových buněk, jejichž dendrity se bohatě větví ve 

vrstvě molekulární a axony pak tvoří jediný výstup z kůry mozečku. Purkyňovy buňky jsou 

tedy jediným typem projekčního neuronu mozečkové kůry. Nejhlouběji je pak uložena vrstva 

granulární (stratum granulosum) s velkým počtem buněk granulárních, jež jsou excitačními 

interneurony a s několika dalšími méně četnými typy excitačních i inhibičních interneuronů. 

Z mikroskopického hlediska vykazuje mozečková kůra velmi pravidelnou strukturu 

díky opakování morfologicky i funkčně identických jednotek. Centrem každé této jednotky je 

jedna Purkyňova buňka. Jako mediátor používají tyto buňky kyselinu gama aminomálselnou, 

tedy inhibiční neurotransmiter. Výstupní informace z těchto funkčních jednotek prochází přes 

buňky mozečkových jader. Aferentní informace se do kůry mozečku dostávají dvěma typy 

excitačních vláken – šplhavými a mechovými. Šplhavá vlákna jsou axony buněk nucleus 

olivaris inferior. Tato vlákna nejprve uvnitř mozečku vysílají kolaterálu k buňkám 

mozečkových jader, pak stoupají až do molekulární vrstvy kortexu a zde vytvářejí asi 300 

synaptických kontaktů s dendrity každé Purkyňovy buňky. Mechová vlákna též vysílají 

kolaterálu k buňkám mozečkových jader, ale poté stoupají pouze do granulární vrstvy 

kortexu, kde tvoří synapse s dendrity granulárních buněk a dalších interneuronů granulární 

vrstvy. Axony granulárních buněk pak stoupají do molekulární vrstvy, kde se rozvětvují na 
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obě strany ve tvaru písmene T a probíhají jako tzv. paralelní vlákna, která se spojují s dendrity 

Purkyňových buněk (Králíček, 2011). 

Kromě buněk Purkyňových a granulárních existují v kůře mozečku ještě další typy 

neuronů. Jedná se o tři druhy inhibičních interneuronů – buňky košíčkové, hvězdicovité a 

buňky Golgiho. Košíčkové a hvězdicovité buňky jsou aktivovány paralelními vlákny 

molekulární vrstvy a jejich úkolem je zajistit tzv. laterální inhibici sousedních Purkyňových 

buněk. Jako mediátor využívají kyselinu gama aminomáselnou. Golgiho buňky jsou též 

stimulovány paralelními vlákny. Na rozdíl od buněk košíčkových a hvězdicovitých však tlumí 

buňky granulární místo buněk Purkyňových. Jako inhibiční neurotransmitery pak využívají 

kyselinu gama aminomáselnou a některé glycin. Kromě těchto klasických typů buněk 

obsahuje kůra mozečku ještě další, tzv. netradiční neurony. Jedná se o buňky unipolar brush 

(Altman a Bayer, 1977; Harris a spol., 1993; Mugnaini a Floris, 1994), buňky Lugarovy 

(Sahin a Hockfield, 1990; Laine a Axelrad, 1996, 1998) a buňky candelabrum (Laine a 

Axelrad, 1994). Všechny zmíněné netradiční neurony jsou interneurony. 

Kromě specifických aferentních spojů tvořených šplhavými a mechovými vlákny 

dostává mozečková kůra též difuzní aferentaci ze dvou skupin jader retikulární formace 

mozkového kmene: jader raphe a locus coeruleus. Axony vycházející z jader raphe jsou 

serotoninergní a končí ve vrstvě granulární a molekulární. Vlákna z locus coeruleus jsou 

noradrenergní a končí ve všech třech vrstvách mozečkového kortexu. Tyto neurony plní 

neuromodulační funkci, facilitují nebo inhibují úroveň informačního přenosu na synapsích 

mozečkové kůry (Králíček, 2011). 

 

5.1.2. Funkce mozečku 

Mozeček lze z hlediska funkčního i fylogenetického rozdělit na tři oblasti: 

vestibulární, spinální a cerebrální. 

Vestibulární mozeček (vestibulocerebellum, archicerebellum) je fylogeneticky 

nejstarší část. Morfologicky zahrnuje pars nodulofloccularis. Základní funkcí této partie je 

udržování vzpřímené polohy těla při stoji a chůzi a dále se podílí na řízení automatických 

očních pohybů. 

Spinální mozeček (spinocerebellum, paleocerebellum) zahrnuje vermis a paravermální 

oblast mozečkových hemisfér. Jedná se o fylogeneticky mladší část mozečku. Tato část 

dostává kopii povelových vzorců, které motorická kůra vysílá během realizace pohybů 

k motoneuronům. Tuto informaci pak spinální mozeček porovnává se skutečným stavem 
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pohybu příslušné tělesné partie, detekuje vzniklou diskrepanci a zásahem do aktivity neuronů 

sestupných motorických drah upravuje vzniklý rozdíl. Vermální oblast kontroluje 

ventromediální systém motorických drah (spinální motoneurony axiálního a pletencového 

svalstva). Paravermální oblast naopak kontroluje dorzolaterální systém motorických drah 

(spinální motoneurony distálních končetinových svalů). 

Cerebrální mozeček (cerebrocerebellum, neocerebellum) zahrnuje laterální partie 

mozečkových hemisfér a jedná se o fylogeneticky nejmladší část, která se společně 

s mozkovým kortexem a bazálními ganglii účastní plánování a programování volních pohybů 

(Králíček, 2011). 

Výše uvedené motorické funkce mozečku jsou již známy delší dobu. Nověji se však 

ukazuje, že mozeček hraje významnou roli také v motorickém učení (Marr, 1969), 

kognitivních a emočních procesech (pro přehled viz Koziol a spol., 2014) a významně též 

zasahuje do řečových funkcí (pro přehled viz Marien a spol., 2014).  

 

5.2. Poruchy mozečku 

5.2.1. Projevy mozečkového poškození 

Při poruchách funkce mozečku se setkáváme se dvěma odlišnými typy syndromů: 

iritačním a zánikovým. Iritační mozečkový syndrom je vzácný a svými příznaky připomíná 

parkinsonismus; je zde hypokineze, klidový třes, zvýšený plastický tonus flexorů a flekční 

držení trupu i končetin. 

Častěji vede poškození mozečku k zánikovému mozečkovému syndromu. Jeho 

hlavními příznaky jsou ataxie, intenční tremor a pasivita, které spolu vytvářejí motorický 

mozečkový syndrom. Ataxie znamená poruchu koordinace pohybů, ale volní hybnost je 

v zásadě zachována. Projevuje se asynergií, kdy chybí plynulá návaznost elementárních 

pohybů, každý dílčí pohyb začíná příliš brzy, nebo naopak příliš pozdě. Dalším projevem 

mozečkové ataxie je adiadochokineze, tj. neschopnost provádět rychle za sebou alternující 

pohyby, a dále hypermetrie, kdy vykonávané pohyby nejsou přiměřené; mají příliš velkou 

amplitudu a přestřelují cíl pohybu (obecněji můžeme hovořit o dysmetrii, která zahrnuje i 

méně častou hypometrii, tj. nedotažené pohyby). Intenční tremor se projevuje jako oscilace 

končetiny kolem zamýšleného cíle pohybu, přičemž v klidu tento třes mizí. Pasivita znamená 

mírný pokles svalového tonu zejména končetin se zvýšeným rozsahem pohybu v kloubech. 

Na rozdíl od běžné hypotonie z jiných příčin však pasivita není patrná při palpačním vyšetření 

svalu. 
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Z těchto základních motorických projevů zánikového mozečkového syndromu pak 

vyplývá škála dalších potíží. Jedná se především o ataxii stoje a chůze, kdy postižený 

vykazuje stoj o široké bázi, při chůzi titubuje a případně padá všemi směry nezávisle na 

poloze hlavy. Asynergie a adiadochokineze orofaciálního svalstva se projevuje jako tzv. 

skandovaná řeč. Ataxie svalů ruky pak způsobuje velké kostrbaté písmo - makrografii. Mohou 

se též přidat poruchy koordinace očních pohybů včetně nystagmu (Králíček, 2011). 

Příznaky poškození mozečku se mohou lišit tehdy, jde-li o převažující lézi jen některé 

jeho části. Při postižení archicerebela a paleocerebela (mediální léze) dominuje ataxie stoje a 

chůze. Naopak neocerebelární syndrom (laterální léze) zahrnuje především ataxii končetin, tj. 

poruchu cílených pohybů, přestřelování, intenční tremor. Nejčastěji se však můžeme setkat 

s globálním mozečkovým syndromem, kdy poškození přesahuje hranice funkčních 

mozečkových oblastí a kombinují se příznaky syndromu paleocerebelárního i 

neocerebelárního (Králíček, 2011). 

Později poznanou součástí zánikového mozečkového syndromu je pak tzv. kognitivně-

afektivní syndrom nazývaný též syndrom Schmahmannův (Schmahmann a Sherman, 1998, 

Schmahmann, 2004). Tento syndrom je vyjádřen především při postižení zadního laloku a 

případně vermis mozečku. Zahrnuje celou škálu projevů jako zhoršení pracovní a prostorové 

paměti, visuospaciální desintegrace, poruchy pozornosti, oploštění afektivity, disinhibice, 

dětinské chování, ale také obsedantně-kompulsivní rysy chování. Vyskytují se i řečové 

problémy; jedná se o tzv. telegrafickou řeč až cerebelární mutismus, dysprosodii a 

agramatismus. 

 

5.2.2. Příčiny mozečkových poruch 

Příčiny poruch mozečku obecně jsou obdobné těm jako v jiných oblastech centrálního 

nervového systému. Jsou to vývojové vady, traumata, vaskulární poruchy jako ischémie nebo 

hemoragie, nádory, zánětlivá a autoimunitní onemocnění, intoxikace (např. etanolem, 

insekticidy, herbicidy, ale i mnoha dalšími látkami), onemocnění metabolická a endokrinní. 

Zvláště se pak klasifikují mozečková onemocnění s nejasnou etiologií, sporadická 

degenerativní onemocnění a velká skupina mozečkových hereditárních degenerací, kterým 

bude věnována samostatná kapitola. 
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5.3. Dědičná degenerativní onemocnění mozečku 

Hereditární ataxie představují velmi rozsáhlou a heterogenní skupinu 

neurodegenerativních onemocnění. Postihují mozeček, jeho spoje, ale i další části nervového 

systému, např. periferní nervy, páteřní míchu, mozkový kmen nebo bazální ganglia. Na rozdíl 

od jiných neurodegenerací, jako je Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba, je jejich výskyt 

mnohem vzácnější, ale ne zanedbatelný. Obvykle se začínají manifestovat v dětství nebo 

v produktivním věku, výrazně zhoršují kvalitu života, často vedou k invalidizaci pacienta a 

mohou (někdy i významně) zkracovat život. 

Klasifikace cerebelárních degenerací vychází z typu dědičnosti. Jsou rozlišovány 

choroby autosomálně recesivní, autosomálně dominantní, X vázané gonosomálně dědičné a 

choroby s dědičností mitochondriální. 

 

5.3.1. Autosomálně recesivní mozečkové ataxie 

Jedná se o skupinu onemocnění, která patří k nejčastějším dědičným ataxiím, 

příkladem je Friedreichova ataxie, ataxia teleangiectasia a ataxie s izolovaným deficitem 

vitaminu E. 

Friedreichova ataxie je autosomálně recesivně dědičné neurodegenerativní 

onemocnění, jehož příčinou je expanze GAA tripletů v genu pro protein frataxin na 9. 

chromozomu. Jedná se o nejběžnější hereditární ataxii s udávanou incidencí 3-4/100 000 

obyvatel (Schulz a spol., 2009). Mutace vede k dysfunkci mitochondrií a k poruše transportu 

železa uvnitř mitochondrií (Babcock a spol., 1997). Poškozená funkce frataxinu též vede 

k následnému mitochondriálnímu oxidativnímu stresu (Marmolino a spol., 2010). První 

klinické příznaky se manifestují nejčastěji koncem druhé poloviny první dekády života, ale 

jsou i pacienti s prvními obtížemi ve druhé nebo třetí dekádě. Dochází k progredující ataxii, 

areflexii dolních končetin, dysartrii, poruše vnímání vibrací a svalové slabosti. Kromě 

neurologických projevů se také vyskytuje kardiomyopatie a diabetes mellitus (Harding, 

1981). Toto onemocnění obvykle brzy pacienta zcela invalidizuje a kardiomyopatie bývá 

hlavní příčinou předčasného úmrtí (Harding, 1998).  

Ataxia teleangiectasia je progresivní multiorgánové onemocnění. Příčinou je mutace 

v genu ATM (ataxia teleangiectasia mutated) uloženém na 11. chromosomu, která vede 

k nestabilitě DNA (Ball a spol, 2005). Nemoc se projevuje typicky progredující mozečkovou 

ataxií, teleangiektáziemi na kůži a spojivkách, imunodeficiencí v oblasti buněčné i humorální 
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imunity a predispozicí ke vzniku nádorových onemocnění (pro přehled viz Teive a spol., 

2015). 

Ataxie s izolovaným deficitem vitaminu E je způsobena mutací v genu pro α-

tocopherol transfer protein. Klinický obraz je podobný Friedreichově ataxii, přidružuje se 

nízká hladina vitaminu E (α-tokoferol) v krvi bez poruchy jeho vstřebávání ve střevě (Ben 

Hamida a spol., 1993). 

 

5.3.2. Autosomálně dominantní mozečkové ataxie 

Do této kategorie patří rozsáhlá skupina spinocerebelárních ataxií (SCA) a epizodické 

ataxie (EA) (pro přehled viz Taroni a spol., 2013). 

Spinocerebelární ataxie tvoří velmi početnou skupinu nemocí. Díky moderní 

genetické diagnostice jejich počet stále stoupá. V současné době je popsáno více než 40 typů. 

Jednotlivé typy se označují čísly, výjimku představuje dentatorubrální palidoluysická atrofie 

(DRPLA) a SCA3, která je kromě čísla také označována jako Machado-Josephova nemoc 

(Manto, 2005; Taroni a spol. 2013).  

Podstatou mutace řady SCA (SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCA12, SCA17, 

DRPLA) je patologická expanze trinukleotidových sekvencí-repeatů CAG, následkem je tedy 

prodloužení polyglutaminového traktu v molekule příslušného proteinu. Čím vyšší počet 

opakování sekvencí se vyskytuje, tím obvykle dochází k dřívějšímu nástupu a rychlejší 

progresi onemocnění. Typický je též fenomén anticipace, v každé další generaci nastupují 

příznaky choroby v časnějším věku a vedou k závažnějšímu stavu pacientů (pro přehled viz 

Taroni a spol., 2013). 

Epizodické ataxie tvoří nesourodou skupinu sedmi chorob. Společnými znaky jsou 

paroxysmální výskyt ataxie a dalších většinou přidružených mozečkových symptomů. 

Paroxysmy ataxie mohou trvat od několika sekund až po několik dnů (pro přehled viz Taroni 

a spol., 2013). 

 

5.3.3. Mozečkové ataxie vázané na chromosom X 

Opět se jedná o heterogenní skupinu nemocí. Společný je typ dědičnosti a výskyt 

ataxie. Příkladem je syndrom fragilního chromosomu X s tremorem/ataxií (FXTAS). 

Podstatou této choroby je elongace CGG tripletů přesahující počet 200 v genu FMR1. Mezi 
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charakteristické příznaky onemocnění patří kromě tremoru a ataktické chůze demence, 

parkinsonský syndrom, neuropatie a autonomní dysfunkce (Hagerman a spol., 2001). 

 

5.3.4. Mozečkové ataxie s mitochondriální dědičností 

Jedná se o velmi vzácná onemocnění vykazující maternální přenos. Vedou obvykle 

k poruše funkce mitochondrií a způsobují proto zpravidla multisystémové postižení 

projevující se širokou škálou symptomů. Patří mezi ně často právě mozečková nebo 

senzorická ataxie (pro přehled viz Di Donato a spol., 2013). 

 

5.4. Zvířecí modely hereditárních cerebelárních degenerací 

Existuje mnoho kmenů laboratorních myší trpících dědičnými degenerativními 

onemocněními mozečku (pro přehled viz Cendelin, 2014). Tato zvířata mohou sloužit jako 

biologické modely daných onemocnění a jsou používána k výzkumu mozečkových funkcí, ke 

sledování následků poškození mozečku i ke studiu patogeneze degenerativních mozečkových 

chorob. Jsou významným objektem výzkumu možností terapeutického ovlivnění 

degenerativních procesů a jejich funkčních dopadů. Jedná se o spontánní, přirozené myší 

mutanty, dále o kmeny s mutacemi indukovanými a též o myši transgenní. Spontánní mutace, 

které se u člověka nevyskytují, jsou většinou pouze obecnějšími modely mozečkových poruch 

nebo neurodegenerativních chorob. Transgenní myši nesoucí vložené lidské mutované geny 

jsou pak spíše považovány za modely lidských onemocnění, patologický fenotyp se však 

mnohdy od průběhu lidského onemocnění liší.  

Jednotlivé myší modely hereditárních cerebelárních degenerací se od sebe odlišují 

typem dědičnosti, mechanismy zániku různých typů mozečkových buněk, postižením dalších 

struktur nervového systému mimo mozeček, ale i funkčními projevy onemocnění. 

Mezi nejvýznamnější přirozené mutanty trpící mozečkovou degenerací patří myši 

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

 

5.4.1. Myši typu Lurcher 

Mutantní myši Lurcher patří k nejčastěji zkoumaným a používaným typům 

mozečkových mutantů. Jedná se o přirozený model geneticky podmíněné olivocerebelární 

degenerace. Tato spontánní mutace byla objevena v roce 1954, poprvé však byla popsána 



17 
 

v roce 1960 (Phillips, 1960). Jedná se o mutaci Grid2
Lc 

 v genu Grid2 lokalizovaném na 6. 

myším chromozomu, který kóduje δ2 podjednotku glutamátového receptoru (GluRδ2). 

Mutace vede k záměně aminokyseliny alaninu za threonin na konci třetí transmembránové 

domény δ2 podjednotky (Zuo a spol., 1997). Typ dědičnosti je semidominantní. 

Heterozygotní jedinci (+/Lc) jsou životaschopní, trpí však olivocerebelární degenerací, která 

zahrnuje téměř kompletní ztrátu Purkyňových buněk a dále redukci interneuronů kůry 

mozečku, mozečkových jader i neuronů dolní olivy (Caddy a Biscoe, 1979; Zanjani a spol., 

2006). Homozygoti (Lc/Lc) životaschopní nejsou, umírají brzy po narození. V průběhu 

intrauterinního vývoje u nich dochází k masivnímu zániku neuronů mozkového kmene, což 

vede k následné neschopnosti sát mateřské mléko (Resibois a spol., 1997; Cheng a Heintz, 

1997). Homozygoti – nepostižení jedinci, myši typu wild (+/+), jsou zcela zdraví a představují 

ideální kontrolní zvířata. 

Ionotropní receptor GluRδ2 je exprimován převážně v Purkyňových buňkách 

mozečku, méně pak v některých neuronech mozkového kmene (Araki a spol., 1993). To 

vysvětluje právě zánik především buněk Purkyňových a neuronů mozkového kmene. V 

důsledku této mutace se receptor mění v prakticky trvale otevřený kanál, kdy 

transmembránový proud kationtů způsobuje permanentní depolarizaci membrány 

Purkyňových buněk (Zuo a spol., 1997). To je pak považováno za přímou příčinu zániku 

těchto neuronů a přímý důsledek mutace Grid2
Lc

, která je tedy svou podstatou tzv. gain-of-

function mutací (Wetts a Herup, 1982a, b). 

První známky degenerace mozečku heterozygotních myší Lurcher se začínají 

objevovat již 3. – 4. den po narození. Jedná se o změny Purkyňových buněk, kdy se 

v molekulární vrstvě mozečku objevují pyknotické buňky (Swisher a Wilson, 1977). Redukce 

počtu Purkyňových buněk je pak patrná mezi 8. a 10. dnem života (Caddy a Biscoe, 1979). 

Degenerace poté postupuje velmi rychle; 26. den života zbývá již jen 9 % Purkyňových 

buněk, 63. den 3 % a v 91. dnu života již prakticky žádné Purkyňovy buňky nenacházíme. 

