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LIBECHOVSKE BIOMEDICINSKE MOD EL}
VYZKUM ZAVAZNYCH CHOROB

Laborator bunécné regenerace a plasticity a nové vybudované vyzkumné centrum PIGMOD

(Pig Models of Diseases) Ustavu Zivogisné fyziologie a genetiky AV CR (UZFG AV CR) vyuZivaji
unikatni biomedicinsky model — transgenni miniprasata — k inické

a pr

vyzkumu neurodegenerativnich a neurozanétlivych onemocnéni.

Stefan Juhds

a Martin Marsala
(vpravo) na
operacénim séale
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dyz jsem se pred nékolika lety poprvé vydala po-

divat se na libéchovska miniprasata, ¢ekala jsem
skutecné drobecky, ktefi se pohodiné daji vzit do naru-
&e. Omyl — hned pii vstupu do prostor s ustajenim si
proti mné po chodbé vykracovalo prase. Sice znatelné
mensi nez bézné, nicméné pochovat by se sotva dalo,
a naprosto pokojné a spokojené mifilo do svého boxu.
Diivod vzapéti vysvétlil s lehce potutelnym dsmévem
prof. Jan Motlik: Byl za holkama.“ Diky tomuto ,choze-
ni za holkama“ — a samoziejmé pfedevsim mnoha le-
tm soustavné trpélivé prace védcu — se v soucasnos-
ti mohou v Libéchové pysnit jiz nékolika generacemi
transgennich miniprasat. Mini jsou jen trochu — pfesné
natolik, aby byla v dospélosti vahové i velikosti organti
velmi podobna ¢lovéku; transgenni proto, Ze byl do je-
jich ické i zaclenén y lidsky gen
kddujici nespravné tvarovany protein zvany huntingtin.
Pravé mutovana forma huntingtinu souvisi se vznikem
zévazného erativniho a dosud r é
ho onemocnéni zvaného Huntingtonova choroba, jez
postihuje predevsim mozek a projevuje se poruchami
hybnosti, choreickymi, mimovolnimi, nekoordinovany-
mi pohyby, ale také trvalym Ubytkem dusevnich funkci
a schopnosti. Komplexni vyzkum probihajici v mezina-
rodni spolupréci se zaméfuje jak na biologickou pod-
statu Huntingtonovy choroby, tak na hledani a testova-
ni novych Iéka a Iééebnych postupt. Vyuziva se pritom
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Skala metodik umozriujicich sledovat expresi a uspofa-
dani mutovaného huntingtinu a celistvost DNA. Dua-
mysinymi behavioralnimi metodami se sleduji i pfimé
projevy choroby samé, telemetrie pomize védcim,
véetné dr. Stefana Juhése, ziskavat nova data o akti-
vité miniaturnich prasat kontinualné 24 hodin denné:
+Zatim méfime pouze aktivitu, pohyb transgennich mi-
niaturnich prasat ve srovnani s kontrolnimi. Zjistili jsme,
Ze transgenni, momentalné zhruba tiileta maji snize-
nou aktivitu v uréité ¢asti dne, konkrétné pfed rannim
krmenim, kdy se probouzeji po noénim spanku. Totéz
se ukazuje pfi odpolednim krmeni, ale to musime jesté
potvrdit dalsimi méfenimi. Planujeme téZ implantovani
sond pro méfeni biopotenciald, jelikoz se jevi i pitom-
nost jisté patologie srde¢niho svalu. Je tudiz pravdépo-
dobné, Zze naméfime i néjaké zmény v EKG. A samo-
zfejmé nas zajima predevsim EEG.“

Transgenni miniprasata byla za¢lenéna i do experi-
mentd, jejichz cilem bude vyuZit nejmodernéjsich me-
tod genové terapie k potlaceni exprese mutovaného
huntingtinu.

