Jihoteska univerzita v Ceskych Budéjovicich

Prirodovédecka fakulta

Vliv signalizace extracelularniho adenosinu na model Huntingtonovy

choroby v Drosophila melanogaster

Diplomova prace

Bc. Tomas Filip

Skolitel: prof. RNDr. Michal Zurovec CSc

Ceské Budgjovice 2017



Filip, T., 2017: Vliv signalizace extracelularniho adenosinu na model Huntingtonovy choroby
v Drosophila melanogaster. [The effect of extracellular adenosine signaling on Huntington’s
disease model in Drosophila melanogaster. Mgr. Thesis, in Czech.] —44 p., Faculty of Science,

University of South Bohemia, Ceské Budgjovice, Czech Republic.

Anotace:

Adenosine is a ubiquitous metabolite with multiple physiological functions in organisms. In
this thesis, | studied the effect of extracellular adenosine on Huntington's disease (HD) model
Drosophila melanogaster. | show that extracellular Adenosine signaling mitigates HD
pathology by observing three main types of symptoms of the disease in Drosophila. The results
suggest that the mechanism involves Drosophila melanogaster adenosine receptor signaling.

Tato prace vznikla za podpory Grantové agentury CR, &islo grantu P305/14-27816S.

ProhlaSuji, Ze svoji diplomoVvou préci jsem vypracoval samostatné pouze s pouZzitim

prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

%

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zdkona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvefejnénim své bakalafské prace, a to v Upravé vzniklé vypusténim vyznaCenych casti
archivovanych Pfirodovédeckou fakultou elektronickou cestou ve vetejné piistupné Casti
databaze STAG provozované Jiho¢eskou univerzitou v Ceskych Bud&jovicich na jejich
internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu této
kvalifika¢ni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s
uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky Skolitele a oponentl prace
1 zaznam o prub¢hu a vysledku obhajoby kvalifika¢ni prace. Rovnéz souhlasim s porovnanim
textu mé kvalifika¢ni prace s databazi kvalifika¢nich praci Theses.cz provozovanou Néarodnim
registrem vysokoskolskych kvalifika¢nich praci a systémem na odhalovani plagiata.

V Ceskych Bud&jovicich dne 19. 4. 2017

Tomas Filip



Podékovani

Na tomto misté bych cht&l podékovat zejména svému $koliteli, prof. Michalu Zurovcovi, za
vedeni prace, odborné rady, trpélivost a vénovany Cas pii konzultacich. Déle bych chtél
pode€kovat vSem c¢leniim laboratofe, pfedevSim Yu-Shien Linovi, ktery mi svymi radami
pomahal béhem mé prace. V neposledni fadé bych rad podékoval hlavné celé své rodiné za

podporu pti mém studiu, bez které bych nemohl tuto praci uskutecnit.

V Ceskych Bud&jovicich dne 19. 4. 2017

Tomas Filip



Obsah

I Literarni PEERIEd .......cveiieiieee sttt et ne e e b e e nre s
L1 AUEBNOSIN ..o
1.1.1  Signalizace, metabolismus a transport adenoSiNU ...........cccccvevververeereeseennan,
1.1.2  MOZeK @ 8ABNOSIN ......cviiiiiiiiic e

1.2 Huntingtonova Choroba ...........cccveiiiiiic e
1.3 Modelové organismy @ HD.........ccoiiiiiiiiiiiiiic e

2 CHLE PIACE. .. ettt
3 Material @ MELOAY .. ...eeviiieiiiieiie s
3.1  Pouzité linie Drosophila melanogaster...........ccooveviiiiiiieiiniinieneeeese e
3.2 Schéma a podminky KFiZEenT ........c.ccovrieriiiiiiiiieice e
3.3  RNA extrakce a reverzni transkripCe........ccovvverieriiiiiieiiicseceee e
3.4  qRT PCR a METeNni ZENOVE EXPIESE ....eeruriererririerieeinreesteesseeesseessneesseessneesseesneessnes
3.5 Analyza ptezivani potomstva do doSpEIC ........ccviiviiiiiiiiiiiiic
3.6  Analyza NEUTrOdEZENETACE ..........ciiiiiiiiiiiieri et
3.7 Test motorickych funkei........ocooiiiiiiiiiii
3.8 ChOVNEG MEATUM ......eiiiiiiiiiiie et

4 SEZNAM HIEEIATUIY ....ccviiieicie ettt reesbe e e ereeanas

Naésledujici pasaze o rozsahu stran 19-33 a 40 obsahuji utajované skutecnosti a jsou
obsazeny pouze v archivovaném origindle bakalarské prace ulozeném na Piirodovédecké

fakulte JU.



1 Literarni prehled

1.1 Adenosin

1.1.1 Signalizace, metabolismus a transport adenosinu

Signalni draha metabolitu adenosinu (Ado) se fadi k evolu¢né konzervovanym
déleni nebo zivocisny metabolismus.

Adenosin je vSudypfitomny nukleosid sestavajici se zadeninu navdzaného k
sacharidu ribofuranosy, tyto komponenty jsou spojeny [B-Ns-glykosidickou vazbou.
Fyziologickad koncentrace extracelularniho Ado v Zivo€isnych tkédnich je relativné nizka. U
Drosophila se uvadi, ze primérna hladina Ado se pohybuje od 60 do 300 nM (Dolezelova et
al., 2007), stejné tak i u ¢lovéka, kde se hodnoty pohybuji okolo 50 az 400 nM. Avsak Vv piipadé
stresovych podminek se muze hladina Ado zvysit az na mikromolarni hladinu (Fredholm,
2010).

Ado miize v organismu vznikat mnoha nezavislymi cestami jako napiiklad: pii apoptoze
bunék, uvolnénim ATP/ADP z bungk a jejich naslednou defosforylaci, rozkladem cAMP nebo
hydrolyzou adenosylhomocysteinu (Hershfield et al., 1985). Ackoliv tyto procesy mohou byt
za urcitych podminek dilezitym zdrojem Ado, hlavni fyziologicky zdroj ptedstavuje
defosforylace AMP pomoci 5 -nukleosidazy. At uz Ado vznikne jakoukoli cestou, jeho polocas
rozpadu je relativné kratky, a to od 1 do 10 sekund (Jacobson a Gao, 2006). Fyziologicka
extracelularni koncentrace Ado se udrzuje balancovanim mezi jeho uvoliilovanim buiikami a
recyklaci pro syntézu ATP. Tato recyklace probihd bud’ refosforylaci Ado, nebo se na ni
podileji proteiny s adenosin deamindzovou enzymatickou funkci, které zprostiedkovavaji

katabolickou reakci, vedouci k rozlozeni Ado na inosin a hypoxanthin.

