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Anotace

Tato prace se zabyva problematikou spjatou s Huntingtonovou nemoci (HN). HN je
autozomaln¢ dominantni dédi¢né onemocnéni s fatalnim pribéhem, které se projevuje hybnymi
a psychickymi poruchami a demenci. Cilem této prace je poukézat na vyznam metod, kterymi
je HN studovéana na transgennich zvifecich modelech. Mezi tyto metody patii Luminex a
priatokova cytometrie.

Tyto metody byly aplikovany a poukazuji na aktivovanou imunitni odpovéd. Vyuzitim
Pomoci pratokové cytometrie jsme charakterizovali imunitni buiiky, coz pfispiva k lepsimu
pochopeni imunitni reakce v prubéhu HN.

Klic¢ova slova

Huntingtonova nemoc, transgenni miniprase¢i model, Luminex, pritokova cytometrie,
cytokiny, imunitni buiiky

Annotation

This work deals with issues related to Huntington's disease (HD). HD is an autosomal dominant
neurodegenerative disease with a fatal course, which is manifested by motor, psychiatric
disorders, and dementia. The aim of this study is to highlight the importance of methods used
to investigate HD in transgenic animal models. These methods include Luminex and flow
cytometry.

These methods have been performed and indicate an activated immune response. Using

Luminex, we observed increased levels of both pro-inflammatory and anti-inflammatory
cytokines. Flow cytometry was used to characterize immune cells populations.

Keywords

Huntington's disease, transgenic minipig model, Luminex, flow cytometry, cytokines, immune
cells
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1 Uvob

Vzdycky jsem se zajimala o biologii a pfemyslela jsem, jaka by méla byt oblast, na kterou bych
se chtéla v budoucnu zaméfit. Zjistila jsem, Ze se chci alespon ¢aste¢né podilet na vyzkumu,
ktery muze mit zasadni vliv na kvalitu Zivota velkého mnozstvi lidi po celém svéte. Kdyz se mi
naskytla moZnost spolupracovat s Ustavem Zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR, v. v. i.
Vv oblasti imunologie, nevahala jsem.

Imunologie je dynamicky védni obor, ktery se zabyvd imunitni odpoveédi organismi. Ta
pfedstavuje imunitni procesy, které probihaji fyziologicky. Imunitni procesy se podileji na
patofyziologii riznych onemocnéni. Tyto procesy hraji roli i u neurodegenerativnich
onemocnéni. Mezi neurodegenerativni nemoci se fadi i Huntingtonova nemoc. Huntingtonova
nemoc je zavazné geneticky pifenosné onemocnéni s fatdlnim pribéhem. Dnes neumime pies
pokrocilou uroven védeckého vyzkumu progresi nemoci ovlivnit, pouze tlumit nékteré piiznaky
pacientd. Pro studium nejen téchto typli onemocnéni Casto vyuzivame zvieci modely, které
umoznuji studium patofyziologie a hledani novych terapeutickych postupti.

Hlavnim cilem je sledovéni imunitni odpovédi modelovych organismii pro HN, kterd je
vyznamna pro hlubsi pochopeni mechanismtt HN. Funkce a procesy, do kterych se protein Htt
zapojuje, jsou kli¢ové pro vyvoj vhodné terapie pro osoby s HN.
Dal$im cilem mé stiedoSkolské odborné ¢innosti je naucit se védeckym postuptim. Vyzkouset
si pfipravu biologickych vzorki (plazma, sérum, mozkomi$ni mok), izolovat imunitni bunky,
diferenciovat cytokinové subpopulace a analyzu dat.
K dosaZeni téchto cilii byly stanoveny nasledujici kroky experimentdlni Casti:

e Piiprava plazmy, séra

e Zpracovani mozkomiSniho moku

e Izolace imunitnich bun¢k z krve

e (Charakterizace imunitnich bunék

e Interpretace a diskuze vysledki
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2 HUNTINGTONOVA NEMOC

,Huntingtonova nemoc (HN) je autozomdlné¢ dominantné¢ dédi¢né neurodegenerativni
onemocnéni s fatdlnim prabéhem* [1]. HN postihuje dominantné centralni nervovy systém
(CNS).

HN je zplisobena mutaci pro protein huntingtin (Htt). Fyziologicky je Htt dilezity pro vyvoj
CNS, krvetvorbu a embryondlni vyvoj. Pii mutaci dochazi k nadmérnému zmnozeni poc¢tu CAG
tripletl, coz vede k vzniku mutovaného proteinu s odliSnymi vlastnostmi. HN se projevuje
nejcastéji ve 4. dekadé zivota zejména mimovolnymi pohyby, poruchami fizeni cilené hybnosti,
chovanim a zménami intelektu [8].

2.1 Historie nemoci a prvni diagnostika

Za oficidlnim uznanim této nemoci stila publikace 22letého praktického l¢kate Jamese
Huntingtona. Ten ve svém dile popsal zakladni charakteristiku onemocnéni, které se
vyskytovalo v okoli East Hampton, Long Island. Jeho rodinni pfislu$nici se v dané oblasti po
dvé generace vénovali Iékarské ¢innosti, a praveé diky jejich zdznamiim mél James Huntington
k dispozici nejen své poznatky, ale i dostatecné velké mnozstvi materiali z poslednich 78 let.
Tyto zdroje poté vyuZil k shrnuti symptomt HN. Ve své praci z roku 1872 poukazuje na dédicny
rdz nemoci, fatalni pribéh, pocatek v dospélosti, poruchu hybnosti, zmény chovani a demenci.
Nejedna se vSak o prvni zminku HN. Jeho pfedchiidci psali, 1 kdyZ ne tak detailné, o této
chorob& nekolik desetileti pfed Jamesem Huntingtonem. Roku 1860 norsky lékaf, Johan
Christian Lund, publikoval své poznatky s obdobnymi ptiznaky. Jeho dilo se bohuzel
neroz§ifilo, protoZe bylo vydadno v norStiné. Za nejstar§i zdznam mulZeme povaZovat
publikovany dopis z roku 1842, kde se Charles Oscar Water vénuje nemoci, ktera znac¢né
pfipomind HN [1].

Chceme-li se podivat do hlubsich dé&jin této nemoci, tak se dostaneme az do 15. stoleti, kde
nalézame puvod slova, které je uzivano hojné v ramci terminologie spjaté s HN. Hovoiime zde
o slovu chorea. Chorea je odborny pojem, ktery poprvé pouzil Paracelsus pii popisu
nekoordinovaného pohybu koncetin a trupu pfipominajici tanec. Svou definici spiSe referoval
na ukaz zvany tanec sv. Vita. Svou praci poukazoval na ,tane¢ni manii“ ze 14. stoleti, pfi
kterych se z neznamych divodi zejména obyvatelé mést uchylili k tanci, s kterym nemohli
prestat. Udajné se néktefi ob&ani utanéili k smrti. Pojem byl pozdéji pouzivan mylng, diky
Paracelsusovu popisu, i pro osoby s neurodegenerativnimi nemocemi a zlstal s nimi spjat i do
soucasnosti. Proto se nékdy setkdvame s pojmem tanec sv. Vita i u HN. Dnes se experti
domnivaji, ze je velmi pravdépodobné diky pohybovym projeviim nemoci, ze lidé s HN byli
obét'mi procesti s carodéjnicemi nebo ritudla vymitani d’abla [1]. Existuji teorie, Ze v 15. stoleti
doslo k rozsiteni nemoci pravé migraci nékolika 0sob z Vychodni Anglie do USA. Dany
pfedpoklad byl potvrzen. Do dalSich oblasti se nasledné méla HN dostat v rdmci pfesunu vézil
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do Australie [12]. Prvni zminka o jinych manifestaci HN (juvenilni formé HN) pochazi z roku
1883 od neurologa Karla Friedricha Westphala a 1888 doslo k zptesnéni jeji charakteristiky
diky neurologovi Hoffmanovi [11]. Jelgersma v 20. stoleti pozoroval atrofii mozku. O nékolik
let pozdé€ji se poprvé objevuje myslenka o autozomalné dominantnim pienosu choroby od
Davenporta [12]. Experti povazuji za prelomovy okamzik ve vyzkumu HN 50. 1éta 20. stoleti,
kdy prakticky 1ékai Americo Negrette objevil v Jizni Americe ohnisko HN. Jednalo se o malé
izolované spolecenstvi s populaci cca 10 000 obyvatel u jezera Maracaibo, kde se zaznamenalo
potvrzenych 1000 osob s HN. Ze vzorkl krve z této oblasti byla poprvé v roce 1983
lokalizovéana a 1993 izolovana geneticka mutace zptsobujici tuto chorobu [12].

2.2 Epidemiologie

Celosvétovy vyskyt je udavan okolo 5 — 10:100 000 obyvatel. Na poméry ostatnich nemoci se
jedna o malé ¢islo, ale je dulezité zminit, Ze Cetnost jedincti S HN je globalné velmi riznoroda.
V nékterych oblastech Asie, kde nedochézelo a dodnes nedochédzi k masivnimu globalnimu
miseni z kulturnich divodl, pozorujeme vyskyt podstatné snizeny. Mezi tyto zemé& spada
naptiklad Japonsko a Cina. S obdobnym jevem se setkavame v Africe [12].

Ml i

Minimum Prevalence o]
(per 100,000) ‘
s L&

1-5

Obr. 1. Prevalence vyskytu HN ve svéte, prevzato [7].

Nejproblemati¢téjsi se jevi Evropa, Australie, Jizni i Severni Amerika (viz Obr.¢.1).

Tomuto rozsifeni se ptisuzuje puvod V pienosu mutace z Vychodni Anglie v souvislosti s
migraci, kterd byla pravdépodobné zapti¢end ekonomickou a politickou situaci dané zemé.
Historicky predpoklad je podpofen pozorovanim v prumérné délce fetézce nukleotidu.
Naptiklad v zapadni Evropé, kde je prumérny fetézec rozsifen o 15 — 20 CAG tripleti, se
nachazeji lokality, kde se hovofi i 0 Cetnosti 15:100 000 [12]. Naopak v Némecku se
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pravdépodobnost k vyskytu nemoci zna¢né snizila pravé vlivem genetické Cistky za druhé
svétove valky.

Nejveétsi hustota vyskytu HN se nachazi v Jizni Americe, ve stat¢ Venezuela. V dané Casti
kontinentu se nachazi u jezera Maracaibo epicentrum HN. Jedna se o souhrn malych vesnic¢ek
rozesetych kolem daného jihoamerického jezera. V této uzaviené spolecnosti, kde Zije ptiblizné
1000 lidi s klinickymi projevy HN a 3000 dalsich se jich nachazi v presymptomatickém
stadiu, Se nemoc rozsdhle rozsifila, kvuli socialni izolovanosti dané oblasti, chudobg,
nedostatecné zdravotni péci a strachu z nemoci, ktery vedl k uzavirdni manzelskych siatki mezi
rodinnymi pfisluSniky [12] Pavod rozsifeni v této oblasti pfisuzujeme namoinikovi, ktery zde
7il v roce 1830 [12]. Cetnost HN se obecné bude dle odbornikil jen zvySovat. Tento jev miizeme
pfisuzovat autozomalné¢ dominantnimu charakteru nemoci. Kvilli celosvétové stoupajici
populaci a schopnosti, predavat se geneticky u zasazenych rodin s pravdépodobnosti 50 % jak
u muze, tak i u zeny, mtizeme ocekavat vétsi celosvétovou prevalenci.

Na naSem uzemi se prevalence odhaduje okolo 700 — 1 000 nemocnych s HN a ptes 4 000 — 5
000 osob v riziku onemocnéni [14]. Tyto &isla jsou ovsem v CR jen orienta&ni.

2.3 Etiologie

HN je geneticky vazané onemocnéni, které je zptisobeno mutaci genu pro protein huntingtin
(Htt) na kratkém raménku 4. chromozomu. Podstata mutace spoc¢iva v nadmérném opakovani
tripletu obsahujici cytozin-adenin-guanin (CAG), v tzv. zmnozeni nebo expanzi CAG tripletu
(viz obr. €. 2). Pii hodnotach 40 a vice CAG repetic dochazi obvykle k rozvoji HN. Kombinace
CAG v DNA koduje aminokyselinu glutamin. Diky nadmérnému zmnoZeni CAG nazyvame
HN polyglutaminovym onemocnénim. Zména v uskupeni DNA zplisobi negativni zmény u
navazujicich biochemickych procest. Napiiklad b&éZna syntéza bilkovin produkuje pozménéné,
Spatné smotané proteiny, které maji toxicky charakter. U HN je timto zplisobem ovlivnén

R
[TV MMM% @@&&\m

[ == — ]
= —

Deformace

— expanzi

==
tripletu CAG

=
=
%ﬁm\@

Obr. 2. Model retézce a mutaci; viastni tvorba
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protein, ktery se nazyva fyziologicky huntingtin [15]. V mutované form¢ huntingtin
oligomerizuje a agreguje v neuronech. Produkty téchto procesii naruSuji bunééné funkce v
mozku. Mezi procesy, které jsou zasadné ovlivnény, patii napiiklad transport proteinti, oprava
bunky, degradace a regulace tvorby proteinii. Tyto zmény nasledné narusuji komunikaci mezi

jednotlivymi nervy. Dalsi nésledky zahrnuji mitochondridlni toxicitu a zhorSeni axonalniho
transportu, za ktery je fHtt zodpoveédny [15]. Mechanismus celkové choroby nelze jednoznaéné
popsat. Dodnes mame pouze nejasnou piedstavu o realném principu choroby

Princip vzniku genetické mutace lezi v procesu zvaném replikace DNA, kdy dochazik
preruseni vodikovych mustkd mezi bazemi nukleotidd (Adenin (A), Guanin (G), Cytosin

Chromosome
Free nucleotides

DNA polymerase

\

Original
(template)

DNA W Lagging e

strand
Replication
fork

@ Adenine
&= Thymine

4
Cytosine >/ 2
@ Guanine

DNA polymerase Original (template) DNA strand

Obr. 3. Model replikace DNA; prevzato [39].

(C) a Thymin (T)) diky enzymu helikaza. Rozpleteni vazeb vytvofi dvé samostatnd dcefina
vlakna, kterda slouzi jako templat, ptedloha. Podle této ptredlohy se zacne vystavovat
komplementarni baze z volné vyskytujicich se nukleotidd [3]. Na jednotlivych
polynukleotidovych fetézcich se tedy pomoci enzymu DNA polymeraza za¢ne vytvaiet druhé
komplementarni vlakno [2]. (Viz obr. ¢. 3)

V tomto momentu, za normalnich podminek, dochazi k témét pfesnému zkopirovani celé DNA.
V ptipadé HN se vSak dopusti enzym DNA polymerdza chyby. Z nam dodnes nejasnych divoda
se totiz pfi replikaci enzym DNA polymerdza zacykli a opakované piipojuje jeden triplet na
vznikajici polynukleotidovy fetézec. Toto prodlouzeni fetézce vede k chybam v navazujicich
biochemickych procesech.