Ojediněle mohou být nalezeny i v pozdějším věku ještě v oblasti paraflocculu, flocculu a 

nodulární zóně mozečku (Duffin a spol., 2010). Sekundárně ubývá granulárních buněk 

mozečku, přežívá jich jen asi 10 %. Úbytek se týká též neuronů dolní olivy v důsledku ztráty 

cíle jejich axonů, jímž jsou Purkyňovy buňky (Wetts a Herrup, 1982a,b), po 3 měsících života 

jich zbývá asi 30% (Caddy a Biscoe, 1979). Dále dochází také k úbytku dalších buněk 

mozečkové kůry, buněk hvězdicových, košíčkových a Golgiho (Zanjani a spol., 2006). Axony 

Purkyňových buněk jsou jediným výstupem kůry mozečku, jejich zánik tedy znamená 
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prakticky funkční dekortikaci mozečku. Mozečková jádra jsou postižena jen mírnou 

degenerací (Heckroth, 1994a,b; Sultan et al., 2002). 

U heterozygotních mutantů Lurcher vykazují Purkyňovy buňky morfologické změny 

typické pro zanikající buňky. Jedná se především o zmenšení buněk, otok axonů, kondenzaci 

jader, změny mitochondrií a nepravidelnosti plasmatické i jaderné membrány (Dumesnil-

Bousez a Sotelo, 1992; Dusart a spol., 2006; Norman a spol., 1995). Typický znak zanikající 

Purkyňovy buňky je výskyt více primárních kmenových dendritů ve věku přibližně 14 dnů 

(Caddy a Biscoe, 1979). 

Mechanismus smrti Purkyňových buněk u heterozygotních mutantů Lurcher nebyl 

dosud jednoznačně vysvětlen. Některými autory je označován jako apoptóza, nekróza, 

autofagie nebo i jejich možná kombinace. Za excitotoxickou apoptózu jako následek 

nadměrné depolarizace považují smrt Purkyňových buněk Zuo a spol. (1997). Norman a spol. 

(1995) popsali změny v Purkyňových buňkách, které též naznačují, že mechanismem smrti je 

apoptóza. Jedná se o typické otoky axonů, kondenzaci chromatinu, změny buněčné a jaderné 

membrány, apoptotická tělíska pohlcená gliemi a též nepřítomnost infiltrace leukocyty. 

Některé morfologické známky však mohou svědčit i pro podíl nekrózy jako 

mechanismu zániku buněk, například axonální otoky, perinukleární shluky chromatinu, 

zvětšené mitochondrie s dilatovanými kristami (Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1992; Dusart a 

spol., 2006). 

Yue a spol. (2002) naopak předpokládají jako mechanismus smrti Purkyňových buněk 

autofagii, tj. degradaci vlastních součástí buňky. Pro autofagii by svědčila přítomnost 

autofagosomů v axonech Purkyňových buněk mutantů Lurcher (Wang a spol., 2006). 

Zánik Purkyňových buněk je také možno vysvětlit kombinací výše uvedených 

mechanismů, čemuž nasvědčují nálezy dalších studií (Nishiyama a Yuzaki, 2010; Nishiyama 

a spol., 2010). 

U myší Lurcher má olivocerebelární degenerace mnoho funkčních následků. Od konce 

druhého týdne života se začíná projevovat mozečková ataxie, chůze je vratká a vrávoravá, 

kroky jsou kratší, je zvýrazněna flexe zadních končetin při posunu vpřed. Kroky jsou též 

variabilnější včetně proměnlivosti vzájemného časového sledu došlapů končetin, kyčel se 

posouvá výše, myši nejsou schopny plynulé chůze bez klopýtání (Fortier a spol., 1987). 

Mutanti Lurcher vykazují zhoršené motorické schopnosti a výsledky v rozmanitých 

motorických testech, např. v testu na rotarodu a rotující mřížce (Lalonde a spol., 1992; 

Thullier a spol., 1997; Hilber a Caston, 2001; Porras-Garcia a spol., 2005; Markvartova a 

spol., 2010). Při volném dopadu na podložku nejsou schopni dopadnout na všechny čtyři 
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končetiny (Porras-Garcia a spol., 2005). I když se výrazně projevuje motorický deficit, myši 

Lurcher mají zachovanou jistou míru schopnosti motorického učení, jejich výkony 

v motorických testech se vylepšují během opakování úkolu, schopnost tohoto učení však 

klesá s postupujícím věkem (Lalonde, 1994; Lalonde a Thifault, 1994; Lalonde a spol., 1995, 

1996a; Hilber a Caston, 2001, Křížková a Vožeh, 2004). 

Mutanti Lurcher mají též narušeny kognitivní funkce, což ukazují mnohé testy 

orientace a prostorového učení. Například v testu v klasickém Morrisově vodním bludišti se 

skrytým ostrůvkem dosahovali mutanti opakovaně delších latencí nalezení cíle než jedinci 

nepostižení (Lalonde a spol., 1988; Porras-Garcia a spol., 2005). Jistá schopnost učení je však 

zachována. Při opakování pokusu docházelo v tomto bludišti postupně ke zkracování latencí 

dosažení ostrůvku (Porras-Garcia a spol., 2005; Tuma et al., 2017). Porucha dlouhodobé 

paměti se pak ukázala v testu retence provedeném po sedmi dnech po základním tréninku 

v Morrisově vodním bludišti. Myši Lurcher částečně zapomněly již naučenou pozici ostrůvku 

(Hilber a spol., 1998). Změny u těchto mutantů se ukázaly i v klasickém podmiňování 

mrknutí (Porras-Garcia a spol., 2005, 2010). 

Myši Lurcher vykazují vyšší excitabilitu centrálního nervového systému (Cendelin a 

Vozeh, 1999), vyšší spontánní pohybovou aktivitu (Caston a spol., 1998), větší citlivost 

k neurotoxickým vlivům (Caddy a Vozeh, 1997) a také odlišnou reaktivitu na bolest (Vožeh a 

spol., 2001b). Tito mutanti též vykazují četné změny chování, jejichž podstata zatím nebyla 

zcela vysvětlena. Jde o snížené behaviorální projevy anxiety zdokumentované např. ve 

vyvýšeném křížovém bludišti (Monnier a Lalonde, 1995; Hilber a spol., 2004). Zde se však 

spíše může jednat o tzv. behaviorální disinhibici, která se projevuje zejména ve stresových 

situacích a souvisí s poruchou regulace osy hypotalamus – hypofýza – kůra nadledvin 

(Frederic et al., 1997; Hilber a spol., 2004; Tuma et al., 2017). Snížená inhibice u myší 

Lurcher se projevuje také sníženou schopností prepulsní inhibice akutní úlekové reakce (tzv. 

startle response) (Porras-Garcia a spol., 2005). S behaviorální disinhibicí zřejmě též souvisí 

vysoká incidence mateřské infanticidy a kanibalismu u samic mutantů Lurcher (Tuma a spol., 

2013). Ztráta Purkyňových buněk nejspíše souvisí také s postižením kognitivních procesů 

vyšší úrovně, které bývají popisovány u autismu (Dickson a spol., 2010), proto se 

v posledních letech některé rysy chování mutantů Lurcher přirovnávají k poruchám typickým 

pro autismus (autism spectrum disorders). 

Další abnormality pak byly nalezeny v imunitním a endokrinním systému. Jedná se o 

předčasnou involuci thymu ve věku 3 měsíců, ve věku 1 měsíce je však thymus ještě 

nezměněný (Manďáková a spol., 2003, 2005). Zjištěny byly též drobné strukturální změny 
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nadledvin (Beranova a spol., 2002) a zvětšení objemu dřeně a zona fasciculata a zona 

glomerularis kůry nadledvin (Tuma a spol., 2017), tedy těch částí, které se podílejí na 

stresové reakci. Zvýšená produkce prozánětlivých cytokinů moduluje dále neurodegenerativní 

proces, imunitní i endokrinní funkce (Vogel a spol., 2007). 

Mutantní myši typu Lurcher se vyskytují v několika kmenech. V našich experimentech 

na Ústavu patologické fyziologie Lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni jsou využívána 

zvířata kmene B6CBA a C3H. U obou těchto kmenů se jedná o stejnou mutaci a stejný typ 

olivocerebelární degenerace. Genetický základ a kmenově specifické vlastnosti mohou ale 

modifikovat některé jejich charakteristiky a ovlivňovat výsledky v testech. Velmi důležitou 

vlastností kmene C3H je autosomálně recesivně dědičná retinální degenerace postihující 

jedince nesoucí homozygotní kombinaci alely rd1 (Chang a spol., 2002), vedoucí k zániku 

fotoreceptorů a slepotě. Mezi kmeny též existují rozdíly v reakci na bolest a v excitabilitě 

CNS (Vožeh a spol., 2001b) a ve výkonu v Morrisově vodním bludišti i po vyloučení jedinců 

s retinální degenerací (Cendelin et al., 2014). 

Analogická mutace Grid2 byla nedávno objevena též u lidí trpících cerebelární 

degenerací a ataxií (Coutelier et al., 2015). Ač jsou tedy myši Lurcher přirozenými mutanty, 

lze je dnes považovat za model lidského onemocnění. 

 

5.4.2. Myši Purkinje cell degeneration 

K velmi často používaným modelům mozečkové degenerace patří myši pcd (Purkinje 

cell degeneration). Jedná se o autosomálně recesivně dědičnou mutaci Agtpb 1 v genu 

kódujícím protein CCP1 (cytosolic carboxypeptidase-like protein) (Mullen a spol., 1976). 

CCP1 je metalopeptidáza, která má významnou funkci při obměně proteinů v buňce 

(Berezniuk a spol., 2010) a je též důležitá pro fungování mitochondrií a energetický 

metabolismus buňky (Chakrabarti a spol., 2010). U zdravých myší je tento gen intenzivně 

exprimován zejména v Purkyňových buňkách mozečku, fotoreceptorech sítnice a v mitrálních 

buňkách čichového bulbu (Fernandez-Gonzalez a spol., 2002). To vysvětluje, proč mutanti 

pcd během postnatálního života ztrácejí prakticky všechny Purkyňovy buňky, trpí pomalu 

progredující degenerací retiny a mitrálních buněk čichového bulbu. 

Mozečková degenerace u myší pcd spočívá v masivním zániku Purkyňových buněk 

mezi 3. a 4. týdnem života, v 7. týdnu života přežívají již jen ojedinělé Purkyňovy buňky 

(Mullen a spol., 1976; Landis a Mullen, 1978, Baltanas a spol., 2013). Zánik Purkyňových 

buněk se odehrává mechanismem apoptózy a aktivace kaspázy 3 (Kyuhou a spol., 2006). 
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Degeneraci Purkyňových buněk doprovází též aktivace mikroglie, astrocytů a apoptotický 

zánik mozečkových oligodendrocytů (Baltanas a spol., 2013; Kyuhou a spol., 2006). Později 

se přidává degenerace granulárních buněk a mozečkových jader, která je považována za 

sekundární následek zániku buněk Purkyňových (Lalonde a Strazielle, 2007). Od 3. týdne 

života také postupně ubývá neuronů dolního olivárního jádra, tato degenerace je rovněž 

považována za sekundární, způsobenou ztrátou cílů jejich axonů, Purkyňových buněk (Ghetti 

a spol., 1987). 

Od 13. týdne života postupuje degenerace vláken čichového bulbu i traktu, starší myši 

pak ztrácejí mitrální buňky čichového bulbu (Mullen a spol., 1976). Myši pcd dále postihuje 

degenerace thalamu (O´Gorman a Sidman, 1985) a postupná retinální degenerace (Chang a 

spol., 2002). Myši pcd mají nižší tělesnou hmotnost a celkově horší zdravotní stav (Mullen a 

spol. 1976).  

Mutanti pcd mají těžce postiženou motoriku, při chůzi se dotýkají břichem podložky 

(Triarhou a spol., 1996), mozečková ataxie je patrná od 3. týdne života (Mullen a spol., 1976). 

Dosahují špatných výsledků v testu na rotarodu, výkon na hranolovém a válcovém stabilním 

břevnu je dobrý (Le Marec a Lalonde, 1997). Výrazně narušena je i schopnost prostorového 

učení, myši pcd selhávají v Morrisově vodním bludišti se skrytým ostrůvkem, v testu 

s viditelným ostrůvkem ale dosahují dobrých výsledků. Z toho je patrné, že se jedná o 

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

 

5.4.3. Myši Weaver 

Myši typu Weaver jsou postiženy semidominantní mutací v genu kódujícím G-protein 

spřažený s tzv. inward rectifying potassium kanálem (Patil a spol, 1995). Tato mutace vede 

k dezorganizaci mozečkové struktury, ale i některých dalších oblastí mozku (Hirano a 

Dembitzer, 1973; Rakic a Sidman, 1973). Na rozdíl od myší Lurcher a pcd je ztráta 

Purkyňových buněk mozečku jen mírná, zanikají především v přední části vermis, výrazná je 

ale ztráta buněk granulárních (Hirano a Dembitzer, 1973). Relativně nepostižená zůstává 

dolní oliva (Blatt a Eisenmann, 1985a), k degeneraci ale dochází v pars compacta substantia 

nigra (Schmidt a spol., 1982). 

Mutanti Weaver jsou postiženi ataxií, dosahují horších výsledků v testech motorické 

koordinace (Lalonde 1987c; Strazielle a spol, 2006) a špatné výsledky měli též v testech 

prostorové navigace ve vodních bludištích (Lalonde a Botez, 1986). 
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5.4.4. Myši Staggerer 

Myši typu Staggerer trpí autosomálně recesivní mutací v genu, který kóduje tzv. 

retinoid-related orphan receptor alfa na 9. chromozomu (Hamilton a spol., 1996). Postižení 

těchto mutantů se projevuje zejména vrávoravou chůzí, hypotonií, třesem a též menší tělesnou 

velikostí (Sidman a spol., 1962). V jejich mozečku dochází k degeneraci Purkyňových buněk 

a sekundárnímu úbytku buněk granulárních a neuronů dolního olivárního jádra (Herrup, 1983; 

Blatt a Eisenmann, 1985b). 

U myší Staggerer se projevují mnohé změny chování i motorických funkcí. Jejich 

mozeček vykazuje abnormality již při narození, motorické potíže mají již myši novorozené; 

typická je také nižší tělesná hmotnost (Heuze a spol., 1997). Chůze je nestabilní, jsou popsány 

kratší latence pádu z břevna a mřížky (Lalonde, 1987a) a myši selhávají i v testu na rotarodu 

(Caston a spol., 1995). 

 

5.4.5. Myši Nervous 

Mutace nervous je lokalizována na 8. chromozomu, typ dědičnosti je autosomálně 

recesivní a vede k degeneraci Purkyňových buněk (Campbell a Hess, 1996; De Jager a spol., 

1998). Zánik Purkyňových buněk nastává ve 3. až 8. týdnu života a je doprovázen 

sekundárním zánikem granulárních buněk (Sotelo a Triller, 1979; Wassef a spol., 1987). V 15 

dnech života se v Purkyňových buňkách objevují mitochondrie abnormálního tvaru, následují 

degenerativní změny drsného endoplasmatického retikula, Golgiho aparátu a polysomů 

(Landis, 1973). Část neuronů dolní olivy pak podléhá retrográdní degeneraci jako následek 

ztráty Purkyňových buněk (Zanjani a spol., 2004), dále je u těchto mutantů popsána 

degenerace dorzálního kochleárního jádra (Berrebi a Mugnaini, 1988) a pomalu progredující 

retinální degenerace (Mullen a LaVail, 1975). 

Myši Nervous trpí mozečkovou ataxií a hyperaktivitou (Lalonde a Strazielle, 2003). 

Selhávají v motorických testech i v testu prostorového učení v Morrisově vodním bludišti se 

skrytým ostrůvkem. V témže testu s ostrůvkem viditelným jsou však jejich výsledky dobré 

(Lalonde a Strazielle, 2003). 

 

5.4.6. Myši Reeler 

Myši Reeler jsou nositeli autosomálně recesivní mutace na 5. chromosomu (Beckers a 

spol., 1994). Mutovaný gen kóduje protein extracelulární hmoty reelin, který je významný při 
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adhezi a migraci neuronů během vývoje centrálního nervového systému (D´Arcangelo a spol., 

1995). Důsledkem je dezorganizace některých struktur mozku a ektopická lokalizace neuronů. 

Změny se týkají též mozečku a postiženy jsou hlavně buňky granulární (Caviness a Rakic, 

1978). Mutanti Reeler vykazují špatné výsledky v Morrisově vodním bludišti a to se skrytým 

i viditelným ostrůvkem (Lalonde a Strazielle, 2007). 

 

5.4.7. Myši Hotfoot 

Myši Hotfoot jsou nositelé recesivní mutace v genu kódujícím glutamátový receptor 

(GluR δ2) lokalizovaném na 6. chromozomu (Lalouette a spol., 1998). Jde tedy o mutaci 

alelickou k mutaci myší Lurcher. V tomto případě se však jedná o tzv. loss-of-function 

mutaci, neboť receptor zůstává v endoplasmatickém retikulu a nedostává se na povrch buňky 

(Matsuda et al., 2002). Hlavní abnormalitou těchto mutantů jsou Purkyňovy buňky 

s ektopickými dendritickými trny a chybějící presynaptickou inervací (Guastavino a spol., 

1990; Liu a Shio, 2008). Postižení se projevuje sníženým držením těla, ataxií, širokou bází a 

trhavými pohyby zadních končetin (Guastavino a spol., 1990); typická je také porucha 

prostorového učení (Lalonde a spol., 1996b). 

Podobná mutace rušící funkci GluR δ2 a působící mozečkovou patologii byla 

objevena i u lidí (Hills et al. 2013). Onemocnění se projevuje recesivně dědičnou ataxií a 

mimovolními tonickými pohyby očních bulbů, které lze pozorovat i u mutantních myší 

Hotfoot a u geneticky modifikovaných myší s vyřazeným genem Grid2 (Hills a spol., 2013). 

 

Mnohé modely konkrétních lidských onemocnění mozečku vznikly technologiemi 

vkládání transgenu a jako indukované a cílené mutace (Brown a Nolan, 1998; Nolan a spol., 

2000). K nejčastěji používaným a zkoumaným modelům patří myši SCA1, SCA2, SCA3, 

SCA6, SCA7, SCA23, modely Niemann-Pickovy nemoci a Friedreichovy ataxie. 

 

5.4.8. Myši SCA1 

Myši SCA1 jsou nositelé lidského mutovaného genu, který kóduje ataxin-1 a působí 

autosomálně dominantní spinocerebelární ataxii typu 1 (SCA1). Podstatou poruchy je 

nadměrné opakování CAG tripletu a prodloužená polyglutaminová sekvence ve výsledném 

proteinu. Běžná délka této sekvence u zdravých jedinců kolísá mezi 6 a 35 opakováními. U 

lidských pacientů postižených SCA1 se pak jedná o prodloužení na 39 – 83 repetic (Taroni a 
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spol., 2013). Mozeček těchto myší se vyznačuje tenčí molekulární vrstvou kůry, Purkyňovy 

buňky jsou svraštělé, s chudším větvením dendritických stromů a nižším počtem trnů (Clark a 

spol., 1997; Lalonde a Strazielle, 2007). Míra postižení však závisí na počtu opakování CAG 

tripletu.  

 

5.4.9. Myši SCA2 

Jedná se o transgenní myši nesoucí lidský gen pro ataxin-2 s prodlouženou sekvencí 

opakování CAG tripletu a slouží jako model lidské spinocerebelární ataxie typu 2 (SCA2). 

Normální ataxin-2 obsahuje většinou 22 – 23 glutaminů v řadě, lidé trpící SCA2 jich mívají 

32-77 (Taroni a spol., 2013). Myši SCA2 byly vytvořeny v několika liniích s různou délkou 

sekvence opakujících se CAG tripletů a tudíž s různou tíží onemocnění. 