Proteiny s adenosin deaminazovou aktivitou (ADA aktivitou) se déli do dvou skupin.
Prvni skupinu tvofti ,,bona fide adenosin deaminazy* (pravé ADA). Tyto metabolické enzymy
byly zastoupeny u vSech zkoumanych organismi, nachazeji se pfevazné v cytoplazmé bun¢k a

plni sviyj jediny a hlavni cil, coz je deaminace Ado a deoxyadenosinu na inosin a deoxyinosin

-1-



(Dolezelova et al., 2005). Deoxyadenosin je cytotoxicky metabolit vypoustény butikami béhem
apoptozy a jako takovy muze zabijet ostatni bunky narusenim jejich deoxynukleotidového
metabolismu (Zuberova, 2011). A&koliv u ¢lovéka plni ,,prava“ ADA hlavni roli coby adenosin
deaminaza, Drosophila ma pouze jeden gen podobny této, jehoz mira exprese je vSak spiSe
nizka a neméni se béhem celého vyvoje (Zurovec et al., 2002).

Druhou skupinou proteinti s adenosin deamindzovou aktivitou tvofi proteinova rodina
ADGF (Adenosine deamianse growth factors). Od ,,pravych* ADA se funk¢né nelisi, katalyzuji
deaminaci Ado a deoxyAdo na inosin a deoxyinosin, zména je pouze ve struktuie C a N-konce,
ktery zpravidla obsahuje signdlni peptid pro specifické umisténi v buiice nebo sekreci
(Dolezelova et al., 2005). U ¢loveéka byl identifikovan pouze jeden gen, CECR1 (Cat Eye
Critical Region 1), jehoz produkt spada do ADGF rodiny a mutace v tomto genu ma za nasledek
onemocnéni ,,cat eye syndrome* (Riazzi et al., 2000). U Drosophila tato rodina ¢ita dosud 6
¢lent (ADGF-A, -A2, -B, -C, -D, -E), kde piedevsim Adgf-A a Adgf-D pievzaly hlavni roli,
coby adenosin deamindzy. Jednotlivi ¢lenové se od sebe lisi pfedev§im v misté exprese jejich
genll a také v misté plisobeni proteinti jako takovych. Zatimco ADGF-A je exprimovan
piedevsim v lymfatickych zlazach a ve stievé, ADGF-D je nejsilngji exprimovan v mozku a
tukovém télese podobné jako ADGF-C. Navic proteiny ADGF-A, -C, -D maji signalni peptid,
nasvédcujici tomu, ze jejich funkce je v extracelularnim prostoru (Matsushita et al. 2000;
Zurovec et al., 2002, Dolezal et al., 2003). Vyse zminéné proteiny s adenosin deaminazovou
aktivitou se zvySovanim nebo snizovanim hladiny Ado v extra/intracelularnim prostoru podileji
na dilezité soucasti adenosinové drahy, coz je transport hydrofilni molekuly Ado pftes
cytoplazmatickou membranu buiky. ZvySovani hladiny Ado témito enzymatickymi proteiny

vede k zapoceti signalizace skrze specializované proteiny typu transportéru.

Cely transportni systém se sklada ze dvou typt transportnich proteint: (1) Ekvilibrativni
nukleosidové transportéry (ENT), (2) koncentrativni nukleosidové transportéry (CNT).
Zatimco ENT jsou Na® nezavislé, pasivni transportéry, CNT vyuZzivaji aktivni kotransport
Na*/Adenosin, fizeny transmembranovym Na* gradientem (Griffiths et al., 1997; King et al.,
2006). Pocty gent pro jednotlivé transportni proteiny se 1isi podle zivoc¢isného druhu. Zatimco
u savcu (véetné ¢loveka) jsou Ctyfi ekvilibrativni (ENT 1-4) a tii koncentrativni (CNT 1-3)
nukleosidové transportéry (Sankar et al., 2002), u Drosophila jsou tii ekvilibrativni (ENT 1-3)
a dva koncentrativni (CNT 1,2) transportéry (Machado et al., 2007). Ackoliv jsou mezi savci a

bezobratlymi odlisnosti v aminokyselinové sekvenci danych nukleosidovych transportérii, tak



strukturdlni motivy téchto genti si jsou znacné podobné a vysledné proteiny plni totozné role

v organismu (Sankar et al., 2002).

Tieti skupina specializovanych proteinti, které se vSak nepodileji na transportu Ado do
bunky, ale vyuzivaji ho pro uskutecnéni své signalizace dovniti buiiky, jsou adenosinové
receptory (AdoR). Adenosinové receptory (AdoR) ptedstavuji skupinu receptori spfazenych s
G-proteiny, které jsou exprimovany v ruznych tkanich. AdoR se u ¢loveéka rozdé€luji do Ctyt
skupin (A1, A2A, A2B, A3) podle sensitivity k riznym agonistim a antagonistiim a také podle
rozdilnosti v signalizaci pomoci druhych poslt (Fredholm et al., 2001). U Drosophila je pouze
jeden gen pro adenosinovy receptor (DmAdorR). Jeho nejbliz§i homolog z lidskych AdoR je
gen kodujici receptor A2A, ktery vykazuje shodu v 38,3 % v 350 bazovém N konci genu
(Dolezelova et al., 2004). Signalizace AdoR hraje dileZitou roli béhem stresovych podminek,
jako je hypoxie nebo zanét, také mé vliv na bunéény cyklus a apoptézu (Newby, 1984;
Cronstein, 1994; Abbracchio et al., 1995; Apasov et al., 1997).

Organ s obzvlast bohatym rozlozenim vSech subtypi AdoR je obratlov¢i mozek.
Adenosinova signalizace pies AdoR je jiz po mnoho let intenzivné studovana na sav¢€ich, v nasi
laboratofi 1 bezobratlych modelovych organismech a farmakologické intervence AdoR se tési

velkému ocekéavani ohledné u¢inku na neurologické choroby.