Béhem exprese mHtt dochazi k akumulaci dvou fetézcovych zlomki v nervovych buiikach, coz

zapricinuje degenerativni procesy v CNS jedince [91]. Tyto zlomky pfedstavuji cytotoxického
¢initele v CNS. Jejich pisobeni prispiva v patogenezi HN.
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Huntingtin

Huntingtin je protein s 3144 aminokyselinami o hmotnosti 350 kDa, ktery najdeme ve vSech
tkanich lidského téla [16,18]. Fyziologicky huntingtin (fHtt) je velmi vyznamny pro nervové
bunky [17]. Jeho pfesnd role v nervové soustavé nam bohuzel jesté neni znama, ale védci se
domnivaji, Ze se podili na axonalnim transportu, coz je proces, pfi kterém se §iii vzruch na
neuronech. Tento d&j hraje zasadni roli pfi vyzivé buniky, udrZzovani organel a vacka v bunce
[95]. Zasahuje také do transportu latek a piichyceni proteinii, ochrany burky pied sebezni¢enim,
tzv. apoptoze [17, 7, 74]. Mutovany huntingtin (mHtt) ma odli$né strukturalni a funkéni
vlastnosti. U HN dochazi k zmén¢ uskupeni a vlastnosti tohoto proteinu. Mutovany huntingtin
je povazovan za toxicky a kumuluje se v nervovych bunkéch, coz zapficinuje degenerativni
procesy v CNS jedince.

2.4 Huntingtin a centralni nervovy systém

Huntingtin (Htt) se fyziologicky vyskytuje ve vSech bunkach lidského téla, avSsak mutovany

nucleus
caudatus
(Cast)

nucleus
subthalamicus

putamen
substantia globus
nigra pallidus
Obr. 4. Anatomicky obrazek bazdlnich jader; prevzato [19].

huntingtin (mHtt) pfednostné postihuje centralni nervovy systém [99, 85]. Prvni morfologické
a funk¢ni zmény probihaji v tzv. bazalnich gangliich. Jsou to skupiny nervovych bunék
uloZenych v hloubi mozkovych hemisfér (viz obr. €. 4). [20]. Bazalni ganglia 1ze anatomicky
rozdélit na tii zakladni ¢asti: Nucleus caudatus, putamen a globus pallidus [19]. Globus pallidus
se sklada z vnitinich a vnéjSich segmentt [32]. Putamen tvoii vngjsi ¢ast bazalnich ganglii a je
od nucleus caudatus odd¢leno bilou hmotou (nervovymi drahami). Proto na fezech mozku jsou
patrné Sedavé a bilé prouzky. Putamen spolecné s nucleus caudatus tvofi striatum [22].
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Vyznamnou c¢asti bazalnich ganglii je tzv. substantia nigra, které se sklada ze dvou
podjednotek. Prvni Gisek se nazyva substantia nigra pars compacta. Obsahuje nervové bunky
produkujici neurotransmiter dopamin, ktery je klicovy pro motorické funkce. Druhy usek,
substantia nigra reticulata, obsahuje GABAergické neurony, které jsou siln¢ ovlivnény
degenerativnimi procesy u HN. Ve striatu tvofi GABAergni neurony 90 % z celkového poctu
neuront [32]. Pojem nucleus lentiformis se souhrnné pouziva pro putamen a globus pallidus.
Nucleus caudatus je jadro podkovovitého tvaru, které zastiva mnoho dulezitych funkei [21].
Obecné¢ muzeme jeho funkce vztdhnout k zajisténi komunikaci mezi mozkovou kirou a
mozkovym kmenem. Jeho degenerace negativné ovliviiuje svalové napéti, koordinaci pohybt,
vzpiimeny postoj, chovani a kognitivni funkce.

2.5 Priznaky

HN se projevuje poruchami chovani, hybnosti a intelektu. [4]. Psychiatrické ptiznaky jsou
rozmanité a projevuji se mnohem diive nez motorické projevy [8]. Prvnim symptomem byva
¢asto zména 0sobnosti. Mnohdy se jedna o zméné zajmi a priorit. Mlze se jednat o polarizaci
konickti nebo o0 nahly obrat v peCovani, ve vlastnich zajmech a potiebach. Nemocni Se Casto

zaCinaji projevovat tzv. sobecky vuci ostatnim. BéZzné je zanedbavani péce o sviij vzhled nebo
0 své zaméstnani. S postupem nemoci se vice zvyraziuji negativni rysy osobnosti, jako je
podrazdeénost, ktera mize pieriistat ve slovni az fyzickou agresi. Vzacny neni také nikotinismus
a abusus dalSich navykovych latek, zejména alkoholu [1]. Nekteti pacienti se dopousténi
drobnych kriminalnich delikti (kradeze, rvacky). Néktera nedorozuméni a konflikty vznikaji,
protoze nemocni maji problémy s rozpoznanim negativnich emoci a vyrazl v tvarich ostatnich
osob. U pacientli s Huntingtonovou nemoci se bézné¢ vyskytuji tizkostné a depresivni stavy.
Deprese je rizikovym faktorem pro sebevrazedné mySleni a jednani. Sebevrazdy jsou u
nemocnych s HN ¢ast&jsi v porovnani s béznou populaci. [9]. V ranych stadiich HN se obcas
muzeme setkat s hypersexualitou a sexudln€ provokativnim chovanim. V pokrocilych stadiich
se mohou vyskytnut i halucinace, bludy a stavy dezorientace (delirium).

Nemoc ovliviluje 1 kognitivni funkce. V pocatecnich stadiich se projevuje poruchami
soustiedéni, paméti, schopnosti ucit se nové dovednosti, zapominanim, nezvladanim vice
¢innosti soucasné. Tyto kognitivni deficity casto vedou K pocitim frustrace a spole¢né
s poruchami chovani ke ztrat¢ zaméstnani a K problémim Vv rodinnych vztazich. Z
neurologického hlediska je nejvyznamnéjSim piiznakem chorea. Chorea je typicky pojem
spojeny s HN, ktery oznacuje mimovolni cukavé pohyby pfipominajici tanec. Nazev pochézi z
feckého slova ,,choros* (tanec) a latinského ,,chorea® [7]. Pro HN jsou typické rychlé, ndhodné
a mimovolni zaSkuby kosterniho svalstva. Protoze pfipominaji tanec, nazyvame je choreou.
Tyto pohyby byvaji pro pacienty mnohdy velmi invalidizujici, pfi¢emz nejvice zasahuji
schopnost fidit cilené motorické Cinnosti. Projevuji se jako poruchy srozumitelnosti feci,
obtizemi s polykanim a dychani, neobratnosti rukou, poruchami stability stoje a chiize.
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2.6 Prabéh Huntingtonovy nemoci

Neurodegenerativni procesy u nositelt mutace HN probihaji velmi pomalu. Bylo prokazano, ze
K prvnim zménam v mozku dochazi az patnact i vice let pfed nastupem motorickych poruch.
Zmeény osobnosti, poruchy chovani a kognitivnich funkci se rovnéz objevuji diive nez poruchy
hybnosti. Z po¢atku mohou poruchy hybnosti pfipominat pouze neSikovnost a nervozitu. S
progresi nemoci se vycerpavaji kompenzani mechanizmy a pacient se stava vice a vice
zavislym na pomoci druhych osob. Ve velmi pokrocilych stadiich jsou pacienti lezici,
nekomunikujici a trpi t€Zkou demenci. Nejcastéjsi pficinou umrti je zépal plic.

2.7 Formy HN

HN se vyskytuje ve tiech formach [30]. Bylo prokazano, ze po¢et CAG tripletii v genu Htt mize
vyrazné ovliviiovat vék néstupu a charakter progrese nemoci. Obecné Ize konstatovat, ze vyssi

vvvvvv

2.7.1 Klasicka forma

Za nejcast¢jsi formu HN povazujeme tu, ktera zac¢ind mezi 35. a 50. rokem Zivota. Jedna se o
formu, kdy se na kratkém raménku 4. chromozomu nachazi 42 az 45 repetic CAG tripleth. Tato
hranice je jen orientacni. Po propuknuti motorickych poruch se primérna délka pteziti odhaduje
na 15-20 let [12]. Demence se obvykle objevuje az v pozdnim stddiu onemocnéni.

2.7.2 Juvenilni forma

V méné Castych piipadech dojde k extrémnéjsi expanzi (vice nez 50 CAG triplet), ktera vede
K urychleni projevii nemoci. VEétsi pocet tripletl se Castéji dédi po otcich. Uvadi se, ze se HN
Vv téchto ptipadech projevi pfed dosaZenim 21 let a oznacuje se jako juvenilni forma HN, nékdy
také jako Westphalova varianta [10]. U této formy nemocni vétSinou nemaji choreatické
pohyby; z mimovolnych pohybu se objevuje tzv. dystonie, ktera zahrnuje pomalé stereotypni
pohyby nebo neptirozené polohy trupu a koncetin. Cilené pohyby jsou zpomalené. Mohou se
vyskytovat epileptické zachvaty. Kognitivni schopnosti se velmi rychle zhorSuji, coZz casto
znemoznuje pokracovani ve studiu. Spolu s poruchami chovani (halucinace, bludy) mohou
pfiznaky svym charakterem ptfipominat schizofrenii. Juvenilni forma HN ptedstavuje piiblizné
8-10 % vsech pacientti s HN [11].

19



2.7.3 Forma s pozdnim pocatkem

Tato forma HN je charakteristicka pozdnim nastupem. Prvotni symptomy se zacinaji projevovat
po 60. roku zivota, ale je mozné predpokladat, Ze zacatky drobnych pfiznak maji mnohem
zdravé populace [1]. Hlavni pfiznak pfedstavuje chorea, ktera je méné intenzivni, ale jinak
podobna jako u klasické formy HN. Pacienti jsou omezeni v kazdodennich aktivitach jen
minimalné. Rozvoj demence je ve srovndni s ostatnimi dvéma formami mnohem méné vyrazny
[7]. Tento pomalejsi pribéh je odivodnovan nizkym poctem CAG tripletd (36-40).

2.8 Vyzkum

Celosvétové Usili prozkoumat bunéénou degeneraci a patologické mechanismy HN zatim
pfineslo jen omezené vysledky. Védci doposud nevyvinuli kauzalni terapii, protoze piesny
mechanismus onemocnéni stale neni detailné popsan. Odpovédi na tyto otdzky jsou vsak
zasadni pro statisice pacientd po celém svété. Nadgji pfinaSi vyzkum patofyziologickych
mechanismil nemoci na zvifecich modelech, ktery mtize ptispet k vyvoji novych terapeutickych
pristupd.

2.9 Zvireci modely

Velmi dulezitym aspektem k vytvafeni modeltt HN je téméf neménny charakter fHtt [23]. Pro
studium HN jsou pouzivany rtzné druhy zvifecich modelt. Z niz$ich organismi jsou

nejcastéji pouzivany had’atka (C. elegans) a octomilky (Drosophilla melanogaster). Existuji
vSak 1 bunécné modely, které umoziuji detailnéj$i zkoumani jednotlivych mechanismli a
zaroven dopliuji in vivo vysledky [90]. Jako velmi perspektivni se jevi savéi modely. Piesto se
nemuZeme zcela spoléhat na vysledky ze zvifecich modelt. Vysledky z téchto modell nelze
pfenaset piimo, protoZe ontogeneze jednotlivych sav€ich druhli se vyrazné lisi (viz obr.¢.5, 6).

Informace ziskané z vyzkumu na zvifecich modelech jsou vSak nepostradatelné jak pro
pochopeni principil nemoci, tak pro vyvoj [é€iv. Na celém svété se vyskytuji nesCetné instituty
a vyzkumné programy zabyvajici se touto tématikou. Mezi nejvyznamnéjsi patii napiiklad
Harvard Medical School a Johns Hopkins University v USA. V Némecku se této otazce vénuje
German Center for Neurodegenerative Diseases (DZNE) a Max Planck Institute of
Neurobiology. Spanélsky Institute of Neurosciences v Barceloné nebo australska Univerzita
v Melbourn soucasné patii na seznam pracovist, které se zajimaji o HN. V Ceské republice se
rovnéz nachazi specializovan4 stiediska. Jednim z nich je Ustav Zivo&isné fyziologie a genetiky
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Akademie véd Ceské republiky v Lib&chové, ktery se zaméfuje na vyzkum pomoci zvifecich
modelu a sidli ve StredoCeském kraji [24].

Homo sapiens

Obr.6

Obr.5

Obr. 6. Porovndni mozkuit zvirat, u kterych existuji predpoklady, ze by se
mohly pouzity pro modely neurodegenerativnich nemoci: a) mys domaci
(Mus musculus), b) potkan (Rattus norvegicus), ¢) kosman bélovousy
(Callithrix jacchus), d) makak rhesus (Macaca mulatta

Obr. 5. Mozek ¢lovéka; prrevzato a upraveno [70].

2.9.1 MySi modely

Tvorba genetickych zvifecich modeld pro HN pomoci transgenni technologie, pfi které je do
genomu zvifete vlozen novy gen nebo fragment genu (mHtt) nahodné, piedstavuje efektivni
ptistup. Tento model umoziuje rychlou tvorbu zvifecich modeld s vlozenym genem, ale
regulace exprese vloZeného genu miize byt méné presna, coz mize ovlivnit biologické procesy
a projevy nemoci. Naopak, knock-in technologie umoznuje vlozeni mutovaného genu pfimo na
specifické misto v genomu mysi, coz poskytuje lepsi kontrolu nad expresi genu a ptirozené&jsi
regulaci.