Myši SCA2 s 58 opakováními CAG v genu pro ataxin-2 (Q58) vznikly ve 3 liniích 

(Q58-5B, Q58-11, Q58-19), DNA tohoto modelu obsahuje promotor Purkinje-cell-specific 

(Pcp2). Je zde progresivní funkční deficit mozečku spojený s úbytkem až vymizením 

Purkyňových buněk (Yamada a spol., 2008). Při testování motoriky těchto myší oproti 

zdravým bylo zjištěno, že držení na hrazdě je výrazně kratší a v pozdějším věku se postižení 

jedinci nedokáží hrazdy zachytit vůbec. Analýza chůze u myší linie Q58-19 prokázala 

zkrácení kroku již ve věku 8 týdnů, a to se s postupujícím věkem zvýrazňovalo. U myší linie 

Q58-5B a Q58-11 pak bylo zkrácení kroku signifikantní v 16 týdnech života. Motorický 

deficit byl zjištěn i na akcelerujícím rotarodu. U myší šestitýdenních rozdíl mezi postiženými 

a zdravými nalezen nebyl, v pozdějším věku se však rozdíly projevily a ještě i prohlubovaly. 

U heterozygotních zvířat se latence pádu z rotarodu zkrátily ve věku 26 týdnů, u 

homozygotních pak již v 16 týdnech života (Huynh a spol., 2000). 

Další myší model SCA2 byl vytvořen inzercí genu obsahujícího 75 CAG tripletů pod 

regulací vlastního SCA2 promotoru (Aguiar a spol., 2010). Projevuje se obdobným 

motorickým postižením, které bylo zjištěno v testu na rotarodu a s věkem se zvýrazňuje. U 

nemocných myší Purkyňovy buňky degenerují, což se projevuje chyběním dendritických 

stromů a zmenšením jejich buněčného těla (Aguiar a spol., 2010). 

Nejnovější myší model SCA2 nese gen se 127 opakováními CAG tripletu, který je 

rovněž pod kontrolou promotoru Pcp2 (Hansen a spol., 2013). Motorické schopnosti těchto 

myší se začínají výrazně zhoršovat již od 8. týdne věku a snižování počtu Purkyňových buněk 

je pozorovatelné od 12. týdne. Vyšetřením různě starých myší této linie (12 – 40 týdnů) se 

zjistilo, že dochází k postupnému ztenčování molekulární vrstvy mozečkové kůry (Hansen a 
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spol., 2013). Dále bylo zjištěno, že 4 týdny staří mutanti se lišili od stejně starých kontrolních 

myší přítomností perinukleárního ataxinu-2 v Purkyňových buňkách ve formě inkluzí, jejichž 

počet narůstal s věkem. Jinde v cytoplasmě přítomnost tohoto proteinu zjištěna nebyla 

(Hansen a spol., 2013). Charakteristická je též snížená exprese genů specifických pro 

Purkyňovy buňky a nižší frekvence akčních potenciálů těchto buněk (Hansen a spol., 2013). 

Projevy onemocnění SCA2 jsou závažnější u myších modelů s delším 

polyglutaminovým traktem v ataxinu-2. Tento jev je ve shodě s projevy u lidských pacientů, 

kde se projevuje negativní korelace mezi délkou CAG sekvence a věkem nástupu prvních 

příznaků choroby (Riess a spol., 1997). 

 

5.4.10. Myši SCA3 

Spinocerebelární ataxie typu 3 (SCA3, Machado-Josephova nemoc) je degenerativní 

onemocnění s pozdním nástupem, způsobené expanzí CAG tripletu v genu kódujícím ataxin-

3. Normální počet opakování CAG v alelách je od 12 do 44. Pacienti trpící SCA3 mívají 52 – 

86 CAG repetic (Taroni a spol., 2013). 

Transgenní myši SCA3 byly vytvořeny jako model nesoucí alely obsahující sekvence 

o 64, 67, 72, 76 a 84 opakováních CAG (Cemal a spol., 2002). Myši jsou postiženy ztrátou 

neuronů v jádrech pontu, mírnou degenerací Purkyňových buněk a v závislosti na počtu kopií 

transgenu se zvyšuje i počet reaktivních astrocytů v nucleus dendatus a bílé hmotě mozečku 

(Cemal a spol., 2002).  

 

5.4.11. Myši SCA6 

Spinocerebelární ataxie typu 6 (SCA6) je způsobena expanzí CAG repetice v genu, 

který kóduje napěťově závislý vápníkový kanál alfa 1A (Zhuchenko a spol., 1997). Normální 

alely obsahují 4 – 6 opakování CAG, alely způsobující onemocnění však mají 20 – 33 těchto 

repetic (Taroni a spol., 2013). Myší model SCA6 nesoucí sekvenci 84 glutaminů je postižen 

agregací patologického proteinu a vyvíjí se proto u něho progresivní motorický deficit 

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

Spinocerebelární ataxie typu 7 (SCA7) je další z neurodegenerativních onemocnění 

způsobených prodloužením sekvence opakujících se tripletů CAG v genu kódujícím ataxin-7. 

Normální počet repetic je 7 – 19, patologické alely obsahují obvykle 37 – 400 CAG tripletů. 

Hlavními projevy tohoto onemocnění je těžká forma ataxie a ztráta zraku jako následek 

makulární degenerace (Taroni a spol., 2013). Myší model nesoucí sekvenci 90 glutaminů a 

exprimující mutantní ataxin-7 vykazuje výskyt jaderných inkluzí mutantního ataxinu-7 

v Purkyňových buňkách mozečku a ve fotoreceptorech sítnice. Hlavními projevy choroby 

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

 

5.4.13. Myši SCA17 

Spinocerebelární ataxie typu 17 (SCA17) je degenerativní porucha s pozdním 

nástupem, která je způsobena expanzí polyglutaminových sekvencí v proteinu TBP (TATA-

box-binding protein). Nemoc je charakterizována progresivní ataxií, křečemi, kognitivními 

poruchami a neuropsychickými příznaky. Zatímco zdraví lidé mají 23-43 CAG tripletů, 

postižení pacienti vykazují zvýšení počtu až na 45-63 repeatů. Byly vyvinuty 2 myší modely 

tohoto typu onemocnění (Friedman a spol., 2007; Chang a spol., 2011) a navíc, jako u 

jediného typu SCA ještě i potkaní model. Právě tento model se ukázal jako velmi výhodný a 

podobně jako myši SCA17 i tito potkani vykazují těžké neurologické defekty včetně ataxie, 

poruchy posturálních reflexů, hyperaktivitu, která je později vystřídána hypoaktivitou, 

úbytkem tělesné hmotnosti a předčasnou smrtí (Kelp a spol., 2013). 

 

5.4.14. Myši SCA23 

Typ SCA23 spinocerebelární ataxie je extrémně zřídka se vyskytující a relativně 

v pozdním věku nastupující neurodegenerativní onemocnění charakterizované postupující 

ataxií patrnou na chůzi i na horních končetinách, s dalšími variabilními příznaky včetně 

periferní neuropatie a dysartrie (Bakalkin a spol., 2010). Podstatou je mutace v genu pro 

prodynorfin (Verbeek a spol., 2004). Myši s vyřazeným genem pro prodynorfin jsou citlivější 

k noxiosním podnětům, ale vykazují normální odpovědi na běžné stimuly (Wang a spol., 

2001); navíc mutantní dynorfinové proteiny zvyšují neopioidní excitační aktivity, které 

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

Niemann-Pickova nemoc je střádavá choroba s autosomálně recesivní dědičností. 

Jedná se o patologickou akumulaci cholesterolu a glykosfingolipidů, vyskytuje se ve třech 

různých typech (A, B, C). Projevy jsou rozmanité, postižení je typické i mimo nervový 

systém. K úbytku Purkyňových buněk mozečku dochází u varianty C. Existují myší kmeny 

s mutací způsobující podobné onemocnění, vytvořeny byly ale též transgenní modely 

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

 

5.4.16. Model Friedreichovy ataxie 

Friedreichova ataxie je nejčastější lidská autosomálně recesivně dědičná mozečková 

ataxie (viz výše). Bylo pro ni vytvořeno již několik transgenních myších modelů. Jedná se 

například o model vykazující výskyt vakuol v neuronech ganglií zadních míšních kořenů, 

demyelinizaci axonů, poruchy koordinace a sníženou pohybovou aktivitu (Al-Mahdavi a 

spol., 2006). 

 

5.5. Význam myších modelů v experimentální terapii 

cerebelárních degenerací 

 
Lidský mozek disponuje pouze omezeným regeneračním potenciálem i kapacitou 

neurogeneze. Masivní zánik neuronů při neurodegenerativních onemocněních proto obvykle 

vede k ireverzibilnímu funkčnímu deficitu. V současné době neexistuje skutečně účinná 

kauzální terapie těchto onemocnění, která by dokázala zastavit, nebo alespoň významně 

zpomalit progresi onemocnění a případně také obnovit poškozené funkce. To platí též pro 

většinu hereditárních degenerativních chorob mozečku. Základem jejich léčby je dnes 

rehabilitace a fyzikální terapie, která do jisté míry dokáže vylepšit pohybové schopnosti 

pacienta, pomáhá pacientům udržet co nejdéle určitou schopnost sebeobsluhy a facilituje 

kompenzační mechanismy (Ilg a spol., 2010; Miyai a spol., 2012). Neřeší však progresi 

degenerace. 

Výzkumy na myších modelech dědičných ataxií ukazují směry, které by v budoucnu 

mohly vést k vývoji účinné terapie. Jedním z nich je zásah do patogeneze nemoci, který by 

zpomalil nebo dokonce zastavil její progresi. Takovou terapii je ovšem nutné zahájit dříve, 
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než dojde k zániku buněk a k nevratným poškozením nervového systému. Další nadějnou 

možností jsou neurotransplantace. 

Výzkum možných zásahů do patogenetického procesu onemocnění je zatím ve stadiu 

pokusů na zvířatech, kde se uplatňují především transgenní myší modely konkrétních 

degenerací mozečku.  

Tam, kde se předpokládá škodlivý vliv hromadícího se patologického proteinu, by 

podstatou terapie mohlo být utlumení exprese mutovaného genu nebo podpora eliminace 

hromadícího se proteinu. Například u transgenních myší SCA3 způsobilo zastavení exprese 

ataxinu-3 zmírnění funkčního deficitu i neuropatologických změn (Nobrega a spol., 2013). 

Podobná situace byla zjištěna u myšího modelu SCA7, kdy 50% redukce exprese mutovaného 

genu zahájená měsíc po vzniku ataxie dokázala zastavit rozvoj motorické poruchy nebo ji 

dokonce zvrátit (Furrer a spol., 2013). Dalším příkladem je terapie interferonem beta, která u 

transgenních myší SCA7 podpořila degradaci patologického ataxinu-7, omezila množství jeho 

intranukleárních inkluzí a též zmírnila motorickou poruchu postižených myší (Chort a spol., 

2013). Nevýhodou těchto postupů je nutnost zahájit terapii dříve, než dojde k zániku většího 

množství neuronů. U degenerativních chorob s pozdním nástupem a pozvolnou progresí by 

toto bylo možné díky genetické diagnostice, u chorob s časným nástupem však může být 

záchrana zanikajících buněk obtížná. Problematické u lidských pacientů by také mohly být i 

postupy vyžadující genetickou modifikaci. 

V současné době se též ukazuje jako nadějná možnost podpory funkce mozečku 

pomocí neinvazivní transkraniální magnetické stimulace nebo transkraniální stimulace 

stejnosměrným proudem (Grimaldi a Manto, 2013; Grimaldi a spol., 2014). Tyto metody jsou 

zatím ve stadiu výzkumu, ale představují do budoucna jistou možnost využití u lidských 

pacientů postižených mozečkovými degeneracemi (Grimaldi a spol., 2014).  

 

5.6. Neurotransplantační terapie mozečkových degenerací 

 

Metody neurotransplantace zůstávají v současné době stále ve stadiu experimentálních 

studií. K výzkumu transplantační terapie poškození mozečku byly využity některé typy 

mutantních myší, které postihuje dědičná cerebelární degenerace. K transplantaci je možné 

využít odlišné typy buněk: embryonální (fetální) nervovou tkáň, embryonální nebo dospělé 

neurální kmenové buňky, embryonální kmenové buňky, též mesenchymální kmenové buňky, 

indukované pluripotentní kmenové buňky respektive neurální (neuronální) progenitory 
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připravené in vitro částečnou diferenciací kmenových buněk. Smyslem tohoto výzkumu je 

dosáhnout funkčního zlepšení a zmírnění dalších příznaků degenerace. Experimenty také 

přinášejí poznatky o přežívání a vývoji transplantovaných buněk různých typů a o faktorech, 

které vývoj transplantátu ovlivňují. Mezi hlavní faktory ovlivňující transplantát patří 

vlastnosti samotných transplantovaných buněk, ale i vlastnosti hostitelské tkáně. Patologické 

změny probíhající při daném degenerativním onemocnění mohou dále měnit neurogeničnost 

tkáně hostitele; např. zánětlivé procesy, změny struktury tkáně, zmnožení a aktivace glie (pro 

přehled viz Rossi a Cattaneo, 2002). V úvahu též připadají další faktory jako změny 

mikrocirkulace nebo oxidační stres provázející neurodegenerativní poruchy (Andersen, 2004; 

Kolinko a spol., 2015). 

K výzkumu neurotransplantací byly zatím nejčastěji využívány myši pcd, jsou 

považovány za vhodný model pro tento účel. Dárcovské Purkyňovy buňky jsou u těchto myší 

schopné opustit embryonální mozečkový štěp, migrovat do své přirozené pozice 

v molekulární vrstvě (Sotelo a Alvarado-Mallart, 1987a, b) a synapticky se integrovat do 

mozečkové kůry příjemce (Sotelo a Alvarado-Mallart, 1986, 1991). Sotelo a Alvarado-Mallart 

(1987a) vyslovili domněnku, že defektní molekulární vrstva mutantů pcd může selektivně 

neurotroficky působit na neurony chybějící kategorie. Také Carletti a Rossi (2005) prokázali, 

že mozeček myší pcd poskytuje signály pozitivně působící na transplantované Purkyňovy 

buňky. Za určitých okolností byla popsána i možná obnova kortikonukleárních projekcí 

(Sotelo a Alvarado-Mallart, 1987b; Triarhou a spol., 1992; Keep a spol., 1992). Je však nutné, 

aby se transplantované Purkyňovy buňky nacházely v blízkosti mozečkových jader (Keep a 

spol., 1992). Granulární vrstva mozečkové kůry totiž představuje bariéru, která brání 

prorůstání vláken z molekulární vrstvy do hloubky. Purkyňovy buňky pocházející 

z transplantátu a nacházející se ve své přirozené pozici (na hranici vrstvy molekulární a 

granulární) mají proto minimální možnost vytvoření kontaktů s mozečkovými jádry (Carletti 

a spol., 2008). Naopak Purkyňovy buňky transplantované přímo do jader mozečku mají 

dokonce schopnost vytvořit s jejich neurony synaptické kontakty a poté stoupat do 

mozečkové kůry (Triarhou a spol., 1992). Dalším významným zjištěním bylo, že 

transplantace suspenze fetálních buněk mozečku do oblasti mozečkových jader vedla ke 

zlepšení motoriky myší pcd (Triarhou a spol., 1995, 1996). 

Opakovaně byly k neurotransplantacím použity také myši typu Lurcher. Tomey a 

Heckroth (1993), kteří využili k transplantaci suspenzi embryonálních mozečkových buněk, 

udávají přežívání transplantátu u poloviny mladých, ale i dospělých myší Lurcher. Po 

transplantaci embryonálních mozečkových buněk se na povrchu hostitelského mozečku 
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vytvořily shluky transplantovaných buněk, které vykazovaly organotypickou strukturu, a 

transplantované buňky pronikaly do molekulární vrstvy mozečku hostitele (Dumesnil-Bousez 

a Sotelo, 1993; Heckroth a spol., 1998; Tomey a Heckroth, 1993). Migrace buněk 

pocházejících z transplantátu do molekulární vrstvy byla také pozorována po transplantaci 

solidního embryonálního transplantátu (Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993). Transplantované 

Purkyňovy buňky však neměly typické plošné uspořádání dendritických stromů, tento jev 

může být vysvětlen nedostatkem paralelních vláken nezbytných k formování dendritů 

Purkyňových buněk (Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993; Tomey a Heckroth, 1993). Včasná 

transplantace normálních embryonálních Purkyňových buněk však může zabránit degeneraci 

buněk granulárních a neuronů dolní olivy. To dokládá, že zánik těchto typů buněk je 

sekundárního charakteru (Heckroth a spol., 1998). Po transplantaci mesenchymálních 

kmenových buněk novorozeným myším Lurcher došlo i ke zlepšení v testech motoriky. Zde 

transplantované buňky dokázaly migrovat do hostitelského mozečku a usídlit se poblíž buněk 

Purkyňových, kde došlo k produkci neurotrofických faktorů (BDNF, NT-3, GDNF) a vlastní 

Purkyňovy buňky hostitele lépe přežívaly (Jones a spol., 2010). 

U novorozených myší typu Nervous transplantace neurálních kmenových buněk 

předešla zániku Purkyňových buněk a též zlepšila koordinaci pohybů (Li a spol., 2006a). 

Transplantované buňky byly schopny vytvořit kontakty s Purkyňovými buňkami hostitele, 

podpořily funkci jejich mitochondrií, růst dendritů a synaptogenezi (Li a spol., 2006a). Také 

Jaderstad a spol. (2010) popsali, že neurální kmenové buňky transplantované myším Nervous 

se nedokázaly plně diferencovat v neurony, ale vytvořily s buňkami hostitele kontakty typu 

gap junction. 

U myšího modelu Weaver transplantovaná tkáň vytvořila typické uspořádání 

trojvrstevné struktury kůry mozečku. Buňky odpovídající granulárním buňkám dokázaly 

proliferovat, migrovat z místa aplikace a vytvořit synaptické kontakty (Kohsaka a spol., 1988, 

Takayama a spol., 1987, 1988).  

U myšího modelu SCA1 transplantace suspenze buněk embryonálního mozečku 

způsobila zlepšení motorických funkcí (Kaemmerer a Low, 1999). Transplantace neurálních 

prekurzorových buněk myším SCA1 vylepšila motorické schopnosti, podpořila přežívání 

Purkyňových buněk a způsobila normalizaci jejich membránového potenciálu; 

transplantované buňky však nejevily známky diferenciace v buňky Purkyňovy (Chintawar a 

spol., 2009). Intrathekální injekce mesenchymálních kmenových buněk u myší SCA1 

zmírnila dezorganizaci mozečku a normalizovala koordinaci pohybů (Matsuura a spol., 2013).  
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Chang a spol. (2011) popsali u myšího modelu SCA2, že intravenózní aplikace 

lidských mesenchymálních kmenových buněk zvýšila přežívání vlastních Purkyňových 

buněk, oddálila nástup projevů onemocnění a zlepšila motorické funkce myší. Při aplikaci 

intrakraniální však k podobným účinkům nedošlo (Chang a spol., 2011). 

U myšího modelu Niemann-Pickovy nemoci typu C byly využity mesenchymální 

kmenové buňky pocházející z kostní dřeně. Jejich transplantace v postiženém mozečku 

utlumila aktivaci astrocytů a mikroglie (Bae a spol., 2005). Tato léčba zvýšila počet 

přežívajících Purkyňových buněk. Elektricky aktivní Purkyňovy buňky vznikly fúzí těch 

stávajících s transplantovanými mesenchymálními kmenovými buňkami a navíc došlo i ke 

zlepšení motorických schopností postižených myší (Bae a spol., 2007). Transplantace 

kmenových buněk získaných z tukové tkáně rovněž ochránila Purkyňovy buňky před 

degenerací, zmírnila zánětlivou reakci a obnovila schopnost motorické koordinace u těchto 

zvířat (Bae a spol., 2010). 

Neurotransplantační terapie již byla využita i v klinických zkouškách u lidských 

pacientů s cerebelární degenerací (Tian a spol., 2009; Lee a spol., 2012). Některé výsledky 

mohou být nadějné, ale v humánní medicíně zatím mozečkové transplantace rozhodně nelze 

považovat za rutinní léčebnou metodu. Problematická je též velká variabilita lidských 

hereditárních mozečkových ataxií a případné odlišné přístupy k neurotransplantační terapii. 