1.1.2 Mozek a adenosin

Extracelularni adenosin hraje v savéim mozku velmi vyznamnou roli jako
neuromodulator a také regulator funkce neuront i gliovych bunék. Ado kontroluje drazdivost
neurond a také vypousténi rlznych neurotransmiteri, véetné acetylcholinu, dopaminu,
glutamatu ¢i Kyseliny gama-aminomaselné (Sebastiao & Ribeiro, 1996). Jako takovy Ado
moduluje synaptickou plasticitu a funkci synapsi, navic brani toxickému pisobeni
nahromadéného glutamatu, ktery naptiklad vznikd pfi Huntingtonové chorobé (HD-
Huntintgton’s desease), dale také pusobi proti apoptdze indukované cytokiny (Jacobson, 2009).
Extracelularni Ado v mozku vznikd obdobnymi cestami jako v ostatnich tkanich (viz kapitola
1.1.1), zdrojem mohou byt jak neurony, tak i podpurné gliové bunky (Halassa et al., 2009).
Vétsina projevi (fyziologickych i patologickych) extracelularniho Ado se déje diky vazbé na
néktery ze ¢ty subtypti AdoR jmenovanych Vv ptedchozi kapitole.

Vsechny ctyfi podtypy AdoR maji v mozku jedinecné rozmisténi v jeho rtiznych
castech, rizné farmakologické vlastnosti 1 riizné drahy pro svou signalizaci, jakozto receptory
sprazené s G-proteiny (Fredholm et al., 2001). Receptor A1 je nejvice zastoupen v hipokampu,
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thalamickych jadrech nebo mozkové kife, tedy v usecich zodpovédnych za slozité kognitivni
procesy (Fastbom et al., 1987). A1 receptor ma silné neuromodula¢ni G¢inky a mize iniciovat
zachranné procesy v neuronech pfi ischemickych nebo hypoxickych podminkéch, at’ uz pfi
mozkové ¢i srdecni ischemii. Aktivace Al receptoru pusobi protektivné vici zanétim
Vv nervové tkani a také vici dopaminem zpiisobené neurodegeneraci u mysiho modelu
Parkinsonovy nemoci (Liu et al., 2006). Dale také jeho aktivace snizuje nespavost, tlumi
zachvatovité stavy a snizuje pocit tizkosti. Na druhou stranu jeho blokace pomaha zmiriiovat
symptomy u mentalnich onemocnéni, jako jsou rizné druhy demence, ale také pozitivne plisobi
na srde¢ni arytmie, astma a dalsi respiraéni onemocnéni (Elsinga et al., 2011).

Druhy podtyp AdoR, A2A (nejvice podobny AdoR u Drosophila) je zdaleka nejvice
zastoupen ve striatu, coz je u primati, vcetné ¢loveka, tisek bazalnich ganglii uvnitt hemisfér
koncového mozku. Striatum je z 95 % slozeno z tzv. medialnich spinalnich neuronu, které
ptredstavuji hlavni drahu pro ovladani pohybu (Schiffmann et al. 2007). A2A receptory se
V samotném striatu objevuji v oddélenych subpopulacich, kdy je vétSina A2A receptort
exprimovana na postsynaptickych neuronech, ale urcitd subpopulace A2A receptord je
exprimovana také v neuronech presynaptickych (Rebola et al., 2005). Toto umisténi az
prekvapivé vyrazné urluje jejich projevy a interakce s riznymi neurotransmitery a dal$imi
receptory. Kupftikladu postsynaptické umisténi receptori umoznuje tvorbu heteromerti
S ostatnimi G-spfaZzenymi receptory, jako je dopaminovy, kanabinoidovy nebo glutamatovy
receptor. Na druhou stranu tvofi presynapticky umisténé A2A receptory heteromery s Al
receptory, coz umoziuje uvolfiovani neurotransmitert, jako je glutamat (Ferré et al., 2013).
Jelikoz nejvétsi exprese A2A receptort je v ¢asti mozku, kterd je zodpovédna za ovladani
pohybu, neni piekvapeni, ze se tento receptor stal predmétem velkého zajmu v ramci vyzkumu
neurodegenerativnich nemoci, jako je Parkinsonova nebo Huntingtonova choroba. Zatimco u
prvni jmenované se zda, Ze aktivace A2A receptoru vede ke zhorSeni motorickych funkci, u
Huntingtonovy choroby to je zcela naopak, kdy se ukazalo, ze jak u lidskych pacientd, tak u
modelovych organismil je exprese A2A béhem progresivni faze nemoci potlacena, coz vede
k méné ovladatelné motorice (Ferré et al., 2013). Déle je zajimave, ze A2A receptor je, na rozdil
od Al receptoru, velmi senzitivni na hypoxii i jind poskozeni CNS, jako je poranéni michy,
chronicky stres nebo i pfirozené starnuti. V takovych ptipadech dochazi ke zvySeni exprese
receptoru A2A (Cassada et al., 2002).

Zbyvajici dva receptorové podtypy, A2B a A3, jsou rozprostiené po raznych castech
mozku, avsak jejich exprese se nezda byt vysoka (Fredholm et al., 2000). Navic afinita

receptoru A2B pro Ado je vibec nejnizsi, protoze pro signalizaci vyzaduje vice nez 1uM Ado
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(Jacobson et al., 1995). Jelikoz je jejich funkce vétSinou spjata s ostatnimi AdoR, pfipisuje se
jim pozitivni u€inek na astma, ischemické choroby srdce a mozku, ale také na autoimunitni
nemoci typu revmatoidni artritida, lupenka nebo Crohnova choroba (Kolachala et al., 2008;
Madi et al., 2007).

Receptory adenosinové signalni drahy ptedstavuji slibnou, ale slozitou cestu, jak
ovlivnit dnes ¢asto nelécitelné a nevylécitelné neurodegenerativni choroby, které v nékterych
ptipadech nejsou pouze doménou staii, coz bohuzel demonstruje Huntingtonova choroba, jejiz

v

nastup muze pfijit v jiz relativné mladém véku a nasledky tohoto onemocnéni jsou o to drtive;si.