Pouzivani mysich modelli ma ovSem své omezeni. Genetickou povahou se HN li$i, pficemz
lidsky mozek je na mnohem vyssi vyvojové tirovni nez mysi. Zivotny cyklus hlodavci je
mnohem krat$i a progrese nemoci mnohem rychlej$i nez u lidi. U mysi se primérna délka Zivota
pohybuje okolo 1,5 roku a v zajeti &ini 2 az 4 roky [29]. Napiiklad v CR je praméma délka
zivota muzl okolo 76let a u Zen 82let [28]. Navzdory t€émto omezenim poskytuji mysi modely
cenné informace o mechanismech nemoci.
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Linie R6/2

Nejstar§im a zaroven nejpouzivanéjSim transgennim modelem k vyzkumu HN se stal model
R6/2. Jedné se o model, ktery byl vytvofen v roce 1996, za vyuziti lidského genu IT15 [23].
Zéklad konstrukce R6/2 modelu spocivad v zaclenéni 3 kopii fragmentu, které obsahovaly
informace o exonu 1 lidského mutovaného mHtt [25]. Ze vzniklého fetézce se poté odstranily
dv¢ okrajové kopie. Konecny linedrni tsek nasledné tvofil gen s repetitivni sekvenci obsahujici
144 tripleti o velikosti 1,9 kb [23] (viz obr.c.7). Diky masivni expanzi genu v tomto
modelu dochazi k urychleni progrese HN. Nastup prvnich ptiznakt se projevil kolem 9.-10.
tydnu zivota. K mortalité mysi dochézelo mezi 10.-13. tydnem jejich Zivota. Vzhledem k tomu,
ze mysi nedosahly dospélosti, mizeme jejich stav piirovnat k juvenilni formé¢ HN. Typickymi
projevy nemoci u R6/2 mysi jsou specifické motorické poruchy. Objevuje se zde chorea, ties,
mimovolné pohyby, dyskineze pti drzeni predmétt [25]. Zajimavosti je také vyskyt epilepsie a
Vv pozd¢jsich stadiich i diabetes [25]. Neurodegenerace zacina v striatum a postupné se rozsifi
do globus pallidus. V pribéhu degenerace neuronti dochazi ke tvorb¢ intranuklearnich inkluzi
v bunkéch zasazenych ¢asti bazalnich ganglii. MysSi modelu R6/2 se chovaji obezietné, zvysené
opatrné a zvidave. Taktéz se zde projevuje vyznamny ubytek vahy R6/2 mysi. Ve srovnani S
jejich zdravymi sourozenci se muze jednat o 60-70% celkové hmotnosti [25].
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Obr. 7. R6/2 mysi model; cervené zvyraznéna cast urcuje genom s 144 CAG expanzi; prevzato [25].

Linie R6/1

Mysi model R6/1 byl vytvofen na stejném principu jako R6/2, ale s menSim poctem repetic
tripletu CAG a jen s jednou kopii fragmentu obsahujiciho exon 1 lidského mHtt. Tentokrat
prodlouZeni genu ¢inilo jen 116 tripleti CAG (viz obr.¢.8). Propuknuti nemoci je v disledku
sniZzeni poctu repetic pozdéji. Prvni priznaky se projevuji v 4. mésici jejich Zivota a prubéh
nemoci je pomalejsi. Mysi se dozivaji vyssiho veéku. Ve striatu nedochazi k tak rozsifené
degeneraci. Obdobné jako u R6/2 mySim modelu dochazi k tvorbé inkluzi v buiikach bazalnich
ganglii a pocet roste ptimo umérné k vyssimu véku. Ptiznaky u modelu R6/1 jsou stejné jako
u modelu R6/2 [25].
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Obr. 8. R6/1 mysi model, genom s expanzi 116 CAG tripletii; prevzato [25].
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2.9.1.1.1 N171-82Q mysi model

Mezi dalsi vyznamné mysi linie transgennich modelt patii model N171-82Q. Tento model je
pfipraven inzerci prvnich 171 aminokyselin z N-terminalniho konce lidského Htt obsahujiciho
exon 1 a 2 do genomu mysi. Exprese je fizena myS$im promotorem. Vlozena ¢ast obsahuje 82
CAG triplett [23]. Prib&h nemoci je pomalejsi, praveé diky snizenému poctu repetic tripletd
CAG. Mysi s timto modelem Ziji nékolik mésicti zcela bez symptomu. Toto presymptomatické
obdobi poskytuje prostor pro vyvoj vhodné terapie pro bezptiznakové pacienty. Mezi prvni
ptiznaky spada klidovy tfes, hypokineze, ataxie a abnormalni chiize [26]. Symptomy u N171-
82Q mysi jsou obdobné jako u R6 linie modelu, ale nezahrnuji hyperkineze. Degenerativng je
hlavné postizeno striatum. V 16. tydnu doslo k ubytku 20% mozkové hmoty a k smrti doslo
U 25 % neuronu Ve striatu [25]. K mortalité dochazelo kolem 5. a 6. mésice [26].

2.9.1.1.2 Knock-in modely

Jedna se o skupinu modeld, kterd je vyznamna pro vyrazny odklad v propuknuti nemoci [27].
Mtze se jednat o vyraznou ¢ast zivota hlodavce. Princip knock-in modelt spociva v inzerci
kopie genu z lidského mHtt s nadmérnym zmnozenim CAG repetice do mysSiho genu [25,27].
Vysledkem vlozeni je linie 0 zvysené expanzi CAG repetic. U vzniklé linie se setkavame
s oznatenim Hdh®*® (pocet tripleti pro dany model). Néastup neurologickych symptomii a
poruch chovani je vétSinou vyrazné opozdén, progrese je tedy pfimo umérna poctu repetic.

2.9.1.1.3 Kondicionidlni model mysi

V roce 2000 Ai Yamamoto a Kkolektiv sestavili tento model v ramci vyzkumu Univerzity
Vv Columbii [23]. Nékdy se zde setkdvame s pojmem ,,gene on and gene off model*“. Model
zastava vlastnost inaktivace mutovaného genu tetracyklinem podanym v potravé [12]. Po
aplikaci tetracyklinu bylo zaznamenano zlepSeni klinického stavu zvifete. Taktéz byl
pozorovan ubytek jiz vzniklych agregati mHtt.
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2.9.2 Ovéi model

V roce 2009 byl vyvinut prvni transgenni ovéi HN model [23]. Jedna se o dokonalejsi model
pro analogickou morfologii ov¢ich bazéalnich ganglii v porovnani s lidskym uspofddanim
bazalnich jader [25]. Oproti mySim modelim poskytuji ovce vyhodu diky vétsi podobnosti v
télesné hmotnosti a organizaci té€lesnych soustav. Pravé diky témto vlastnostem jsou vyuzivany
pfi feSeni nesCetnych otdzek v mnohych oborech. U studie HN tomu neni jinak. Diky
dlouhodobé paméti ovci a schopnosti ucit se, miizeme sledovat nejen ¢asné stadium HN, ale
cely jeji prubéh. Kognitivni schopnosti ovci jsou uzite¢né pro vyvoj testl, které jsou podobné
tém, jez se pouzivaji u lidi. Degenerativni charakter HN je u tohoto modelu taktéz dobie
pozorovatelny. Napiiklad u pétiletych transgennich ovci byl zaznamenan tubytek az 35 % az
39 % receptort V nucleus caudatus, coz odpovida paralelnimu poklesu receptord v
lidskych bazélnich gangliich. Dal§im ptiznakem podobnym lidem bylo pferuseni cirkadidnniho
rytmu. Ovce s HN mély problémy se spankem stejné jako lidsti pacienti [31].

2.9.3 Model pro primaty

Primati jsou velmi vyznamna skupina pro vyzkum HN. Vzhledem k blizké ptibuznosti opic
s ¢loveékem se muize tento zviieci model jevit jako nejvyhodnéjsi. Maji podobnou stavbu mozku
a genomu. Diky této blizkosti s ¢lovékem se nam nabizi unikatni moznost zkoumani pribéhu
nemoci, symptomatiky a prostor pro preklinické studie. Prib¢h a ptiznaky HN u opic odpovidaji
tém, které pozorujeme u ¢lovéka. Nicméné i ptes mnohé vyhody, které vychazi z podobnosti
¢lovéka a opice, se v dnesni dob¢ nachazi jen n¢kolik center vénujicich se tomuto vyzkumu.

Jednim z hlavnich divodd, pro¢ tomu tak je, vychazi ze samotného chovu opic. Opice jsou
zpisoby a ovlivnit vysledky experimentd. Dal§im problémem je finan¢ni naro¢nost udrzovani
stabilniho chovu téchto zvifat. Pies blizkou evolu¢ni ptibuznost existuji néktera omezeni, Ktera
se musi brat v potaz. U nejperspektivnéjsiho druhu primati pro model HN, Macaca mulatta, je
problematické mnozstvi nesené CAG repetice. Tento druh primath nese pouze 10-11 CAG
repetic. V porovnani se zdravym c¢lovékem, ktery ma obvykle az 35 repetic, musime
konstatovat, ze jsou zde =znac¢né rozdily, které vedou Kk otazkdm o prukaznosti
experimentalnich vysledku, coz ¢ini modely u makakit méné vhodnymi pro studium HN. Z
téchto diivodi v roce 2018 bylo oficialné dokumentovano pouze 8 transgennich opic s HN [32].
Tti z nich musely byt po narozeni usmrceny, protoze byly téZzce motoricky postizené [32].
Pitevni analyza prokazala vysoké hladiny agregati mHtt a v celé mozkové hmoté se nalezly
jaderné inkluze [35]. Tyto tfi transgenni opice, rHD3-5, se v pribéhu jejich kratkého
Zivota potykaly s mnohymi abnormalitami. Projevila se u nich dystonie, dysfagie, chorea a
potize s dychanim uz pii narozeni [35]. U zbylych péti opic (rHD1-2 a rHD6-8) byly provedeny
prvni kognitivni testy ve dvou letech. Vysledky ukazaly, ze dané opice disponuji lepSimi
vysledky nez kontrolni skupina opic stejného véku. Prvni motorické poruchy se dostavily
okolo 16. mésice, pfi¢emz dystonii byly zasaZeny hlavné dolni konéetiny. V 22 mésici byly
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prokazany epileptické zachvaty u opice rHD1. Psychiatrické symptomy u opic se skladaly z
uzkosti, agresivity, podrazdénosti. Nékteré opice vykazovaly také zndmky sebeposkozovani.
Magnetickou rezonanci byl prokazan vyrazny ubytek mozkové hmoty ve srovnani se zdravymi
kontrolnimi jedinci. Porovnani transgenni opice rHD1 a kontrolniho jedince ilustruje tento
pokles mozkové tkané.

Control

Obr. 9. Srovndni MR kontrolni opice (a) a transgenni opice rHDI (b). Prevzato [35].

2.9.4 Prase¢i model

Prasata predstavuji velmi uzitecny model pro vyzkum Huntingtonovy nemoci z nékolika
davodu. Prasata totiz disponuji velmi podobnou fyziologii jako lidé [34]. Jsou povazovana za
inteligentni a maji pocetny vrh, ktery mohou mit dvakrat do roka [33]. Prasata patii taktéZ mezi
vSezravce a jsou povazovana za dlouhoveékd. Vhodnymi pro studie se stala také diky jejich
anatomii a uspofadani orgdnil. Mozek prasat, véetné bazalnich ganglii, je dost podobny
lidskému, coz ¢ini tento model relevantnim pro vyzkum neurodegenerace (viz. obr.C.5, 6).
Prasata zacala byt diky témto vlastnostem, dostupnosti a mens$i finan¢ni narocnosti pro
pracovisté, hojn¢ upfednostiiovana pifed ovcemi a jinymi vétSimi savci. Prestoze jsou
preferovana ve vyzkumu s modely pro vétsi savce, je dulezité zminit jejich hmotnost. Prasata
totiz ptibiraji cely Zivot a Casto se stava, Ze narostou do velikosti, které je ¢ini nevhodnymi pro
experimentalni ucely. Z téchto divodu se védci obratili na praci s miniprasaty. Hmotnost
miniprasete se muze pohybovat okolo 20-50 kg [73].

Za vznikem modelu HN u miniprasat stoji Ustav Zivo¢i$né fyziologie a genetiky Akademie
Ceské republiky v Lib&chové. Tento model byl vytvofen za pouZiti lentivirového vektoru,
retroviru, s N-terminalnim fragmentem lidského mHtt pod kontrolou lidského promotoru, ktery
byl zanesen injekéné do jednoho bunééného embrya miniprasete [36]. Do genomu miniprasete
byla zavedena pouze 1 kopie mutovaného genu na chromozom 1 [37].V nasledujicich
generacich dochazi k vertikalnimu pfenosu mHtt ve vSech tkanich [38]. Nejvyssi
koncentrace mHtt byly zjistény v mozku a varlatech téchto zvitat [38].
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2.9.5 Proteomické studie u Huntingtonovy nemoci

,Proteomika predstavuje systematické studium proteinii v bunice a tkanich. Umoziuje sledovat
zmény v exprimovanych proteinech, jejich posttranslatni modifikace a vzajemné interakce v
prub&hu nemoci‘ [90].

Proteiny jsou zadsadnimi aktéry v biochemickych reakci a procesech. Mezi tyto procesy fadime
napiiklad stahy svald nebo regulaci exprese gent [88, 89]. Pro HN je zasadni porozumét roli
Htt a dalSich proteint, které vystupuji v patologii HN. Mezi hlavni oblasti proteomického
vyzkumu u HN patii sledovani zmén v expresi proteind. To je provadéno porovnavanim
protecomu zdravych a HN zasaZenych mozki. Timto zpisobem sledujeme zmény v striatum,
kortexu anebo v CSF. Tato pozorovani vedou k odhaleni proteint, které jsou spojeny
se synaptickym pienosem, energetickym metabolismem, regulaci proteomu a zanétlivymi
procesy. Dal$i vyznamnou ¢asti vyzkumu je studovani procest, v kterych vystupuje mHtt. Mezi
tyto procesy patii posttransla¢ni modifikace mHtt, fosforylace, acetylace, agregace mHtt a jeho
pusobeni na burky.

Naptiklad studie fosforylace p53! potvrdily, ze dochazi k interakci s prolyl-izomerazou a
disociaci inhibitorti apoptézy nejen pii pietrvavajicim stresu, ale i pii expresi mHtt [91].
Vysledek fosforylace zapfi¢ini apoptézou. To vede k atrofii uréitych ¢asti CNS.

Dale se tyto studie vénuji proteinové interakéni siti. fHtt interaguje s fadou proteinti. Ve své
mutované forme tomu neni jinak. mHtt je soucasti komunikace s proteiny, které jsou zapojené
do regulace transkripce, intercelularniho transportu (napf. v ramci mitochondrii) a organizace
cytoskeletu [90, 91].

L ,p53 je tumor supresorovym proteinem, ktery hraje vyznamnou roli v bun&né odpovédi na stres, poskozeni, v
regulaci bunééného cyklu a apoptdze. Tyto funkce jsou dulezité pro udrzeni genetické integrity a brani vzniku
nadorovych buné&k.“ [91]. (Potvrzuji zdroje [92], [93]) Tento jaderny protein vystupuje v apoptickych
procesech u HN [91].
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Biomarkery

V CSF nebo krvi se hledaji proteinové biomarkery korelujici s progresi nemoci (napt. zmény v
cytokinech apod.).

Pro tyto studie pouzivame napt. LC-MS/MS (kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii) anebo 2D-DIGE (dvourozmérna elektroforéza s diferencnim
zna¢enim2) [90]. Tyto metody jsou povaZovany za nejcastéji vyuzivané. Je mozné se setkat i
s dal$imi postupy, které napomahaji porozuméni patologii HN.

Pravée timto se zabyvaji proteomické studie na transgennich modelech.

Nesleduji tedy Htt jen v CNS a jeho vyznam v mitochondrialnich procesech, ale vénuji se vSem
proteinim vystupujicich v patologii HN [86, 90, 91].

