Plzen. 1ék. Sborn. 80, 2014: 45-50

MYSI MODELY SPINOCEREBELARNI ATAXIE TYPU 2
7Z.. Houdek

Ustav Patologické fyziologie LF UK v Plzni

Lidsky mozecek je nejen centrem fizeni motoriky, ale ma i kognitivni funkce. Miize
byt postizen mnoha neurodegenerativnimi chorobami, véetné vice nez 30 typd spinoce-
rebelarnich ataxii, které nalezi mezi autozomaln¢ dominantni degenerativni onemocnéni
a vyskytuji se v lidské populaci s prevalenci 3—9/100 000 (9, 13). Tato skupina pomalu se
rozvijejicich progresivnich neurodegenerativnich onemocnéni je charakterizovana poru-
chami chtize, drzeni téla, disartrii a dal§imi symptomy (14). Lidska spinocerebelarni ataxie
typu 2 (SCA2) je zptisobena prodluzovanim repetice CAG tripletu v oblasti exonu 1 genu
pro ataxin-2 na chromozomu 12 (lokus 12q24.1) (2, 11). U zdravych lidi obsahuje tento
gen do 31 repetic CAG, nejcastéji 22 (1). U nemocnych je pocet opakovani tripletu CAG
obvykle 35—64. Lastres-Becker a spol. (8) uvadéji dokonce 32-200 repetic tohoto tripletu.
Mutace vede k prodlouzeni polyglutaminové sekvence v proteinovém fetézci. Veékovy
projev postizeni zaporn€ koreluje s poctem repetic glutaminu (3).

V ranych stadiich spinocerebelarni ataxie typu 2 trpi pacienti progresivni ataxii, sldbnou
Slachové reflexy, zpomaluje se pohyb o¢i. V dals$im staddiu nasleduje amyotrofie, smyslové
poruchy, mimovolni pohyby a mentalni rozklad. Substantia nigra je bezbarva a hmotnost
mozku se pohybuje od 690 do 1265 g. Z morfologickych znaki vidime, jak v mozecku
postupné mizi Purkynovy a granuldrni buniky. Nucleus dentatus zlistdva nezménén, ale
siln€ jsou postizena jadra pontu a dolni oliva. Mén¢ jsou postizeny nucleus ruber, bazalni
ganglia, talamus a mozkova kiira. RGzn€ jsou postizeny pfedni misni rohy a hibetni micha
(14). Relativné malo je zndmo o déjich v mozecku na celularni a subcelularni trovni vy-
volanych pfitomnosti patologického ataxinu (3).

STRUKTURA A FUNKCE ATAXINU-2

Na tirovni sekvence nukleotidli se mysi gen pro ataxin-2 shoduje s lidskym z 89 %. Shoda
aminokyselinového fetézce proteinu je 91 % (10). U mysich embryi (v 8. dnu embryonalni-
ho vyvoje) byly identifikovany 3 isoformy (I, II, IIT) piislusného transkriptu o molekularnich
hmotnostech 136,5; 129 a 122,8 kDa (10). U ¢lov¢ka je nejrozsifenéjsi isoformou ataxin-2 o mo-
lekularni hmotnosti 140—-150 kDa (1, 6, 8), ktery je nejpodobnéjsi mysi isoformé I (136,5 kDa).

Intenzivni exprese ataxinu-2 byla u mysi i lidi prokazéna v mozku, minimalni naopak
v ledvinach a plicich (10). V mozku je jeho exprese rozdilna v riznych oblastech. Je pfito-
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men v pyramidalnich buiikach a v neuronech hipokampu, talamu a hypotalamu. Nejvyssi
hladina ataxinu-2 byla ov§em nalezena v Purkynovych bunkach mozecku a Betzovych
bunkach v mozkovém kmeni. Mélo je ataxin-2 zastoupen v neuronech granularni zony
mozecku, gyrus dentatus, hipokampu a mozkové kife. V gliich nebyl ataxin-2 zjistén (10).

Fyziologicka uloha ataxinu-2 neni zcela jasnd. Uplatiuje se v metabolickych drahach
RNA, podili se na sestiihu pre-mRNA a rozkladu mRNA, hraje dilezitou roli pfi iniciaci
translace, protoze ma schopnost se vazat na RNA. Také je pfitomen ve stresovych granu-
lich, které obsahuji netranslantovanou mRNA a vznikaji vlivem stresovych situaci (8).
Ataxin-2 se podili na endocytoze, protoze ma schopnost se vazat na endophilin-A. Bylo
zjisténo, Ze prispiva ke sterilité¢ dospélct, letalité embryi a brzdi vstup bunky do predcas-
né meiozy. Reguluje proliferaci zarode¢nych bunék a samici determinaci bunék (8). Gen
pro ataxin-2 ovliviiuje funkci endoplazmatického retikula, Golgiho komplexu a pisobi na
mnozstvi receptoru pro epidermalni ristovy faktor (EGF) (3).