1.2 Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba (HD — Huntington’s desease) je dédi¢né, neurodegenerativni
onemocnéni s progresivnim rozvojem piiznaki. HD se fadi do kategorie nemoci s tzv. pozdnim
nastupem, kdy nastup nemoci se nejcastéji u clovéka projevuje ve stitednim az pokrocilém veéku.
V prvnim exonu genu kodujicim protein Huntingtin (Htt), jenz lezi na ¢tvrtém lidském
chromosomu. Pocet téchto opakovani urcuje do velké miry, kdy a s jakou intenzitou se projevi
prvni ptiznaky nemoci. Zaclenéni té€chto expandujicich trinukleotidi do genu vede k vytvoreni
polyglutaminové struktury v translatovaném proteinu, coz méni jeho vlastnosti natolik, Ze se
tvofi intra nebo extracelularni agregaty tohoto proteinu, jeZ jsou hlavnim zdrojem pocatku
neurodegenerace u HD pacientt. V bézné populaci se po¢et CAG expandovanych trinukleotida
pohybuje do mnozstvi 35. Pii poc¢tu repetic nad 40 zpusobuje témét stoprocentni penetranci
nemoci do 60 let véku pacienta. Zpravidla, ¢im delsi je polyglutaminovy fetézec na proteinu,
tim dfive nastava vyskyt HD (Warby et al., 2011).

Agregace mutantniho Huntingtinu (mHtt) je povaZovdna za hlavni pficinu
neurodegenerace a z toho vyplyvajicich neurologickych ptiznaki. Tento dé&j probiha u HD
pacientli nepferusené¢ mnoho let, kdy postupné dochéazi k atrofii a odumirani, predevSim
motorickych neuroni ve Striatu mozku. Prvni pfiznaky jsou diagnostikovatelné aZz po urcitém
stupni atrofie mozkové tkané (Ross a Tabrizi, 2011). Samotna agregace mHtt piedstavuje
nekolikastupnovy proces probihajici v cytoplazmé bunék, jez vSak vede i ke vzniku inkluznich
télisek Vv jadie bunky, pfiCemz je naruSeno mnoho fyziologickych procesti v ramci zdravého

fungovani bunky. Prvotni zménou je vznik t€Zko rozpustnych struktur uvnitf proteinu, jako jsou
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amyloidova vlakna obsahujici struktury B-skladanych listd. Kromé toho je mHtt schopen
k sob¢é kovalentn¢ navazat i dalsi proteiny ¢i faktory, naptiklad dilezité pro transkripci nebo
kontrolu kvality proteinti, coZz naznacuje mechanismus, kterym se docili celkového vytazeni
dané bunky z provozu (Soto, 2003).

Jak jiz bylo zminéno vySe, tento proces vede k degeneraci neuronti v Casti
mozku dilezitych pro ovladani pohybu a ackoliv tato neurodegenerace pokracuje i do dalsich
mozkovych center, prvnim charakteristickym klinickym ptiznakem je postupna ztrata ovladéani
motorickych pohybii.

Nekontrolovany pohyb koncetin, ale i dalSich ¢asti téla se ¢asto oznacuje jako ,,chorea®,
coz je téz termin, ktery se hojné pouziva pro alternativni nazev HD. Chorea oznacuje spontanni,
nahlé pohyby koncetin, ale také obli¢ejovych svali, jez ptfichazeji nepravidelné a maji riznou
intenzitu. U HD pacientil se objevuje lehky tfes koncetin, ktery pfechazi v nahla a energicka
gesta Ci grimasy, naceZ nastane nekontrolovany pohyb rukou/nohou, ktery mulze piejit az
v pohyby agresivniho razu (Barbeau et al. 1981). Chorea se objevuje v 90 % ptipadt HD, ale
na rozdil od ostatnich pfiznaki se chorea nevyviji linearn¢, nybrz vétSinou dosahuje maximalni
intenzity po par letech od svého zacatku, a poté ma ustupujici tendenci (Young et al. 1986).

DalSim hlavnim pfiznakem HD je postupné zhorSeni kognitivnich funkci. Prob&hlé
vyzkumy ukézaly, ze zhruba u 40 % pacienti se zacina objevovat jest¢ pred vypuknutim
samotné choroby tzv. mirny pokles kognitivnich funkci, coz je pfechodny stav mezi normalnim
stavem a demenci (Duff et al., 2010). Zhorsujici se trend 1ze nejéastéji pozorovat na zpomaleni
procesu zpracovavani a vyhodnocovani informaci a také na vyjadfovaci schopnosti (Ho et al.,
2003). Na rozdil od vySe zminénych kognitivnich procesti se pamét zac¢ind u HD pacientii
zhorSovat az v plném proudu nemoci. Ackoliv se Casto uvadi, Ze termindlni fdze onemocnéni
ptrechazi az v demenci, tak soubor psychiatrickych symptomti u HD pacientl nespliiuje kritéria
pro demenci, kterd se pouZzivaji napt. u Alzheimerovy choroby. Diivodem ziejmé je, ze HD
napada predevS§im sub-kortikalni oblasti mozku (alespon v jejich prvnich fazich), zatimco
Alzheimerova choroba zptsobuje silnou neurodegeneraci v mozkové kute (Ho et al., 2003).

Ttetim hlavnim souborem symptomt HD je vyskyt duSevnich poruch vedoucich ke
zméné osobnosti, depresi, uzkosti ¢i sebevrazednych tendenci. Odbornici se nyni shoduji na
tom, Ze vyskyt depresi u HD pacienti ma zaklady v probihajici neurodegeneraci (Mindham et
al. 1985). Vyskyt patologickych depresi u HD pacientt je okolo 50 % (u bézné populace to jsou
4%), pticemz vyskyt téchto depresi predchazi manifestaci choroby o nekolik let (Pflanz et al.,
1991). S chronickymi depresemi tuzce souvisi vyskyt sebevrazednych tendenci a

sebeposkozovani u HD pacientl. Jedna ze studii ukdzala, ze sebevrazda u takovych pacientt je
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Ctyfikrat Castéjsi, ve srovnani s béznou populaci (Farrer 1986; Wetzel et al., 2011). Jednim
Z prominentnich znaki HD je ndhla vznétlivost a agresivita, jez se objevuje u 38-73% pacientd,
v zavislosti na dané studii (Craufurd, et al., 2001; Kulisevsky, etal., 2001; Murgod, et al., 2001).
amygdalou orbitofrontalnim kortexem (Kloppel et al., 2010). Obdobny prominentni znak
vztahujici se k tomuto onemocnéni je chronicky pocit tzkosti, ktery ve spojeni s depresemi
Casto prispiva k sebevrazednym incidentim u HD pacientd.