Zatím ani výsledky studií neurotransplantací na myších modelech nejsou jednotné, i 

když některé práce poukazují na funkční zlepšení postižených zvířat. Toto zlepšení navíc bylo 

doloženo jen u některých typů mutantů, některých typů transplantátu a je zde také závislost na 

fázi vývoje příslušné degenerace. Navíc stále není jasné, jakými mechanismy 

neurotransplantace vede k nápravě nervových funkcí v konkrétních případech, který typ 

transplantátu je vhodný u určitého onemocnění, případně ve které jeho fázi, a zda vůbec 

můžeme očekávat funkční zlepšení u všech typů cerebelárních degenerací. Je proto nutné 

pokračovat v dalších studiích k hlubšímu pochopení této problematiky. 

 

  



32 
 

6. VÝCHODISKO 

1. Hereditární mozečkové ataxie jsou širokou skupinou závažných onemocnění, u nichž zatím 

neexistuje skutečně účinná terapie. Vhodným nástrojem pro výzkum patogeneze i 

experimentální léčby těchto chorob jsou mnohé myší modely. 

 

2. Mutantní myši typu Lurcher reprezentují přirozený model geneticky podmíněné 

olivocerebelární degenerace. Tyto myši trpí progresivní postnatální ztrátou Purkyňových 

buněk mozečku, úbytkem buněk granulárních a neuronů dolní olivy. Zdraví sourozenci, wild 

typy, nám slouží jako kontroly. I přes dlouholetý výzkum těchto mutantů není jednotný názor 

na mechanismy zániku Purkyňových buněk a průběh degenerace zatím není znám do všech 

detailů. Dvojité fluorescenční barvení umožňuje sledovat vývoj časných změn v mozečkové 

kůře myší Lurcher ve srovnání se zdravými wild typy. 

 

3. Jednou z možností léčby hereditárních mozečkových degenerací je neurotransplantace. Přes 

dlouholetý výzkum neurotransplantací dosud nebyla prokázána jejich univerzální použitelnost 

a zdá se, že mohou mít odlišnou úspěšnost u různých typů onemocnění mozečku, včetně 

různých typů mozečkových degenerací. Proto je potřeba zkoumat neurotransplantace u 

různých animálních modelů představujících odlišné patologické podmínky. 

 

4. Široká škála myších mutantních modelů cerebelárních degenerací odráží pestrost lidských 

dědičných cerebelárních degenerací. Jednotlivé modely však obvykle mají zároveň různý 

genetický základ, který může potenciálně též ovlivňovat výsledky experimentů. Posouzení 

případného vlivu genetického pozadí dané mutace umožňuje srovnání různých myších kmenů 

nesoucích identickou mutaci zapříčiňující degeneraci mozečku. 

 

5. Mozečkoví mutanti typu Lurcher a pcd jsou vhodným modelem ke studiu neurotransplantační 

terapie. Tyto typy mutantů mají velmi podobný průběh mozečkové degenerace, ač je její 

patogeneze zcela odlišná, a oba byly v minulosti opakovaně využity k experimentálním 

neurotransplantacím. Přesto zatím ani u jednoho z nich nebyl dostatečně zkoumán objem, 

morfologie a funkční dopad embryonálního mozečkového transplantátu na motorické 

schopnosti myší odvozených od různých typů kmenů. Neexistuje přímé srovnání vývoje 

transplantátu u těchto mutantů za identických experimentálních podmínek. 
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7. CÍL PRÁCE 

1. Analýza dynamiky morfologických změn v průběhu mozečkové degenerace u myší typu 

Lurcher kmene C3H a B6CBA za použití dvojitého fluorescenčního barvení. 

 

2. Neurotransplantační terapie u myších modelů mozečkových degenerací: 

Porovnat přežívání, objem, morfologii a funkční efekt embryonálního mozečkového 

transplantátu aplikovaného ve formě buněčné suspenze u: 

a) dospělých myší typu Lurcher kmene B6CBA, myší pcd kmene B6.BR a myší typu wild 

obou těchto kmenů s dvouměsíčním pooperačním přežíváním příjemců. 

Hypotéza: Sledované parametry se liší v závislosti na typu degenerace. 

 

b) dospělých myší typu Lurcher kmenů B6CBA a C3H a myší typu wild obou těchto kmenů 

se šestiměsíčním přežíváním příjemců po operaci. 

Hypotéza: Mutace Lurcher a kmen laboratorní myši budou mít vliv na sledované parametry 

transplantátu. 
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8. MATERIÁL A METODY 

8.1. Uspořádání pokusů 

Za účelem splnění vytýčených cílů práce jsme provedli dvě studie. V první jsme zkoumali 

rozvoj morfologických změn v mozečkové kůře myší Lurcher. Druhá studie, sestávající 

z několika dílčích pokusů, byla zaměřena na neurotransplantační terapii důsledků 

neurodegenerativního onemocnění mozečku myší Lurcher a pcd. 

Práce s experimentálními zvířaty byla v souladu s platnou legislativou České republiky a 

Evropské unie. Bylo vyvinuto maximální úsilí k minimalizaci utrpení pokusných zvířat. 

 

8.2. Hodnocení dynamiky morfologických změn v mozečkové kůře 

myší typu Lurcher 

V první studii jsme hodnotili dynamiku morfologických změn v mozečkové kůře u 

mutantních myší typu Lurcher a myší zdravých, odvozených od dvou kmenů (C3H a B6CBA) 

během 8. – 21. dne jejich postnatálního života. K tomuto účelu bylo použito dvojité 

fluorescenční barvení mozečkových řezů, které dobře zobrazuje Purkyňovy buňky. 

Klasické metody jako barvení dle Nissla, impregnace dle Golgiho doplněné elektronovou 

mikroskopií byly použity v několika původních pracích popisujících kvantitativní změny 

v mozečkové kůře a dolní olivě, včetně typických charakteristik Purkyňových buněk, u 

mutantů Lurcher (Caddy a Biscoe, 1979). Později, využití především imunohistochemie anti-

calbindinem umožnilo objevit další cenné poznatky týkající se morfologických změn 

mozečku myší Lurcher (Dumesnil-Bousez and Sotelo, 1992; Doughty et al., 2000; Norman et 

al., 1995).  

Dvojité fluorescenční barvení nám poskytlo nové informace především o morfologických 

změnách jader a jadérek a také o formování tvaru Purkyňových buněk v raném stadiu 

postnatálního života pokusných myší. 

 

8.2.1. Pokusná zvířata 

Celkem jsme v této studii použili 56 myší obou pohlaví ve věku 8 – 21 dní (36 zvířat 

kmene C3H, 20 zvířat kmene B6CBA). Vždy jsme popisovali dva až tři páry myší – Lurcher 

a wild typu v 6 časových periodách během 8. až 21. dne postnatálního života. Jednalo se o 
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myši z konvenčního chovu Ústavu patologické fyziologie LF UK v Plzni, které byly získány 

křížením samic typu wild (+/+) a samců typu Lurcher (+/Lc) daných kmenů. Myši byly 

chovány ve standardních podmínkách v plastových klecích s drátěným víkem při teplotě 22-

24 ̊C, vlhkosti vzduchu 50 %, periody světla a tmy se pravidelně střídaly po 12 hodinách. 

Voda a potrava byly zvířatům dostupné ad libitum. 

 

8.2.2. Příprava mozečkových řezů 

Pokusná zvířata byla hluboce anestezována thiopentalem aplikovaným 

intraperitoneálně a následně transkardiálně perfundována fosfátovým pufrem (pH 7,4) a 4% 

paraformaldehydem (pH 7,4). Mozky myší byly izolovány a postfixovány 2 hodiny ve 4% 

paraformaldehydu (pH 7,4) při teplotě 4 ̊C. Sagitální mozečkové řezy (150µm) byly nakrájeny 

pomocí vibratomu (Leica). 

 

8.2.3. Dvojité fluorescenční barvení 

K histologickému vyšetření mozečků bylo použito dvojité fluorescenční barvení 

popsané Krögerem a Wagnerem (1998). Mozečkové řezy byly nejprve inkubovány v 0,2% 

roztoku LuciferYellow (Lucifer Yellow CH dilithium salt, LY, Sigma L-0259) ve fosfátovém 

pufru po dobu 1 hodiny, dále promyty 5 minut ve fosfátovém pufru a postfixovány 30 minut 

v paraformaldehydu. Dalším krokem byla dehydratace řezů postupně v 50,70, 90 a 100% 

etanolu (vždy 10 minut) a inkubace v DiD (1,1´- Dioctadecyl – 3,3,3´3´- 

tetramethylindocarbocyanine perchlorate, Sigma 42364, 0,2% roztok v etanolu) po dobu 5 

minut. Následovalo propláchnutí 100% etanolem a rehydratace 90% (5 min), 70% (10 min) 

etanolem a fosfátovým pufrem (10 min). Poté byly mozečkové řezy na podložním skle 

převrstveny médiem pro fluorescenční barvení FluorSave Reagent (Calbiochem 345789) a 

překryty krycím sklem. Preparáty byly hodnoceny za využití konfokálního laserového 

mikroskopu Olympus Fluoview FV 10i (Olympus Corporation). 
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8.3. Neurotransplantační terapie myší s cerebelární degenerací 

 

Sledovali jsme vývoj a funkční efekt embryonálního mozečkového transplantátu u 

několika myších modelů mozečkových degenerací a odpovídajících zdravých kontrolních 

myší. V rámci této neurotransplantační studie jsme provedli následující dílčí experimenty: 

 

- Pokus 1: Transplantace embryonální mozečkové tkáně ve formě suspenze u dospělých 

myší typu Lurcher kmene B6CBA, myší pcd kmene B6.BR a myší typu wild obou těchto 

kmenů s dvouměsíčním přežíváním příjemců po operaci 

Cílem této části práce bylo porovnat vývoj embryonálního mozečkového transplantátu u 

dospělých myší Lurcher kmene B6CBA a myší pcd kmene B6.BR a jim odpovídajících 

zdravých myší. Byly hodnoceny motorické schopnosti experimentálních zvířat, přežívání 

transplantátu, jeho struktura a objem 2 měsíce po transplantaci. 

 

- Pokus 2: Transplantace embryonální mozečkové tkáně ve formě suspenze u dospělých 

myší typu Lurcher kmenů B6CBA a C3H a myší typu wild obou těchto kmenů se 

šestiměsíčním přežíváním příjemců po operaci 

Cílem této části práce bylo vyhodnotit objem a morfologii transplantátu i funkční dopad 

transplantace embryonální mozečkové suspenze na motorické schopnosti mutantů Lurcher a 

zdravých kontrol kmenů B6CBA a C3H. Přežívání těchto myší po transplantaci bylo 6 

měsíců. 

 

Pro oba tyto experimenty byly společné následující metodické postupy: příprava a 

aplikace transplantátu, testování pokusných myší na rotarodu, histologické zpracování 

mozečků příjemců, hodnocení objemu transplantátu a statistické zpracování výsledků. Tyto 

základní metody proto budou popsány společně. K jednotlivým experimentům pak budou 

zvlášť popsána pouze jejich specifika. 

 

8.3.1. Základní metody 

8.3.1.1. Transplantace embryonální mozečkové tkáně 

Pokusným myším byla transplantována embryonální mozečková tkáň ve formě 

buněčné suspenze. Manipulace s embryi i disekce mozečků byly prováděny v roztoku, který 
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byl též použit pro skladování transplantátu (transplantace proběhla do 6 hodin po odběru 

embryí) a jako vehikulum při vlastní aplikaci. Tento roztok byl připraven rozpuštěním 9 g 

chloridu sodného a 6 g glukózy v 1 litru deionizované vody. Roztok byl sterilizován pomocí 

sterilizačních filtrů Steritop (Millipore) s průměrem pórů 0,22 µm. 

 

8.3.1.2. Dárce transplantátu 

Dárcem tkáně transplantátu byla embrya nesoucí gen pro posílený zelený fluoreskující 

protein (Enhanced green fluorescent protein; EGFP). Embrya byla získána křížením samice 

téhož kmene, ze kterého pocházel i příjemce tkáně, a EGFP pozitivního samce kmene 

C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J. Gestační stáří embryí při odběru transplantátu bylo 12 dní 

(E12), bylo určeno dle data vložení samce do chovné klece k dárcovské samici. Samec byl 

z klece odstraněn následující den dopoledne a tento den byl počítán jako nultý. Gravidní 

samice pak byly spolehlivě identifikovány podle výrazného vzestupu jejich tělesné hmotnosti 

v posledních dnech před plánovaným odběrem embryí.  

 

8.3.1.3. Odběr transplantátu, příprava suspenze embryonálních buněk 

Gravidní dárcovské samice byly hluboce anestezovány thiopentalem a byla provedena 

důkladná dezinfekce břicha ajatinem. Dalším krokem bylo otevření břišní dutiny a vysunutí 

dělohy. Vyjmutí embryí z dělohy bylo prováděno tak, aby embrya byla co nejdéle zásobena 

krví přes placentu, tj. od horních pólů rohů dělohy směrem kaudálním. Embrya byla vložena 

do Petriho misky s chladným roztokem – vehikulem (viz výše), byla dekapitována a hlavy 

byly přeneseny do Petriho misky s čistým roztokem. EGFP pozitivní embrya byla určena 

podle zelené fluorescence za osvitu ultrafialovou lampou, tato embrya byla pro další použití 

přenesena do misky s novým roztokem. 

Vlastní odběr embryonálního mozečku byl proveden pod stereoskopickým 

mikroskopem. Z mozkového kmene byly nejprve odstraněny meningy, pak byl oddělen 

základ mozečku v podobě dvou srpkovitých částí tkáně nacházejících se po stranách budoucí 

4. mozkové komory (Obr. 1). Tyto kousky embryonálních mozečků byly shromažďovány ve 

zkumavce s vehikulem, poté následovala příprava suspenze. Mozečková tkáň byla 

inkubována po dobu 10 minut v trypsinu při teplotě 37 ̊C, poté opakovaně promyta roztokem 

– vehikulem k odstranění trypsinu a suspendována opakovaným nasáváním pipetou. 

Koncentrace buněk v suspenzi pak byla upravena na hodnotu 50 000 buněk/µl. Tato suspenze 
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byla dále uchovávána až do doby transplantace příjemci v plastové zkumavce umístěné 

v ledové tříšti. Maximální doba uchovávání buněčné suspenze nepřesáhla 6 hodin. 

Obr. 1: Odběr základu embryonálního mozečku. 

 

8.3.1.4. Aplikace transplantátu 

Příjemci transplantátu byli anestezováni intraperitoneální aplikací ketaminu (100 

mg/kg) a xylazinu (16 mg/kg). Po nástupu celkové anestezie byla myši ostříhána srst 

v parietální a okcipitální oblasti hlavy a tato oblast byla dezinfikována ajatinem. Hlava myši 

byla upevněna do stereotaktického aparátu (Stoelting). Poté bylo operační pole znovu 

vydezinfikováno. Oční rohovky myši byly ošetřeny gelem Vidisic jako prevence osychání. 

Skalpelem byl veden asi 1 cm dlouhý kožní řez ve střední čáře v  parietální a okcipitální 

oblasti. Bilaterálně v příslušných bodech okcipitální kosti (stereotaktické souřadnice viz níže 

pro jednotlivé experimenty) jsme vyvrtali otvory o průměru cca 2 mm. Buněčná suspenze 

byla aplikována do mozečku hostitele bilaterálně pomocí mikroinfusní pumpy (Stoelting) a 

skleněné mikrokapiláry uchycené v rameni stereotaktického přístroje (objem 3 µl do každé 

strany). Rychlost aplikace byla 0,5 µl/min (Obr. 2). 
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Obr. 2: Myš-příjemce upevněná do stereotaktického aparátu. Pomocí mikroinfusní pumpy 

probíhá aplikace embryonální buněčné suspenze. 

 

Po aplikaci suspenze byl ještě hrot mikrokapiláry ponechán 5 minut v otvoru, poté byl 

pozvolna vysunut. Rána byla uzavřena několika jednotlivými stehy v jedné vrstvě 

vstřebatelným šicím materiálem. Myš byla uvolněna z držáku stereotaktického přístroje, rána 

dezinfikována. Myš byla nejprve položena na vyhřívanou podložku, po objevení spontánní 

motorické aktivity pak vrácena do chovné klece. Kontrolním myším byla provedena kontrolní 

operace, jejíž postup byl zcela shodný s průběhem transplantace s tím rozdílem, že místo 

suspenze embryonálních buněk bylo aplikováno pouze samotné vehikulum.  

 

8.3.1.5. Testování motorických schopností 

Motorické dovednosti byly testovány na akcelerujícím rotarodu (RotaRod Advanced, 

TSE Systems GmbH) v příslušném časovém odstupu od transplantace (2 nebo 6 měsíců). 

V tomto testu byl průměr válce 3,5 cm a šířka tyče 8 cm. Rychlost otáčení plynule 

akcelerovala z 0 na 60 otáček za minutu během 6 minut. Poté byl pokus ukončen. Byly 

vyhodnoceny latence pádu. Test byl opakován v pěti po sobě následujících dnech (D1 – D5), 
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každý den proběhly čtyři pokusy pro každou myš v 16 minutových intervalech. Hodnoty 

latencí byly následně zprůměrovány pro jednotlivé dny testu. Z myší, kterým byl aplikován 

transplantát, byly k vyhodnocení výsledků testu použity pouze ty, u kterých transplantát přežil 

(hodnoceno histologicky po ukončení pokusu).  

 

8.3.1.6. Histologické zpracování 

K histologickému zpracování mozečků myší, kterým byl aplikován transplantát, se 

přistoupilo po ukončení testu na rotarodu. Pokusné myši byly hluboce anestezovány 

intraperitoneálně aplikovaným thiopentalem a transkardiálně perfundovány Ringerovým 

roztokem a 4% roztokem paraformaldehydu (pH 7,4). Mozky byly vyjmuty a na 2 hodiny 

vloženy do 4% paraformaldehydu k postfixaci. Následovalo uložení na 16-20 hodin do 

roztoku sacharózy k zajištění kryoprotekce, poté byly mozky zamraženy. Jednotlivé mozečky 

byly později nakrájeny na frontální 40 µm silné řezy. Tyto řezy byly uloženy do 24 

jamkových mikrotitračních destiček naplněných fosfátovým pufrem (pH 7,4). 

Přítomnost transplantátu, jeho lokalizace a interakce mezi transplantátem a 

hostitelskou tkání byly hodnoceny v nativních řezech pomocí fluorescenčního mikroskopu 

Olympus BX41 (Olympus Corporation). Buňky pocházející od dárce a také buňky vzniklé 

jejich dělením exprimují EGFP, proto byly tyto zeleně fluoreskující buňky považovány za 

buňky transplantátu nebo buňky vzniklé jejich proliferací. Nefluoreskující tkáň pak byla 

považována za tkáň hostitele. Byla provedena fotografická dokumentace všech nativních řezů 

s transplantátem. 

Myš, u které byla nalezena zeleně fluoreskující tkáň, byť jen několik buněk, byla 

považována za jedince, u kterého transplantát přežil. Přežívání transplantátu pak bylo 

hodnoceno jako podíl (procento) zvířat, u nichž byl transplantát nalezen, z celkového počtu 

zvířat, kterým byl aplikován. 

Ve vybraných mozečkových řezech byly imunohistochemicky identifikovány 

Purkyňovy buňky pomocí anti-calbindinu a astrocyty pomocí barvení anti-GFAP (anti-glial 

fibrillary acidic protein). 

Při barvení anti-calbindinem byly řezy nejprve na 1 hodinu vloženy do blokačního 

roztoku obsahujícího normální oslí sérum (ab 7475, Abcam, Cambridge, UK), dále 

inkubovány s primární protilátkou (ab 11426, Abcam, Cambridge, UK; ředění 1:1000) po 

dobu cca 20 hodin (přes noc) při pokojové teplotě. Po promytí řezů ve fosfátovém pufru (pH 

7,4) následovala inkubace se sekundární protilátkou AlexaFluor
®
 594 (ab 150076, Abcam, 
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Cambridge, UK; ředění 1:400) po dobu 2 hodin při pokojové teplotě. Pro barvení astrocytů 

byly mozečkové řezy inkubovány s anti-GFAP primární protilátkou (G-A-5 Cy3, Sigma-

Aldrich, Saint Louis, USA, ředění 1:800) přes noc při teplotě 4 ̊C. Na závěr obou typů barvení 

byly řezy 3x promyty fosfátovým pufrem, poté napnuty na podložní skla a po zaschnutí 

zafixovány pomocí montovacího média Fluoroshield (ab104135, Sigma-Aldrich, Saint Louis, 

USA). 

