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VYZKUMU MOZECKOVYCH DEGENERACI NA USTAVU
PATOLOGICKE FYZIOLOGIE

F. Vozeh'?

! Ustav patologické fyziologie, 2 Biomedicinské centrum, Lékaiskd fakulta v Plzni, Univerzita Karlova,
Plzen, Ceskd republika

V 1. 1997 uplynulo 20 let od doby, kdy byl na Ustavu patologické fyziologie LF UK
v Plzni zahdjen soustavny vyzkum mozeckovych degeneraci na animdlnich modelech.
Mutantni mysi Lurcher (+/Lc), se kterymi nd§ vyzkum zapocal, jsou jednim z animélnich
modelti pfirozené vzniklé cerebeldrni degenerace. Jde v podstaté o heterozygotni jedince,
kde podstatou této poruchy je genovou mutaci podminény zanik prakticky vSech Pur-
kynovych a podstatné ¢asti granuldrnich bunék v mozeckové kiife a vyznamného poctu
neuront doln{ olivy (1, 2). Dochdzi tak k iplnému funkénimu vyfazeni mozeckové kiry
a tim i regulace veskerych nervovych procest, na které mozecek normalné vyznamné
piisobi. Pi kifZeni heterozygotniho jedince s jedincem zdravym, zhruba polovinu mladat
v hnizdé tvori opét +/Lc a druhou pak zdravi jedinci typu wild (+/+) predstavujici idedlni
kontroly. Zapojeni naseho pracovisté do vyzkumu za vyuziti tohoto modelu pocalo na
Department of Physiology University College London (UCL) v letech 1995-96 a odtud
jsme téZ mysi Lurcher kmene C3H ziskali. Dalsi védeckd spoluprice s fadou evropskych
laboratofi poté pokracovala nasim zapojenim do COST Programu EU v oblasti neurovéd.
V rdmci této spoluprace jsme pak z University v Bruselu ziskali jest¢ Lurcher myS$i kmene
B6CBA. Cilem naseho snazeni bylo zjistit, do jaké miry je mozecek zapojen do vyssi
nervové ¢innosti, neboli kognitivnich a posléze i jinych funkei a samozfejmé také i bli-
Ze poznat patogenetické mechanizmy geneticky podminénych cerebeldrnich degeneraci
i pfipadné moznosti jejich ovlivnéni. Primdrnim podnétem pro tento nds experimentalni
vyzkum bylo zjisténi, Ze mozecek obsahuje vice neuront, nez kira velkého mozku (3)
a ddle pak vySe uvedeny excelentni animalni model mysi Lurcher na pracovisti UCL.
Ze toto rozhodnuti 0 smérovani vyzkumu naSeho pracoviité bylo spravné, ukdzaly i v té
dobé dalsi publikované prace. Ty postupné dokladovaly, Ze drahy mozecku predstavuji
dvoustrannd spojeni prakticky se vSemi vyznamnymi strukturami mozku (4, 5, 6). Navic
se skutecné zacalo potvrzovat, Zze kromé tradi¢ni dlohy v oblasti motoriky a rovnovéhy
se mozecek podili téZ na kognitivnich funkcich, utvafeni feci, uceni, paméti, ale i emo-
cich (7, 8, 9). Ukdzalo se tak, zZe v pfipadé mozecku, stejné jako v jinych castech orga-
nismu nic neni zbyte¢né a také, Ze enormni pocet neuronti, ktery u ¢lovéka prokazatelné
predstavuje 80 % vsech nervovych bunék mozku (10) a Cetnd spojeni cerebela s dalsi-
mi nervovymi strukturami nejsou samoucelné, ale predstavuji vysoce vykonny funkéni
potencial.
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MATERIAL A METODIKY