Ackoliv je HD monogenni onemocnéni, jeji proces patologie, kdy je naruSeno obrovské
mnozstvi bunéénych dé&jii a signalnich drah, d€la z této nemoci komplexni a slozity fenomén a
pfi zmiriovani nasledkli tohoto onemocnéni se muize uplatnit fada riznych mechanismi.
Z tohoto divodu byly pomoci genového inZenyrstvi vytvofeny modely této nemoci
V soucasnosti V nejvice pouzivanych modelovych organismech, jako je Drosophila

melanogaster, had’atko nebo rizné kmeny mysi.

1.3 Modelové organismy a HD

Hlavni funkci modelovych organismu je co nejblize napodobit Ssymptomy nemoci, ale
také jeji molekularni mechanismy a plsobeni, abychom mohli hledat moznosti intervence.
Modely HD se daji rozd¢lit na dvé skupiny, (1) modely vyuzivajici toxické latky k vyvolani
ptiznaku a (2) genetické modely.

Ackoliv je vyuzivani toxickych latek pro modelovani HD jiz spiSe minulosti, tak pted
nastupem pokrocilych molekularnich metod slouzil tento zpiisob jako hlavni nastroj pro
vyzkum tohoto onemocnéni. V tomto ptipadé€ se jako modelovy organismus pouZzivaly zejména
laboratorni mysi a krysy. Jako toxicka latka se pouZzivala zejména kyselina chinolinova a
kyselina 3-nitropropionova. Pomoci téchto dvou kyselin se predev§im zkoumaly duasledky
naruseni funkce mitochondrii a tzv. aktivaci indukovana bunétna smrt, coz jsou jedny
z hlavnich mechanismi neurodegenerace v mozku béhem HD (Ramaswamy et al., 2007).
Obvykle se tyto latky injikovaly do striatu, nebot' funguji jako agonisté¢ glutamatovych
receptort a selektivné vyvolavaji odumirani GABAergnich motoneuronti, jez jsou v prvnich
fazich HD nejvice postihnuty degeneraci (Beal et al., 1991). Piestoze tyto postupy ptinaSely

nové vysledky ohledné potencionélnich drah a procesi, které by mohly byt soucasti a¢inku HD,
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postupem casu zacaly spiSe pievazovat nevyhody téchto metod. Vyvoldvani neurodegenerace
touto cestou predstavovalo akutni psobeni toxického vlivu, a nikoliv postupné a chronické
pusobeni HD, jez probihéd progresivné a po dobu desitek let. Navic, i kdyz atrofie striatalni
tkan¢ patii mezi hlavni neuropatologické charakteristiky HD, tak mHtt je béhem nemoci
exprimovan napii¢ CNS, véetné periferialnich tkani. Projevy HD nevychazeji pouze z atrofie
jedné ¢asti mozku, nybrz z postupného ptisobeni mHtt i v ostatnich ¢astech CNS, ¢ehoz neni
mozno dosdhnout v modelech vyuzivajicich injikovani toxinl pouze a pifimo do striatu (Pouladi
etal., 2013). V soucasné dob¢ se pro modelovani HD vyuziva pfevazné linii modelovych
organismd, jeZ byly pomoci metod genového inzenyrstvi upraveny tak, aby v sobé exprimovaly
predem vlozeny mutovany lidsky gen Hitt.

Jednim takovym organismem je had’atko C. elegans. V tomto pfipadé se vétSinou
vyuziva lidsky exon 1 s libovolnou mutaci, tedy délkou CAG fetézce. Ackoli hadatko
neobsahuje ortolog genu Htt, transgenni exprese lidského mHtt v danych neuronech vyvolava
nékolik fenotypu, jako jsou motorické defekty zavisejici na véku, celkové nervové dysfunkce a
za ur¢itych podminek i neurodegenerace (Parker et al., 2001).

Dal§im hojné vyuZivanym transgennim modelovym organismem jsou hlodavci.
Momentalné je jednim z nejpouzZivangjSich hlodavcli pro modelovani HD transgenni mysi
kmen R6/2. Tyto my$i obsahuji prvni exon lidského Htt spolu se 144 repeticemi CAG, coz
zpusobuje dostateCnou patogenicitu, aby se u téchto mysi vyskytovaly charakteristické znaky
HD, jako jsou neurodegenerace, poruchy ovladani pohybi, zhorSeni kognitivni funkce,
agresivita nebo predCasna letalita (Ramaswamy et al., 2007). Dal§im pouzivanym kmenem
mysi jsou tzv. YAC mysi, u nichZ je pomoci expresniho systému umélého kvasinkového
chromozomu exprimovan cely lidsky Htt gen se 72 nebo 148 CAG repeticemi. Tento kmen
taktéz vykazuje vSechny dilezité znaky HD, ¢imZ se stava slibnym modelem pro dal$i vyzkum
(Hodgson et al., 1999). Krom¢ vyse zminovanych mysi se od pielomu tisicileti zacaly pouzivat
i transgenni krysy, predev§im kmen vytvofeny tymem profesora Von Horstena v roce 2003.
Tato krysa ma dostate¢né fenotypické znaky HD, a navic dosahuje delsiho zivota, coz mtize byt
vyhodné pro testovani dlouhodobych terapeutickych postupti.
je Drosophila melanogaster. Zatimco u sav¢ich modeld se po dlouhou dobu tapalo a hledalo
vhodné feSeni pro expresi transgenniho Htt, u Drosophila se tento problém elegantné obesel
diky objevu a pouzivani genového expresniho sytému UAS/Gal4, jenz byl picjat z kvasinek.
Tento systém spociva v inzerci zvoleného genu (napt. Htt) za aktivatorovou sekvenci UAS do

mouchy a nasledného zkfiZeni s jedincem nesoucim tzv. Gal4 driver, ktery aktivuje a spusti
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expresi genu, ktery je za UAS sekvenci. Gal4 je mozno navrhnout pro specifické tkang, ¢imz se
zajisti, ze dany gen bude exprimovan pouze v urcité tkani. (Brand a Perrimon, 1993). Diky
tomuto v principu jednoduchému systému je mozno vytvofit mnoho riznych forem HD
modeli, jez obsahuji jednotlivé fragmenty lidského Htt nebo rovnou cely gen. Stejné je to
s poctem CAG repetic, kdy se pocet pohybuje od 20 do 140 opakovani téchto trinukleotida.
Duvéryhodnost tomuto modelu dodavaji predevSim fenotypické znaky, které do velké miry
vérné kopiruji lidsky pribéh nemoci. Ve vSech toxickych variantach Drosophila vykazuje
neuropatologii v souladu s vétsinou lidskych projevi: zavaznost dysfunkci zalezi na délce CAG
fetézce, neurodegenerace postupuje progresivng, patologie vykazuje pozdni nastup, probihé
tvorba proteinovych agregatll, postupna ztrata motorickych funkci a predc¢asna letalita (Marsh
et al., 2009). Nespornou vyhodou Drosohila je moznost sledovat probihajici neurodegeneraci
ptimo, diky anatomickému uspotfaddani oka a specidlnimu zobrazovacimu postupu, ktery
zviditelni foto neurony, jeZ podléhaji pii expresi mHtt neurodegeneraci. Navic ve srovnani se
sav¢imi modely je mozno diky velkému mnozstvi potomstva a rychlému zivotnimu cyklu ziskat
velky soubor dat za kratkou dobu.