2 Tato metoda je modifikace vysoce efektivni cesty, jak separovat z komplikovanych smési stovky riiznych
proteind [96, 97].

27



3 IMUNOLOGIE A NEUROIMUNOLOGIE

Imunologie je dynamicky se vyvijejici védni obor, ktery se zabyva imunitnim systémem. Ten
chdpeme jako soustavu tkani, bun¢k a molekul, které se podileji na imunitni odpovéedi. Tyto
soucasti spolu vzajemné interaguji, komunikuji a spolupracuji. Tyto interakce predstavuji: 1)
kontakt dvou membran bunék, pii kterém si pfedaji informaci nebo 2) produkci signalnich
molekul [44]. V imunologii se ¢asto pro vyzkum pouzivaji transgenni zvifeci modely.

V souvislosti s neurodegeneraci u HN se zaméfime na neuroimunologii, ktera studuje interakci
mezi nervovym a imunitnim systémem. Pfi vyzkumu v neuroimunologii pouzivdme rizné
metody. Nejcastéji jde o detekei koncentraci riznych latek v téle. U HN sledujeme piedevsim
latky, které vznikaji v rdmci agregace mHtt, zanétlivych reakei a probihajicich degenerativnich
procestt v mozku [85,90]. Jednim z kli¢ovych ukazatell jsou cytokiny, které hraji dulezitou roli
v imunitni odpovédi a mohou ovlivnit pribéh onemocnéni. Dilezité je také aktivita reaktivni
mikroglie a astrocyti. Jsou to buiiky podilejici se na zanétlivych procesech v centralni nervové
soustave. V soucasné dobé se vyzkum HN zaméfuje i na zkoumani toho, jak se imunitni procesy
podileji na patofyziologii HN [85].

Je mozZné, Ze ovlivnénim téchto imunitnich procestt by mohlo dojit ke zpomaleni progrese
nemoci [85]. Sledovani spektra a intenzity imunitnich reakci se muze ukazat byt uzite¢né nejen
pro sledovani progrese nemoci, ale také pro hodnoceni Gcinnosti pfipadnych lé¢ebnych
intervenci, které by se zamétovaly na modulaci imunitni odpovédi.

3.1 Historie imunologie a po¢atky neuroimunologie

Kofeny imunologie sahaji do starovéku [45, 46]. V té dobé¢ lidé ziskavali poznatky o imunologii
diky empirickym zkuSenostem. Mezi ty patfila zkuSenost s osobami, které onemocnély morem.
Tito lidé po prekonani nemoci znovu ¢ernou smrti neonemocnéli [46]. Diky tomu poté mohli
pe¢ovat o nemocné. PfestoZze byl uskuteCnén tento poznatek, nedokézali jej aplikovat v
praktické medicing [45].

Prvni pokusy o imunizaci pochazi z Ciny a Turecka z 15. stoleti [45]. Rizné zdroje
doporucovali zvyseni odolnosti proti pravym nestovicim pomoci tzv. variolace. Tato metoda
spocivala v zavadéni strupl do téla riiznymi zplsoby. Mezi tyto varianty patii vlozeni strupu
pod kiizi nebo vdechnuti strupu. Na zacatku 18. stoleti pani Montagu provedla imunizujici
pokusy na svych détech [45, 49]. Udajné pozitivné ovlivnila obranyschopnost svych déti pravé
variolaci.

28



Této metode se pozd¢ji dikladné vénoval anglicky 1ékat, Jenner [45, 50]. Jenner v roce 1798
pozoroval, ze telata, ktera byla kojena kravami s kravskymi nestovicemi, nikdy neonemocnéla
pravymi neStovicemi [50]. Tento jev se pokusil odiivodnit. Nakonec piisSel s myslenkou, ze
tekutina z viedti dojnych krav imunizuje telata. Tuto teorii poté pouzil uspé$né v praxi. Realny
mechanismus, pro¢ tomu tak je, nebyl objeven dalSich 100 let [45]. V roce 1879 Louis Pasteur
objevil o¢kovani na dribezi choleru a roku 1881 ockoval ovce proti snéti [51]. O 4 roky
pozdé&ji poprvé ockuje cloveéka, malého chlapce. Devitilety chlapec byl o¢kovan proti vztekling
[51]. Pasteur vymyslel tato feSeni, aniz by rozumél, pro¢ tomu tak je.V nasledujicich
letech se objevila nova 1é¢iva a prevence nemoci. Az v roce 1890 byl pochopen princip
imunitniho systému [45]. V roce 1901 bylo zji$téno, jak neutralizovat toxiny [45]. V roce 1883
byly poprvé pozorovany bilé krvinky, leukocyty [45]. V 40. letech minulého stoleti bylo
dokazano, ze je mozné zvysit imunitu prenosem bilych krvinek [45]. V 50. letech byly
nalezeny lymfocyty, které byly pozdé&ji rozdéleny na B a T-lymfocyty [45]. Od té doby
imunologie zaziva vyznamné objevy riznych protilatek, o¢kovani a metod podpory imunitniho
systétmu [52]. Neuroimunologie ma kofeny Vv 19. stoleti, kdy doslo k objevu CNS bungk,
které se pozdéji ukézaly jako soucdst imunitni odpovédi [57]. Objev téchto bunck ucinil
némecky védec, Rudolf Vichrow [57, 58]. Jejich 1éCebny potencial byl objeven az v druhé
poloving 20. stoleti [58].

V 50. a 60. letech 20. stoleti u nas zacaly vznikat instituty pro studii imunologie [48]. Vznik
neuroimunologie v naSich zemich spada do ptelomu 80.- 90. let 20. stoleti [47].

3.2 Imunitni systém pacientii s Huntingtonovou nemoci

Odpoveéd” imunitniho systému na propuknuti zanétu obvykle zahrnuje aktivaci T- a B-
lymfocytl a dalSich obrannych mechanizmt, které pomahaji télu bojovat proti infekcim a
poSkozeni. U HN dochdzi neurodegeneraci, kterd indukuje zanétlivou odpovéd. Na
neurozanétu se podili neuroglie (viz. kapitola 3.3). Diferenciace téchto bunék a latek, které se
jednoznaéné podileji na imunitni odpovédi u HN, je dileZita pro vyzkum mechanismu HN [85].
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3.3 Neuroglie

Neuroglie jsou bunky, které tvoti neuronim podpurny systém (obr.¢.10) [58]. Zastavaji Siroké
spektrum vlastnosti a funkci [58]. Tyto bunky nalezneme v perifernim nervovém systému a
v CNS. Ve spojitosti s HN se zamétime na neuroglie v CNS. Zjednodusen¢ tyto neuroglie
délime na makroglie a mikroglie, které mizeme rozdélit do dalsich podskupin. Mezi né
spadaji naptiklad astrocyty a oligodendrocyty [54, 58].

Mikroglie (M1)

Astrocyt

Oligodendrocyty

Obr. 10. Zobrazeni podpiirného systému neuronii. Prevzato a upraveno [53].

Ve spojitosti s HN jsou pro nas nejvyznamnéjsi mikroglie a astrocyty.
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3.3.1 Mikroglie

Mikroglie nalezneme v celé CNS, kde tvoii 5 — 10 % vSech bunék [55]. Jejich chovéni je
unikatni a vysoce zavislé na misté vyskytu, fyziologickych procesech, okolnim prostiedi a
dalSich faktorech. Historicky byly povazovany za pasivni vyplii mozku, ktera drzela vse
pohromad¢. Pozdéji bylo objeveno, Ze tyto bunky zasahuji do imunitni odpovédi a ucinkuji
v mnoha procesech, které hraji vyznamnou roli ve fyziologii ¢lovéka [41, 85, 90]. Tento objev
vedl k intenzivnimu studiu mikroglie.

Pfi studiu jejich imunitnich funkci byly mikroglie klasifikovany do dvou fenotypi. Prvni
fenotyp se oznacuje M1 a je spojen s prozanétlivymi procesy. Klidové mikroglie se podileji na
udrzovani synapsi, eliminaci nezddoucich struktur a synaptickém protfezavani [41]. Tento
fenotyp mikroglii sleduje své okoli a udrzuje homeostazu CNS. Diky schopnosti modulovat
nervovou aktivitu a ovliviiovat strukturu okoli hraji zasadni roli v normalni funkci [40]. Druhy
fenotyp M2 je spojeny s protizanétlivymi procesy a vznika pfi iniciaci imunitni odpovédi [85].
V ten moment mikroglie méni svij stav z klidového na aktivovany a dochazi k produkci
cytokinti. Tento proces byl nazvan aktivace [40].

Pti transformaci z M1 na M2 dochézi k morfologickym zménam, kdy mikroglie piechazi z
rozvétvené klidové podoby do amébovitého tvaru (viz obr.¢.11) [40]. Procesy, na kterych se
M1 podilely, se morfologickou zménou pierusily. M2 reaguji na zanétlivy podnét a zacastiuji
se protizanétlivych procest. Aktivované mikroglie se naopak podilely na neuronové smrti.

NF-kB signalizace Prozanétlivé cytokiny
wr . g PU1 a CCAT enhancer ROS
/) binding Kyselina chinolinova

'

Htt DAMP molekuly,
cytokiny

Smrt neuronu

NF-kB signalizace
JAK/STAT signalizace

Prozanétlivé cytokiny
ROS

Vychytavani glutamatu
Extracellularni K*

%

Obr. 11. Morfologicka zména mikroglii a astrocytii na jejich pozménéné formy. Prevzato a upraveno [40]. ROS: oxidativni stres,
PU1 enhancer: one-part-unit enhancer; CCAT enhancer: CCAAT binding-protein enhancer; NF-kB signalizace: Nuclear Factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; JAK/STAT signalizace: Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of
Transcription
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Tato predstava byla caste¢né¢ vyvracena. U mikroglii totiz skuteéné dochéazi k morfologické
zmén¢. Tato zména byla nesCetnékrat potvrzena v nezavislych studiich [41, 85]. Bylo také
popsano velké spektrum funkci, které mikroglie zastavaji. V roce 2005 byl objeven novy
zpusob zkouméani bunék, ktery vedl k hlubSimu pochopeni, co vlastné mikroglie jsou [56].
Tento pokrok se stal prvnim krokem k charakteristice mikroglii. Dnes povazujeme mikroglie
za extrémné dynamické buiiky, které se nepfetrzit¢ nachazeji v tzv. aktivovaném stavu i bez
pritomnosti patogenu. U mikroglii bylo také potvrzeno, ze bedlivé sleduji své okoli a interaguji
s nim [56]. Tyto buiikky se snazi dosdhnou urcit¢ homeostazy. To provadi dynamickou
reorganizaci mikroglidlnich procesti [40]. Tyto procesy mohou mikroglie regulovat podle
potieby. U mikroglii je dilezité zminit komplexy rtiznych parametrti (viz obr.c.12), které
ovlivilgji jejich funkce. Mikroglialni chovani muze byt ovlivnéno nescetnymi faktory (viz
obr.¢.12).

U HN je nejvyznamnéj$im faktorem genetika. Mikroglie u zdravych jedinct exprimuji fHtt.
Mikroglie u zvifecich modelti s HN exprimuji mHtt ve zvySeném mnozstvi [55]. Tento jev je
Casto oznacovan jako sekundarni exprese mHtt. V mnoha studiich se ovSem setkavame s
riznymi vysledky dle typu modelu a druhu, na kterém byl model zkouman. Obecné miizeme
tvrdit, ze u organismi s HN mizeme pozorovat nadmérn¢ zvySené mnozstvi specificky
aktivovanych mikroglii [55]. Tento jev je viditelny nejen v modelech in vitro, ale i v
patologickém rozboru lidskych tkani.
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Obr. 12. Parametry, které oviiviwji funkce mikroglie. Prevzato a upraveno z clanku Microglia states and nomenclature: A field
at its crossroads [56].

V zavislosti na kontextu situace mohou mikroglie dynamicky ménit své funkce, coz lavinovité
ovliviiuje procesy, na kterych se diive podilely. Mezi procesy, na kterych se mikroglie podileji,
spada naptiklad eliminace agregata proteind, mikrobii, odumfelych bunék, bunéénych zbytkl
nebo produkce cytokini [55]. U nekterych mikrogliich, za urcitych okolnosti, pozorujeme i
negativni ucinky. Mezi procesy takovych mikroglii mize patfit indukce oxidacniho stresu, coz
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spousti proces fagocytozy. Pii této fagocytoze dochazi k zvyseni aktivity nékterych enzymd,

které metabolizuji rizné latky na neurotoxiny. Mezi takové produkty fadime naptiklad kyselinu
chinolinovou. Produkce téchto latek mikrogliemi pfispivd k rozvoji neurozanétu, jenz je
charakteristickym rysem HN.

Podle riznych funkci, reakci a procesi, do kterych se mikroglie zapojuje, lze tyto bunky
rozdélit do nékolika skupin. Pro HN jsou vyznamné tfi podskupiny mikroglii. Mezi n¢ patfi:
Disease associated mikroglia (DAMs); mikroglial neurodegenerative phenotype (MGnD);
proliferative associated mikroglia (RAM) [56].

Mikroglie maji velmi dobrou mitotickou aktivitu. Bylo pozorovano, ze po piisobeni toxinu nebo
antagonisty doslo k tispé$né repopulaci i pfi ztraté az 99 % bunék [56]. Tato schopnost obnovy
ukazuje na vysokou plasticitu mikroglii a jejich potencial pro regeneraci Vv prubchu
patologickych procest. Soucasny vyzkum mikroglii se zamétuje na pouzivani markerd, které
umoznuji bliz§i zkoumani téchto bunék. Tyto markery poméhaji definovat transkrip¢ni identitu
mikroglii [56]. Védci se jimi pokousi vizualizovat mikroglie a specifikovat, jak s nimi dale
manipulovat.

3.3.2 Astrocyty

Astrocyty, nékdy oznacovany jako astroglie, jsou nejcastéjsi neuroglie v CNS savct (obr.¢.10).
Maji charakteristicky hvézdicovity tvar s dlouhymi vybézky, kterymi se pfipojuji na bazalni
membrany endotelidlnich bun¢k a pericytl. Ty se nachazeji v siti krevnich cév, kde jsou
soucasti hematoencefalické bariéry. Zasobuji mozek kyslikem a Zivinami. V poslednim
desetileti bylo prokazano, Ze se astrocyty zasadné podileji na optimalni funkci mozku nejen s
ohledem na jejich navaznost na mozkovou vaskulaturu. Mezi hlavni funkce astrocytii patii
regulace a tvorba synapsi, udrzovani stilého pH a homeostdza neurotransmiteri a
gliotransmiterti [40].

Gliotransmitery jsou latky, které ovliviiuji komunikaci mezi neurony. Jejich uvoliovani a
rovnovaha v mozku poukazuje na nové poznatky o komplexni roli astrocytd [98]. Ty byly
dlouho povazovany pouze za strukturalni a podpirné makroglie, tvotfici vyznamnou sit’ drah v
CNS.