Experimentalnimi objekty nasSeho ontogeneticky zaméfeného vyzkumu mozeckovych
degeneraci na animdlnich modelech zprvu byly, jiz v ivodu této prace uvedené +/Lc odvo-
zené od dvou kment (C3H, B6CBA). Z dalsich, obdobné pfirozené vzniklych mutantl
pak jesté pribyly mysi ped (Purkinje cell degeneration). Z uméle, metodami genetického
inzenyrstvi, vzniklych pfesnych modeltt huménnich spinocerebelarnich ataxii (SCA) jsme
dédle experimentovali s transgennimi myS$mi typu SCA1 a SCA 2. V naSich laboratofich
disponujeme celym arsendlem jak tradi¢nich, tak i postupné modernizovanych metodic-
kych postupi, které slouzi k vySetfeni uceni, paméti, motoriky i emociondlniho chovani.
K vyznamnym naleztim pak pfispélo i elektrofyziologické vysetfeni mozku a poté i rizné
koncipovana mikroskopickd vySetfeni. Jiz v pocatcich naseho vyzkumu jsme pro testo-
vani uceni a paméti zvitat — prakticky od nejutlejsiho véku az do dospélosti — vyuzivali
dvou metod pasivni avoidance. Pro zvifata ode dne narozeni (P0) az do P10 to byla vari-
anta ,,Step trough®, pro star$i a dospéld pak ,,Step down®. V testovani prostorového uce-
ni a paméti stale pouzivame standardni metodiku Morrisova vodniho bludisté s riznymi
protokoly pokusi, protoZe (na rozdil od obou pfedchozich metod) v plavani nehraje roli
motoricky hendikep, ktery se u postizenych jedincti postupné vyviji. K vySetfeni motoric-
kych funkci ndm slouzi klasickd metoda spocivajici v udrZeni pokusné mysi na otacejici
se tyCi — rotarod a pro detailn&jsi posouzeni chiize pak systém CatWalk (schopny najednou
vyhodnotit az 14 parametril) a DigiGait, coZ je nuceny pohyb na béZzicim pasu. Pfi studiu
emociondlniho chovani pouzivdme pro stanoveni miry izkosti metodu vysutého kiizové-
ho bludisté — ,.elevated plus maze™ a pro vySetfeni vzruSivosti pak specidlni pfistrojovy
systém schopny zméfit stupei tlekové reakce — startle response a ohodnotit tzv. prepulsni
inhibici. Jak jiz uvedeno, fadu cennych vysledkt jsme ziskali i pouzitim elektrofyziologic-
kych postupil (napft. registrace EMG, EEG, dlouhodobé hipokampdlni potenciace — LTP,
eyeblink conditioning — podminiovani mrkaciho reflexu). Ovliviiovani mozeckovych dege-
neraci neurotransplantacemi (embryondlni mozeckové tkané nebo kmenovych buné€k) ¢i
lokdlnim podévéanim presné definovanych latek jsme provadéli stereotakticky. Rada expe-
rimentl pak byla doplnéna vySetfenim mikroskopickym za pouziti normalniho svételného,
ale i fluorescen¢niho a také laserového konfokélniho fluorescenéniho mikroskopu.

VYSLEDKY

Z prvnich zde prezentovanych vyznamnych vysledkd stoji za zminku zji§téni, ziskand
jesté na Department of Physiology UCL, Ze jiz v ¢asném postnatdlnim obdobi je u +/Lc
vyS$i citlivost neurond dolnf{ olivy vici neurotoxinu 3-acetylpyridinu, a to jesté dfive,
nez tyto téz za¢nou sekundarné (po zaniku Purkyiovych bunék) degenerovat (11). Déle
se v naSich prvnich pokusech provadénych jiZ na naSem pracovisti zahy dafilo prokazat
a postupné potvrzovat, jak metodami pasivni avoidance, tak i zejména v Morrisové vod-
nim bludisti, Ze mozecek se skutec¢né vyznamné podili na kognitivnich funkcich (12, 13,
14, 15, 16). Zajimavé nélezy se tykaly i vyvoje motorickych funkci. Jednoznacné se zde
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ukdzalo, Ze i pfes neurologicky hendikep jsou mutantni mysi schopny, do zna¢né miry,
se ucit a prubéznym tréninkem se, oproti netrénovanym jedincim, v pohybovych doved-
nostech vyznamné zlepSovat (17). Dalsi nélezy, které jsme zde ziskali, a poklddame je za
velmi vyznamné, je skutecnost, Ze nucend motoricka aktivita méla pozitivni dopad i na
kognitivn{ funkce a to platilo jak pro +/Lc, tak i +/+. Navic se u trénovanych zvitat obou
skupin oddalily i negativni dopady starnuti (18, 19, 20)!

Z dal$ich zajimavych vysledkt ziskanych u mySi Lurcher je tfeba zminit, Ze navzdory
zcela stejnému postizeni a pres shodnou fenotypickou symptomatologii i histologii mozec-
ku (21, 22), se v fadé pokust ukazaly rozdily kmenové, patrné nejen u +/Lc kment C3H
a B6CBA, ale také u +/+. Tak tomu bylo zejména v prostorové orientaci a uceni, ale
¢astecné i ve vyvoji motoriky. Zatimco v Morrisové bludisti byly jednoznacné lepsi jedinci
kmene B6CBA, ve vétsiné motorickych testi takové rozdily nebyly a v né€kterych 1épe
uspély mysi C3H (23).