daleka vSak nejde o jediny smér vyzkumu La-

boratofe bunééné regenerace a plasticity a cent-
ra PIGMOD UZFG, jak pfi mé posledni nedavné
navstévé Libéchova pfipomnél prof. Jan Motlik:
»Transgenni miniaturni prasata, ktera maji v genetic-
ké vybavé navic gen pro lidsky mutovany hunting-
tin, jsou samoziejmé pouzivana vyhradné pro studi-
um této choroby a pfedpoklada se, ze pravé na nich
budeme moci pomoci genové terapie dokazat, ze
Ize utlumit, ne-li pfimo zastavit expresi mutovaného
huntingtinu. Znamena to, Zze budeme schopni ona
prasatka vratit ve vech parametrech k normaini fy-
ziologii. Je v8ak tfeba si uvédomit, Ze nase trans-
genni miniaturni prasata jsou heterozygoti, protoze
huntingtin je bilkovina pro Zivot naprosto nezbytna
(ve své normalni, nemutované podobg), takze vlast-
né mazeme mit pouze heterozygoty. To znamena,
Ze v kazdém vrhu od nasich prasnic je vzdy 50 %
selatek transgennich a 50 % kontrolnich — bez
mutovaného genu pro huntingtin. A tato kontrolni
selatka se pouzivaji i pro ostatni experimenty,
v nichz potfebujeme mit véechny parametry napros-
to fyziologické.“

Vyvoj piislusnych biomedicinskych modelti a novych
metod aplikace Ié€iv, rustovych faktort atp. umoznil
UZFG provadét téz zakladni a preklinicky vyzkum dal-
sich Znych chorob, i ické late-
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Laboratofi bunééné regenerace a plasticity vyvinut i po-
tebny, pocitacem fizeny kompresni model poskozeni
michy u miniaturniho prasete, ktery vémé napodobuje
i michy u ¢lovéka a vyuziva se zejména pro

ralni sklerézy, dale studium Iéeby poskozeni michy po-
moci bunétné terapie, konkrétné xenotransplantace
lidskych midnich, neuralnich prekurzorti do poskozené
michy minij ataké vyzkum i i GEinnos-
i této transplantace. Vyznamnou roli pfitom hraje spo-
lupréce s prof. Martinem Marsalou z Kalifornské uni-
verzity v San Diegu: ,Na$ spolecny experiment zacal
zhruba pred 10 lety, kdyZ vznikla potfeba vyvinout vel-
ky model traumatického poskozeni michy — velky ve
smyslu vyuZiti velkych zvifat. Pravé libéchovské praco-
Vidté bylo unikatni, protoze takovy model mélo: dostup-
néa zvifata s velmi dobfe definovanym genetickym fon-
dem. Tehdy jsme spole¢né s prof. Janem Motlikem
a dr. Stefanem Juhasem navrhli projekt vytvofeni mo-
delu poskozeni michy u prasat. Ukézali jsme — coz
bylo velmi dileZité —, Ze z hlediska patologie michy
i neurologického poskozeni ma prasedi model velmi
blizké ct istiky midniho ip -
ho u lidskych pacientd. To byl prvni krok k testovani
bunéénych transplantaci s vyuzitim tohoto modelu,
k otestovani bezpe¢ného poctu bunék, které mohou
byt vpraveny do michy podobné velikosti, jako je u lidi.
Vse v koneéném dusledku vyustilo v pouZiti jedné
z bunéénych linii v klinickych zkouskach v USA.
V San Diegu jsme ukoncili testy se étyfmi pacienty
s chronickym poskozenim michy, kterym byly injikova-
ny stejné buiky, s nimiz jsme provadéli experimenty
tady v Libéchové.”

Ve spolupraci s prof. Marsalou a také se dvéma Usta-
vy Slovenské akademie véd v Kosicich byl v libéchovské

preklinické testovani nové vytvorenych neuralnich bu-
né&nych linii. Podle dr. 8. Juhase se nyni realizuji
bezpecnostni studie, v jejichz ramci se lidské fetalni
kmenové buriky schopné diferencovat prevazné do
neuront aplikuji do neposkozené michy miniaturnich
prasat: ,Cilem je urit, jaky maximalni pocet injekci
a jakou maximalni koncentraci bunééné suspenze je
prasedi organismus jesté schopny tolerovat, aniz by
doslo k poskozeni michy. Jinymi slovy, chceme Zzjistit,
jaka davka je jesté bezpe¢na, aby u miniaturnich pra-
sat nezpusobila n&jaky klinicky, at uz motoricky, nebo
senzoricky deficit.“
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31 dni po aplikaci