Astrocyty se vyznacuji unikdtni organizaci, kdy jejich vybéZky vytvareji nepiekryvajici se
oblasti. Spoje mezi nimi jsou zprostfedkovany pies mezerové spoje tzv. ,,gap junctions*, které
vyuzivaji ionty vapniku nebo jiné lokalni vazoaktivni latky k vytvoteni rychlého signaliza¢niho
spoje. Tento spoj vnika adhezi molekul nebo uvolnénim vazoaktivni latky [40]. Elevace a
roz$iteni téchto latek se podili na rychlé a presné regulaci pfisunu krve do mozku [40]. Vyznam
astrocytil se ukazuje i v souvislosti s patologii u HN. Astrocyty totiz hraji zdsadni roli v progresi
HN. Tato role spociva v imunitni odpovéedi na neuroinflamaci. Pti zanétu mozku se astrocyty
morfologicky zméni (viz obr.¢.11). Jejich genetickd exprese je pozménéna. Tento proces se
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nazyva reaktivni astrogliéza. V této fazi se astrocyty zvétSuji a produkuji nadmeérné mnozstvi
glialniho fibrilarniho acidického proteinu (GFAP), ktery je soucasti jejich cytoskeletu. V této
form¢ astrocyty produkuji latky, které zesiluji imunitni odpovéd’. Zvysené mnozstvi GFAP
pozitivnich astrocytii bylo u zvifecich modelii HN piimo umérné zavaznosti nemoci a
korelovalo se ztratou neuront v bazalnich gangliich [55]. Astrocyty se podileji jak na ochrané
neuront, tak na patofyziologii HN.

3.3.3 Oligodendrocyty

Oligodendrocyty predstavuji specializované buiiky, které vytvareji lipoproteinové pochvy
kolem axonu neuront [59]. Jedna se o tzv. myelinovou pochvu [58]. Tato pochva zajistuje
izolaci axonu neuronu [59,60]. V dnes$ni dobé védci studuji jejich role v podpofe neuront,
izolaci a jejich zapojeni v mechanismech spojenych s vnimanim bolesti [59].
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3.4 Cytokiny

Cytokiny pfedstavuji rozsdhlou skupinu malych organickych molekul, které se podileji na
vetsing biologickych reakcei. Cytokiny jsou malé proteiny, glykoproteiny anebo peptidy [44].
Jejich molekulova hmotnost se mize pohybovat v rozmezi piiblizné 6 — 70 kDa [61]. Tyto
signalizacni molekuly mohou byt pfitomny na povrchu cilovych bunék nebo rozpusténé v
tkanovych tekutinach. Cytokiny byly objeveny v 60. letech minulého stoleti a diive se
oznacovaly jako lymfokiny a monokiny. [44]

Cytokiny zajistuji komunikaci mezi imunitnimi bunkami a dal§imi bunkami téla [62]. Pro
signalizaci pouZzivaji nckolik strategii. Mezi n& patfi autokrinni, parakrinni a endokrinni
signalizace [62, 63]. Zastavaji velké mnozstvi funkci a vlastnosti. Cytokiny mohou pfipominat
hormony [44]. Hranice mezi nimi neni zcela jasna [44]. N¢které hormony se totiz chovaji jako
cytokiny [44]. Cytokiny zajistuji adaptivni imunitni odpovéd’, regeneraci tkani, diferenciaci
buné¢k a kontrolu bunééného ristu. Cytokiny vykazuji pleiotropismus a redundanci [64]. Jinymi
slovy tyto molekuly mohou zastavat vice odlisnych funkei a jejich Gi¢inky se mohou piekryvat.
Cytokiny pusobi na leukocyty selektivnimi receptory [42]. Cytokiny muzeme délit do péti
zakladnich tfid na: interleukiny, nadorové nekrotické faktory (tumor necrosis factor, TNF),
interferony, transformujici ristové faktory, kolonie stimulujici faktory, chemokiny. Kombinaci
tftid cytokinli vznikaji rlzné biochemické odpovédi. Podle ni se déli na prozanétlive,

-----

3.4.1 Prozanétlivé cytokiny

Prozanétlivé cytokiny zvysuji intenzitu zanétlivych procest a hraji klicovou roli v patogenezi
zanétlivych onemocnéni [43]. Ptispivaji ke zhorSeni poSkozeni zasazené tkan€ a pfitahuji
leukocyty do zanétem postizené oblasti [44]. Do této skupiny patii TNF, interleukiny 1, 8, 12,
17 a interferon Y.

3.4.2 Protizanétlivé cytokiny

-----

vyznamné cytokiny jako je naptiklad interleukin 4, 10, 11 a transforming growth factor § (TGB-

P).
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3.4.3 Cytokiny a Huntingtonova nemoc

U osob s HN byly pozorovany zvySené hodnoty cytokind jesté pted propuknutim onemocnéni
[72]. Tyto cytokiny pochdzeji z aktivovanych mikroglii, které maji prevazné prozanétlivy
charakter. Jejich zvySena koncentrace navic koreluje s progresi onemocnéni [72].

Cytokiny jsou sledovany jako potencialni bioindikatory aktivace imunitniho systému. Zvysené

hladiny téchto molekul mohou slouzit k predikci rozvoje HN, coz naznacuje jejich mozné
vyuziti v diagnostice ¢i monitorovani onemocnéni [72]
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4  PRAKTICKA CAST

Experimenty byly realizovany od ledna po unor roku 2025, kdy byly analyzovany vysledky
méfeni. Na zacatku ledna byly provadény metody sledujici imunitni bunky periferni krve.
V tnoru byly zjistovany hladiny cytokind v plazmé a mozkomisnim moku.

4.1 Experiment Cislo 1

V prvnim experimentu jsSem se vénovala imunologické analyze cytokini v biologickém vzorku,
konkrétn¢ v plazmé a mozkomisnim moku. V nékterych pracich se mizeme také setkat se
zpracovanim krevniho séra, proto se i jemu vénuji v podkapitole 5.1.1 Metody a soubory.
Cytokiny jsou nasledné méteny na zafizenim zvaném Luminex.

4.1.1 Metody a soubory

V ramci vyzkumu imunologie mame nékolik zakladnich metod, které jsou zakomponovany ve
vSech pokrocilejsich zpracovanich dat. Zasadni soucast vyzkumu tvoii nejen samotné metody,
ale také kvalita a mnozstvi pouzitych materiali. V této Casti prace se zamétuji predevsim na
krev a mozkomis$ni mok. Jejich kvalita a mnozstvi ovlivituje celkové vysledky prace. Spravny
odbér vzorkd, stejn¢ jako nasledna manipulace, skladovani a dalsi laboratorni podminky hraji
zasadni roli pro uspésnost vysledkt analyz.
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Tab. 1. Pirehled metod a souborii pro experiment cislo 1

Metoda

Materialy

Izolace mononuklearnich

bunék Ig)eriferni krve
(PBMCs)

Praseci krev (5ml) WT, TG-HD

Antikoagulaéni ¢inidlo EDTA

Ficoll-Paque (11,25 ml)

Pufr 1x PBS (100 ml)

Ptiprava séra - centrifugace

Praseci krev (5 ml)

Ptiprava plazmy -
centrifugace

Praseci krev (5 ml)

Antikoagulac¢ni ¢inidlo EDTA

Luminex

CSF: WT (n=4) a TG-HD (n = 4) ve véku 48 mésict

Plazma: WT (n =4) a TG-HD (n = 4) ve véku 48 mésicu

sady:

1.MILLIPLEX MAP Porcine Cytokine/Chemokine Magnetic
Bead Panel (MILLIPLEX®PCYTMG-23K-PX13, Millipore);

2.Swine Cytokine I\/Ia%_r;]etic Y-E!ef]( Panel (TMLSCO0001M,
ermo Fisher

Scientific)

deionizovana voda

Sheath fluid 100 pul
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Odbér krve a piiprava séra

Sérum je tekuta slozka krve, ktera zlistane po sraZeni a odstranéni krevnich bun¢k a srazeniny.
Na rozdil od plazmy neobsahuje fibrinogen, ani dalsi koagula¢ni faktory.

Ptiprava séra je dilezitd pro studium slozeni krve a jeji dalsi zpracovani. Sérum hraje zasadni
roli v imunologii diky obsahu dilezitych molekul, jako jsou proteiny, hormony, protilatky a
dalsi biomarkery. Tyto slozky poskytuji cenné informace o stavu imunitniho systému, coz z n¢j
¢ini nepostradatelny vzorek pro diagnostické a vyzkumné tcely. Piiprava zabrala ptiblizné¢ 100
minut.

Postup ptipravy séra:
1. Odbeér krve — miniprase (provadi veterinar)

Odbér krve u prasat se provadi z dolni duté zily (vena cava caudalis) [68].
Zvite je nutné bezpecné fixovat. Misto vpichu se o€isti a dezinfikuje, nasledné
se pouzije sterilni jehla pro odbér.

2. Koagulace (dale vlastni prace)

Vzorek byl uchovan pfi teploté cca. 20 °C po dobu jedné hodiny a byl nechan
se koagulovat.

3. Centrifugace

Srazeny vzorek byl vlozen do centrifugy a odstied’ovan pii 1500 X g po
dobu

10 minut, 4 °C. Pii rotaci vzorku dosSlo diky piisobeni odstfedivych a
dosttedivych sil k oddéleni séra a srazeného shluku (viz. obr.13).

4. Separace

Po centrifugaci byl vyjmut vzorek a bylo odpipetovano sérum, které se
oddélilo od srazeniny. Sérum bylo znova centrifugovano (1500 x g. 10 min.,
4 °C). Nasledn¢ bylo sérum rozalikvotovano a uchovéno pfi teploté -80 °C
pro nasledné pouziti.
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SERUM

‘— Sérum

&@— SraZenina

Obr.13 Obr.14

Obr. 13. Ukdzka centrifugovaného vzorku - krevni Obr. 14. Ndkres s teoretickym zndzornénim vzorku
sérum; vlastni fotografie séra po centrifugaci,; prevzato a upraveno[65]
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Piiprava plazmy

Plazma je tekuta slozka krve, ktera ztstane do odstranéni krevnich bunék. Tato tekutina ma ale
koagulac¢ni faktory, jako napiiklad fibrinogen.

Pti ptipravé plazmy dbame na rychlé zpracovani odebraného vzorku. Jinak se miizeme setkat
se znehodnocenim celého nasledujiciho postupu. U plazmy je dilezité zminit, ze tato slozka
krve obsahuje vSechny slozky krve, vcetné koagulacnich faktort, proteint.

Po provedeni odbéru krve trvala ptiprava 23 minut.
Postup piipravy plazmy:

1. Ziskani vzorku krve (provadi veterinar)
Zde by postup stejny viz. ptiprava séra. V tento moment doslo k jedné zméné. Diky vyskytu
koagulacnich proteinti, jako je napiiklad fibrinogen, bylo nutné krev odebirat rovnou do
zkumavky s antikoagulacnim ¢inidlem. Toto ¢inidlo mé zamezit srazeni krve.

2. Promichavani (dale vlastni prace)

Po odbéru krve byla zkumavka promichana, aby se antikoagula¢ni ¢inidlo fadn¢ smisilo s krvi.
Toto promichani predstavovalo jemné otaCeni (hlavné netiepat) vzorkem. Timto se védci
pokouseji vyvarovat srazeni krve a hemolyze.

3. Centrifugace
Krev byla umisténa do centrifugy a odstied’'ovéana pii 1500 x g po dobu 10 minut, 4 °C.
4. Separace
Po centrifugaci se oddélila plazma od zbytku vzorku. Vzorek plazmy byl
odebran pipetou. Nasledné byla plazma rozalikvotovana a uchovana pfi

teploté

-80 °C pro nasledné pouziti.
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PLASMA

Krevni plasma ->

Leukocytova

vrstva ->

Cervené krvinky ==

Obr.16

Obr. 15. Separovand plazma; viastni fotografie Obr. 16. Ndkres s teoretickjm zndzornénim vzorku
plazmz po centrifugaci; prevzato a upraveno [65]
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Odbér a piiprava mozkomisniho moku(CSF)

CSF predstavuje Cirou, bezbarvou tekutinu, ktera se nachdzi v CNS [75, 74]. Po kvalitativni
strance se tato tekutina podoba plazmé [74]. Po ptevzeti vzorku ptiprava CSF trvala 15 minut.

Postup pripravy CSF:
1. Ziskani vzorku CSF — lumbalni punkce (provadi veterinai)

Prase bylo uvedeno do lateralni polohy. Bederni oblast miniprasete byla
mirn¢ prohnuta. Jehla byla zavedena mezi obratle L4-L6 (v zavislosti na
velikosti zvifete). Po priniku do subarachnoiddlniho prostoru bylo CSF
odebrano.

2. Centrifugace (dale vlastni prace)

CSF byla umisténa do centrifugy a dvakrat odstted’ovana pii 1500 x g po dobu
10 minut, 4 °C.

3. Separace
Po centrifugaci se oddélila ¢ista CSF od ptipadného zbytku vzorku, ktery se
usadi na dné zkumavky a vytvoii peletu. Cist¢ CSF bylo poté odebrano

pipetou. Nasledné bylo CSF rozalikvotovano a uchovano pfi teploté -80 °C
pro nasledné pouziti.
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Piiprava pro méieni na stroji Luminex

Luminex je multiplexni analytickd technologie, ktera umoziuje soucasnou detekci a
kvantifikaci vice biomolekul v jednom vzorku. Tato metoda je zalozena na principu
fluorescen¢ni detekce pomoci kuli¢ek (beads), které jsou pokryty specifickymi protilatkami a
oznaceny riznymi fluorescenénimi barvivy.

Pfi této metod¢ miizeme vychazet z ptipravy plazmy, séra a CSF. Jak plazmu, tak sérum je
mozné pouzit pro tuto metodé. V této praci byla metoda aplikovana na plazmu a CSF.
K provedeni experimentu byla pouzita sada MILLIPLEX®PCYTMG-23K-PX13 a
MILLIPLEX® Magnetic Bead 7-plex Kit.

Piiprava CSF a ptiprava vzorku pro méfeni na pfistroji Luminex trvala 4-6 hodin (na jednu
davku vzorku).

Postup:
1. Piiprava plazmy a CSF

Postup pfipravy plazmy/CSF byl stejny jako v podkapitole 5.1.2/5.1.3.
Vzorky byly rozmrazeny v ledové lazni o teploté 4 °C, cca 1 h.

2. Ptiprava vzorkl na analyzu

Po rozmrazeni vzorku bylo nutné odstranit necistoty a rozrusit shluky vétSich
proteint, které by mohly ovlivnit nasledné analyzy.