Rozdily dané kmenovou pfislusnosti se poté podaftilo prokdzat i pti sledovani excita-

s

bility a vnimani bolesti. Zde u +/Lc obou kment byla excitabilita vySsi nezli u +/+, ale
jak zdrava, tak i defektni zvitfata kmene C3H vykazovaly vySsi excitabilitu ve srovnani
s jedinci B6CBA. Ponékud jinak tomu vSak bylo s vnimdnim bolesti, kde u ,.tail flick*
testu zvifata kmene B6CBA méla vyznamné nizs{ prah ve srovnani s mySmi C3H, zatimco
rozdily mezi zdravymi a postizenymi zvifaty obou kmend statisticky vyznamné nebyly.
U ,,plantar” testu naopak nebyly Zadné signifikantni kmenové rozdily, av§ak v rdmci kme-
ne C3H mély +/Lc vyznamné nizsi prah bolesti, nez jedinci +/+ (24).

Kmenové rozdily jsme poté také pozorovali pfi farmakologickém ovlivnéni mediato-
rovych systémi, kde napf. antagonista D1 dopaminového receptoru SCH 23390, zhorsil
schopnost prostorového uéeni u obou typt mysi (+/Lc i +/+) kmene B6CBA, zatimco stej-
ny efekt se u C3H zvitat projevil pouze u +/+ (25, 26). Pokud jde o dopaminergni systém,
rozdily mezi +Lc a +/+ obou kmeni jsme nalezli i v oblasti distribuce D1 a D2 recepto-
ri. Zde +/Lc kmene B6CBA vykazovaly vyznamné vyssi densitu obou téchto receptort
v hipokampu, zatimco u zvitat C3H byl zvySeny pocet pouze u D1 receptort. U +/Lc kme-
ne B6CBA D1 receptory mély mensi densitu v mozecku, zatimco D2 receptory postiZzeny
nebyly. Ve striatu byla densita obou typl receptord u mysi +/Lc srovnatelnd s vysledky
u +/+ obou kment (27). Ovlivnénim dostupnosti plynného medidtoru —oxidu dusnatého
(NO) jsme poté v elektrofyziologicky zamérenych experimentech sledovali hipokampal-
ni LTP. Také zde jsme ziskali zajimavé vysledky, v€etné kmenovych rozdili. Zde byl
u dospélych zvitat obou typt i kment (+/Lc, +/+; C3H, B6CBA) sledovan vliv podani
L argininu (L-arg) — substratu pro syntézu NO a nitro-L-argininu (nL-arg) — inhibitoru NO
syntdzy (NOS) s ndsledujicim efektem. U zvitat +/4+ kmene C3H poddéni inhibitoru NOS
signifikantné zvySilo amplitudu potencidli LTP, zatimco vys$si dostupnost NO (po podan{
L-arg) zpusobilo jejich vyznamné zvySeni. U +/Lc stejného kmene byl tyz efekt patrny
pouze po podani inhibitoru NOS, kdyz zvySeni dostupnosti NO (po L-arg) zustalo bez
odezvy. U zvitat kmene B6CBA byly vysledky vice méné obdobné jako u jedinci C3H
avsak s tim rozdilem, Ze podani L-arg vyvolalo u +/+ zvifat paradoxné sniZeni potenciald
LTP (28). V dalsich naSich sledovanich riiznych funkénich a morfologickych konsekvenci
mozeckové degenerace u +/Lc byla podstatna ta zjisténi, ziskand ve spolupraci s histology,
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Ze tento neurodegenerativni proces ma dopad i na imunitni a endokrinni funkce, coZ potvr-
dilo koncepci o jednoté psycho-neuroendokrino-imunitniho systému. Byly zde pozorovany
vyznamné zmény jak na imunokompetentnich (thymus, slezina, mizni uzliny) tak i na
endokrinnich (kdra i dfen nadledvin) organech. Vesmés se jednalo o zmény ve smyslu
regrese se znaky funk¢niho oslabeni a také i zde s mirnymi kmenovymi rozdily (29, 30).
Jak se poté i v recentnich pracich potvrdilo, u +/Lc byly prokdzany abnormality ve stresové
reakci, nepochybné spojené s poruchami regulaci v ose HPA (hypotalamus—hypofyza—nad-
ledviny) (31, 32). Jak jiz uvedeno vyse, nd§ vyzkum mozeckovych degeneraci zapocal na
zahrani¢nim pracovisti a mezindrodni spoluprace v feSeni této problematiky pokracovala
ipoté a je tomu stejné i naddle. Piikladem jsou vysledky ze dvou poslednich oblasti naseho
vyzkumu, jehoz piehled je hlavnim cilem této prace. Tou prvni jsou vysledky ziskané pie-
devsim ve spoluprici s kolegy z Univerzity ve Spanélské Seville, tykajici se podilu mozec-
ku na excitabilité a zejména tcasti jeho jader pfi podminovani mrkaciho reflexu (eyeblink
conditioning). Také zde byly nékteré rozdily mezi +/Lc a +/+ zejména v reflexni odpovéedi
na elektrickou stimulaci, coby nepodminéného podnétu, i kdyZ dopad 1éze nucleus interpo-
situs mozecCku, jehoz tcast je na podminovani tohoto reflexu nepochybnd, byl u obou typt
zvitat srovnatelny. U +/Lc vSak byly nalezeny nékteré elektrofyziologicky registrované
projevy kompenzace chybgjicich neurond v mozeckové kire (33, 34).