Mozečkové řezy byly vizualizovány pomocí fluorescenčního mikroskopu Olympus 

BX41 (Olympus Corporation) a konfokálního laserového mikroskopu Olympus Fluoview FV 

10i (Olympus Corporation). Fotografie pro vyhodnocování objemu transplantátu byly 

pořízeny za použití fluorescenčního mikroskopu Olympus BX41, objektivu UPlanF1 4x/0,13 

a digitální kamery Olympus DP70 (Olympus Corporation). 

 

8.3.1.7. Hodnocení objemu transplantátu 

Pro hodnocení objemu transplantátu jsme vždy použili pouze myši, u kterých byly 

dobře hodnotitelné všechny zobrazené řezy, nebo případně chyběly pouze jednotlivé řezy.  

Celkový objem EGFP-fluoreskující oblasti transplantátu byl odhadován za použití metody 

bodové mřížky (point grid) a Cavalieriho principu (Howard a Reed, 2004; Mouton, 2011). 

Jednomu bodu mřížky odpovídal objem 3,46 nm³ (Obr. 3). Používali jsme software ImageJ. 

Objem transplantátu v ojedinělých chybějících řezech byl odhadnut za použití řezu 

předchozího. Abychom ověřili, že jsme vyšetřovali dostatečné množství tkáně, odhadovali 

jsme koeficient chyby objemu (CE) pomocí metody navržené Gundersenem a spol. (1999). 

Podle tohoto principu hodnota koeficientu chyby závisí na počtu bodů mřížky nad 

hodnoceným transplantátem v jednotlivých řezech, počtu bodů nad celým transplantátem, 

počtu hodnocených řezů a koeficientu charakterizujícím nepravidelnost tvaru transplantátu 

(Gundersen a spol., 1999; Ziegel a spol., 2011). 
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Obr. 3: Hodnocení objemu transplantátu metodou bodové mřížky. Jednomu bodu mřížky 

odpovídá objem 3,46 nm³. 
 

8.3.1.8. Statistické analýzy 

Vzhledem k povaze dat, kdy kvalitativní data vykazovala binomické rozložení a data 

kvantitativní nevykazovala normální rozložení, jsme zvolili použití neparametrických testů. 

Statistické analýzy byly provedeny v softwaru R (R Core team, 2017) a byly doplněny 

permutačními testy (10 000 Monte-Carlo permutací). Permutační verze použitých analýz 

nevyžadují normální distribuci reziduálů a jsou robustnější vůči odlehlým hodnotám. 

Opakovaná měření latence na rotarodu byla analyzována permutačním testem 

zobecněných nejmenších čtverců (Generalised least squares; GLS) s AR1 autokorelační 

strukturou modelující sériové autokorelace reziduálů (Pekar a Brabec, 2016). K analýze byl 

využit balíček nlme v programu R (Pinheiro a spol., 2014). Jelikož reziduály původního 

modelu vykazovaly nevyrovnané rozptyly, data byla transformována odmocninovou 

transformací. Post-hoc srovnání bylo provedeno permutačním t-testem následovaným 

Benjamini-Hochbergovou korekcí pro mnohonásobná porovnání (Benjamini a Hochberg, 

1995). 

Efekt faktorů mozečkové degenerace, kmene a jejich interakce ve vztahu k objemu 

transplantátu byly analyzovány pomocí permutačního testu ANOVA. Jako post-hoc test byl 
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použit permutační t-test následovaný Benjamini-Hochbergovou korekcí (Benjamini a 

Hochberg, 1995). 

Data kvalitativního charakteru s binomickou distribucí (ano/ne) byla vyhodnocena 

permutační verzí zobecněných lineárních modelů (Generalized linear model; GLM) s 

quasibinomiální distribucí a logit-link funkcí. Post-hoc testy byly provedeny permutačním 

testem rozdílů mezi koeficienty jednotlivých hladin faktoru v GLM (randomizace probíhaly 

uvnitř právě porovnávaného páru hladin faktoru), následovaným Benjamini-Hochbergovou 

korekcí pro mnohočetná porovnání (Benjamini a Hochberg, 1995). 

Výsledky byly prezentovány jako počty myší a procenta pro kvalitativní data 

(přežívání transplantátu, přítomnost určitých vlastností transplantátu) a jako aritmetický 

průměr ± střední chyba průměru (S.E.M.) pro data kvantitativní (objem transplantátu, 

rotarod). Ve všech případech bylo za statisticky významné považováno P < 0,05. 

 

8.3.2. Pokus 1 – Transplantace embryonální mozečkové tkáně ve formě suspenze u 

dospělých myší typu Lurcher kmene B6CBA, myší pcd kmene B6.BR a myší typu wild 

obou těchto kmenů s dvouměsíčním přežíváním příjemců po operaci - specifické 

metodické údaje 

V tomto pokusu byly použity myši Lurcher a wild kmene B6CBA a myši pcd a wild 

kmene B6.BR (samci a samice přibližně v poměru 1:1). Celkem se jednalo o 191 myší. 

Transplantace EGFP-pozitivní embryonální mozečkové suspenze byla provedena ve věku 90-

120 dní. Stereotaktické souřadnice pro tento experiment vztažené k bregmatu byly 

následující: předo-zadní – 6,3 mm, laterální 1,6 mm, vertikální 3,1 mm. Počty zvířat 

v jednotlivých skupinách byly následující: 

Myši B6CBA Lurcher: n = 17 

Myši B6CBA wild: n = 18 

Myši B6.BR pcd: n = 20 

Myši B6.BR wild: n = 20 

Abychom mohli porovnat vliv transplantace na motorické schopnosti vyšetřovaných 

myší, použili jsme také skupinu věkově odpovídajících myší Lurcher kmene B6CBA a myší 

pcd kmene B6.BR, které byly podrobeny kontrolní (slepé) operaci: 

Myši B6CBA Lurcher: n = 17 

Myši B6.BR pcd: n = 17 

Dále byly vytvořeny analogické skupiny myší zcela intaktních: 
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Myši B6CBA Lurcher: n = 20 

Myši B6CBA wild: n = 22 

Myši B6.BR pcd: n = 21 

Myši B6.BR wild: n = 19 

Myši obou kmenů byly chovány v plastových chovných klecích s drátěným víkem s 

identickými podmínkami teploty (22-24 ̊C), vlhkosti (50 %), periody světla a tmy se střídaly 

pravidelně po 12 hodinách. Voda a potrava byly dostupné ad libitum. Dárcovská embrya byla 

získána křížením EGFP pozitivního samce kmene C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J a 

samice typu wild příslušných kmenů dle typu příjemce (B6CBA nebo B6.BR).  

 

8.3.3. Pokus 2 – Transplantace embryonální mozečkové tkáně ve formě suspenze u 

dospělých myší typu Lurcher kmenů B6CBA a C3H a myší typu wild obou těchto 

kmenů se šestiměsíčním přežíváním příjemců po operaci - specifické metodické údaje 

V této studii byly použity myši Lurcher a wild kmenů B6CBA a C3H (samci a samice 

přibližně v poměru 1:1), celkem 126 myší. Mutanti Lurcher a zdravé kontroly byly podrobeny 

transplantaci EGFP-pozitivních embryonálních buněk ve formě buněčné suspenze. Věk 

operovaných zvířat byl 90 – 120 dnů. Stereotaktické souřadnice v tomto experimentu 

vztažené k bregmatu byly následující: předo-zadní – 6,3 mm, laterální 1,7 mm, vertikální 3,3 

mm. Počty zvířat v jednotlivých experimentálních skupinách byly následující: 

Myši B6CBA Lurcher: n = 18 

Myši B6CBA wild: n = 19 

Myši C3H Lurcher: n = 16 

Myši C3H wild: n = 19 

Pro kontrolní (slepou) operaci byly také použity: 

Myši B6CBA Lurcher: n = 16 

Dále do experimentu byly zařazeny skupiny intaktních myší: 

Myši B6CBA Lurcher: n = 20 

Myši B6CBA wild: n = 18 

Myši kmene C3H nebyly funkčním testům motoriky podrobeny, protože se u nich 

rozvíjí retinální degenerace, která může interferovat s jejich schopnostmi v daných situacích 

patřičně reagovat (Chang a spol, 2002). 
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Byly použity myši typu Lurcher (+/Lc) a typu wild (+/+) odvozené od kmenů C3H a 

B6CBA z konvenčního chovu Ústavu patologické fyziologie LF UK v Plzni. Obě pohlaví 

byla zastoupena přibližně v poměru 1:1. Myši obou kmenů byly chovány v plastových 

chovných klecích s drátěným víkem s identickými podmínkami teploty (22-24 ̊C), vlhkosti 

(50 %), periody světla a tmy se střídaly pravidelně po 12 hodinách. Voda a potrava byly 

dostupné ad libitum. Dárcovská embrya byla získána křížením EGFP pozitivního samce 

kmene C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J a samice typu wild příslušných kmenů dle typu 

příjemce (B6CBA nebo C3H). 
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9. VÝSLEDKY 

9.1. Hodnocení dynamiky morfologických změn v mozečkové kůře 

myší typu Lucher  

Za využití dvojitého fluorescenčního barvení jsme sledovali dynamiku postnatálních 

morfologických změn mozečku myší Lurcher a jejich zdravých sourozenců. Výhodou tohoto 

barvení je, že umožňuje popsat lokalizaci, velikost, morfologii a též barvitelnost Purkyňových 

buněk mozečkové kůry. Dvojité fluorescenční barvení také umožňuje velmi dobře rozlišit 

jednotlivé vrstvy mozečkové kůry, kde Purkyňovy buňky jsou lokalizovány v kontinuální 

řadě mezi vrstvou granulární a molekulární. Buněčné struktury obarvené Lucifer Yellow 

zeleně jsou hydrofilní (jádro, jadérko, cytoplasma), naopak lipofilní, (buněčná a jaderná 

membrána, membránové organely) barvené DiD, se zobrazují červeně. 

 

9.1.1. Myši typu wild 

Nejmladší myši byly vyšetřované 8. postnatální den. V tomto věku již byla zřetelně 

patrná kontinuální řada Purkyňových buněk s ostře ohraničenými jádry, hranice cytoplasmy 

zatím zůstávaly neostré (Obr. 4). V jádrech byly viditelné kontury 1-3 jadérek. Průměrný 

počet jadérek v Purkyňově buňce byl 1,40. Dendritické stromy však zatím viditelné nebyly. 

V 9. – 10. postnatálním dni cytoplasma nabývala jasných zelených kontur a okrouhlá 

jádra i nadále obsahovala 1-3 jadérka (průměrný počet jadérek 1,33). Řada Purkyňových 

buněk byla kontinuální a jejich dendrity se stále ještě nebarvily.  

V 11. – 12. dni byla dobře patrna jádra Purkyňových buněk s jadérky, jejichž 

průměrný počet zůstával 1,33. Cytoplasma se barvila více světle červeně, měla ostré okraje. 

Dendrity Purkyňových buněk stále nebyly zřetelné (Obr. 5). 

13. – 14. postnatální den nabývala těla Purkyňových buněk kapkovitého tvaru a hlavní 

kmenový dendrit již zřetelně prominoval z užšího pólu buňky. Buněčná těla i jádra měla 

zřetelné hladké okraje. V některých oblastech molekulární vrstvy mozečkové kůry již bylo 

viditelné zeleně se barvící dendritické větvení. Průměrný počet jadérek v jádrech klesl na 

1,30. 

U starších mláďat v 15. – 21. dni života zůstávaly tvar a zbarvení těla Purkyňových 

buněk stejné, ale větvení dendritů se stávalo stále zřetelnějším. Buněčná jádra byla typicky 
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světle zelená. 1 – 2 jadérka byla ostře ohraničena (průměrný počet jadérek byl 1,12). 

Cytoplasma se zabarvovala více červeně se zelenými okraji (Obr. 6). 

 

 

Obr. 4: Mozečková kůra myši typu wild 8. postnatální den. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 5: Purkyňovy buňky myši typu wild 12. postnatální den. 
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Obr. 6: Mozečková kůra myši typu wild 20. postnatální den. 

 

 

9.1.2. Myši typu Lurcher 

V 8. dni postnatálního života již byla v mozečku myší Lurcher patrná těla 

Purkyňových buněk okrouhlého tvaru. Netvořily však kontinuální řadu jako v případě 

zdravých mláďat, byly nerovnoměrně rozprostřeny mezi vrstvou granulární a molekulární 

(Obr. 7). Každé jádro obsahovalo 1 – 3 jadérka, která se barvila jasně až zářivě zeleně. 

Průměrný počet jadérek v jádře byl 1,6. Stejně jako u myší typu wild v tomto věku větvení 

dendritů Purkyňových buněk dosud patrné nebylo. 
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Obr. 7: Mozečková kůra myši typu Lurcher 8. postnatální den. Řada Purkyňových buněk již 

postrádá kontinuitu. 
 

Mezi 9. – 10. postnatálním dnem byla jádra Purkyňových buněk stále ještě pravidelně 

okrouhlá, ale uvnitř se objevovalo vždy několik tmavých skvrn. Průměrný počet jadérek 

v jádře stoupl na 1,70. Cytoplasma se barvila velmi nepravidelně, její hranice byly většinou 

zelené, neostře ohraničené. Kontinuita řady Purkyňových buněk byla výrazně narušena. 

V 11. – 12. dni života mnoho buněčných jader již měnilo svůj tvar. Jádra byla spíše 

oválná a více protáhlá. Jadérka měla jasně zářivě zelenou barvu a v jádře jejich počet 

dosahoval až pěti. Průměrný počet tak byl v tomto období 2,6 (Obr. 8). Mnoho těl 

Purkyňových buněk bylo výrazně dislokováno mimo původní řadu směrem do vrstvy 

molekulární. Cytoplasma se začínala barvit více dočervena a její okraje již byly neostré. 

Dendritické větvení stále ještě nebylo viditelné. 
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Obr. 8: Purkyňovy buňky myši typu Lurcher 12. postnatální den. Je již patrná fragmentace 

jadérek. 
 

13. – 14. postnatální den se v mozečku myší Lurcher stále nacházely některé 

Purkyňovy buňky normálního tvaru, ale mohli jsme již pozorovat i další stadia degenerace. 

Okraje buněčných těl i jader byly neostré, jevily se jako roztřepené, barvení bylo výrazně 

nehomogenní. V jádrech bylo mnoho tmavých oblastí. Cytoplasma se barvila jasně červeně. 

Jadérka byla fragmentovaná. V některých buňkách jsme viděli 5 – 6 drobných jasně zeleně 

zářících objektů (průměrný počet v jádře 2,70). Dendrity počínaly být viditelné, nebyly však 

kontinuální a vykazovaly nerovnoměrnou tloušťku i povrch. V tomto stadiu degenerace se 

dendrity obvykle barvily červeně (Obr. 9). 

Mozečková kůra myší Lurcher ve věku 15 – 18 dní vykazovala širokou škálu stadií 

degenerace Purkyňových buněk. V některých oblastech jsme nacházeli téměř normální zdravé 

buňky, jinde již i buňky v terminálním stadiu degenerace. Pro ně byly typické tyto znaky: 

výrazná deformace tvaru buněčného těla i jádra, v jádře viditelné jasně zelené fragmenty 

jadérek, přítomnost dvou hlavních kmenových dendritů vyrůstajících z těla buňky (Obr. 10). 

Řada Purkyňových buněk již byla zcela rozpadlá. 
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Obr. 9: Purkyňovy buňky myši typu Lurcher 14. postnatální den. Je zde výrazná fragmentace 

jadérek, cytoplasma se barví červeně, viditelné ztluštělé a fragmentované dendrity. 

 

 

 

Obr. 10: Purkyňova buňka myši Lurcher 17. postnatální den s deformací buněčného těla a 

dvěma kmenovými dendrity. 
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Intenzita zbarvení Purkyňových buněk se během procesu degenerace typicky měnila. 

Jejich jádra se barvila světle zeleně, zůstávaly zde však tmavé skvrny; cytoplasma a dendrity 

byly jasně červené barvy (Obr. 11). V dalším stadiu degenerace se měnil poměr velikosti 

jádra a cytoplasmy, cytoplasma tvořila jen úzký lem kolem jádra. Okraje jader i cytoplasmy 

počínaly být neostré a barvení bylo nehomogenní. Některé dendrity byly stále ještě rovné a 

kontinuální, jiné vykazovaly známky smršťování a fragmentace a byly zde typické okrsky 

ztluštění. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 11: Myš typu Lurcher 17. postnatální den. Výrazně červeně se barvící dendrity 

Purkyňových buněk. 

 

Mezi 19. – 21. postnatálním dnem již u myší Lurcher prakticky nebylo možné nalézt 

Purkyňovu buňku bez známek degenerace. Na hranici granulární a molekulární vrstvy kůry se 

sporadicky vyskytovaly Purkyňovy buňky v různém stupni zániku. Většina z nich měla 

buněčná těla i jádra svraštělá a ta byla tmavě zelená s tmavými šedými skvrnami. Jen 

ojediněle byly ještě patrny jasně zeleně svítící fragmenty jadérek. Červeně se barvící 

cytoplasma tvořila jen úzký nerovnoměrný proužek okolo jádra. Později jádra buněk zcela 

mizela a zůstávala jen červeně se barvící svraštělá cytoplasma. Kontinuální dendrity jsme již 

nenacházeli, byly zde pouze jejich chaoticky uspořádané jasně červené fragmenty. Tyto 

fragmenty dendritů byly patrné dokonce i po kompletním zániku buněčných těl (Obr. 12). 
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Mezi jedinci odvozenými od kmenů C3H a B6CBA jsme nenalezli žádné 

morfologické rozdíly u myší Lurcher, ani wild.  

 

 

Obr. 12: Myš typu Lurcher 20. postnatální den. Purkyňova buňka v pokročilém stadiu 

degenerace se svraštělým tělem i jádrem, fragmentace dendritů. 
 

 

9.2. Neurotransplantační terapie myší s cerebelární degenerací 

 

9.2.1. Pokus 1: Transplantace embryonální mozečkové tkáně ve formě suspenze u 

dospělých myší typu Lurcher kmene B6CBA, myší pcd kmene B6.BR a myší typu wild 

obou těchto kmenů s dvouměsíčním přežíváním příjemců po operaci 

 

9.2.1.1. Přežívání transplantátu a jeho struktura 

Transplantát přežíval u většiny myší a též u většiny z nich byl nalezen bilaterálně 

(Tab. 1, Obr. 13). Pouze u jedné myši typu wild kmene B6.BR nebyla nalezena žádná EGFP-

pozitivní tkáň. U jedné myši typu pcd byl transplantát lokalizován na mozkovém kmeni a 

neměl žádný kontakt s mozečkem hostitele. Nenalezli jsme žádné signifikantní rozdíly ve 

frekvenci přežívání transplantátu. Nicméně pro bilaterální přežívání transplantátu byl nalezen 
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signifikantní efekt degenerace (F(1,71) = 4,216, P < 0,04) a konkrétně bilaterálně přežíval 

transplantát v nižším procentu u myší pcd kmene B6.BR než u myší B6.BR typu wild (P = 

0,037).  

 

 

 

Obr. 13: Bilaterálně přežívající transplantát v mozečku hostitele. Myš typu wild kmene 

B6CBA. Nativní preparát. 
 

Tab. 1: Přežívání transplantátu uvnitř hostitelského mozečku nebo v kontaktu s hostitelským 

mozečkem (bilaterální nebo unilaterální přítomnost transplantátu je hodnocena jako 

přežívající transplantát), počet a procento myší s bilaterálně přežívajícím transplantátem. U 

jedné myši typu B6.BR pcd byl transplantát lokalizován na mozkovém kmeni a neměl žádný 

kontakt s mozečkem hostitele.   