Martin Marsala dodava, ze jesté predtim, nez se
mohlo zacit s klinickymi testy, se musely provést série
experimentd s piesné stejnou bunéénou linii: ,V prvni
fadé jsme dokazali, ze dochazi k terapeutickému efek-
tu: na traumatickém poskozeni u rodentniho modelu (na
hlodavcich) jsme prokazali, Ze transplantované buriky
se preferencné diferencuji do neuronti. Dokazali jsme,
Ze jsou schopné vytvofit nova funkéni synapticka pro-
pojeni s burikami recipienta — tedy zvifete, jemuz byly
transplantovany. V rozsahlych studiich jsme rovnéz po-
tvrdili, Ze tyto burky jsou bezpe¢né, netvofi tumory
a jsou schopné prezit v mise imunodeficientniho potka-
na (u néhoz neni potfeba provadét imunosupresi) vice
nez rok. Po této fazi bylo nutné vyvinout injekéni techni-
ku, jak dané buriky podavat do michy velkych zvifat, je-
jich micha se velikosti podoba lidské. Tyto experimenty
se délaly rovnéz zde v Libéchové, zhruba pred péti lety.
Vzedly z nich prvni publikace ukazujici, jaké je optimaini
mnozstvi bunék, které je mozné injikovat do michy zdra-
vych prasat, aniz bychom zptisobili sekundarni posko-
zeni. To byl druhy experiment — a ve tfetim se pak uz jen
doladily injekéni protokoly a koncentrace bunék, s nimiz
se zacalo u pacientd. Momentalné testujeme, zda je
mozné zvysit pocet injekci a do jaké miry mizeme zvy-
it i koncentraci vpichovanych bunék. Takze model
jsme uz vypracovali; vime, jak vpravovat buiiky do mi-
chy prasat; mame dobfe funguijici a spolehlivy injekéni
systém; vypracovali jsme mechanismus, jak poslat po-
trebné lidské bufiky z USA piimo do Libéchova; zdejsi
tym umi buriky zpracovat a pfipravit k transplantaci.
Uvedené série experimentti jsme délali opakované.”

Jakmile se zpracuji vysledky novych pokus, bude se
podle M. Marsaly opét jednat s americkym Ufadem pro
kontrolu potravin a lé¢iv (Food and Drug Administration
— FDA) o zvyseni poctu i koncentrace bunék, které se
posléze budou injikovat dal$im ¢tyfem pacientim.

V Libéchové mé nechali nakouknout i do prostor
operaéniho salu, kde M. Marsala a dr. 8. Juhas pravé
aplikovali fetalni misni prekurzory do michy jednoho
z miniaturnich prasat. Jan Motlik k tomu dodal: ,Jak
uz to vétsinou ve védeé byva, tyto experimenty daly
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vzniknout na prvni pohled vedlej$imu vysledku, s nimz
se nepogitalo: Stefan s Martinem vyvinuli Gpiné novou
metodu aplikace — tzv. subpialni metodu.”

Subpidlni je pro mnoho lidi neznamy pojem, ale kdo
zna anatomii michy, vi, ze pia mater spinalis je mékka
plena midni, posledni membrana obklopujici michu,*
vysvétluje dr. Juhés a dodav4, Zze nova metodika umoz-
fuje podat libéchovskym miniatumnim prasatim pod
zminénou membranu rizné latky pfiblizné v objemu
100 az 200 mikrolitrd: ,Dala by se vyuzit experimental-
né pfi védeckych studiich, stejné jako v klinické praxi:
napfiklad k podavéni farmak nebo gelovych podpur-
nych struktur i skeletd a mozna i migrujicich bunék,
ale hlavné adenovird, které jsou schopné nést genetic-
kou informaci s cilem at' uz zvysit, nebo snizit expresi
urgitych ristovych faktor(, nebo tfeba pro modulaci né-
kterych patologickych stavi, tfeba v lokalnim modelu
amyotrofické lateralni sklerézy u miniaturnich prasat.”