Normalni ataxin-2 je lokalizovan v cytoplazmé v perinuklearni oblasti bunék (10). Ata-
xin-2 je napojen na membranu hrubého endoplazmatického retikula a také na polyribozomy
(12). Naopak Huynh a spol. uvadi pfitomnost ataxinu-2 nejvice v Golgiho komplexu (5).

Mutovany ataxin-2 vytvaii v cytoplazmeé granularni vesikuly (14). V cytoplazmé bunék
linii COS a PC12 byla prokazana agregace mutantniho ataxinu-2 s expanzi polyglutaminu,
ktera indukovala buné¢nou smrt (5).

Modelem pro studium funkeci ataxinu-2 je kmen mysi s knock-outovanym piislusnym
genem. U tohoto funkéniho modelu byl potvrzen nedostatek ataxinu-2 pomoci RT-PCR
na 3 rtznych mistech transkriptu a bylo potvrzeno, ze chybi exon 1, ktery koduje gen
SCA2 a je zodpovédny za syntézu podstatného mnozstvi ataxinu-2 (16,6 %). Na dalSich
mistech transkriptu byl zjistén bud’ nedostatek nebo nestabilita SCA2 genu s touto mutaci.
Podobné pomoci WB, ktery byl pouzit na analyzu pfitomnosti ataxinu-2 (140—-150 kDa)
byl prokazan jeho ubytek v mozecku i dal$ich ¢astech mozku tohoto mysiho modelu (8).

U mysi s chybg&jicim ataxinem-2 byl zjistén nartist hmotnosti a zména morfologie pii
krmeni vysokotu¢nou stravou. Nepiitomnost ataxinu-2 odpovida za predispozici k obezité
v dospélosti. Obezita je dobfe pozorovatelnym fenotypovym znakem, ktery byl v minulosti
intenzivné zkouman. Tento mysi kmen byl sledovan jako model obezity a diabetu, kde
nedostatek ataxinu-2 ovliviiuje normalni drahu mezi leptinem a inzulinem, coz vede nejen
k deregulaci hmotnosti v disledku hyperfagie, ale i ke zménam chovani a metabolickych
pochodt (8). Chovani knock-out mysi se vyznacuje motorickou hyperaktivitou a abnor-
malni Gzkosti, ale nejsou zménéné funkce hipokampu (4).

Na zaklad¢ vysledka studia knock-out mysi pro tento gen, byla provedena sekvenace
25 exont a hrani¢nich oblasti mezi introny a exony genu pro ataxin-2 u déti s tézkou obe-
zitou (n = 92). Bylo zjisténo, ze gen ATXN2 nema hlavni roli pro vznik této obezity (2).

MYSI MODELY SCA2

Bylo vytvoteno jiz ne€kolik transgennich mysich modelt SCA2, které lze vyuzit ke
zkoumani patogeneze onemocnéni i jeho terapie. Jednotlivé modely SCA2 se 1isi délkou
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CAG repetice, mistem inzertu, které je obvykle neznamé, promotorem, pod jehoz kontro-
lou je transgen exprimovan i zakladnim mysim kmenem. Bohuzel vSak zadny z modela
plné neodpovida neuropatologickym zménam, které nachazime u ¢loveka (14).

Inzerci repetice 58 CAG (ATXN293%) odpovidajici mutovanému lidskému genu pro SCA2
byly vytvoteny 3 linie transgennich SCA2 mysi (Q58-5B, Q58-11, Q58-19) (6). DNA to-
hoto modelu obsahuje promotor Purkinje-cell-specific (PcP2/L7) a vykazuje progresivni
funkéni deficit mozecku, ktery je spojeny s ibytkem az vymizenim Purkynovych bunék (14).
Pti funk¢nim testovani mysi tohoto modelu bylo oproti zdravym mysim zjisténo, ze drzeni
na hrazd¢ je vyrazné kratsi nebo se v pozd¢jsim véku mys vibec nedokaze hrazdy zachytit.
Analyza chtize (footprinting) prokazala u postizenych mysi linie Q5819 jiz ve veéku 8 tydnt
zkraceni kroku, které se s rostoucim vékem zvyraziiovalo. U mysi linie Q58—5B a Q58-11
bylo zkraceni kroku signifikantni ve véku 16 tydnl. Motoricky deficit byl zjistén i na akce-
lerujicim rotarodu. U Sestitydennich mysi nebyl nalezen rozdil mezi postizenymi a zdravymi
kmeny mysi, ale s postupujicim vé€kem se rozdily projevily a prohlubovaly. U heterozygot
se latence padu z rotarodu zkratily ve véku 26 tydnt, u homozygott jiz v 16 tydnech (6).