 

 

Počet 

vyšetřených 

myší 

Počet myší s 

přežívajícím 

transplantátem 

% přežívání 

transplantátu 

Počet myší s 

bilaterálně 

přežívajícím 

transplantátem 

% bilaterálně 

přežívajícího 

transplantátu 

B6CBA Lurcher 17 17 100 14 82,4 

B6CBA wild 

typ 
18 18 100 15 83,3 

B6.BR pcd 20 19 95 12 60 

B6.BR wild typ 20 19 95 19 95 
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U převážné většiny myší transplantáty obsahovaly buňky, které vykazovaly tvar a 

velikost charakteristické pro buňky Purkyňovy (Tab. 2). Na vybraných řezech jsme pak 

imunohistochemicky potvrdili pozitivitu těchto buněk pro calbindin (Obr. 14). Nenalezli jsme 

žádné signifikantní rozdíly v přítomnosti EGFP-pozitivních Purkyňových buněk mezi 

jednotlivými experimentálními skupinami myší. 

 

Obr. 14: Myš typu pcd kmene B6.BR. Identická zorná pole. Vlevo imunohistochemie anti-

calbindinem, vpravo EGFP fluorescence v nativním řezu. Barvení potvrzuje přítomnost 

Purkyňových buněk odvozených z transplantátu. 

 

Tab. 2: Přítomnost EGFP-pozitivních (odvozených z transplantátu) Purkyňových buněk (PB) 

v transplantátu. 

 

 
Počet vyšetřených 

myší 

Přítomnost PB 

odvozených z 

transplantátu 

% přítomnosti PB 

odvozených z 

transplantátu 

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 prorůstání EGFP-pozitivních vláken z transplantátu do hostitelského 

mozečku (Obr. 15) a kolonizaci kůry mozečku hostitele EGFP-pozitivními buňkami majícími 

velikost a tvar Purkyňových buněk (Obr. 16). Alespoň jeden z těchto dvou fenoménů jsme 

pozorovali u 14 (77,8 %) myší B6CBA typu wild, 19 (100 %) myší B6.BR typu pcd a 19 
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(100%) myší B6.BR typu wild. U většiny myší typu Lurcher byl však transplantát ostře 

vymezen a ohraničen vůči mozečkové tkáni hostitele (Obr. 17), určité prorůstání do 

hostitelské tkáně bylo patrné jen u 5 (29,4 %) myší Lurcher kmene B6CBA. Pro přehled viz 

tabulka 3. 

 

 
 

Obr. 15: Prorůstání EGFP-pozitivních vláken do mozečku hostitele. Myš pcd kmene B6.BR. 

Nativní preparát. 
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Obr. 16: Šipka označuje kolonizaci kůry mozečku hostitele EGFP-pozitivními buňkami 

majícími velikost a tvar Purkyňových buněk. Myš typu pcd kmene B6.BR. Nativní preparát. 

 

 

Obr. 17: Transplantát u myši typu Lurcher ostře vymezený vůči mozečkové tkáni. Nativní 

preparát. 
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Tab. 3: Přítomnost interakcí transplantátu a hostitelské tkáně: počet a procento myší, u 

kterých prorůstají EGFP-pozitivní vlákna z transplantátu, kolonizace hostitelského mozečku 

EGFP-pozitivními Purkyňovými buňkami (PB); počet a procento myší, u kterých byly 

nalezeny oba tyto jevy. Vyšetřeny myši s transplantátem v kontaktu s mozečkem hostitele. 

 

 

Počet 

vyšetřených 

myší 

Prorůstání 

vláken 
Kolonizace PB 

Prorůstání 

vláken i 

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 rozdíl od myší typu wild B6CBA a BR.BR bylo prorůstání vláken z transplantátu 

do hostitelského mozečku zřejmé u všech myší B6.BR typu pcd, u kterých byl transplantát 

v kontaktu s mozečkem. Nalezli jsme tedy signifikantní efekt degenerace (F(1, 69) = 9,523, P = 

0,002) a kmene (F(1, 69) = 20,535, P < 0,001) i jejich interakce (F(1, 69) = 26,223, P < 0,001). 

Frekvence výskytu prorůstání vláken byla významně vyšší u myší B6.BR typu pcd než u myší 

B6.BR typu wild (P ˂ 0,001) a myší kmene B6CBA typu Lurcher (P ˂ 0,001). Rozdíl ve 

frekvenci prorůstání vláken mezi myšmi typu Lurcher a wild nebyl signifikantní.  

Kolonizace hostitelského mozečku Purkyňovými buňkami odvozenými z transplantátu 

byla signifikantně závislá na přítomnosti degenerace (F(1, 69) = 11,039, P = 0,002) a na kmeni 

myší (F(1, 69) = 62,121, P < 0,001), ale nikoli na jejich interakci. Tento fenomén byl mnohem 

méně častý u myší B6CBA typu Lurcher ve srovnání s jejich zdravými sourozenci (P = 

0,024), stejně tak i ve srovnání s B6.BR mutanty pcd (P ˂ 0,001).  

U všech myší do transplantátu prorůstalo mnoho astrocytů. Většina z nich pocházela 

z hostitelské tkáně, jelikož u nich nebyla prokázána EGFP-pozitivita (Obr. 18, 19). 
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Obr. 18: Anti-GFAP imunofluorescence (a), nativní EGFP fluorescence (b) a složený obrázek 

(c). Identická zorná pole z transplantátu. Hostitelská myš typu wild kmene B6CBA. Šipka 

označuje akumulaci astrocytů v oblasti transplantátu. 
 

Obr. 19: Anti-GFAP imunofluorescence (a), nativní EGFP fluorescence (b) a složený obrázek 

(c). Identická zorná pole z transplantátu. Hostitelská myš typu wild kmene B6.BR. Šipka 

označuje příklad EGFP-negativního astrocytu, pochází z tkáně hostitele, nikoliv 

z transplantátu. 

 

9.2.1.2. Objem transplantátu 

Na objem transplantátu měl signifikantní vliv faktor myšího kmene (F(1, 50) = 18,279, P 

= 0,001), ale nikoliv faktor degenerace. Myši typu Lurcher i wild kmene B6CBA měly menší 

objem transplantátu než jejich protějšky kmene B6.BR (Obr. 20). Avšak nebyly nalezeny 

signifikantní rozdíly mezi mozečkovými mutanty a jejich sourozenci typu wild (Obr. 20). 

Koeficient chyby objemu CE byl následující: pro B6CBA myši Lurcher 0,145, pro B6CBA 

myši wild 0,106, pro B6.BR myši pcd 0,072, pro B6.BR myši wild 0,075. 
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Obr. 20: Průměrný objem transplantátu u myší Lurcher (Lc) kmene B6CBA, myší wild (WT) 

kmene B6CBA, myší pcd kmene B6.BR a myší wild kmene B6.BR. Chybové úsečky 

představují střední chybu průměru. ** P ˂ 0,01. 

 

9.2.1.3. Test na rotarodu 

Latence pádů v testu na rotarodu byly signifikantně závislé na druhu experimentální 

skupiny (F(9, 815) = 183,699, P < 0,001), dni testu (F(4, 815) = 45,503, P = 0,001) stejně jako na 

jejich interakci (F(36, 815 < 5,688, P = 0,001). Test na rotarodu potvrdil výrazný motorický 

deficit u mutantů typu Lurcher i pcd ve srovnání s kontrolami typu wild (pro neléčené, 

intaktní myši: kmen B6CBA pro všechny dny P < 0,001; kmen B6.BR pro všechny dny P < 

0,001; viz Obr. 21, srovnání Obr. 21a s Obr. 21b; Obr. 21c s Obr. 21d). Nebyl pozorován 

žádný efekt transplantace (Obr. 21). Pouze myši pcd po kontrolní operaci dosahovaly mírně 

delších latencí pádů než myši intaktní (Obr. 21c). 
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Obr. 21: Průměrné latence pádu v testu na rotarodu (den testování D1-D5) u myší a) B6CBA 

typu Lurcher (Lc), b) B6CBA typu wild (WT), c) B6.BR typu pcd a d) B6.BR typu wild 

(WT). Chybové úsečky představují střední chybu průměru. * P ˂ 0,05 pro myši po slepé 

operaci vs. myši intaktní. 

 

 

9.2.2. Pokus 2: Transplantace embryonální mozečkové tkáně ve formě suspenze u 

dospělých myší typu Lurcher a wild kmenů B6CBA a C3H se šestiměsíčním přežíváním 

příjemců po operaci 

 

9.2.2.1. Přežívání transplantátu a jeho struktura 

U většiny myší přežíval transplantát v mozečku bilaterálně (Obr. 22). Pouze u 

ojedinělých myší přežíval transplantát jen jednostranně nebo zcela zanikl (Tab. 4). Nebyly 

zde tedy žádné statisticky signifikantní rozdíly v přežívání transplantátu. Ve všech případech 

se transplantát nacházel uvnitř mozečku hostitele nebo případně na jeho povrchu s alespoň 

částečným kontaktem s mozečkovou tkání. U většiny myší všech experimentálních skupin 

s přežívajícím transplantátem bylo možno identifikovat EGFP-pozitivní (tj. z transplantátu 

pocházející) buňky, jejichž tvar i velikost byly typické pro buňky Purkyňovy (Obr. 23, Tab. 

5). Imunohistochemická vyšetření provedená na vybraných řezech pak potvrdila pozitivitu na 

calbindin, což naznačuje, že se opravdu jedná o Purkyňovy buňky (Obr. 23). 
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Obr. 22: Bilaterálně přežívající transplantát v mozečku hostitele. Myš typu wild kmene 

B6CBA. Nativní preparát. 

 

Tab. 4: Přežívání transplantátu. Počet vyšetřených myší, počet a procento myší s přítomností 

EGFP-pozitivní tkáně (bilaterální a unilaterální přítomnost transplantátu) a počet a procento 

myší s bilaterálně přežívajícím transplantátem.  

 

 

Počet 

vyšetřených 

myší 

Počet myší s 

přežívajícím 

transplantátem 

% přežívání 

transplantátu 

Počet myší s 

bilaterálně 

přežívajícím 

transplantátem 

% bilaterálně 

přežívajícího 

transplantátu 

B6CBA Lurcher 18 17    94,4 15  83,3 

B6CBA wild 

typ 
19 19 100 19      100 

C3H Lurcher 16 16 100 14 87,5 

C3H wild typ 19 18     94,7 17  89,5 
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Tab. 5: Přítomnost EGFP-pozitivních (pocházejících z transplantátu) Purkyňových buněk 

(PB) u myší s přežívajícím transplantátem. 

 

 
Počet vyšetřených 

myší 
Přítomnost PB % přítomnosti PB 

B6CBA Lurcher 17 17 100 

B6CBA wild typ 19 19 100 

C3H Lurcher 16 14     87,5 

C3H wild typ 18 18 100 

 

Obr. 23: Myš typu wild kmene C3H. Identická zorná pole. Vlevo imunohistochemie anti-

calbindinem, vpravo EGFP fluorescence v nativním řezu. Barvení potvrzuje přítomnost 

Purkyňových buněk odvozených z transplantátu. 

 

U většiny mutantů Lurcher byl transplantát ostře vymezen a ohraničen vůči 

mozečkové tkáni hostitele. Většinou zde také nebyla zaznamenána EGFP-pozitivní vlákna 

prorůstající z transplantátu a buňky připomínající buňky Purkyňovy neměly tendenci 

k prorůstání mimo hlavní masu transplantátu (Obr. 24). Pouze u 7 (41,2 %) myší Lurcher 

kmene B6CBA a 4 (25 %) myší Lurcher kmene C3H byl zaznamenán alespoň jeden z těchto 

dvou fenoménů (Obr. 25, 26). Na druhé straně, kolonizace mozečku mnoha EGFP-

pozitivními buňkami majícími tvar buněk Purkyňových (Obr. 27) byla pozorována u všech 

zdravých myší kmene B6CBA i C3H. Tyto buňky ovšem byly uspořádány většinou chaoticky 

se spletí dendritických stromů, v žádném případě se nejednalo o typické uspořádání v řadě se 

správnou a jednotnou orientací. U několika myší typu wild jsme pozorovali svazky EGFP-
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pozitivních vláken vyrůstajících z hlavní hmoty transplantátu na vzdálenost několika set µm, 

které připomínaly axony, stejně tak byly patrny též EGFP-pozitivní dendritické stromy. 

Frekvence výskytu striktně ohraničeného transplantátu proti mozečkové tkáni hostitele byla 

signifikantně závislá na přítomnosti degenerativního procesu mozečku (P ˂ 0,0001). Nebyl 

zde však žádný signifikantní efekt myšího kmene ani kombinace faktoru kmen/degenerace. 

Přítomnost ostře vymezeného transplantátu byla signifikantně vyšší u mutantů Lurcher ve 

srovnání s myšmi typu wild. U myší zdravých byla patrna mnohem častější kolonizace 

mozečku hostitele EGFP-pozitivními Purkyňovými buňkami (pro kmen B6CBA P = 0,0001, 

pro kmen C3H P ˂ 0,0001, Tab. 6). Nebyly zde ale žádné signifikantní rozdíly mezi myšmi 

typu Lurcher a wild ve výskytu prorůstajících EGFP-pozitivních vláken z transplantátu do 

mozečku hostitele (Tab. 6). Nezaznamenali jsme ani žádné signifikantní kmenové rozdíly 

v prorůstání vláken nebo buněk odvozených z transplantátu. 

 

 
 

Obr. 24: Myš typu Lurcher kmene C3H. Bilaterální transplantát je ostře vymezen a ohraničen 

vůči mozečkové tkáni hostitele. Nativní preparát. 
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Obr. 25: Šipka označuje buňky připomínající buňky Purkyňovy prorůstající mimo hlavní 

masu transplantátu. Myš typu Lurcher kmene C3H. Nativní preparát. 
 

 

Obr. 26: Šipka označuje EGFP-pozitivní vlákna vyrůstající z transplantátu směrem 

k mozečkovým jádrům. Myš typu Lurcher kmene C3H. Nativní preparát. 
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Obr. 27: Šipky označují EGFP-pozitivní buňky připomínající buňky Purkyňovy kolonizující 

mozeček hostitele. Myš typu wild kmene C3H. Nativní preparát. 
 

Tab. 6: Přítomnost interakcí transplantátu a hostitelské tkáně: počet a procento myší, u 

kterých prorůstají EGFP-pozitivní vlákna z transplantátu, kolonizace hostitelského mozečku 

EGFP-pozitivními Purkyňovými buňkami (PB); počet a procento myší, u kterých byly 

nalezeny oba tyto jevy. 

 

 

Počet 

vyšetřovaných 

myší 

Prorůstání 

vláken 
Kolonizace PB 

Prorůstání 

vláken i 

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 %) 

 

 

Transplantáty obsahovaly mnoho GFAP-pozitivních buněk s morfologií odpovídající 

astrocytům (Obr. 28). Většina z nich nebyla současně EGFP-pozitivních, to tedy znamená, že 
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jejich původ nebyl z transplantátu, ale jednalo se o invazi do tkáně transplantátu z okolní 

mozečkové tkáně hostitele. 

 

Obr. 28: Anti-GFAP imunofluorescence (a), nativní EGFP fluorescence (b) a složený 

obrázek (c). Identická zorná pole z transplantátu. Hostitelská myš typu Lurcher kmene 

B6CBA. 

 

9.2.2.2. Objem transplantátu 

Objem transplantátu byl signifikantně závislý na interakci faktorů degenerace/kmen 

(F(1,50) = 9,165, P < 0,005), ne však na těchto faktorech samostatných. Transplantát byl 

signifikantně větší u myší wild kmene C3H oproti mutantům Lurcher C3H (Obr. 29). U myší 

kmene B6CBA nebyl nalezen žádný signifikantní rozdíl mezi myšmi typu Lurcher a wild. U 

zdravých myší byl naopak zjištěn kmenový rozdíl, kdy myši C3H typu wild měly transplantát 

větší než myši wild kmene B6CBA (Obr. 29). Koeficient chyby objemu CE byl 0,067 pro 

B6CBA myši Lurcher, 0,076 pro B6CBA myši wild, 0,11 pro C3H myši Lurcher a 0,078 pro 

C3H myši wild. 
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Obr. 29: Průměrný objem transplantátu u myší Lurcher (Lc) kmene B6CBA, myší wild (WT) 

kmene B6CBA, myší Lurcher kmene C3H a myší wild kmene C3H.  Chybové úsečky 

představují střední chybu průměru. * P ˂ 0,05. 

 

9.2.2.3. Test na rotarodu 

Latence pádu v testu na rotarodu byly signifikantně závislé na dni testu (F(4, 405) = 

39,327, P < 0,0005), experimentální skupině (F(4, 405) = 390,735, P < 0,0005) a interakci obou 

faktorů (F(16,405) = 7,035, P < 0,0005). Myši Lurcher vykazovaly významně kratší latence pádu 

než myši wild (pro všechny dny testování D1-D5: P < 0,0001, pro srovnání Obr. 30a a 30b). 

Myši Lurcher léčené transplantací měly kratší latence pádu 3. den tréninku než intaktní myši 

Lurcher (Obr. 30). U myší typu wild nebyl pozorován žádný signifikantní efekt 

neurotransplantace na výkon v testu na rotarodu (Obr. 30). 
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Obr. 30: Průměrné latence pádu v testu na rotarodu (den testování D1-D5) u myší kmene 

B6CBA typu Lurcher (a) a typu wild (b). Chybové úsečky představují střední chybu průměru. 

* P ˂ 0,05 pro myši léčené transplantací vs. myši intaktní. 

  

a b 
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10. DISKUSE 

10.1. Hodnocení dynamiky morfologických změn v mozečkové 

kůře myší typu Lurcher 

Metoda dvojitého fluorescenčního barvení nám umožnila nově popsat vývojové 

změny morfologie Purkyňových buněk mozečku u zdravých myší a myší postižených 

mozečkovou degenerací. Studie tak přinesla nový vhled do změn těchto buněk již dříve 

popsaných několika autory při použití klasických histologických metod jako barvení dle 

Nissla, impregnační metoda Golgi-Cox a Golgi-Cox like metoda doplněná elektronovou 

mikroskopií. 

Dvojité fluorescenční barvení mozečkových řezů zobrazilo granulární vrstvu kůry 

mozečku jako husté nahromadění malých tmavě zelených buněk, kde nelze pozorovat 

probíhající axony Purkyňových buněk. Těla Purkyňových buněk s některými viditelnými 

intracelulárními strukturami jsou lokalizována v řadě na hranici vrstvy granulární a 

molekulární. 

U myší typu wild byly zdravé Purkyňovy buňky s typickou morfologií včetně 

dendritického stromu rozpoznatelné dvojitým fluorescenčním barvením až od 14. dne 

postnatálního života. Těla buněk měla kulatý nebo kapkovitý tvar, jejich jádra byla okrouhlá, 

homogenně se barvící, těla i jádra měla hladké a ostré okraje. Snadno bylo možné rozeznat 1 

– 3 jadérka též okrouhlého tvaru, průměrný počet jadérek v jádře pak postupně klesal z 1,30 

(13. – 14. postnatální den) na 1,12 (15. – 21. postnatální den). Z užšího pólu buněčného těla 

vystupoval jeden hlavní dendrit, v některých oblastech byla již viditelná zeleně se barvící 

dendritická větvení. Nicméně, kompletní bohaté větvení dendritů patrné zatím nebylo. Tyto 

výsledky potvrzují a doplňují to, co popsali Dumesnil a Sotelo (1992) na mozečkových řezech 

zdravých myší při použití imunohistochemického značení anti-calbindinem a sice, že 

v rozmezí 8. – 16. postnatálního dne dendrity nejprve rostou do šířky, poté výhradně do 

délky. Dendritické větvení podobného tvaru jako u dospělých myší je vyvinuto až v 16. dni 

života. Naše zjištění též korespondují s nálezy autorů Caddyho a Biscoa (1979), které 

pozorovali na mozečkových řezech barvených metodou Golgi-Cox za použití světelného i 

elektronového mikroskopu. V 15. dni života popsali Purkyňovy buňky jako největší neurony 

v mozečku s bohatě vyvinutým dendritickým stromem a velkým bledým jádrem, obsahujícím 

elektrondenzní jadérko. Normální zdravé Purkyňovy buňky též mají jen jeden primární 

kmenový dendrit. U myší mladších 14 dnů ve dvojitém fluorescenčním barvení dendritické 
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větvení ještě nebylo patrné, ale kontinuita řady těl Purkyňových buněk byla již zřetelná. Jádra 

buněk byla ostře ohraničena a obsahovala kontury 1-3 jadérek. Vývoj průměrného počtu 

jadérek sledovaný v naší studii koresponduje s výsledky Soloveie a spol. (2004), kteří 

kvantifikovali počet jadérek Purkyňových buněk u zdravých myší kmene C57B1/6 v prvních 

21 dnech postnatálního života. U novorozených myší byla popsána 2-4 malá jadérka a jejich 

počet postupně klesal na 1-2 jadérka v 6. postnatálním dnu. Jádra Purkyňových buněk 

dospělých myší pak obsahovala obvykle jen jedno velké jadérko. Proto tedy naše nálezy 

mohou být ve shodě s Marshakem a spol. (1992) a Soloveiem a spol. (2004), kteří považují 

počet jadérek za kritérium zralosti zdravých Purkyňových buněk. 