2.1 Vortexace

Tato metoda zahrnuje mechanické rozruseni vétSich proteinovych
agregatl, které mohou zastinit mensi, sledované proteiny. Toto se
provadi na zafizeni, které je nazyvané vortex mixer (Viz
obr.¢.17). Princip pferuSeni interakci spociva Vrozpohybovani
obsahu zkumavky urcitou frekvenci, kterd narusuje proteinoveé
interakce a napomaha jejich lepsi disperzi.

2.2 Sonikace

Sonikace je metoda, ktera pomoci ultrazvuku taktéZ rozbiji vazby
mezi vét§imi proteinovymi shluky.
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&lma

Obr. 17. Vortex mixer; viastni fotografie
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2.3. Centrifugace

Vzorky byly vlozeny do centrifugy a odstiedény pii 16 000 x g
po dobu 10 minut, 4 °C.

3. Pfiprava Sérum matrix, kontrol kvality a kalibracnich standardii
3.1 Sérum matrix

Do lahve s lyofilizovanym Sérum matrix, byl piidan 1 ml
deionizované vody. Po disledném promichani byl ponechén po
dobu 10 minut odstat.

3.2 Kontroly kvality

Kontroly kvality 1 a 2 byly vyjmuty ze sady pro imunologicky
rozbor a rozmichany v 250 ul deionizované vody. Nasledné byla
vialka nckolikrdt obrdcena a vortexovdna, aby se fadné
promichala smés. Kontroly se ndsledn¢ nechali odstat po dobu 10
minut.

3.3 Ptiprava kalibra¢nich standardi

Ze sady byl vyjmut standardizovany kalibra¢ni lyofilizat (STD 0).
Ten byl nasledné rozpustén v 250 pl deionizované vody.
Nasledné byl STD 0 nékolikrat oto¢en ve vialce, vortexovan a
ponechén ve vialce po dobu 10 minut odstat. Poté¢ byl STD 0
fedén podle znédzornéni na obr.¢.19 a tabulky 2.
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Tab. 2. Prrehled markerii, protilatek a jejich funkce

STD Ptedchozi Assay STDOv250 | Redéni
standard buffer pl
1 75 ul 150 pl 3X
2 75 ul 150 pl 3X
3 75 ul 150 pl 3X
4 75 ul 150 pl 3X
5 75 ul 150 pl 3X
6 75 ul 150 pl 3X
7 75 ul 75 ul 2X
8 75 ul 75 ul 2X
9 75 ul 75 ul 2X
10 75 ul 75 ul 2X
11 75 ul 75 ul 2X
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AN

250 ml 150 ml 150 ml 150 ml 150 ml 150 ml 150 ml 7S ml
(STD 0)
Standard1  Standard 2 Standard 3 Standard4  Standard 5 Standard & Standard T Kontrola

Obr. 19. Schématické zndzornéni Fedéni standardii,; prevzato a upraveno [67]

4. Ptiprava promyvaciho pufru (1x Wash Buffer)

10x Wash Buffer byl temperovan na pokojovou teplotu (RT), aby se soli v
roztoku plné rozpustily. Poté byl pfipraven pozadovany 1x Wash Buffer
smichanim 30 ml 10x Wash Bufferu s 270 ml deionizované vody.

5. Priprava 96 jamkové destiCky

Do kazdé jamky bylo napipetovano 200 ul Assay Bufferu. Desticka byla
michana na tfepacce desticek (plate shaker) pii 450 x rpm po dobu 10 min. pii
RT. Pufr byl poté vylit vyklepnutim a osuSen na buniciné.

6. Samotné pipetovani standardd, kontrol a vzorka

Do 96 jamkové desticky byly napipetovany piedptipravené standardy (STD1
az STD11), pufr pro background a kontroly (QC1, QC2) podle tabulky 3. Do
jednotlivych jamek pro standardy, background a kontroly bylo napipetovano
25 pl Serum matrix. Do jamek pro vzorky bylo pipetovano 25 pl Assay
Bufferu.

Centrifugovana plazma a CSF z jednotlivych zkumavek byla napipetovana v

technickych duplikdtech do desticky. Do pfisluSnych jamek bylo
napipetovano 25 pul vzorku.
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Tab. 3. Prrehled 96 jamkové desticky se vzorky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Al P-5TD1 | P-5TDS | P-5TDS |P-WT1 P-TG-HD1] P-QC1 C-5TD1 | C-5TD5 | C-5TDS |C-WT1 C-TG-HD1| c-Qc1
| P-STD1 | P-STD5 | P-STDS |P-WT1 P-TG-HD1]| P-QC1 C-5TD1 | C-STDS5 | C-5TDS |C-WT1 C-TG-HD1] c-ac1
c| P-STD2 | P-STD6 | P-STD10|P-WT2 P-TG-HD2| P-QC2 C-5TD2 | C-STD6 | C-STD10|C-WT2 C-TG-HD2| cC-Qc2
p| P-STD2 | P-STD6 | P-STD10|P-WT2 P-TG-HD2| P-QC2 C-5TD2 | C-STD6 | C-STD10|C-WT2 C-TG-HD2| cC-Qc2
g| P-STD3 | P-STD7 | P-STD11|P-WT3 P-TG-HD3 C-5TD3 | C-STD7 | C-STD11|C-WT3 C-TG-HD3
g| P-STD3 | P-STD7 | P-STD11|P-WT3 P-TG-HD3 C-5TD3 | C-STD7 | C-STD11|C-WT3 C-TG-HD3|
G| P-STD4 | P-5TD8 P-BKG [|P-WT4 P-TG-HD4 C-5TD4 | C-STD8 C-BKG |C-WT4 C-TG-HD4|
H| P-STD4 | P-STDB P-BKG [|P-WT4 P-TG-HD4 C-5TD4 | C-STD8 C-BKG |C-WT4 C-TG-HD4|

7. Ptiprava magnetickych kuli¢ek

Lahvicka s premixed magnetic beads byla sonikovana po dobu 30 sekund a
vortexovand po dobu 1 minuty. Nasledn€ bylo 25 pl magnetickych kulicek
napipetovano do kazdé jamky.

8. Inkubace

Vzorky byly inkubovany na tiepacce desticek pti 450 x rpm, pii 4 °C pres
noc (16-18 hodin).

9. Promyvani
Desticka se vzorky byla po inkubaci poloZena na magnet na 60 sekund. Tento
magnet se pouzivd k rychlému a efektivhimu odstranéni supernatantu
(tekutiny) z kuli¢ek po inkubaci s vzorky nebo reagenciemi. Poté byly vzorky
slity a osuSeny. Nésledné byla desticka sunddna z magnetu a promyta 200 pl
wash buffrem. Tento proces byl zopakovan a desti¢ka byla 3x promyta.

10. Detection antibodies
Detekéni protilatky byly do vSech jamek napipetovany v 50 pl.

11. Inkubace

Desticka s detekénimi protilatkami byla inkubovand po dobu 2 hodin pfi
pokojové teploté na tfepacce.

12. Streptavidin-Phycoerythrin

Do vSech jamek s detekénimi protilatkami bylo napipetovano 50 pl
streptavidinu-phykoerythrinu.
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13. Inkubace

Destic¢ka byla po dobu 30 minut inkubovana pii pokojové teploté na tiepacce.
14. Promyvani

Destic¢ka byla téikrat promyta za pomoci magnetu viz. 9.
15. Sheath Fluid

Do desticky bylo napipetovano 100 ul sheath fluid a desticka byla vloZena na
5 minut na tiepacku.

16. Cisténi a kalibrace

Pfed méfenim byl pfistroj pro Luminex 200 se softwarem XPONENT
3.1.871.0 (Luminex Corp., Austin, TX) nakalibrovan podle instrukci vyrobce
a bylo jeho provedeno ¢isténi.

17. Mé&feni na piistroji Luminex

Mg¢feni a nasledn¢ ¢teni vysledkt zabralo cca 1 hodinu.
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Obr. 20. Luminex 200; viastni fotografie
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4.1.2 Stanoveni hladiny cytokinii

V ramci metody Luminex byla stanovena hladina cytokint u miniprasat S HN (n=4) (TG-HD)
a kontrolnich miniprasat (n=4) (WT) v plazm¢ a mozkomi$nim moku (CSF). Tyto zvitata byla
ve véku 48 mésicu.

4.1.3 Statisticka analyza

K vypracovani statistické analyzy cytokina a pro tvorbu grafii byl pouzit program Prism ve
verzi 6 (software GraphPad). Statisticky vyznamné rozdily byly posuzovany na hladiné
vyznamnosti p < 0,1, coz pfedstavuje mirn€ uvolnéné kritérium, které umoziuje identifikaci
trendil pfi mensim vzorku dat.

Cytokiny, u kterych p-hodnota piekrocila stanovenou hranici 0,1, byly povazovany za
statisticky nevyznamné. Pro vyhodnoceni vysledkt byl pouzit neparovy t-test.
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4.1.4 Vysledky analyzy mozkomi$Sniho moku
Detekce cytokinit v mozkomisnim moku
V CSF TG-HD a WT byly pozorovany signifikantni rozdily u Interleukin 1p a Interferonu o.

V této CSF byly také sledovany koncentrace nékolika dalSich dualezitych cytokint: Interleukin
8, Tumor Necrosis Factor a, Interleukin 4, Interleukin 10 a Interferon y. Tyto cytokiny byly
vybrany jako zastupci riznych skupin cytokinti, které hraji klicovou roli v imunitni odpovédi.

-----

nevykazovaly statisticky vyznamné hodnoty. Byly pozorovany jen urcité trendy.

Prozanétlivé cytokiny v mozkomiSnim moku 1

Interleukin 18 (IL-1p) vykazuje statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami TG-HD a WT (p
=0,0668).

Interleukin 8 (IL-8) nevykazuje statisticky vyznamny rozdil mezi TG-HD a WT v daném
¢asovém intervale? (viz. obr.&.22).

Tumor Necrosis Factor o (TNF-a) vykazuje vizualné€ zvyseny trend v koncentracich u TG-HD
ve srovnani s WT, ale tento rozdil neni statisticky vyznamny 3 (viz. obr.¢.22).

100, INterleukin 1p Interleukin 8 Tumor necrosis factor a
00668 44 o
804
L
- 601 o il @ . 2 200- -
E ° g ® a o
B’ b (2] Q. o
o 404 aun L] Q. 9 °
2. L] 1004 :
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0

0 ; . 0 ; : S ;
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Obr. 22. Vysledky CSF — prozanétlivé cytokiny

! Interleukin 1B, Interleukin 8 a Tumor Necrosis Factor a spadaji do skupiny prozanétlivych
cytokinil. Jejich hladiny ndm poskytuji cenné informace o imunitni odpovédi a zanétlivych
procesech v organismu.

2 3 Absence statistické vyznamnosti miiZze byt zptisobena malym poctem vzorkd.
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Protizanétlivé cytokiny v mozkomiSnim moku

Interleukin 4 (IL-4) nevykazuje statisticky vyznamny rozdil mezi TG-HD a WT, i kdyz je
hladina IL-4 vy$s§i u TG-HD v porovnani s WT (viz. obr.¢.23).

Interleukin 10 (IL-10) se nejevi jako statisticky vyznamny*® (viz. obr.&.23).

05, |nterleukin 4 5. Interleukin 10
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Obr. 23. Vysledky CSF — protizanétlivé cytokiny

4 Absence statistické vyznamnosti miize byt zptisobena malym poétem vzork®.
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Interferony v mozkomisnim moku

Interferon o (IFN-a) vykazuje statisticky vyznamny rozdil mezi zviraty TG-HD a WT skupin
(p = 0,0510) (viz. obr.¢.24).

Interferon y (IFN-y) nevykazuje statisticky vyznamny rozdil5 (viz. obr.¢.24).
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Obr. 24. Vysiledky CSF — interferony

® Absence statistické vyznamnosti miiZe byt zptisobena malym po&tem vzorkd.
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4.1.5 Interpretace vysledkii detekce cytokini v mozkomiSnim moku a
diskuse

Interleukin 1f

Zvysend koncentrace IL-1f u TG-HD miiZe indikovat vyssi neurozanétlivou aktivitu (viz.
obr.C.22).

Signifikantné zvys$ené hladiny prozanétlivého cytokinu interleukinu 1B v mozkomi$nim moku,
mohou byt spojené s neurozanétlivymi procesy, s kterymi se setkavame v patogenezi HN. IL-
1B je vyznamny pro svou roli v imunitni signalizaci, pfispiva k vytvoteni zanétlivého prostiedi,
které zhorSuje funkce neuronti a podporuje neurodegeneraci [82]. Zaroveii se podili na aktivaci
mikroglii, které predstavuji hlavni imunitni buiiky CNS [82]. Takto zvySené hladiny IL-1p v
mozkomisnim moku u TG-HD miniprasat Ize povazovat za biomarker zanétu spojeného s HN.
Zvysené hladiny IL-1B byly pozorovany u mys$iho modelu HN i u pacientti s HN [80, 81,83].

TNF-a

Zvyseni (nesignifikantni) hodnot TNF-a u TG-HD zvitat naznacuje potencialni zapojeni do
imunitni odpovédi. TNF-a se podili na zanétlivé odpovéedi a stimuluje aktivaci mikroglii. Ty
nasledné uvoliuji prozanétlivé faktory, jako je IL-1B. ZvySené koncentrace TNF-o mohou
ptimo pfispivat k neurdlnimu poskozeni prostiednictvim apoptoézy a zvySené¢ho oxidacniho
stresu. Je otazkou, zda u starSich zvifat nebo pii vét§im mnozstvi testovanych jedincti bychom
nedospéli k priikaznéj$im vysledkim.

Interferon a

Interferon a hraje klicovou roli nejen pfi antivirové imunitni odpovédi, ale také pii zanétlivych
procesech v nervovém systému. [FN-a ma schopnost modulovat aktivaci mikroglie a dalSich
imunitnich bun¢k v CNS, coz mize mit vliv na priitbéh neurozanétu. Snizené hodnoty IFN-a u
TG-HD naznacuji dysregulaci imunitni odpovédi, a také potvrzuji pfitomnost neurozanétu,
ktery je naznacen zvySenymi hladinami IL-1B a TNF-a [85]. TG-HD ve v€ku 48 mé&sicl
vykazuje signifikantné snizené hodnoty interferonu a v porovnani s WT miniprasaty. Tento jev
muze negativné ovlivnit obranyschopnost organismu proti zanétu a poSkozeni.

Interferon y
Prozanétlivy cytokin interferon vy, ktery je produkovany natural killer (NK) bunkami, vykazuje

mirné zvyseny trend u TG-HD prasat. Tento trend u TG-HD reflektuje aktivaci imunitni
odpovédi na mechanismy, které jsou spojené neurodegenerativnimi procesy [83].
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Cytokiny IL-4 a IL-10

hladin u TG-HD mutzeme usuzovat, Ze se jedna o pokus organismu o kompenzaci zanétlivé
reakce indukované prozanétlivymi cytokiny.