Pro vyzkum neurodegenerativnich nemoci je role modelovych organismil esencialni.
Diky jejich podobnostem s ¢lovékem a velké hloubce znalosti, které o téchto organismech
mame, miizeme relativné piesné napodobit pribéhy dosud nevylécitelnych chorob, coz vede
k poznatkiim, jez mohou napomoci k odhaleni mechanismu pusobeni takovych patologii, a

piispét tak k potencidlni budouci 1é¢bé.



2 Cile prace
= Vybrat geny, vhodné pro ovlivnéni extracelularniho Ado v mozku Drosophila
melanogaster.

= Zalozit pomoci genetického kiizeni nové, stabilni linie Drosophila a pouzit je pro dalsi

analyzy.

= Otestovat vliv geneticky zvySené hladiny extracelularniho Ado V nervové soustavé

Drosophila na tmrtnost jedinct s overexpresi mHit.

=  Otestovat vliv Ado na pribéh neurodegenerace v nervové soustavé u HD modelu

Drosophila.

* Analyza ucinku zvySené hladiny Ado v nervové soustavé na motorické funkce HD

modelu Drosophila.
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3 Material a metody

3.1 Pouzité linie Drosophila melanogaster

V této praci bylo pouzito celkem osm linii Drosophila melanogaster. Linie s konstruktem pro
overexpresi mutantniho Htt (Q20, Q93) a linie s elav-Gal4-Gal 4 driverem nam byly darovany
profesorem Marshem z University of California, Irvine. Linie Q20 obsahuje lidsky exon 1 genu
Htt s 20 CAG repeticemi, které nezpusobuji zadnou toxicitu a slouzi jako kontrola, zatimco
linie Q93 obsahujici stejny fragment lidského Htt, ale s 93 motivy CAG jiz ptsobi v Drosophila
toxicky. Driver elav-Gal4-Gal 4 spousti expresi transgenu pouze Vv nervové soustave.

Linie s RNAI konstrukty Adgf-C, Adgf-D a s overexpresi fluorescenéniho proteinu GFP
pochazeji z Bloomington Stock Center a AdoR®NA' pochizi z VDRC (Vienna Drosophila
Resource Center). Linie obsahujici balancerové chromozomy na druhém a tfetim chromozomu

byla vytvofena v nasi laboratofi. V nasledujici tabulce 1ze vidét souhrn pouzitych linii.

Tabulka I: Pouzité linie

Zapis v textu Genotyp
Q93 w; +; pUAST Q93 Exonl #4F1
020  |W i PUAST Q20 Exonl #111F1L
Elav-Gala |V €lav-Gal4>Gald; +; +
adgt-crw | YL SCI¥] VIL; POYLH7.7] VI+L8]=TRiP HMS02608}attP40/(CyO)
adgr-p |V SCI¥1 VILT; P{YT+T.7] VE+L8]=TRiP. HMC04420}attP40/(CyO)
AdoriNAi | W5 PAW[+mC]=UAS-RNAi(AdoR)}
GFP y w; UAS-GFP
balancer linie | " If/CyO; MKRS/TM6b
white |V
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3.2 Schéma a podminky kriZeni

Pro uskute¢néni experimentt, jez jsou popsané v dalSich kapitolach, bylo nejprve nutné
pomoci genetického kiizeni ziskat jedince s potfebnym genotypem. Jak Ize vidét ve schématu,
linie obsahujici konstrukt s Htt a linie s RNAi kontrukty se ze zac¢atku pripravovaly paralelné,
aby se v zavéreéném kroku mohly zk#izit, a vzniklo tak potomstvo, které se nasledné kiizilo
S linii obsahujici Gal4, ¢imz vzniklo findlni potomstvo, jez bylo podrobeno samotnym
pokustim.

Ptipravnd kiiZeni probihala ve 28 °C a mouchy byly chovany na bézném kukufi¢éném
médiu. Finalni kiizeni s linii Gal 4 vzdy probihala ve 29 °C za G¢elem maximalniho zvySeni
exprese transgenu a dosazeni co nejvyssi intenzity neuropatologie u much s Htt konstruktem
(Song et al., 2013).

V nasledujicim schématu reprezentuje popisek UAS-Htt jak Q93, tak i Q20. Podobné
tomu tak je u UAS-RNAI/GFP, jenz znazoriuje Adgf-CRNA Adgf-DRNA' a AdoRRNAI, potazmo

overexpresi GFP.

Priprava linii s expresi Htt:

IF MKRS wo+ _UAS—Htt
XJdd = o

g__

Cy0’ TM6B Y’ +’UAS—Htt
+ UAS—Htt IF . MKRS
F1: 33, x gt Lo
Yy’ cyo’ TMéB w’ CyO TM6B
If UAS—Htt

F2: w

’ Cy0’ TMéB
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Priprava linii s UAS-RNAI a GFP konstrukty:

y . UASRNAi/GFP_ + w. IF . MKRS
P: 48 = X — —
Y’ UAS RNAi/GFP’ + w’ Cyo’ TM6B
w, UASRNAL/GFP + w. IF _MKRS
F1: 43 2 X8 — —
Cyo ' TM6B w’ Cy0’ TM6B

UAS RNAi/GFP_ MKRS

F2: w; :
Cy0 TM6B

Priprava linie s dvéma UAS konstrukty:

p- §.5§.5 _If _UAS-Htt x J 8w UASRNAl/GFP MKRS
w '’ Cy0’ TM6B Cyo ' TM6B

w. UASRNAl/GFP UAS—Htt
F1: & 3 ;
Cy0 MKRS
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Finalni kiiZeni pro zisk potomstva urc¢eného k analvze:

. w_ UAS RNAi/GFP_ UAS—Htt elav—Gal 4 + +
P: 33 =, , X gP————— =
Y Cyo MKRS elav—-Gal 4 + +

elav—Gal 4, UAS RNAi/GFP_ UAS—Htt

Y/w ' + +

F1:

elav—Gal 4. UAS RNAi/GFP_ +
Y/w + " MKRS

elav—-Gal4, + _ UAS—Htt
Y/w ' cyo’ +

elav-Gal 4, + . +
Y/w ' Cy0’ MKRS

3.3 RNA extrakce a reverzni transkripce

Izolace RNA probihala na dvou riznych skupinach vzorkli. Vzorek v prvni skupiné se
skladal z 10 hlav dospélych jedinctu linie white. VVzorek v druhé skupiné obsahoval deset
bezhlavych t¢l, ktera zbyla po oddéleni hlavy pro prvni skupinu vzorkl. Kazdy vzorek byl
sesbiran ve ¢tyfech opakovanich a pouzity byly pouze samice do tietiho dne staii. Po
shromazdéni dostate¢ného poctu jedinct, byly jejich oddélené ¢asti tél zmrazeny ponofenim do
tekutého dusiku a nasledné byla provedena extrakce RNA podle protokolu ,,RiboZol RNA
Extraction Reagent” (Amresco). Po izolaci byla RNA precisténa dle protokolu ,,Nucleospin
RNA IT kit (Macherey — Nagel) a v poslednim kroku ptecistovani jsem RNA rozpustil v 80 pl
DEPC vody. Po precisténi jsem zméfil spektrofotometricky kvalitu a koncentraci RNA pomoci
,INanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific). Pro reverzni transkripci jsem pouzil
500 ng RNA kazdého vzorku a postupoval podle protokolu ,,PrimeScript 1st strand cDNA
synthesis kit (TaKaRa). Vysledna cDNA byla pouzita jako templat v Real Time PCR reakci.
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3.4 ¢RT PCR a méreni genové exprese
Metoda qRT PCR byla vybrana jako rychly a spolehlivy zpiisob pro métfeni genové
exprese. Vzorky cDNA, které byly ziskany vySe popsanym postupem, byly 20x nafedény a
pouzity jako templat pro qRT PCR. Toto fedéni bylo vybrano na zékladé pfedchoziho méfeni
ucinnosti pouzitych primert, které bylo provedeno v nasi laboratofi. Specifické primery byly
navrzeny pomoci softwaru PrimerSelect (DNASTAR). Jejich sekvence 1ze vidét v podkapitole
Ptiloze I. Ve vSech reakcich byla pouzita smés pro qRT PCR ,,5x HOT FIREPol EvaGreen
qPCR Mix Plus* (Solis BioDyne). Jedna reakce qRT PCR obsahovala 5 ul fedéné cDNA, 0,5
ul kazdého z paru primerq, které byly nafedény jako 100 nM roztoky, 4 ul ,,gPCR mix*“a 10 ul
DEPC vody, aby byl vysledny objem 20 ul. Kazda reakce byla provedena ve tiech opakovanich.
Amplifikace probihala v pfistroji ,,Illumina Eco Real-Time PCR System* a vysledky byly

vyhodnocovany v softwaru ,,lllumina EcoStudy*.
Program samotnych reakci se vZdy skladal z po¢atecni aktivace enzymu pii 95 °C po 15
minut, jelikoz polymeraza ve vySe zminéném mixu vyZaduje ,,hot start”. Poté nasledovalo 40
cykld, kdy se jednotlivy cyklus skladal ze stiidani teplot 95 °C ptisobici 15 sekund, 63 °C pro
nasedani primert, ktera pusobila po 20 sekund, a 72 °C po 30 sekund za téelem elongace
syntetizovaného vlakna. Referenénim genem byl vybran RP 49, jehoz hladina transkripce
slouzila jako standard k ostatnim zkoumanym gentim. Diky tomu, ze se eficience specifickych
primert neliSila od G¢innosti primerd referenéniho genu o vice nez 5 % a také, ze vSechny
hodnoty byly blizko 100 %, byla zvolena metoda srovnavani Ct hodnot, n€kdy také oznatovana
jako 2724C; Tato metoda umoznila rychlé a efektivni stanoveni relativni genové exprese

zkoumanych geni.
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3.5 Analyza prezivani potomstva do dospélcu

Jednim z hlavnich fenotypovych znakl u linie Q93 je letalita béhem embryondalniho a
larvalniho stadia. Pro zaznamenani letality byla pouzita v principu stejna metoda, kterou napf.
pouzil profesor Marsh a jeho tym (UCI, USA) v publikaci z roku 2015.

Jak Ize vidét v ¢asti predchozi kapitoly nazvané ,,Finalni kiizeni®, vysledné potomstvo
se skladalo ze Ctyt riiznych genotypt. Jsou zde dva genotypy obsahujici Htt transgen a dva, jez
tento konstrukt neobsahuji. JelikoZ u genotypi exprimujicich Htt Q93 se piedpoklada zvysena
letalita, tak zbyvajici dva genotypy slouzily jako normalné segregujici a neuropatologickou
letalitou nezatizené kontroly. V praxi to znamena, Ze pocet potomstva nesouciho na druhém
chromozomu CyO a na tfetim Htt-Q93 bylo srovnavano s poctem jedinci nesoucich CyO a
MKRS. Pocet jedinct se dvéma balancery piedstavuje hodnotu 100 %, z této hodnoty se poté
pocita procentni Umrtnost ¢i prezivani jedinci S genotypem CyO;k; Htt-Q93
vykazuji. Napfiiklad, pokud se vylihne 20 CyO; MKRS jedinct a pouze 2 CyO; Htt-Q93 jedinci,
jejich ptezivani se rovna 10 %. Stejny postup plati i u zbyvajicich dvou genotypti, jez nesou na
druhém chromozomu UAS konstrukt a na tfetim Htt-Q93, respektive MKRS.

Touto metodou se pocita prezivani také u kontrol Htt-Q20, které nezplisobuji Zadnou
letalitu nebo neuropatologii. Z toho dtivodu mohou nékdy vypocitané hodnoty ptesahovat i 100
%, protoze pocet jedinct s Htt-Q20 v daném kiizeni mize byt vyssi nez pocet jedinci v
genotypové skuping, ktera predstavuje 100 % prezivsich jedinc.