Posledni vyznamnou a jiz vice, nez 10 let trvajici aktivitou je snaha ovlivnit rizné typy
mozeCkovych degeneraci neurotransplantacemi. Nase psobeni v této oblasti bylo zahdje-
no na Department of Neuroscience and Rita Levi Montalcini Centre for Brain Repair, Uni-
versity of Turin, odkud jsme, z laboratofe profesora Rossiho, pfenesli postupy transplan-
tace embryondlni mozeCkové tkan€ na nase pracovisté. Do mozecku postizenych mysi
i zdravych jedincii byl zaveden transplantit bud jako solidni ¢4ste¢ka embryondlni tkdné
anebo jako suspense embryondlnich ¢i kmenovych i dalSich bunék. Takto byly ovliviiova-
ny nejen mysi kmend B6CBA a C3H, ale také pcd a SCA2 (35, 36,37, 38). Byla sledovana
doba preziti transplantdtu, jeho morfologie i funkéni dopady (39, 40, 41, 42).

DISKUSE A ZAVERY

I pfes uritou problemati¢nost prenosu experimentalnich nalezti do humanni mediciny
je tfeba uvést, Ze nékterd experimentalni zjisténi na ¢lovéka aplikovat lze. V prvé tade je
vhodné zdiraznit, Ze i v pripadé jiz existujiciho neurologického defektu lze jeho dopady
pozitivné ovlivnit. Piikladem je v nasem pfehledu zminénd (nucend) pohybova aktivi-
ta, kterd vyznamné zlepsila nejen motorické dovednosti, ale i kognitivni funkce. A co je
neméné vyznamné, netykalo se to pouze postizenych jedincu, ale i stejnym zpisobem
ovliviiovanych kontrol. Prokazatelné se také podafilo znacnou mérou oddalit i negativni
dopady starnuti a to v oblasti motoriky i kognice a to jak u postiZenych, tak i kontrolnich
zdravych mysi. Pfeneseno na ¢lovéka, tyto experimentalni ndlezy jednoznacné potvrzuji
enormni vyznam rehabilitace v pfipadé vétSiny neurologickych defektt at” jiz vrozenych
¢i ziskanych a co je povzbuzujici, s pozitivnim dopadem pohybovou aktivitou zlepsené
motoriky i na kognitivni funkce a psychickou kondici jako celek. Problémem zidstava
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prevence rozvoje vrozenych, v naSem pfipadé mozeckovych degeneraci. Jisté moznosti
ma jisté farmakoterapie, ale bez nad€je na tspéch nejsou ani vySe zminéné neurotrans-
plantace. I pies nékterd prokazatelna zlepSeni, nelze zatim tyto doporucit jako 1écebnou
metodu, protoze efekt je zatim ne vzdy presvédcivy a mnohdy je to pravdépodobné vice
vlivem stimulace tvorby endogennich ¢i transplantdtem dodanych napf. ristovych faktord
(43). A problémem také zistava ta skutecnost (i kdyz ne u vSech pouzitych modeli stejné),
Ze neurodegeneraci postizend tkan mozecku se nechova prilis prételsky k transplantova-
nému Stépu oproti priznivéji se chovajici zdravé tkdni. Pfesto vSak neurotransplantace,
které u jinych neurodegeneraci (napt. Parkinsonovy choroby) pfindsSeji slibnéjsi vysled-
ky, tak i v pfipadé lidskych spinocerebeldrnich ataxii zustavaji vyznamnou terapeutickou
nadéji.