Dalsi mysi model SAC2 byl vytvoren inzerci genu obsahujiciho 75 CAG tripletd (1).
Projevuje se obdobnym motorickym postizenim, které bylo zjisténo na rotarodu a zesiluje
s vékem. Nemocné mysi maji degenerované Purkynovy buiky, coz se projevuje chybénim
dendritického stromu a redukei jejich bunééného téla (1).

Nejnovéjsi mysi model SCA2 (ATXN22/27) nese dokonce gen s 127 opakovanimi CAG,
ktery je rovnéz pod kontrolou promotoru PcP2 (Hansen et al., 2013). Motorické schopnosti se
za¢inaji vyrazné zhorSovat jiz od 8. tydne véku mysi a snizovani poc¢tu Purkynovych bunék je
pozorovatelné od 12. tydne. VySetieni riizné starych mysi této linie (12, 24 a 40 tydnd) zjisti-
lo, Ze se postupné zeslabuje molekularni vrstva mozeckové kiry (3). Bylo zjisténo, ze 4 tydny
staii mutanti se lisili od stejné starych kontrolnich mysi pfitomnosti perinuklearniho ataxinu-2
v Purkynovych bunkach ve form¢ inkluzi, jejichz pocet rostl s vékem. Jinde v cytoplazmé ten-
to protein zjistén nebyl (3). Zmény tykajici se genové exprese se vyskytuji specificky pouze
v Purkyiovych bunkach na Grovni genu pro kalbindin, PcP2, Grid2, Grm! a Itprl. Tato ana-
lyza byla provadéna pomoci gPCR. Redukce exprese téchto genti u starych mysi byla mirna
anikoliv globalni. Presto byla provazena vyse zminénym zeslabenim molekularni vrstvy (3).

U mysi linie ATXN29727 doslo i ke zménam charakteristické frekvence akénich poten-
cialt Purkynovych bunék. U normalnich mysi se béhem maturace Purkynovych bunék
posouva frekvence akénich potencialti od 30 Hz ve 4 tydnech k hodnoté 42 Hz u Sestity-
dennich mysi a dale zlstava v rozmezi 6 az 40 tydni konstantni na Grovni kolem 45 Hz.
Naopak u transgennich mysi linie ATXN29/27 se frekvence aktivity Purkynovych bunék
sniZzovala z ptivodnich 35 Hz na pouhych 6-11 Hz ve véku 40 tydnt (3). Pokles poctu
Purkynovych bunék nebyl u tohoto mysiho modelu zjistén az do 40. tydne véku. Zmé-
ny exprese specifickych gentl, morfologie i funkce Purkynovych bunék tedy predchazela
jejich zaniku o fadu tydna (3). I u téchto mysi byl zjevny motoricky deficit v testu na
akcelerujicim rotarodu, ktery se s vékem prohluboval (3).

Ataxie v linii ataxinu ATXN29/27 se projevuje dfive nez u starSich modela linii Q58.
Tato skute¢nost odpovida zavislosti rychlosti nastupu a progrese onemocnéni na poctu
opakovani CAG tripletu pozorované u lidi.
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ZAVER