Studie a vysledky prizkumt védct jsou rozporuplné. Nekteré naznacuji, ze 1L-4 by se mél
signifikantn¢ snizit [84]. Naopak se jevil v jinych studiich jako signifikantné zvy$ena hodnota
[81].

Studie IL-10 vypovidali o zasadné zvysenych hodnotach [83].

Absence statistické vyznamnosti miize byt zpisobena malym poctem vzorku, coz omezuje
silu analyzy. I pfesto mohou byt tyto trendy biologicky relevantni.

4.1.6 Vysledky analyzy plazmy
Detekce cytokinii v plazmé

V plazmé 48mési¢nich TG-HD prasat a jejich WT kontrol byly méfeny koncentrace
cytokinii: IL-1p, IL-8, TNFa, IL-4, IL-10, IFN-a a IFN-y (viz. obr.¢.25).
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Obr. 25. Grafy s vysledky analyzy cytokinu v plazmé
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Mezi skupinami TG-HD a WT nebyly detekovany statisticky vyznamné rozdily. Piesto zde
sledujeme zvysujici se trendy koncentraci u IL-1p, TNFa, IL-4, IL-10 a IFN-y u TG-HD.

V klinickych studiich se setkdvame s IL-1p, IL-10 maji signifikantn¢ vétsi hodnotu u TG-HD
[83].

U TNFa, IFN-y jsou pozorovany nesignifikantni zmény v plazmé [83].

Naopak u WT jsou zvySené koncentrace u IFN-a. Tento jev mize naznaCovat pritomnost jiné
zanétlivé imunitni odpovedi naptiklad v souvislosti s infekci.

Absence statistické vyznamnosti muze byt zplsobena omezenym poctem zvifat nebo
variabilitou v individualnich odpovédi.

4.1.7 Detekce cytokinii v plazmé a interpretace jejich vysledkii

V plazmé 48mési¢nich TG-HD miniprasat a jejich WT kontroly jsme pomoci technologie
Luminex diferencovali 7 cytokintl. Zadny z nich nevykazoval signifikantné zvysené hodnoty,
coz naznacuje, ze mezi TG-HD a WT nebyly zésadni statistické rozdily. Ptesto lze tyto
vysledky interpretovat jako zietelné trendy.

U TG-HD pozorujeme zvySeny trend cytokinti IL-1B, TNFa, IL-4, IL-10 a IFNy. Naopak u WT
kontroly vykazoval zvySenou hladinu IFNa.

Tyto vysledky mohou byt zpusobeny omezenym poctem zvifat nebo variabilitou v
jednotlivych odpovédi. Piitomnost téchto trendli naopak poukazuje na biologicky potencial.
Ten je v momentalnim stavu si mozné vykladat nékolika zptlisoby.

wevr

4.1.8 Shrnuti

Nékteré vzorky nemohly byt pouZity, protoze byly zkresleny respiraénimi infektem u danych
TG-modeld.

Zvysené hladiny prozanétlivych cytokinu, jako je IL-1P (signifikantn€) a TNF-a (v uvedeném
vzorku mirné zvysen), potvrzuji pfitomnost zanétlivych zmén v mozkomisnim moku TG-HD
zvitat. U HN hraje neuroinflamace kli€¢ovou roli v progresi neurodegenerace. Signifikantné
snizena koncentrace IFN-a v mozkomiSnim moku TG-HD zvifat ukazuje na moznou
dysregulaci imunitni odpovédi, coZz miize ptispivat k patologii HN.
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Zanétlivé procesy hraji vyznamnou roli v patogenezi Huntingtonovy choroby a mohou se stat
cilem terapeutickych intervenci. IL-1f a IFNa by mohly byt uzitecnymi potencidlnimi
biomarkery pro sledovani zanétlivych zmén v CSF spojenych s Huntingtonovou chorobou.
Cytokinovy profil v CSF naznacuje aktivaci zanétlivych drah u TG-HD, coz podporuje
hypotézu o zapojeni imunitniho systému do patogeneze HD.

Prestoze statisticky vyznamné rozdily nebyly mezi cytokiny v plazmé TG-HD a WT prasaty
pozorovany, graficka vyobrazeni naznaCovala zietelné trendy zvySovani prozanétlivych a
regulacnich cytokinl. Naopak pozorované snizené hodnoty u interferonu o u TG-HD miize
naznacovat dysfunkci obranyschopnosti organismu.

4.1.9 Badatelsky vyhled

Studium cytokinli zapojenych do zanétlivé odpovédi poskytuje komplexni pohled na
dysregulaci imunitniho systému u HN. Luminex je moderni imunologicka metoda pro analyzu
hladin cytokini, které vypovidaji o stavu obranyschopnosti organismu. Longitudindlnim
sledovanim cytokini na vétsim souboru chceme prokazat, ze hladiny cytokini se méni
s progresi onemocnéni a jsou vhodnym markerem pro sledovani aktivity onemocnéni.
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4.2 Experiment Cislo 2

Tento experiment predstavuje zpracovani mononuklearnich bun¢k periferni krve. Tyto bunky
budou nasledné charakterizovany a diferencovany na stroji, ktery se nazyva pratokovy
cytometr.

4.2.1 Metody a soubory

V ramci experimentu ¢islo 2 mame také zakladni zpracovani, které musi vzorek podstoupit, nez
dojde k samotnému méfeni. V tomto piipad¢ se jedna o izolaci mononuklearnich bunék z
periferni krve. Nasledné mazeme vzorek zméfit na priitokovém cytometru BD FACSAria™ Il
Cell Sorter.

Kazdy krok — od odbé&ru pies zpracovani az po skladovani — musi byt optimalizovan pro dany
typ analyzy. Celkové je peclivé zachazeni se vzorky nezbytné pro dosazeni spolehlivych a
reprodukovatelnych vysledki.

Tab. 4. Prrehled metod a souborii pro experiment c¢islo 2

Metoda Materialy

Priprava mozkomiSniho Mozkomigni mok (1-5 ml)

PBMCs: 2x WT, 1x TG-HD ve véku 36 mésicii

Protilatky: CD14; CD163; SLA-DR; CD172a; CD3¢g; CD25;
1lc;
CD45
) Fluorescencni barvy: Fykoerythrin (PE); Fluorescein
Pratokova cytometrie Isothiocyanate
(FITC); Alexa Fluor 647 (AF647)

Stanoveni viability: Propidium jodid
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Izolace mononukledrnich bunék periferni krve

Mononuklearni buniky periferni krve (PBMCs) pfedstavuji populaci bilych krvinek s jadrem,
které¢ byly izolovany z periferniho krve. Jedna se o bunky, které se podileji na imunitni
odpovédi. PBMCs zahrnuji lymfocyty a monocyty. Mezi lymfocyty spadaji jak B-lymfocyty a
T-lymfocyty tak také tzv. pfirozeni zabijeci (NK bunky). NK bunky se podileji pfedevsim na
eliminaci nadorovych bun¢k. PBMCs se izoluji z krve pomoci separaéniho média a hustotni
gradientové centrifugace, coz umoziuje jejich efektivni oddéleni od ostatnich krevnich bunék.

Postup:
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1. Ziskani vzorku krve (provadi veterinar)

Krev je odebirana do zkumavek s antikoagula¢nim ¢inidlem, aby se zabranilo
jejimu srazeni.
2. Piiprava hustotniho gradientu (dale vlastni prace)
2.1 Prvnim krokem bylo pfipravit hustotni separaéni médium
Ficoll-Paque. Odpipetovalo se 11,25 ml Ficollu a pteneslo do

prazdné zkumavky.

2.2 Poté probihala ptiprava vzorku krve. Krev o objemu 5 ml byla
nafedéna v 10 ml fosfatovém pufru (1x PBS).

2.3 Natedéna krev byla nésledné pomalu pifidavana do zkumavky
obsahujici Ficoll.

3. Centrifugace
Smés krve a Ficollu byla vlozena do centrifugy a centrifugovana pii 400 x g
po dobu 30 minut pii pokojové teploté. Rotor centrifugy byl pfedem nastaven

na mod plynulého zastaveni bez pouZiti brzdy.

4. lzolace PBMCs
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5. Po centrifugaci se oddélily vrstvy: plazma, PBMCs, Ficoll, erytrocyty a
granulocyty (viz obr.¢.26, 27). Z piislusné vrstvy byly odpipetovany PBMCs.
Promyti a centrifugace

5.1 Odebrany vzorek PBMCs byl promyt 1x PBS.

5.2 Nasledné byl vzorek znovu centrifugovan pii 300 x g po dobu
5 minut, ¢imz doslo k odstranéni zbytkl Ficollu z PBMCs.

5.3 Po dokonceni centrifugace byl vzorek vyjmut z pfistroje a
znovu byla peleta promyta 1x PBS.

5.4 Po promyti byl vzorek naposledy vloZen do centrifugy (200 x g,
12 min.). Timto doslo k odstranéni ptipadnych krevnich desticek.

6. Pocitani a iprava koncentrace

V tento moment byl vzorek ptedpfipraven pro spocitani bunck. To je
provedeno pomoci automatického pocitadla Vi-CELL XR Cell Viability
Analyzer (Beckmann Coulter).

7. Svételnd mikroskopie

Bunééna suspenze PBMCs byla nasledné pienesena do kultiva¢ni Petriho
misky obsahujici kultivaéni médium DMEM-F12 doplnéné 10 % fetalnim
bovinnim sérem (FBS). K vizualizaci bun€k byl pouzit invertovany svételny
mikroskop Olympus IX73 s celkovym zvétSenim 100x a 200x (viz.
obr.¢.28,29).



Plasma

«— PBMCs

Obr.27

Obr. 27. Frakce krve po Obr. 26. Teoretické schéma centrifugace smési krve a Ficollu; RBCs oznacuje granulocyty a
centrifugaci na separacnim erytrocyty,; prevzato a upraveno [66].
médiu, vlastni fotografie

08/01/2025 12:26:01 PM [ZR00 % 7

Obr. 28. Snimek izolovanych PBMCs; zvétseni 100 %, viastni fotografie
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Obr. 29. Snimek izolovanych PBMCS; zvétseni 200 %; viastni fotografie
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Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je fluorescencni metoda umoznujici kvantifikaci a charakterizaci bunék
[76]. V této praci se zamécfujeme na bunky zapojené do imunitni odpovédi, mezi néz patii
lymfocyty, monocyty, makrofagy a dendritické bunky. Jedna se o rychlou a pfesnou metodu,
kterd umoznuje soucasné méfeni vice parametri u velkého mnozstvi bunék, coz ji Cini
efektivnim nastrojem pro imunologické analyzy.

Pro tuto metodu potfebujeme piistroj, ktery nazyvame priatokovy cytometr. Tento typ
cytometru se skldda z optické Casti, elektroniky, fluidniho systému a laserové aparatury [77].

Princip méteni spociva v tom, Ze do cytometru je zaveden vzorek, kde je nasavan pies kapilaru
do fluidniho systému, kterym protéka neutralni tekutina. V té se vzorek natedi. Fluidni systém
rozvede koncentrat s buiikami do mista, kde se usmériiuje mnozstvi protékajici kapaliny. Tento
proces redukuje pritok, tzv. flow, na jednotlivé kapky (viz obr.c.30). Toto je zajiSténo tlakem
[76]. V kazdé kapce je pfistrojem kontrolovana koncentrace méfeného materialu. Tyto kapky
jsou nasledné vedeny do rozsifené¢ho valcovitého prostoru, kde dochazi k protnuti kapek s
lasery. Zaméfteni laserti, v tomto pfipadé modrého a ¢erveného, zplsobi, Ze na optické aparatuie
vznikne stin, ktery vznikd pfimym rozptylem (forward scatter) a bocnim rozptylem (side
scatter) svétla. Tento stin je zaznamendn a na zaklad€ velikosti a tvaru stinu jsou zdznamy
ttizeny do riznych skupin. Tyto skupiny jsou poté ohrani¢eny, urceny a charakterizovany. Pro
stanoveni viability bunék je klicové pochopit nejen vlastnosti sledovanych bunék, ale i barviva
a markert, které se pouzivaji k oznaceni specifickych charakteristik, jez je tteba analyzovat.
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Obr. 30. Popis pritokového cytometru:
a) komora; b) misto zavedeni vzorku do
hadickového systému,; c) hadickovy
systém; d) misto pritoku vody; e) misto
priichodu laserii; viasmi fotografie a

popis
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Obr. 31. Pritokovy cytometr; viastni fotografie



Postup:
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Izolace PBMCs
Z krve byly izolovany PBMCs.
Blokace nespecifickych vazeb

Kvzorku PBMCs bylo napipetovano 10% Goat sérum, které odblokuje
nespecifické vazby. Tento vzorek byl inkubovan po dobu 15 minut, 4 °C.

. Znaceni primarnou protilatkou

Vzorek Dbyl oznaen primarnimi protilatkami. V naSem piipadé byly
pouzity protilatky CD14, CD3e, CD172a, CD11c, CD25, CD163, SLA IIDR
a CD45.

Nasledné je vzorek inkubovan pii 4 °C po dobu 30 minut.

. Promyti

Po 30 minutach byl vzorek vyjmut z lednice a dvakrat promyt 1% Goat sérem.

. Znafeni sekundarnou protilatkou

Do promytého vzorku byla pfidana sekundarni protilatka, ktera slouzi jako
fluorescenéni indikator.

Inkubace

Vzorek se sekundarnimi protilatkami byl inkubovan po dobu 30 minut za
stejnych podminek jako u prvni inkubace.

. Promyti

Po inkubaci byl vzorek promyt 1% Goat sérem. Nasledné byl vzorek promyt
1x PBS.

. Ptidani markeru viability

Do vzorku byl pfidan propidium jodid, ktery ndm rozlisil mrtvé a Zivé bunky.
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9. Mg¢feni na pritokovém cytometru

Po piipravé vzorku bylo provedeno méfeni na pratokovém cytometru FACS
ARIA Il v programu BD FACSDiva. Data byla nasledné analyzovana pomoci
softwaru FlowJo, pomoci tzv. gatingové strategie.



4.2.2 Pritokova cytometrie a jeji specifika pro praktickou praci

Pomoci priatokové cytometrie jsme stanovovali charakteristiku imunitnich bun¢k u TG-HD a
WT. V nasem piipadé jsme vyuzili strategii umoziujici charakterizaci vice parametrt na jednu

vitalni bunku.

Pfi tomto multiparametrickém meéteni jsme pouzili nékolik markera pro jednotlivé parametry.
Pro tyto ucely jsme aplikovali markery (viz tab.¢.4) a propidium jodid (PI), ktery funguje na
principu detekce membranové integrity. Ta urcuje nepriichodnost nékterych fluorescencnich

znacek cytoplazmatickou membranou zivych bun¢k.

Tab. 5. Prrehled protilatek pouzitych K charakterizaci bunék.

