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Nazev diplomové prace: VySetieni exprese proteolytickych enzymu v riiznych tkdnich na

transgennim zvifecim modelu Huntingtonovy nemoci pomoci biochemickych a
imunohistochemickych metod

Uvod: Huntingtonova nemoc (HN) je neurodegenerativni onemocnéni zptisobené
expanzi polyglutaminu (polyQ) v proteinu huntingtin (Htt). ProtoZe je znamo, Zze
mutantni Htt a zvIast€¢ jeho malé proteolytické¢ fragmenty jsou toxické pro neurony
(hlavng ty ve striatu a mozkové kuie), proteolyza mutantniho Htt (mtHtt) hraje ziejmé
dalezitou roli v patogenezi HN. Cilem této studie je proto vysetfeni endogenniho i mtHtt
a mozné zapojeni proteolytickych enzymii z rodiny kaspdz, matrix metaloproteinaz
(MMP), kalikreinti (KLK) a kalpainti v patogenezi HN.

Metody: V této studii jsme pouzili WT a TgHD miniprasata pro N-koncovou c¢ast
lidského mtHtt (548aaHTT-145Q, generace F2, vék 36 mésicl; generace F3, vék 48
mésicti pro neplanovany experiment), R6/2 mysi byly pouzity jako pozitivni kontroly. Htt
a proteazy byly zkoumany imunohistochemicky (IHC) a pomoci imunofluorescence (IF)
na kryostatovych fezech, nebo biochemicky Western blottingem (WB) za pouziti
nasledujicich primarnich protilatek: anti-BML-PWO0595, anti-EPR5526, anti-MAB2166,
anti-1C2, anti-3B5H10, anti-MWS8, anti-kaspaza-3, anti-MMP-9, MMP-anti-10, anti-
KLK-10, anti-kalpain-5.

Vysledky: Endogenni a transgenni Htt byl detekovdn v mozkovych tfezech TgHD
miniprasete (F2 generace, 36m), stejné jako byla potvrzena pfitomnost malych
proteolytickych fragmenti. IHC odhalila tvorbu agregati mtHtt. Biochemicka detekce
proteaz v TgHD miniprasat mozku prokazala vyssi hladiny kaspazy-3, MMP-9 a jejich
mnohych produktt proteolytického $tépeni (vzniklych z mHtt). Pouzitim IHC a WB jsme
prokazali vyznamné zvySenou expresi kaspazy-3 v nucleus caudatus a kortikalni oblasti
TgHD miniprasat ve srovnani s WT zvifaty. Imunohistochemicky stanovena hladina
MMP-10 byla velmi nizka u vSech studovanych zvitat (TgHD a WT) s malymi rozdily
mezi nimi. Zvysené hladiny MMP-9 byly pozorovany pomoci IF Vv retinalnich
pigmentovych buikach (RPE) TgHD miniprasete (48m). Na rozdil od ostatnich
proteolytickych enzymt, u kterych byly potvrzeny stejné, nebo zvysené koncentrace,
exprese KLK-10 v mozcich TgHD prasat byly sniZzené oproti mozkiim WT jedinct.

Zavér: Vzhledem k rozdilné expresi proteolytickych enzym v TgHD mozcich, dalsi
studie budou zapotiebi pro objasnéni piesné role téchto enzymu v etiologii HN.
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