Podobně jako u zdravých myší jsou naše nálezy, týkající se myší typu Lurcher, ve 

shodě s předchozími pracemi. Dvojité fluorescenční barvení nám ale umožnilo získat některé 

nové a dosud nepublikované poznatky. Již dříve někteří autoři (Caddy a Biscoe, 1979; 

Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1992; Norman a spol., 1995) potvrdili, že Purkyňovy buňky u 

mutantů typu Lurcher začínají vykazovat morfologické známky degenerace již v 8. 

postnatálním dnu a zanikají od druhého týdne života. Proces zániku je pak velmi rychlý a 

masivní. 

Jedna z prvních změn provázejících proces degenerace popsaná již dříve (Dumesnil-

Bousez a Sotelo 1992, Norman a spol. 1995), je přítomnost hojných varikozit podél axonů 

Purkyňových buněk. Tito autoři předpokládají, že varikozity pozorovatelné již 8. postnatální 

den vznikají jako následek poškozeného axoplasmatického transportu při změnách 

metabolismu Purkyňových buněk. Za využití elektronové mikroskopie popsali na 

mozečkových řezech mutantů Lurcher 15. den života výrazné otoky axonů též Caddy a 

Biscoe (1979). Jak již bylo zmíněno, ve dvojitém fluorescenčním barvení jsme axony nemohli 

pozorovat z důvodu jejich překrytí granulárními buňkami. Ve shodě s těmito autory (Caddy a 

Biscoe, 1979, Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1992) jsme popsali již 8. den života mutantů 

Lurcher změny v jádrech buněk ve smyslu mnoha tmavých skvrn, což by odpovídalo jimi 

popsaným shlukům chromatinu lokalizovaným především při vnitřním okraji jaderné 

membrány. Dumesnil-Bousez a Sotelo (1992) též na mozečkových histologických řezech 

v 10. postnatálním dnu pozorovali ektopická těla Purkyňových buněk umístěná ve vrstvě 

molekulární. Naše pozorování se s jejich nálezy shodují a potvrzují jak dislokaci buněčných 

těl, tak i výrazně porušenou kontinuitu řady buněk, což se zvýrazňovalo 11. - 12. den života. 

Počínaje 12. postnatálním dnem, Purkyňovy buňky vykazují přítomnost více 

primárních dendritů, dendrity jsou deformovaného tvaru a výrazně ztluštělé (Dumesnil-

Bousez a Sotelo, 1992). Tyto abnormality dendritů u mutantů Lurcher jsme pozorovali ve 
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dvojitém fluorescenčním barvení později, většinou od 13. -14. dne života. V tomto věku se též 

cytoplasma i dendrity začínaly barvit více dočervena, tj. byly více lipofilní. Tento nález 

nepochybně koresponduje s dřívějším nálezem většího zastoupení lipidových kapének 

v tělech i dendritech Purkyňových buněk (Caddy a Biscoe, 1979; Dumesnil-Bousez a Sotelo, 

1992; Norman a spol., 1995), které indikují ireverzibilní známky nekrózy společně se 

stoupajícím počtem lysozomů a poškozených mitochondrií. Až do 15. dne života jsme však 

mezi mnoha abnormálními Purkyňovými buňkami v různých stadiích degenerace mohli 

pozorovat ještě i výskyt těchto buněk poměrně normálních. Tento nález, spolu se skutečností, 

že konečný zánik Purkyňových buněk je rozložen do téměř 3 měsíců (Caddy a Biscoe, 1979), 

dokládá nerovnoměrnost progrese degenerativních změn v jednotlivých buňkách. Rychlost 

zániku Purkyňových buněk se však liší i mezi různými částmi mozečku myší typu Lurcher, 

kdy ojedinělé Purkyňovy buňky přežívající do pozdějšího věku se nacházejí téměř výlučně 

v oblasti flocculu a paraflocculu (Duffin et al., 2010). V pokročilém stadiu degenerace buňky 

se výrazně měnil poměr mezi objemem buněčného jádra a cytoplasmy, cytoplasma postupně 

tvořila jen velmi úzký lem kolem jádra. Okraje těla i jádra buněk byly neostré a barvily se 

nehomogenně. Dendrity se naopak barvily výrazně a byly signifikantně ztluštělé, některé ještě 

rovné, jiné svraštělé a fragmentované. 

Ve věku 19-21 dní již u mutantů Lurcher nebylo možné najít Purkyňovy buňky bez 

známek degenerace, byť pokročilost změn jednotlivých buněk nebyla zcela jednotná. 

V obvyklém místě kontinuální řady těchto buněk jsme je nacházeli již jen ojedinělé a 

vykazující výrazně svraštělá buněčná těla. Buněčná jádra se barvila tmavě zeleně, s mnoha 

tmavšími skvrnami, tvar jader byl nepravidelný, uvnitř se pak v některých jádrech objevovala 

jasně zeleně zbarvená jadérka nebo jejich fragmenty. Červeně se barvící cytoplasma tvořila 

kolem jádra jen úzký nepravidelný lem. Později zeleně se barvící buněčná jádra mizela a 

zůstávala pouze scvrklá cytoplasma. Z dendritického větvení zbývaly již jen chaoticky 

uspořádané fragmenty stále se barvící jasně červeně, které jsme pak mohli pozorovat i po 

kompletním zániku těl Purkyňových buněk.  

Zcela novým zjištěním naší práce, zabývající se mozečkovou degenerací myší typu 

Lurcher v porovnání s vývojem normálních zdravých Purkyňových buněk myší typu wild, 

byly významné změny ve výskytu a počtu jadérek. 

Ve srovnání s myšmi typu wild v 8. dni života, s průměrným počtem jadérek v jádře 

Purkyňových buněk 1,40, jsme u mutantů Lurcher téhož věku zjistili průměrný počet jadérek 

vyšší (1,60). Naše další pozorování pak odhalila opačný trend v počtu jadérek Purkyňových 

buněk v raném stadiu postnatálního vývoje u myší wild a Lurcher. Zatímco u zdravých myší 
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počet jadérek postupně klesal (na průměrný počet 1,12 mezi 15. -21. dnem života), u mutantů 

Lurcher v tomto období naopak stoupal až na průměrný počet 2,70 jadérek či menších 

jadérkům podobných objektů. Od 18. - 21. postnatálního dne života myší Lurcher jsme však 

již jadérka vůbec pozorovat nemohli. Pokud jde o změny počtu jadérek u myší typu wild, jsou 

naše nálezy ve shodě s pracemi Marshaka a spol. (1992) a Soloveie a spol. (2004), u myší 

typu Lurcher však zatím vývoj počtu jadérek sledován nebyl. Naše nálezy do značné míry 

korespondují s výsledky Baltanáse a spol. (2011), kteří pozorovali fragmentaci až rozpad 

jadérek u myší typu pcd odvozených od kmene C57BL/6J (samci) a DBA/2J (samice) ve 20. 

dni života. I přes odlišné genetické pozadí degenerace Purkyňových buněk u těchto myší se 

též jedná o kompletní ztrátu tohoto typu buněk a progresivní mozečkovou ataxii podobnou 

jako v případě myší Lurcher. Zůstává otevřenou otázkou, jaké mechanismy se na rozpadu 

jadérek podílejí. Dle Baltanáse a spol. (2011) rozpad jadérek a také Cajalových tělísek 

naznačuje, že se jedná o časné a citlivé ukazatele poškození DNA indukované neuronální 

degenerací Purkyňových buněk, ale i jiných typů neuronů. Lim a spol. (2006) se domnívají, 

že u cerebelárních ataxií změny na úrovni jadérek mohou nastat i bez přímého poškození 

DNA a to na podkladě patologické interakce jaderných proteinů. 

Naše nálezy primárně vyššího počtu jadérek, jejich skutečného nebo jen zdánlivého 

dělení a následné fragmentace jsou nepochybnými charakteristickými znaky degenerace jader 

Purkyňových buněk u myší Lurcher. Do jaké míry se jedná o proces poškození DNA, tvorbu 

abnormálních proteinových sítí nebo o jiné mechanismy však zatím zůstává neobjasněno. 

Můžeme ale s jistotou konstatovat, že na popsané charakteristiky mozečkové degenerace u 

myší Lurcher výchozí kmen, ze kterého byli příslušní mutanti odvozeni (C3H nebo B6CBA), 

vliv neměl. 

 

10.2. Neurotransplantační terapie 

Neurotransplantační experimenty u sledovaných myších modelů mozečkových 

degenerací nám umožnily vyhodnotit přežívání, objem a morfologii embryonálního 

mozečkového transplantátu. Jednoduchými metodami jsme též mohli posoudit funkční přínos 

neurotransplantace. 
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10.2.1. Přežívání a morfologie transplantátu 

V provedených experimentech se nám podařilo prokázat, že embryonální mozečkový 

transplantát přežívá velmi dobře po dobu dvou i šesti měsíců u myší zdravých i u 

mozečkových mutantů typu Lurcher a pcd. Již v předchozích pokusech jsme však ukázali, že 

jak solidní mozečkový transplantát, tak i suspenze mozečkových embryonálních buněk 

mohou přežívat v hostitelské tkáni po dobu šesti měsíců (Cendelin a spol., 2012; Babuska a 

spol., 2015). Ač přesné procento přežívání transplantátu řada starších prací neuvádí, vážnější 

problémy s přežíváním embryonálního mozečkového transplantátu neudávají ani nejstarší 

průkopnické práce (např. Sotelo a Alvarado-Mallart, 1986, 1987a, b, c, 1991; Tomey a 

Heckroth, 1993; Triarhou a spol., 1995, 1996). To tedy naznačuje, že přežívání mozečkového 

transplantátu není problematické, dokonce ani u mozečkových mutantů, a že mozečková 

degenerace významně neovlivňuje celkovou míru přežívání transplantátu. Dlouhodobé 

přežívání transplantátu je důležité, protože poskytuje dostatek času pro jeho vývoj, případné 

zapojení do nervových okruhů hostitele, a tedy pro funkční přínos, který je hlavním cílem 

neurotransplantační terapie. Jak poukázali Rossi a Cattaneo (2002), transplantát je potřeba se 

naučit používat, k čemuž napomáhá rehabilitace, která je pochopitelně dosti časově náročná. 

Proto nelze nástup zlepšení nervových funkcí specifickým zapojením transplantátu očekávat 

okamžitě. Z hlediska experimentálních studií je dlouhodobé přežívání transplantátu rovněž 

potřeba pro manifestaci dopadu prostředí hostitelské tkáně na něj, a tedy pro možnost 

zkoumání mechanismů tohoto procesu. 

V pokusu č. 1 s dvouměsíčním přežíváním příjemců po transplantaci jsme nezjistili 

rozdíly v objemu transplantátu mezi mutanty a zdravými zvířaty kmene B6CBA ani kmene 

B6.BR. Nicméně, jak mutanti, tak zdravé myši kmene B6CBA měli menší objem 

transplantátu v porovnání s jejich protějšky kmene B6.BR. To tedy znamená, že jsou zde 

významnější rozdíly kmenové než efekt mozečkové degenerace. Myši kmene B6CBA 

vykazovaly též nižší míru kolonizace mozečkové tkáně Purkyňovými buňkami odvozenými 

z transplantátu. U myší zdravých byly tyto rozdíly malé, zatímco u myší postižených výrazné. 

To znamená, že kolonizace mozečku dárcovskými Purkyňovými buňkami byla u myší 

Lurcher výrazně horší nejen ve srovnání se zdravými myšmi, ale i s mutanty pcd vykazujícími 

velmi podobnou morfologii degenerace, avšak zcela odlišnou patogenezi. Dokonce se zdá, že 

některé stupně integrace transplantátu, jako prorůstání nervových vláken, se objevují u myší 

pcd ve větší míře než u myší zdravých. To by znamenalo, že oba typy degenerace mají na 

vývoj transplantátu zcela opačný účinek. Pozitivní působení prostředí mozečku myší pcd 
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zmiňují též Carletti a Rossi (2005), kteří u myší pcd pozorovali v transplantátu vyšší podíl 

Purkyňových buněk na úkor jiných mozečkových buněčných fenotypů ve srovnání s jedinci 

zdravými. Poškození vlastních Purkyňových buněk také zvyšuje frekvenci jejich fúze 

s transplantovanými mesenchymálními kmenovými buňkami (Kemp a spol., 2011; Diaz a 

spol., 2012). Na druhou stranu se však v patologicky změněné tkáni může uplatnit řada 

negativních faktorů (pro přehled viz Rossi a Cattaneo, 2002). 

V pokusu č. 2 se šestiměsíčním přežíváním příjemců po transplantaci jsme nalezli 

obdobné rozdíly v kvalitativních parametrech týkajících se morfologie transplantátu mezi 

myšmi typu Lurcher a wild. Prokázali jsme dále, že tyto rozdíly se vyskytují u myší kmene 

B6CBA i C3H. Dané morfologické rysy transplantátu tedy nejsou kmenově specifické, jsou 

však charakteristické pro degeneraci postihující myši Lurcher. Rozdíly v objemu transplantátu 

pak byly patrny pouze u kmene C3H, kde myši typu Lurcher vykazovaly menší objem 

transplantátu než myši zdravé. Absence rozdílů v objemu transplantátu mezi myšmi Lurcher a 

zdravýmíi zvířaty u kmene B6CBA je ve shodě s výsledky pokusu číslo 1. Navíc zdravé myši 

kmene C3H měly větší transplantát než zdravé myši kmene B6CBA. To může naznačovat, že 

typ kmene ovlivňuje růst transplantátu nebo intenzitu jeho případné destrukce. Kmenové 

rozdíly mezi kmeny myší C3H a B6CBA byly již zaznamenány dříve při hodnocení přežívání 

solidního embryonálního mozečkového transplantátu (Cendelin a spol., 2006). Kmenové 

rozdíly v objemu, případně i přežívání transplantátu mohou být důsledkem odlišné úrově 

imunity u různých myších kmenů nebo jednoduše různé míry shody příjemce a dárce 

transplantátu, který vznikl sice křížením jedince stejného inbredního kmene, z jakého 

pocházel příjemce, avšak vždy s jedincem kmene C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J.  

V obou těchto pokusech bylo opět potvrzeno, že embryonální mozečkový transplantát 

je bohatým zdrojem Purkyňových buněk (Cendelin a spol., 2012; Purkartova a spol., 2014; 

Babuska a spol., 2015; Sotelo a Alvarado-Mallart, 1987), které představují hlavní buněčný typ 

podléhající degeneraci u mutantů Lurcher i pcd. Od určitého stadia ontogenetického vývoje 

má většina buněk mozečku potenciál se diferencovat téměř výhradně do určitého 

mozečkového buněčného fenotypu (Carletti a spol., 2002; Leto a spol., 2009; Carletti a Rossi, 

2008). Z toho vyplývá, že osud některých embryonálních buněk v transplantátu je již 

determinován v době transplantace a tyto buňky se pak diferencují ve zralé buňky Purkyňovy. 

Předpokládáme, že Purkyňovy buňky pozorované v transplantátech našich experimentů 

pocházejí pouze z transplantované suspenze. Zřejmě se nejedná o splynutí nediferencovaných 

(nebo diferencovaných, nikoliv však v buňky Purkyňovy) EGFP-pozitivních buněk 

pocházejících z transplantátu a vlastních přežívajících Purkyňových buněk hostitele, jak 
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některé práce popisují, např. po transplantaci buněk odvozených z kostní dřeně (Wiemann a 

spol., 2003). Tento jev je totiž u myší Lurcher i pcd velmi nepravděpodobný, protože 

transplantace byly v našem případě prováděny ve věku příjemců, kdy vlastní Purkyňovy 

buňky přežívají již jen ojediněle, nadto jen v určitých oblastech mozečku (Duffin a spol., 

2010).  

Hlavní a nejzřetelnější rozdíl mezi mutanty Lurcher a myšmi typu wild pozorovaný u 

obou kmenů (B6CBA i C3H) byl v integraci transplantátu do mozečkové tkáně hostitele. 

Zatímco u všech zdravých myší jsme pozorovali buňky pocházející z transplantátu 

prorůstající až rozptýlené i mimo hlavní masu transplantátu, u většiny myší Lurcher byl 

transplantát ostře ohraničen a oddělen od mozečkové tkáně hostitele. Přestože byla 

transplantovaná suspenze aplikována do mozečků do oblasti blízké k mozečkovým jádrům, 

transplantát zůstával u mutantních myší ve většině případů na povrchu mozečku bez zjevné 

tendence prorůstat dovnitř. Prorůstání vláken z transplantátu do hostitelské tkáně jsme 

zaznamenali jen v ojedinělých případech, a to jak u mutantů Lurcher, tak u myší typu wild. U 

zdravých hostitelských myší tedy menší tendence k ohraničení transplantátu byla dána hlavně 

schopností buněk prorůstat do okolí.  

Podobný jev jsme ale nepozorovali u mutantních myší pcd, kde byla dokonce vyšší 

frekvence prorůstání vláken z transplantátu do okolí než u myší zdravých a Purkyňovy buňky 

měly tendenci migrovat z transplantátu a kolonizovat mozečkovou tkáň hostitele ve všech 

sledovaných případech. U mutantů pcd dobrou integraci transplantátu i zlepšení motorických 

dovedností již v minulosti popsal Triarhou a spol. (Triarhou a spol., 1995; 1996). Také Tomey 

a Heckroth (1993) zdůraznili rozdíly v míře přežívání transplantátu mezi mutanty typu 

Lurcher a pcd, které odvodili ze srovnání jejich vlastních výsledků u myší Lurcher (Tomey 

and Heckroth, 1993) a z výsledků u myší pcd, které publikovali Sotelo a Alvarado-Mallart 

(1986; 1987b; c). Přímým srovnáním experimentů prováděných za identických podmínek 

jsme též u obou typů mutantů zjistili vysoké procento přežívání transplantátu. Naše výsledky 

pak ještě navíc ukázaly zřetelné rozdíly v prorůstání transplantátu do mozečkové tkáně 

hostitele. 

Fakt, že mutanti Lurcher vykazují nižší míru prorůstání transplantátu v mozečkové 

tkáni hostitele, zatímco jeho přežívání je stejné jako u myší pcd i myší zdravých a ani objem 

transplantátu se zásadně neliší, naznačuje, že prostředí mozečkové tkáně má odlišný vliv na 

buňky uvnitř hmoty transplantátu a na jednotlivé buňky a vlákna rozptýlená v hostitelské 

tkáni. Hlavní hmota transplantátu se vyvíjí ve svém vlastním prostředí, zatímco elementy toto 

prostředí opouštějící jsou v bezprostředním kontaktu s tkání změněnou neurodegenerativním 
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procesem. Tento proces tak může snižovat neurogenicitu tkáně a redukovat úroveň signálů 

přitahujících nezralé buňky k migraci a prorůstání vláken (Rossi a Cattaneo, 2002). Jak již 

bylo naznačeno výše, pozitivní i negativní modulace vývoje transplantátu podmíněná 

lokálními tkáňově specifickými signály a též patologickými změnami hostitelské tkáně se zdá 

nepochybná a byla v minulosti popsána u několika mozečkových myších mutantů (Sotelo a 

Alvarado-Mallart, 1987a; Carletti a Rossi, 2005; Chintawar a spol., 2009; Houdek a spol., 

2012). Srovnání myší Lurcher a myší pcd ukázalo, že relativně podobné mozečkové 

degenerace mohou mít podstatně odlišný vliv na vývoj transplantátu. 