Martin Marsala popisuje nékolikanasobné piinosy
metodiky subpiélniho podani virovych vektorti (AAV)
jakoZto nosi¢t rozmanitych latek, gen apod.:

»V prvni fadé bychom chtéli tuto metodiku vyuZit ke
zvydeni poctu genti kédujicich ristové faktory; pred-
pokladame totiz, Zze zvySenim rastovych faktor( v po-
Skozenych axonech, tedy ve vldknech poskozenych
traumatem michy, dojde k jejich prorGstani do mista
poranéni a k vytvofeni novych synapsi s burikami pod
mistem poskozeni. Druh& moZnost je vyuZiti vektord,
které zpusobuji potlaceni aktivity nékterych gend. Ta-
to terapie bude é & vyuzita u i
podlozenych chorob, napfiklad u amyotrofické lateral-
ni sklerézy, kdy je mozné dos&hnout potlaceni aktivity
patologického genu prakticky v celé miSe. Treti vyuZi-
ti se tyka znaceni vlaken v této ¢asti michy, které jsou
infikovana vektory, coz umozriuje sledovat vyvoj sy-
napsi mezi riznymi motorickymi systémy a michou
a mezi nervovymi burikami urcitych segmentd.”

Metoda subpidlni aplikace by mohla pomoci i v jed-
nom z hlavnich vyzkumnych cili libéchovskych védca
— v boji proti uz zminéné Huntingtonové chorobé, upo-
zorfiuje J. Motlik: ,PIGMOD loni pofadal 3. konferenci

énovanou prave r oonemocnénim
a pii této piflezitosti méli dr. S. Juhds i prof. M. Marsala
prednasku — M. Marsala o subpidlni aplikaci a budou-
cich moznostech jejiho pouZiti. SlySeli to zastupci jedné
duleZité zahranicni firmy — pfedni v oblasti genové te-
rapie — a je$té na misté konference, v Liblicich, se usta-
vila dalsi velmi plodna spoluprace mezi touto firmou, na-
§i laboratofi — centrem PIGMOD a univerzitou v San
Diegu. To je klasicky pfiklad, jak ndhoda ve védé preje
pfipravenym, protoZe ve chvili, kdy dotyéné firma, jez
ma unikétni vektory zaloZzené na virech AAV5, okamzi-
& vycitila pfileZitost naprosto jinak a jedine¢né tyto vek-
tory vpravovat do michy, a nejen tam; samozfejmé véri-
me, Ze stejnou techniku bude mozné pouZit i k subpiaini
aplikaci v oblasti mozku.“

Nadéjné vyhlidky na lepsi terapii fady neurodege-
nerativnich a neurozanétlivych onemocnéni mtize pod-
porit i jednodenni konference From oocytes to neuro-
degenerative diseases, ktera se bude konat 23. zafi
v Libéchové a kde jako zvani fecnici vystoupi kromé
$pi ych geskych iki i védci z Né , Ja-
ponska a Svycarska.

Kligovou tlohu v téchto odvaznych vyzkumech a vé-
deckych planech hraje a bude dal hrat UZFG v Libé-
chové a jeho jedinecny biomedicinsky model — mi-
niaturni prase. Dokladem je podle prof. Motlika mj.
skuteénost, ze napiiklad americk4 nadace CHDI Foun-
dation, ktera podporuje vyzkum Huntingtonovy choroby
a neurodegenerativnich onemocnéni obecné, uzaviela
s centrem PIGMOD smlouvu o spolupréci a podpore do
roku 2020: ,Myslite si, Ze by ndm nékdo slibil podporu
do roku 2020, kdyby nebyl piesvédéen, ze modely, jimiz
disponuje nae laboratof a centrum PIGMOD, jsou sku-
te¢né Zivotaschopné a jsou skute¢né nezbytnym kro-
kem predchazejicim vstup do klinického testovani a pra-
xe, jak uz to zde bylo popsano pro michu? V&ichni u nas
Véfi, Ze pravé genova terapie bude tou metodikou, kte-
ra nakonec z Huntingtonovy choroby ugini nikoli neléci-
telnou, ale specificky lécitelnou chorobu.