Kazdé kiizeni bylo provedeno v deseti opakovanich a sestavalo z 2—-3 samct a z 8-10
samic. Mouchy se nechaly k#izit 4-5 dni a poté se ptehodily na nové médium. Pro testovani
shody mezi otekdvanymi a pozorovanymi poéty jedinct byl pouzit ¥ test o 5 % hlading
vyznamnosti. Pro vypocitani statistické signifikance mezi dvéma, nebo vice genotypovymi

skupinami byl pouzit studentlv t-test, respektive Kruskal-Wallistiv test.

3.6 Analyza neurodegenerace

Obrovskou vyhodou Drosophila modelu HD je moznost pifimo analyzovat prubch
neurodegenerace. To je mozné diky postupu nazvaném ,,Pseudopupil assay*. Tato metoda
umoziuje charakterizovat stav fotoreceptorovych neuroni (FN) pomoci zviditelnéni

rhabdomer (organy FN, které shromazd'uji svétlo na krajni ¢asti neuronu) v omatidiu ve
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slozeném oku Drosophila. Neurotoxicita HD se odvozuje od poc¢tu ztracenych neboli
zdegenerovanych FN, jelikoz zdravé omatidium obsahuje 7 rhabdomer, potazmo FN, jakykoliv
niz§i pocet svéd¢i o probihajici neurodegeneraci. Podrobny postup lze najit v protokolu
vypracovaném doktorem Songem a jeho spolupracovniky v roce 2013.

Metoda spociva v nékolika krocich. Po oddéleni hlavy od téla analyzované mouchy je
hlava polozena na kapku bezbarvého laku na nehty na podlozni mikroskopové sklo. Pozice
hlavy na podloznim skle je pro zviditelnéni rhabdomer kriticka. Vzhledem k anatomii
slozeného oka u Drosophila hlava musi byt v dostateéné naklonéné poloze, aby paprsek svétla
Z mikroskopu prochdzel ptimo skrz FN. S analyzou se musi zacit co nejdiive po dekapitaci
mouchy, jelikoz od cca 10 minut po smrti se za¢ina projevovat piirozené odumirani foto
neuronti. Analyza probiha pomoci svételného mikroskopu, v piipadé této prace byl pouzit Zeiss
Axioplan 2 s imerznim objektivem 63x. Za ucelem co nejlepsiho prosviceni je vhodné se zbavit
vSech filtrd, jez zeslabuji paprsek mikroskopu, a z0zit svételny paprsek tak, aby pronikal pouze
okem. Jak jiz bylo feCeno vyse, zdravy pocet rhabdomer je 7. V HD jedincich se pocet
rhhabdomer v jednotlivych omatidiich pohybuje od 0 do 7, pro analyzu neurodegenerace se
vSechny zviditelnéné rhabdomery vV zorném poli spocitaji a tento tidaj je pouzit pro statistické
vyhodnoceni. Dle publikovaného protokolu zminéného vyse je k dtivéryhodnému vysledku
nutno zanalyzovat alespon 5 hlav od kazdého genotypu a alespont 30—40 omatidii v kazdé hlave.
Data ze stejnych genotypti se zpruméruji a k porovnani statistické signifikance s druhou
skupinou se pouzije Studentiv t-test. V této praci byly pro analyzu pouzity pouze samice a od

kazdého genotypu bylo analyzovano 7 hlav a od 90-100 omatidii z kazdé hlavy.

3.7 Test motorickych funkeci

Tteti sledovany fenotyp u pouzitych linii byla analyza jejich motorickych funkci. Za timto
ucelem byl proveden klasicky test, tzv. ,,Negative geotaxis assay“. Tato metoda vyuziva
ptirozeného chovani Drosophila, kdy se pfi sklepnuti na dno nadoby ihned snazi vylézt do jeji
horni ¢asti. V této préci byly pouzity plastové trubicky o priméru 1,5 cm, které byly zasazeny
do pevné tchytné, jez byla vyrobena v nasi laboratofi.

Do kazdé trubicky bylo umisténo 10 zkoumanych jedinct, ktefi se pied zacatkem testu
nechali cca 8 minut pfivyknout na nové prostiedi. Po aklimatizaci se bouchnutim o pevnou
podlozku vsichni jedinci sklepli na dno trubicek a pomoci digitalniho fotoaparatu (Olympus

Camedia c-3030 Zoom) byla zaznamenavana jejich snaha vylézt do horni ¢asti trubicky. Béhem

-17 -



tohoto lezeni bylo sledovano, kolik jedinct po 10 sekundach od sklepnuti pfekonad prvni
vyznacenou linii ve vySce 2 cm a po dalSich 10 sekundach linii ve vysce 7 cm, coz
predstavovalo polovinu délky plastové trubi¢ky. Pocet jedinct, kteti dané linie piekonali, je
uvadén v procentech. Vsichni jedinci byli 5 dni staré samice a byly drzeny ve 29 °C, kazda
genotypova skupina byla podrobena celkem 20 opakovanim tohoto testu. Jedno opakovani se
skladalo ze tfi sklepnuti, které se posléze zpramérovaly. Mezi kazdym sklepnutim byla 10
minutova pauza, aby zkoumani jedinci méli prostor na regeneraci z ptredchoziho otfesu. Pro
kazdé nové opakovani byli pouziti novi jedinci, ¢ili celkovy pocet zkoumanych much od jedné
skupiny byl 200. Po dosazeni dostate¢ného poctu opakovani byly vSechny hodnoty znovu

zprimérovany a jejich statisticka signifikance byla uréena pomoci metody ANOVA.

3.8 Chovné médium

Vsechny pouzit¢ mouchy byly chovdny na standardnim krmném médiu, které je

pouzivané v nasi laboratoti. Nasledujici tabulka ukazuje sloZeni krmného média.

Tabulka II: Krmné médium

Ingredience mnoZstvi
Voda 100 ml
Kukufi¢na
3g
mouka
Cukr krystal 5g
Instantni
. 4g
Kvasnice
Agardza 1,2¢g
methylparaben
2ml
10%
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Nasledujici pasaze o rozsahu stran 19-33 a 40 obsahuji utajované skutecnosti a jsou
obsazeny pouze v archivovaném origindle bakalarské prace ulozeném na Ptirodoveédecké

fakulte JU.
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