Marker | Konjugat | lzotyp Klon Objem na 100 uL| Dodavatel Kat. ¢islo
CD3¢e AF647 |(lgG2a, k|BB23-8E6-8C8 0.5 ulL - BD 561476
Bioscience
CD11c - IgG1 3A8 3uL BIO-RAD MCA215OG
CD14 - 1gG2a, k TUK4 SuL Santa Cruz | sc-19588
Biotechnolog
y
CD25 - IgG1 K231.3B2 1ul BIO-RAD MCA%\?%G
CD45 FITC IgG1 K252.1E4 10 uL BIO-RAD | MCA1222F
CD163 FITC IgG1 2A10/11 10 uL BIO-RAD | MCA2311F
CD172a - IgG1 BL1H7 2 uL BIO-RAD | MCAZ2312
CSLIA%S FITC lgG2b 2E9/13 10 uL BIO-RAD | MCA2314F
I DR
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4.2.3 Analyza vysledki

Po dokonceni méfeni vzorka ziskdme vysledky v standardizované formé. Pro jednotlivé
markery, které charakterizuji dané bunky, je nutno vybrat spravnou c¢ast bunécné populace a
zajistit, Ze software zam¢ftil analyzu pravé na tuto populaci. Toto dosahujeme pomoci tzv.
gating strategie. Tzv. gating (vymezeni oblasti zdjmu) umoznuje selektivni analyzu sledované
populace a zajistuje vysokou kvalitu vysledkl tim, Ze eliminuje zkresleni zptisobené mrtvymi
buiikami, dublety a nezadoucimi bunéénymi populacemi. Abychom ovéfili, Ze se nejedna o
nespecifické interakce mezi protilatkami pfi pratokové cytometrii, je nutné provést izotypovou
kontrolu. K tomu pouzivame protilatku, ktera mé stejny izotyp a neni specificka pro dany
antigen.

Po provedeni uprav méfeni, ovéteni nespecifické vazby protilatek pomoci izotypové kontroly a
specifikace pouzitych protilatek v softwaru ziskame findlni vysledky, které lze nasledné

analyzovat.

Celkova ptiprava a analyza vzorku trvala 3,5 az 4 hodiny.
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Obr. 32. Priklad gatingové strategie s izotypovou kontrolou IlgG2a-PE; Agate ,, PBMCs IgG2a ““ oznacuje hlavni populaci bunék
PBMCs; B — gate ,, Single cells “ slouzi na odstranéni dubletii a zachovani pouze jednotlivych bunék, C — gate ,,Live cells*
umoziuje vylouceni mrtvych bunék pomoci barveni propidium jodidem; D — gate vymezuje specifickou bunécnou populaci,
kterd je predmétem naseho zajmu.
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4.2.4 Vysledky pritokové cytometrie

Charakterizace imunitnich bunék — Jednoparametricka priuitokova cytometrie
Imunitni bukky (PBMCs) byly izolovany z plné krve a charakterizovany pomoci
monoklonélnich protilatek proti CD45, CD3¢ a CD14. Analyza umoznila stanovit procentudlni
zastoupeni PBMCs v populaci imunitnich bunék. Na zdklad¢ téchto markerd byly ziskany
zakladni informace o hlavnich imunitnich subpopulacich.

Pouzité markery:

CD45 je marker, ktery je exprimovany vSemi leukocyty. Pomoci n¢ho urcujeme celkové
procento imunitnich bunék ve vzorku. CD3e marker je specificky pro T-lymfocyty. Tento

marker nam tedy fika, kolik procent z celkové populace bun¢k tvoii T-lymfocyty. CD14 je
marker monocyti a makrofagli a podava informace o jejich zastoupeni ve vzorku.
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Obr. 33. Histogramy zndzoriiuji ~ zastoupeni

jednotlivych bunécnych subpopulaci v Krvi. Modry
vrchol — izotypovd kontrola. Cerveny vrchol —
sledovand populace bunék znacend specifickou
protilatkou (CD45, CD3e, CD14).
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Charakterizace imunitnich bunék — Multiparametrickda analyza

Pro detailn€j$i analyzu imunitnich bun€k bylo pouzito dvojité barveni, které umoziuje
soucasnou detekci dvou markert na jedné bunce. Tim Ize 1épe rozlisit jednotlivé subpopulace
leukocytl a jejich zastoupeni ve vzorku.

Pro spravné pochopeni vysledka této prace je nutno popsat jednotlivé kombinace parametru.
CD3/CD25

Pomoci markerit CD3 a CD25 byla celkova populace imunitnich bunék rozd¢lena do tii
hlavnich subpopulaci.

Subpopulace:

CD3+ CD25+

Tato subpopulace zahrnuje aktivované T-lymfocyty a regulac¢ni T- lymfocyty (Tregs)
s vysokou expresi IL-2 receptoru. Tyto buriky jsou aktivované, coz naznacuje, Ze byly
stimulovany cytokiny jako IL-2.

CD3+ CD25-

Subpopulace zahrnuje naivni nebo neaktivované T-lymfocyty, které se nachazeji v klidovém
stavu, bez stimulace IL-2. Tyto bunky jsou ve fazi, kdy jesté neprosly aktivaci.

CD3- CD25+

Tato subpopulace zahrnuje aktivované imunitni burniky, kromé T-lymfocyta. Tuto
skupinu tvofi tedy monocyty, NK buiiky a B- lymfocyty. Tyto buniky maji vysokou
expresi IL-2 receptoru, coz naznauje, Ze jsou aktivované nebo piipravené na
aktivaci.
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CD14/CD163

CD14 a CD163 nam oznacuji z celkové populace monocyty a makrofagy. Marker CD163

rrrrr

se vaze na protizanétlivé, alternativné aktivované makrofagy a monocyty s

-----

Subpopulace

CD14+ CD163+

Jedna se o ¢ast populace monocytt, ktera byla alternativné aktivovana mohou mit

-----

CD14+ CD163-

Tato subpopulace zahrnuje klasické prozanétlivé monocyty.

CD14- CD163+

Subpopulace reprezentuje alternativné aktivované makrofagy, které se podileji na

-----

CD11c/SLA 11 DR

Marker CD11c¢ je pouzivan pro identifikaci dendritickych bunék. SLA 1l DR je (Swine
Leukocyte Antigen Il DR) specificky marker pro prasata, ktery je kli¢ovy pro rozeznani
antigen prezentujicich bunck.

Subpopulace

CD11c+ SLA Il DR+

Témito markery byly oznaCeny subpopulace aktivovanych dendritickych bunék.
Jedna se tedy o bunky, které jsou schopny prezentovat antigeny regulujicim T-
lymfocytim prostfednictvim SLA II DR. Tento jev je vyznamnym krokem v
adaptivni imunitni odpovédi, kdy dendritické bunky hraji roli ve stimulaci T-
lymfocyti.

CD11c+ SLA Il DR-

Tato subpopulace zahrnuje dendritické bunky bez exprese SLA Il DR, respektive
nezralé nebo migrujici dendritické bunky.
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CD11c- SLA 1l DR+

Subpopulace zahrnuje jiné antigen-prezentujici buiiky, které ale nejsou oznaceny
markerem CD11c. Jedna se 0 monocyty, makrofagy anebo B- lymfocyty.

CD172a/SLA 11 DR

CD172a znamy také jako SIRPa, je marker pro dendritické buniky a makrofagy. Diky
SLA Il DR zde rozliSujeme aktivované dendritické bunky a makrofagy které se podileji
na prezentaci antigend a aktivaci T-lymfocytt.

Subpopulace

CD172a+ SLA Il DR+

Tato subpopulace zahrnuje aktivované makrofagy nebo dendritické bunky, které se
podili na imunitni odpovédi a prezentuji antigeny T- lymfocytim.

CD172a+ SLA 1l DR-

Subpopulace obsahuje neaktivované makrofagy nebo dendritické buiiky, které jeste
neprezentuji antigeny anebo nejsou aktivné zapojené do imunitni odpovédi.

CD172a- SLA 1l DR+

Tato cast populace piedstavuje jiné antigen-prezentujici bunky, jako naptiklad B-
lymfocyty a aktivované T-lymfocyty.
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Obr. 34. Charakterizace miniprasecich PBMCs pomoci FACS
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Tab. 6. Prehled vysledkii priitokové cytometrie

Marker Zastoupeni bunék v populaci
TG-HD WT1 WT2
CD45+ 52.21 % 56.98 % 64.30 %
CD3e+ 35.55 % 33.5% 33.10%
CD14+ 6.23 % 8.26 % 7.40 %
CD3e+ CD25- 25.95 % 25.50 % -
CD3e+ CD25+ 5.10 % 4.02 % -
CD3e- CD25+ 4.05 % 412 % -
CD14+ CD163- 2.60 % 2.15% 2.94 %
CD14+ CD163+ 3.40 % 6.08 % 4.71 %
CD14- CD163+ 1.45 % 2.68 % 3.43 %
CD11lc+ SLA Il DR- 1.68 % 2.24 % -
CD11c+ SLA Il DR+ 6.38 % 8.45% -
CD11c- SLA Il DR+ 35.33 % 26.20 % -
CD172a+ SLA 1l DR- 1.86 % 1.97 % 2.38%
CD172a+ SLA 1l DR+ 5.04 % 7.59 % 7.11 %
CD172a- SLA |l DR+ 34.66 % 26.30 % 54.10 %
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4.3 Interpretace vysledku

CD45+ buriky

U TG-HD (52,21 %) prasete byl pozorovan trend s mirné snizenymi procenty nez u WT (56,98
a 64,30 %). Tento trend mlZe naznacovat mozné rozdily v imunitni odpovédi.

CD3+ buiiky

V obou skupinach je podobné zastoupeni T-lymfocytt. Tento jev naznacuje, ze T-lymfocyty
nejsou zasadné zasazeny.

CD 14+ buiiky

U TG-HD modelu byly pozorovany nizs§i hodnoty nez u WT. U modelu TG-HD tvotily tyto
bunky 6,23 %. U WT se jednalo o 8,26 a 7,40 %. Tento rozdil by mohl vyplyvat ze zdnétlivych
procesit HN. Naznacuje to taktéz dysfunk¢éni charakter monocytl. Problematické muize byt
Spatné diferenciace nebo muze jit o smiseni riznych subpopulaci monocytu.

CD14+ CD163+

V piipadé populace CD14+ CD163+ se jedna 0 razantné&jsi rozdil mezi poc¢tem alternativné
aktivovanych monocyti. U TG-HD tvoii tato populace je 3,40 % naopak u WT jde 0 6,08 a
4,71 %.

CD14- CD163+

U subpopulace CD14- CD163+ bylo pozorovano snizeni hodnot u TG-HD (1,45 %) nezu WT
(2,68 a 3,43 %). Tento rozdil mize vychazet u TG-HD z podpory neurozanétu.

CD11c+ SLA Il DR-

U TG-HD pozorujeme mensi zastoupeni nezralych nebo migrujicich dendritickych bunék
(1,68 %) oproti WT (2,24 %). Tento je miizeme piisuzovat odlisné imunitni regulaci.

CD11c+ SLA Il DR+

U TG-HD jsou populace CD11lc+ SLA Il DR+ nizs$i nez u WT. Toto mlze naznacovat
oslabenou antigen prezentujici schopnost.
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CD172a+ SLA Il DR+
U modelu TG-HD je snizena populace aktivovanych dendritickych bun¢k a makrofaga (5,04

%) v porovnani s WT (7,59 a 7,11 %). Tyto hodnoty mohou naznacovat rozdily v aktivaci
myeloidnich bunék.
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5.2.6 Shrnuti

Ze shromazdénych dat je patrné, ze se u mnohych hodnot objevuji trendy, které mohou
naznacovat pocatky zanétlivych procest a dysfunkci imunitniho systému. Tyto vysledky slouzi
jako predbézna data a je nutné je ovérit na vétSim souboru vzorka. Rozdily mezi TG-HD a WT
mohou byt zpiisobeny individuélnimi rozdily mezi témito zvifaty, nejen genetickou modifikaci.
Pro spolehlivé zavéry z tohoto méfeni budeme pokracovat v analyze vétSiho poctu vzorki v
kazdé skupiné a provedeme statistické zhodnoceni.

5.2.7 Badatelsky vyhled

Pritokova cytometrie je neustale vyvijejici metoda, ktera ma velky vyznam pro imunologické
analyzy [76]. Dnes je vyuzivana k feSeni otazek komplexniho chovani imunitnich bunék,
hodnoceni ucinkil 1é¢iv, stanoveni viability a tfidéni na zaklad¢é charakteristiky bunék [76].
Velky potencial piedstavuje tiidéni na zakladé specifickych parametri, protoZze se mize jednat
o unikdtni moZnost, jak izolovat kmenové buniky [76]. Multiparametrické charakterizace mize
byt vyuzita v klinické diagnostice u nadorovych onemocnéni, jako je naptiklad leukémie [78,
79].
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5 ZAVER

V této praci jsem pozorovala rizné prozanétlivé aktivity, a to v mozkomisnim moku, plazmé a
v agranulocytech. Ziskané vysledky poukazuji na to, ze HN je nejen neurodegenerativni
onemocnéni, ale ma i1 systétmovou odpoveéd’. Monitorovani zanétlivych zmén v periferni krvi
muze byt uzitecné, protoze je neinvazivni a mohlo by byt pouzito v huméanni medicing.

Sledovani inflamatornich zmén muaze slouzit k monitorovani progrese nemoci a sledovani
potencidlniho ucinku experimentalni 1écby. Protizdnétliva terapie by také mohla zpomalovat
neurodegeneraci. Tyto zmény jsou jak u pacientt, tak u naseho zvoleného animalniho modelu
velmi podobné. Stejnou podobnost ostatni zvifeci modely nevykazuji. Pravé proto mize byt
tento model uzite¢ny v dalSim vyzkumu.

Béhem experimentalni ¢asti bohuzel doslo k rozsiteni respiraéniho onemocnéni mezi pokusna
zvitata, coz znemoznilo vyhodnoceni znacného mnozstvi vzorkd, kvuli ovlivnéni vysledkt
sledovani imunitni odpovédi. I ptes tyto komplikace vnimam seznameni s témito postupy jako
velmi pfinosné, tato prace mi totiz oteviela dvefe do svéta védy. Stanovenych cilli se mi
podafilo dosahnout. Prohloubila jsem své znalosti imunologie, cytologie a genetiky. Naucila
jsem se pracovat s odbornou literaturou, citaénimi programy, zachazet s laboratornimi piistroji
a interpretovat a diskutovat ziskané vysledky. Z vy$e zminénych diivodu bych se chtéla i nadale
zabyvat védeckou ¢innosti.

Svou ucast na stiedoSkolské odborné Cinnosti a své plsobeni ve Vyzkumném stfedisku
zivogisné fyziologie a genetiky Akademie véd v CR, v Libéchové, povazuji za velmi piinosné.
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