Nezodpovězená však zůstává otázka, v jakém aspektu se liší prostředí mozečků 

dospělých myší Lurcher, prostředí pcd mutantů a mozečků zdravých. Rossi a Cattaneo (2002) 

jmenovali celou řadu potenciálních faktorů, které mohou ovlivňovat neurogenní potenciál 

nejen v mozečku, ale v mozku obecně. Tyto faktory se mohou různou měrou uplatňovat 

v různých mozkových strukturách za fyziologických podmínek, kdy např. hipokampus patří 

k vysoce neurogenním strukturám, zatímco mozeček je jednou z nejméně neurogenních 

oblastí. Neurogenní potenciál dané tkáně se pak může zásadně měnit za patologických 

podmínek (pro přehled viz Rossi a Cattaneo, 2002). Které z těchto faktorů se uplatňují právě u 

myší Lurcher není zatím známo. Přesto lze na základě dosavadních studií formulovat různé 

hypotézy, které mohou napomoci směrování dalšího výzkumu. Některé nálezy byly 

překvapivé a na první pohled by spíše naznačovaly možnost vyššího neurogenního potenciálu 

mozečku myší Lurcher. 

Mozeček dospělých mutantů Lurcher vykazuje nečekaně vyšší hladinu BDNF faktoru 

(Babuska a spol., 2015) a vyšší denzitu kapilár (Kolinko a spol., 2016) ve srovnání s 

mozečkem zdravým. Nicméně zatím není známo, zda tyto změny jsou součástí 

degenerativního procesu v mozečku nebo zda se jedná o sekundární následky. Navíc vliv 

těchto faktorů na vývoj transplantátu může být i dvojznačný. Například vyšší denzita kapilár 

může sice zajišťovat lepší přísun kyslíku a živin, ale může též usnadňovat vstup různých 

signálních molekul a tak podporovat zánětlivou odpověď na přítomnost cizí tkáně i na 

mechanické poškození způsobené její aplikací (Kolinko et al., 2015). Zánět a oxidativní stres 

doprovázející degenerativní proces mohou též hrát významnou roli (Vernet-der Garabedian a 

spol., 1998; McFarland a spol., 2007). Dalším významným faktorem může být velikost 

mozečku mutantních myší, tedy anatomické poměry. Mozečky mutantů Lurcher jsou mnohem 

menší než myší zdravých (Baurle a spol., 2006), zatímco redukce velikosti mozečků u 

mutantů pcd není tak výrazná.  
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Přítomnost a úroveň těchto faktorů pak zřejmě determinují úspěch nebo selhání 

neurotransplantační terapie u jednotlivých typů mozečkových degenerací. Znalost těchto 

faktorů by měla zcela zásadní význam pro případné klinické využítí neurotransplantací 

k léčbě onemocnění mozečku a jejich následků. Jejich identifikace by mohla v budoucnu 

pomoci odlišit nemoci léčitelné neurotransplantací od nemocí, u nichž nelze očekávat 

významný funkční přínos transplantace. Nabízí se zde i možnost potlačení negativních faktorů 

mozečkové tkáně, podpora jejího neurogenního potenciálu ještě před neurotransplantací a tím 

zvýšení naděje na úspěch terapie. 

V našich předchozích experimentech jsme se také věnovali transplantaci embryonální 

mozečkové suspenze u myšího modelu SCA2 (použili jsme myši linie Q58-11) s tříměsíčním 

přežíváním příjemců po operaci (Purkartova a spol., 2014). Embryonální mozečková tkáň 

transplantovaná do mozečku homozygotních SCA2 myší přežívala velice dobře. Transplantát 

obsahoval četné Purkyňovy buňky. Pozorovali jsme stejnou frekvenci přežívání i stejnou 

morfologii transplantátu jako v případě zdravých zvířat (Purkartova a spol., 2014). Výsledky 

testů motorických funkcí, prostorové orientace, ale též morfologického vyšetření mozečků 

v naší laboratoři však ukázaly, že patologický fenotyp těchto myší je nevýrazný a neodpovídá 

dříve popsaným motorickým poruchám a redukci počtu Purkyňových buněk (Huynh a spol., 

2000). Uvažovat lze o nestabilitě transgenu a jeho exprese jakož i o nestabilitě původně 

hybridního kmene, do něhož byl transgen vnesen. Otázkou proto zůstává, zda se vlastně 

nejednalo o transplantaci do minimálně poškozeného mozečku a jak by byly přežívání 

transplantátu a jeho další vývoj ovlivněny  intenzivnějším patologickým procesem u myší 

SCA2 linie s výraznějším fenotypovým projevem onemocnění. Naše nálezy (Purkartova a 

spol., 2014) včetně dosud nepublikovaných dat zpochybňují použitelnost tohoto konkrétního 

kmene SCA2 myší pro výzkum neurotransplantací. 

 

 

10.2.2. Funkční dopad transplantace na motorické schopnosti 

vyšetřovaných myší 

Podle předpokladu potvrdil test na akcelerujícím rotarodu těžký motorický deficit u 

obou typů sledovaných mutantů. Neurotransplantační terapie neměla na výkon mutantních 

myší v tomto testu vliv. 

To je plně ve shodě s naší předchozí studií, ve které jsme nalezli pouze mírné zlepšení 

některých parametrů chůze myší Lurcher po transplantaci suspenze buněk embryonálního 
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mozečku v porovnání s neléčenými kontrolami, ale žádné zlepšení výkonu v klasických 

testech motoriky (Babuska a spol., 2015). Také dřívější studie naší laboratoře neprokázala 

funkční zlepšení po transplantaci solidního embryonálního mozečkového transplantátu 

(Cendelin a spol., 2009). Nepodařilo se nám tedy prokázat funkční efekt transplantátu.  

Zlepšení motorických schopností však již bylo posáno u myší pcd po injekční aplikaci 

suspenze zdravých mozečkových buněk do jader mozečku (Triarhou a spol., 1995; 1996). To 

tedy znamená, že pcd mutanti mají schopnost zlepšení svých motorických funkcí pomocí 

určitých specifických nebo nespecifických mechanismů. Na druhé straně mutanti typu 

Lurcher nejsou schopni redukovat svůj motorický deficit, jestliže již ke ztrátě Purkyňových 

buněk došlo. Jediný dosud popsaný terapeutický efekt neurotransplantační terapie u myší 

Lurcher byl zprostředkován udržením přežívání jejich vlastních Purkyňových buněk pomocí 

transplantace mezenchymálních kmenových buněk v prvních dnech postnatálního života 

(Jones a spol., 2010). Zde se ovšem jedná o zcela odlišný mechanismus funkčního působení 

transplantátu v porovnání s experimenty Triarhoua a spol. (1995, 1996) u myší pcd léčených 

transplantací buněk embryonálního mozečku. Dle Jonese a spol. (2010) se transplantované 

mesenchymální kmenové buňky dostaly do blízkosti Purkyňových buněk novorozených myší 

Lurcher, zde produkovaly trofické faktory a tím zamezily smrti vlastních Purkyňových buněk 

hostitele. 

Při transplantaci embryonálních mozečkových buněk u dospělých mutantů Lurcher se 

však očekává řešení situace, kdy naprostá většina Purkyňových buněk již zanikla. Jistým 

očekáváním je náhrada těchto ztracených neuronů a případná obnova nervových okruhů 

prostřednictvím transplantovaných buněk. Tento mechanismus připadá v úvahu jako jedno 

z vysvětlení zlepšení motoriky, které pozoroval u myší pcd Triarhou a spol. (1995, 1996). 

Sám Triarhou (1996) však již poukázal na možné problémy při rekonstrukci mozečkových 

okruhů u mutantů Lurcher. Jedná se o významnou redukci počtu granulárních buněk 

důležitých pro formování dendritů Purkyňových buněk (Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993; 

Tomey a Heckroth, 1993). Zde granulární vrstva mozečku, ač značně poškozená a 

redukovaná,  může dále vytvářet bariéru pro migraci buněk odvozených z transplantátu a pro 

růst jejich axonů směrem k mozečkovým jádrům, která jsou jejich přirozeným cílem 

(Dumesnil-Bousez a Sotelo, 1993). Granulární vrstva může takto negativně působit na 

integraci transplantátu i u myší pcd (Carletti a spol., 2008). 

Limitujícím faktorem funkčního zlepšení po intracerebelární aplikaci transplantátu 

může být také přítomnost extracerebelárního poškození. Jedná se o sekundární degeneraci 

dolní olivy u dospělých mutantů Lurcher (Caddy a Biscoe, 1979) a degeneraci dolní olivy, 
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retiny, mitrálních buněk olfaktorického bulbu a thalamu u mutantů pcd (Mullen a spol., 1976; 

LaVail a spol., 1982; O´Gorman a Sidman, 1985; Blanks a Spee, 1992). Myši pcd trpí 

degenerativními změnami na více místech než myši Lurcher, ale dolní oliva, která je zdrojem 

šplhavých vláken, je redukována méně a tento proces probíhá pomaleji než u myší Lurcher 

(Caddy a Biscoe, 1979; Ghetti a spol., 1987). Rovněž degenerace granulární vrstvy je u pcd 

myší pomalejší než u myší Lurcher (Caddy a Biscoe, 1979; Mullen et al., 1976; Triarhou, 

2010). Extracerebelární postižení a jeho projevy doprovázejí také některé lidské mozečkové 

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

 

 

10.2.3. Mechanismy působení transplantátu  

Experimenty využívající různé modely neurologických onemocnění včetně 

mozečkových degenerací opakovaně ukázaly, že funkční efekt transplantátu se může 

uskutečnit různorodými mechanismy (pro přehled viz Cendelin a spol., 2018). 

Zcela optimální cestou neurotransplantační terapie by byla kompletní náhrada 

ztracených neuronů. K obnově struktury a funkce poškozené tkáně by ovšem byla nutná i 

restituce nervových okruhů se správným zapojením transplantovaných buněk. K tomu je 

zapotřebí přežití a správná diferenciace dostatečného počtu transplantovaných buněk (nebo 

buněk vzniklých proliferací transplantovaných kmenových buněk) v příslušný fenotyp, jejich 

migrace do vhodné pozice a vytvoření adekvátních synaptických kontaktů pro obnovu 

narušené nervové sítě (Rossi a Cattaneo, 2002). Prvním předpokladem je výběr vhodného 

zdroje Purkyňových buněk. Jednou možností je embryonální mozečková tkáň (např. Sotelo a 

Alvarado-Mallart, 1987a, b, c, 1991; Koshaka a spol., 1988; Chang a spol., 1989; Dumesnil-

Bousez a Sotelo, 1993; Cendelin a spol., 2012). V humánní medicíně je však tento zdroj 

transplantátu problematický z více hledisek včetně jeho kvality či hlediska etického. Některé 

studie např. u myší pcd naznačují možnost vyrůstání axonů z transplantovaných buněk do 

jader mozečku příjemce (Sotelo a Alvarado-Mallart, 1987b; Triarhou a spol., 1992; Keep a 

spol., 1992) a je zde možná i obnova kortikonukleárních projekcí spojená s pozitivním 

funkčním efektem (Triarhou a spol., 1995, 1996). Transplantace embryonálních mozečkových 

buněk byla též úspěšná u myšího modelu SCA1 (Kaemerer a Low, 1999). 

Dalším zdrojem transplantátu mohou být neurální prekurzory, které je též nutno 

odebrat z nervového systému dárce (neurální kmenové buňky), nebo připravit diferenciací 

z jiných kmenových buněk v podmínkách in vitro, embryonální kmenové buňky, adultní 
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kmenové buňky, indukované pluripotentní kmenové buňky. Neurální prekurzory, respektive 

buňky, z nichž jsou připraveny, lze zmnožit in vitro, což ve srovnání s embryonální (fetální) 

nervovou tkání do jisté míry zvyšuje jejich dostupnost. Tyto buňky ovšem většinou nemají 

dostatečnou schopnost dát vznik potřebným buněčným fenotypům a nahradit tak chybějící 

neurony postiženého mozečku (Chintawar a spol., 2009; Li a spol., 2006a; Sidman a spol., 

2007; Jaderstad a spol., 2010). U některých z nich (neurální kmenové buňky, embryonální 

kmenové buňky) navíc musíme vzít v úvahu etické otázky související s jejich zdrojem. Ani 

mesenchymální kmenové buňky nejsou vhodné k náhradě chybějících neuronů (Bae a spol., 

2007; Jones a spol., 2010; Chang a spol., 2011). I přes některé dílčí úspěchy, např. 

zdokonalující se protokoly k diferenciaci prekurzorů Purkyňových buněk z kmenových buněk 

in vitro (Watson a spol., 2018), je dosažení dokonalé rekonstrukce poškozeného mozečku 

pomocí transplantovaných buněk zatím nereálné. 

Dalším možným mechanismem působení transplantátu je neuroprotektivní efekt, 

trofická či metabolická podpora degenerujících buněk nebo ovlivnění zánětlivých procesů 

doprovázejících cerebelární postižení. V tomto případě může transplantát zachovat 

degenerující buňky nebo alespoň proces degenerace zpomalit a oddálit tak nástup závažného 

funkčního poškození, jestliže je aplikován v době, kdy patologické změny ještě nejsou 

ireverzibilní. Tento efekt byl pozorován v případě aplikace mezenchymálních kmenových 

buněk, které migrovaly do blízkosti degenerujících Purkyňových buněk myší Lurcher a 

produkcí neurotrofických faktorů této degeneraci zamezily (Jones a spol., 2010). Podobný 

účinek se ukázal i u myšího modelu Niemann-Pickovy choroby typu C včetně možné 

modulace zánětu, aktivace glie či apoptózy (Bae a spol., 2005, 2010; Lee a spol., 2010). Dále 

byla popsána záchrana Purkyňových buněk hostitele myší Nervous a SCA1 vytvořením 

přímých kontaktů typu gap junctions mezi buňkami odvozenými z transplantátu a buňkami 

Purkyňovými, které zajistily určitou metabolickou a trofickou podporu (Li a spol., 2006; 

Chintawar a spol., 2009; Jaderstad a spol., 2010). 

Včasná transplantace mezenchymálních kmenových buněk pocházejících z kostní 

dřeně vedla též k fúzi těchto buněk s buňkami hostitele (Weimann a spol., 2003; Diaz a spol., 

2012b) a např. u myšího modelu Niemann-Pickovy nemoci typu C takto vznikly elektricky 

aktivní Purkyňovy buňky (Bae a spol., 2007). Dle Nerna a spol. (2009) je však fúze 

hematopoetických buněk s Purkyňovými buňkami za fyziologických okolností pouze 

přechodný jev. Buněčnou fúzi ale mohou podpořit některé patologické procesy probíhající ve 

tkáni, např. zánět nebo mírná degenerace (Nern a spol., 2009; Kemp a spol., 2011; Diaz a 

spol., 2012b). 
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Transplantovaná nervová tkáň také může produkovat chybějící neurotransmiter a tím 

normalizovat jeho patologický deficit. Příkladem je uvolňování dopaminu transplantovanými 

buňkami v terapii Parkinsonovy choroby lidských pacientů (Freed a spol., 2001; 

Kefalopoulou a spol., 2014). V terapii mozečkových degenerací však tento mechanismus 

nelze uplatnit. 

 

10.2.4. Význam myších modelů pro výzkum mozečkových degenerací 

Experimentální studie využívající různé druhy myších mozečkových mutantů přinesly 

v posledních desetiletích nový vhled do mozečkových funkcí, patogeneze a projevů 

mozečkových poškození u degenerativních procesů mozečku. Tento výzkum tak stále přináší 

nové poznatky o budoucích možnostech léčby cerebelárních degenerací, i když zatím 

nedospěl k účinné a rutinně využitelné terapii v humánní medicíně. Existuje zde totiž ještě 

celá řada nezodpovězených otázek. 

Myši trpící hereditární cerebelární degenerací vykazují velkou variabilitu týkající se 

patogeneze, rozsahu mozečkové degenerace i formy a rozsahu postižení ostatních struktur 

CNS nebo i postižení mimo nervový systém. Toto v podstatě do značné míry odráží existující 

množství a variabilitu lidských degenerací mozečku (viz Úvod). Některé spontánní mutace 

nacházející se u myší však nejsou identické s mutacemi způsobujícími analogická 

onemocnění u lidí. Patogenetické souvislosti onemocnění jsou tedy alespoň částečně odlišné, i 

když výsledný charakter onemocnění je velmi obdobný. Transgenní myši, cíleně vytvořené 

modely konkrétních lidských onemocnění, však určitou patologickou lidskou alelu nesou. Ani 

u těchto modelů ale nemusí být shoda v patogenezi a projevech onemocnění úplná. Limitací 

myších modelů je také jejich krátká doba dožití. Nemůžeme například hodnotit dlouhodobé 

přežívání a vliv transplantátu na mozečkovou tkáň hostitele, což je nezbytné pro využití 

neurotransplantace v humánní medicíně. 

I přes různá omezení budou i nadále myší modely mozečkových degenerací 

významným nástrojem sloužícím k výzkumu funkcí mozečku, jeho onemocnění a možností 

jejich terapie a nezbytným krokem translačního výzkumu. Dokonalá znalost jednotlivých 

mutantních myších kmenů je nezbytná pro výběr vhodného modelu pro konkrétní experiment, 

ale i ke správné interpretaci výsledků a jejich přenosu do humánní medicíny. 
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11. ZÁVĚRY 

 

1. Hlavní charakteristiky degenerujících Purkyňových buněk u mutantů Lurcher v časném stadiu 

jsou: narušená kontinuita řady Purkyňových buněk, přítomnost tmavých skvrn v buněčných 

jádrech, fragmentace jadérek a nerovnoměrné barvení cytoplasmy. Později jsou již těla i jádra 

Purkyňových buněk deformovaná, svraštělá, z těla buňky často odstupují dva hlavní dendrity. 

V konečném stadiu degenerace mají těla i jádra buněk nejasné kontury, dendrity jsou výrazně 

široké, nerovné, fragmentované. Nenašli jsme žádné rozdíly u myší Lurcher mezi oběma 

sledovanými kmeny (C3H a B6CBA). 

 

2. Přítomnost ani typ mozečkové degenerace nemají výrazný vliv na přežívání embryonálního 

mozečkového transplantátu v mozečku hostitele. Ověřili jsme velmi dobrou schopnost 

přežívání tohoto typu transplantátu u zdravých myší i u mutantních myší Lurcher a pcd po 

dobu v řádu několika měsíců. 

 

3. Potvrdili jsme, že embryonální mozečkový transplantát je bohatým zdrojem Purkyňových 

buněk, které představují hlavní buněčný typ podléhající degeneraci u mutantů Lurcher i pcd. 

 

4. Mutanti Lurcher i zdravé myši kmene B6CBA při dvouměsíčním přežívání měli menší objem 

transplantátu v porovnání s jejich protějšky kmene B6.BR. To znamená, že jsou zde 

významnější rozdíly kmenové než efekt mozečkové degenerace. 

 

5.  Rozdíly v objemu transplantátu mezi mutanty Lurcher a zdravými kontrolami při 

šestiměsíčním přežívání byly patrny pouze u kmene C3H, kde myši typu Lurcher vykazovaly 

menší objem transplantátu než myši zdravé. Navíc zdravé myši kmene C3H měly větší 

transplantát než zdravé myši kmene B6CBA. To ukazuje, že typ kmene ovlivňuje růst 

transplantátu nebo intenzitu jeho případné destrukce. 

 

6. Dospělý mozeček mutantů Lurcher má výrazně negativní vliv na integraci transplantátu. 

Mozeček mutantů pcd však toto působení nevykazuje. Existují tedy zřejmě faktory specifické 

pro určitý typ mozečkové degenerace, které ovlivňují vývoj a integraci transplantátu. 

Přítomnost a úroveň těchto faktorů pak determinují úspěch nebo selhání neurotransplantační 
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terapie u jednotlivých typů mozečkových degenerací. Jejich identifikace by mohla v 

budoucnu pomoci odlišit nemoci neurotransplantací léčitelné od neléčitelných.  

 

7. Neurotransplantační terapie v našich experimentech neměla vliv na výkon sledovaných 

mutantů v testu na akcelerujícím rotarodu. Nepodařilo se nám tedy prokázat funkční efekt 

transplantátu. 
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