V nasi laboratoii zkoumame SCA2 mysi vySe zminéné linie Q5811 vytvofené
a popsané¢ Huynhem a spol. (6) a dodavana The Jackson Laboratory pod oznacenim
B6D2-Tg(Pcp2SCA2)11PIt/J. Predbézné vysledky test motorickych funkei a prostorové
orientace, ale i morfologického vysetfeni mozecku ukazuji, Ze patologicky fenotyp je nevy-
razny a neodpovida diive popsanym motorickym porucham a redukci po¢tu Purkynovych
bunek (Cendelin a spol., nepublikovana data). Zajimavé je i to, Ze ani u osmimésic¢nich mysi
z téze kolonie nenesoucich transgen nebylo na akcelerujicim rotarodu pozorovano motorické
uceni, které bylo zcela evidentni u béznych laboratornich mysi. Tato vlastnost zakladniho
kmene mtize do jisté miry zastfit pfipadny mirny motoricky deficit u jedincti nesoucich tran-
sgen. Kromé zékladnich vlastnosti této linie SCA2 mysi byla na naSem pracovisti ovétovana
1jejich vyuzitelnost pro experimentalni vyzkum neurotransplantacni terapie SCA2. Embryo-
nalni mozeckova tkan transplantovanad do mozecku homozygotnich SCA2 mysi prezivala
velice dobie (obr. 1). Transplantat v§ak vytvarel pomérné chudé spoje s mozeckovymi jadry
(Purkartova a spol., nepublikovana data). Otazkou zistava, do jaké miry je vSak prezivani
transplantatu i jeho vyvoj ovlivnén stavem tkané hostitele a zda by se transplantat nechoval
jinak v mozecku mysi SCAZ2 linie s vyraznéjsim fenotypovym projevem onemocnéni.

Transgenni mysi modely SCA2 jsou jisté uzitecnym nastrojem pro vyzkum této choro-
by, a napf. optimalizace 1écby pomoci novych farmakoterapeutik nebo neurotransplantaci.
V tomto sméru bylo dosazeno jiz prvnich dobrych vysledkd, kdy po intravendzni transplan-
taci mesenchymalnich kmenovych bunék do mysiho modelu SCA2 byla zjisténa naprava
behavioralnich funkcei (7). Je vSak tfeba brat v tivahu jejich nedokonalost, odli$nosti od
lidského onemocnéni a vénovat pozornost volbé konkrétni linie nebo kmene téchto mysi.
Proto je potfebna detailni fenotypova charakterizace jednotlivych linii SCA2 mysi. Riz-
norodost fenotypovych projevil jednotlivych mysich modelit SCA2 a jejich nestabilita
komplikujici jejich vyuziti mize na druhou stranu byt zdrojem zajimavych poznatkt —
zjisténi faktort, které urcuji rychlost progrese degenerace, zvysuji nebo snizuji intenzitu
jednotlivych projevi, které by tedy mohly byt cilem terapeutické intervence.

Prace byla podporovéana grantem COST LD12056 Ministerstva $kolstvi, mladeZe a télovychovy CR a projektem
CZ.1.07/2.3.00/30.0022 financovanym Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.

SOUHRN

Spinocerebelarni ataxie jsou skupinou autosomalné dédi¢nych degenerativnich one-
mocnéni mozeCku. Spinocerebeldrni ataxie typu 2 (SCA2) je zplusobena zvysenym
opakovanim CAG tripletu v genu pro ataxin-2. Existuje n¢kolik transgennich mysich mo-
deltt SCA2 s vlozenym genem s prodlouzenou repetici CAG, které slouzi k vyzkumu
patogeneze SCA2 i moznosti jeji terapie. Jednotlivé linie SCA2 mysi se 1isi délkou poctem
opakovani CAG ve vlozeném genu, zakladnim mysim kmenem, ale pravdépodobné i mis-
tem inserce transgenu. Zakladni projevy jsou dany degenerativnim postizenim mozecku
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Obr. 1 Embryonalni mozeckova tkan (exprimujici zeleny fluoreskujici protein) transplantovana v mozec¢ku SCA2
mys$i 2 mésice po transplantaci (Foto: Z. Purkartova).

a zahrnuji tedy predevs§im motoricky deficit. Jeho progrese se ovSem lisi v zavislosti na
uvedenych vlastnostech dané linie.

Mouse models of spinocerebellar ataxia type-2
SUMMARY

Spinocerebellar ataxias are neurodegenerative cerebellar disorders with autosomal dom-
inant heredity. Spinocerebellar ataxia type-2 (SCAZ2) is caused by expansion of CAG repeat
in the ataxin-2 gene. Several mouse transgenic models of the SCA2 have been generated by
insertion of gene with enlarged repeat. They serve for investigation of SCA2 patogenesis
and its therapy. Individual lines of SCA2 mice differ in number of CAG repetitions in the
transgene, strain of origin and probably also in localisation of the transgene insertion. Basic
manifestation is given by cerebellar degeneration and involve first of all motor deficit. Its
progress depends on above mentioned characteristics of the particular SCA2 mouse line.

Tato prace byla podporovana vyzkumnym zamérem P36 PRVOUK
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