Studie byla financovdna z Narodniho programu udrzitelnosti I (NPU I) ¢. LO1503
poskytovaného Ministerstvem skolstvi, mladeze a télovychovy a Programem rozvoje véd-
nich oborl Univerzity Karlovy (Progres — project Q 39).

SOUHRN

Mutantni my$i Lurcher jsou jednim ze zvifecich modeld pfirozené vzniklé mozeckové
degenerace. Podstatou této poruchy je genova mutace, ktera zptsobuje prakticky vyhy-
nuti v§ech Purkynovych bunék a podstatné Casti granularnich bunék v mozeckové kute
a vyznamného poctu neuront dolni olivy. To vede k dplnému funkénimu vyfazeni moz-
kové kury a tim i regulaci vSech nervovych procest, na které mozecek normalné plso-
bi. Zapojeni naSeho pracovisté do vyzkumu vyuzivajiciho tento model zacalo na katedie
fyziologie University College London v letech 1995-1996, kde jsme také ziskali mutanty
Lurcher kmene C3H. Dalsi védecka spoluprace s fadou evropskych laboratoii pokracovala
nasim zapojenim do programu COST Evropské unie v oblasti neurovéd. V ramci této spo-
luprace jsme z univerzity v Bruselu jeSté obdrzeli mysi Lurcher kmene B6CBA.

Cilem naseho usili bylo nejprve zjistit, do jaké miry je mozecek zapojen do vysSich
nervovych funkci, tj. kognitivnich aj. V ontogeneticky zaméfeném vyzkumu jsme pouZzi-
vali cely arzendl metodickych postupli pro zkoumani uéeni, paméti, motorickych funkei
a emo¢niho chovéni. K vyznamnym nalezim pfispélo také elektrofyziologické vySetfeni
mozku a nasledné rizné koncipované mikroskopické techniky. Vysledky jasné ukazaly, ze
mozecek hraje vyznamnou roli i v kognitivni funkcich a Ze i pfes neurologické postizeni
se postizend zvitata mohou do ur¢ité miry ucit a tréninkem zlepsit i své motorické doved-
nosti. Velmi dilezité bylo zjisténi, Ze neurodegenerativni proces také ovliviiuje imunitni
a endokrinni funkce, coz potvrdilo koncepci o jednoté psycho-neuroendokrinniho-imu-
nitniho systému. Navzdory problematickému pfenosu nékterych experimentdlnich nalezd
do humanni mediciny je tfeba zdlraznit, Ze urité poznatky lze na ¢lovéka aplikovat. Za
prvé, Ze neurodefekty a jejich dopady mohou byt pozitivné ovlivnény a ddle, Ze (nucend)
fyzicka aktivita zlepSuje nejen motorické dovednosti, ale také uceni a pamét’. Navic odda-
luje zndmky starnuti!
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LURCHER mice in PILSEN - looking back over the twenty years
of the cerebellar degeneration research at the Department of Pathophysiology

SUMMARY

Lurcher mutant mice are one animal model of naturally occurring cerebellar degenera-
tion. The essence of this disorder is the gene mutation that causes virtually the extinction
all Purkinje cells and substantial portions of granular cells in the cerebral cortex and a sig-
nificant number of inferior olive neurons. This leads to complete functional elimination
of the cerebral cortex and regulation of all the nerve processes the cerebellum normally
performs. The involvement of our laboratory in research using this model began at the
Department of Physiology University College London in 1995-96 where we also obtained
Lurcher mice of the C3H strain. Further scientific cooperation with a number of European
laboratories continued with our involvement in the COST Program of the EU in Neuro-
science. As part of this collaboration, we also received Lurcher mice of the B6CBA strain
from the University of Brussels. The aim of our effort was first to identify the extent to
which the cerebellum is involved in higher nervous activity, i.e. cognitive and other func-
tions. In ontogenetically focused research, we used the whole array of methodological
procedures to examine learning, memory, motor functions and emotional behavior. Elec-
trophysiological examination of the brain also contributed to significant findings, followed
by variously conceived microscopic procedures. The results clearly demonstrated that the
cerebellum plays a significant role in cognitive function and also that, despite the neuro-
logical impairment, the affected animals are able to learn to some extent and improve their
motor skills with training. The finding that the neurodegenerative process also affected
immune and endocrine functions was very important, confirming the concept of unity
of the psycho-neuroendocrine-immune system. Despite the problematic transfer of some
experimental findings to human medicine, it must be emphasized that some findings can be
applied to humans. The fact is that neurodefects and their impact may be positively affect-
ed and that (forced) physical activity improves not only motor skills, but also learning and
memory. Additionally, these processes notably delayed the signs of aging.
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