I tyto dalekosahlé cile méli libéchovsti badatelé na
mysli, kdyz se v minulych letech pustili do rekonstruk-
ce a nové vystavby. V ramci projektu ExAM (Experi-
mental Animal Models), na néjz ziskali prostfedky
z psky! alnich fondl (Regionalni centra
vyzkumu) Operaéniho programu Vyzkum a vyvoj pro
inovace, vzniklo uz zminéné centrum PIGMOD. ,Byly
zrekonstruovany prostory pro ustajeni miniaturnich
prasat, zvysila se jejich kapacita, byly klimatizovany
a vybaveny veskerou technologii tak, aby spliiovaly
véechny podminky pro chov unikatnich zvifecich mo-
dell. Byly vybudovany Pavilon biomediciny a Pavilon
experimentélnich a chirurgickych obord, véetné mo-
derné vybavené laboratofe spole¢né s profesionalnim
opera¢nim salem a jeho zazemim,* spokojené pozna-
menéava J. Motlik a dodava:

,Takze jsme v soudasné dobé v Ceské republice je-
diné zafizeni tohoto druhu, které maze nabidnout na-
prosto excelentni podminky pro chov transgennich mi-

praseciho modelu na vytvofeni regionainiho modelu
ALS, coz znamena, ze pouze uréita ¢ast michy bude
exprimovat mutovany gen zpUsobuijici ALS, ale zvifata
by méla prezivat dlouhodobé. Uvidime, jestli se nam to
povede. U potkanti se ndm to podafilo: regionalni sub-
pidlni podani mutovaného genu sice zplsobi amyotro-
fickou lateralni sklerézu, je ale limitovana pouze na né-
kolik segmentd michy. Zatim to v3ak nikdy nebylo
provedeno u velkého modelu, proto doufame, ze bé-
hem letosniho roku budeme mit prvni vysledky a poku-
sime se ziskat i n&jaky grant z ALS Foundation do Li-
béchova. V momenté, kdy budeme mit néjaké inicialni
vysledky, bude, myslim, dost redlna $ance na ziskani
néjakého spole¢ného grantu.”

Ani tim vSak ambice libéchovskych védct nekonéi:
v dal$im projektu spolupracuiji s kolegy z Ustavu
struktury a mechaniky hornin Akademie véd CR, ktefi
vyvijeji biodegradovatelné nanomateridly na bazi ko-
lagenu, jez se budou vpravovat do poskozenych kos-
ti a nékteré z nich osazovat prasec¢imi mezenchymal-
nimi kmenovymi burfikami — a nasledné se bude
porovnavat osteointegrace, biomechanika a dalsi pa-
rametry. Stefan Juhds upozoriiuje i na vyzkum dokto-
ra Tarase Ardana, na némz spolupracuje s Ustavem
makromolekularni chemie AV CR a s oénimi chirurgy

niaturnich prasat jakozto jedine¢ného bi ého

z Fakultni Kralovské Vinohrady:

modelu pro studium riiznych onemocnéni, véetné mis-
niho traumatu nebo amyotrofické lateralni sklerézy
(ALS), protoze skute¢né véfime, Ze portfolio naseho
centra se rozsifi timto smérem a Ze i spoluprace mezi
Univerzitou v San Diegu a centrem PIGMOD bude
sméfovat pravé k ALS, protoZze o zavaznosti tohoto
onemocnéni nikdo nepochybuje.”

Slova M. Maraly davaji v tomto ohledu velkou na-
&ji: ,Pravé s vyuzitim metody subpiélniho podani za¢i-
name testovat efektivitu potlacovani mutovanych gent
u amyotrofické lateralni sklerézy. Dalsi plan, ktery ma-
me v rdmci nadi spoluprace s Libéchovem, je vyuzit

Jedna se o projekt zaméfeny na terapii vékem
podminéné makularni degenerace, kdy ¢asem do-
chazi k poskozeni sitnice. Cilem je vyuzit materialy
syntetizované v UMCH k vytvoreni podptiré struktu-
ry — skafoldu — jako nosi¢e, osadit ji prase&imi retinal-
nimi bufikami, implantovat do oka miniprasat a testo-
vat v8echny parametry, at' uz biodegradibilitu, nebo
integraci do sitnice. Samozfejmé nakonec se predpo-
kladaji i testy, zda bude nahrazeny epitel funkéni po
strance smyslové.“ [ ]
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