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Anotation

The aim of this thesis was to generate and characterize transgenic lines of Drosophila
melanogaster manifesting spinocerebellar ataxia type 1 (SCA1), using GAL4/UAS system.
Specific driver lines were used to express ataxin gene in pan neuronal, eye and motor neurons.
Adult males from different crosses expressing abnormal ataxin gene with parallel controls aged
5 day and 30 day were used for all experiments. The effects of such expression on mobility,
longevity and neurodegenerative changes in the brain was studied. Moreover, specific
techniques such are RT-PCR, and western blotting were used to test expression of specific
genes and to quantify level of specific proteins. Neurodegenerative changes in transgenic lines
were documented using confocal microscopy. The expression of specific genes such as ataxin
and matrix metalloproteinase 1 and 2 (dAMMP1, dMMP2) was studied in all used fly lines. The
results showed that gene expression of hAtXN1 was higher in lines manifesting SCA1
compared to controls. However, the trend of MMP expression was not completely clear and
will be the subject of future research.
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1. Uvod

1.1. Drosophila melanogaster — octomilka obecna

1.1.1. Obecné informace
Octomilka obecna (Drosophila melanogaster) se fadi do kmene ¢lenovci (Arthropoda),
podkmene vzduSnicovcl (Tracheata), patii do tiidy hmyzu (Insecta) a fadu dvoukiidlych

(Diptera).

Pro dvoukiidlé je typickd preména zadniho paru kiidel v kyvadélka, tzv. haltery, kterd
umoznuji efektivnéji ovladat letové schopnosti a udavaji smér pohybu. Piedni par tvoii blanita
ktidla, ktera zajistuji hybnost béhem letu. Zastupci dvoukiidlého hmyzu se podle délky tykadel
déli na dlouhorohé (Nematocera) a kratkorohé (Brachycera), mezi které patii 1 octomilky D.
melanogaster. Skupinu Brachycera lze dale rozdélit na zakladé zptsobu lihnuti kukel na
rovnoS§vé (Orthorrapha) a kruhosvé (Cyclorrapha). Pravé mezi kruhosvé se tadi i Celed’

octomilkoviti (Drosophilidae).

Puvodni oblasti vyskytu D. melanogaster byly pouze Euroasijské tropy, vlivem ¢lovéka byla
introdukovana po celém svété (primarné spolu s ovocem) a v dnesni dob¢ je povazovana za
kosmopolitn€ rozsiteny druh. Jedinou lokalitou, kde se octomilky nevyskytuji, je Antarktida,

a to z diivodu Spatné snasenlivosti nizkych teplot.

Primarni potravu octomilek tvoii hnijici rostliny, ovoce a houby. Zaroven samy byvaji
zdrojem potravy pro zastupce jinych ¢eledi hmyzu (roupci Asilidae, vosy Vespidaea, mravenci

Formicidae).

1.1.2. Morfologie a anatomie

Dospélci octomilky obecné dortistaji velikosti 2-3 mm. Pro geneticky nemodifikované jedince
(tzv. wild-type) je typické zlutohnédé az Cerné zbarveni a Cervené o€i. U mutantnich linii
dochazi ke zméné barvy oci (bilé), ptipadné i k jejich redukci, zbarveni téla (zluté) a tvaru
ktidel (zakrnéni ktidel nebo zahnuti kiidel nahoru). U octomilek mliZeme pozorovat vyrazny
pohlavni dimorfismus, kdy Ize determinovat samce a samice na zakladé vnéjsich pohlavnich
znakt (Obr. 1). Charakteristickym rysem u samct je chomacek chlupt u fitniho otvoru a
genitalu. Dal$im determinacnim znakem samcti je pohlavni hebinek na pfednich koncetinach
(okem pozorovatelny jako €ernd skvrna). Zaroven samci dorlstaji menSich rozmérii nez
samice. Determinace pohlavi je mozna uz i ve stadiu kukly (Obr. 2), kdy u samci je

pozorovatelna vySe zminéna Cerna skvrna na prednich koncetinéch.



Obr. 1. Drosophila melanogaster — wild-type, samec vlevo, samice vpravo. Distinguishing between
male and female fruit flies, Tam’s Lab Notebook. Dostupné z:

https://cthanitcul15.wordpress.com/category/distinquishing-between-male-and-female-fruit-flies/.

Obr. 2. Kukla Drosophila melanogaster — rozliSeni pohlavi, samec vlevo, samice vpravo. The Sex
Determination Gene transformer Regulates Male-Female Differences in Drosophila Body Size
(Rideout et el., 2015); Preparation of Drosophila Larval and Pupal Testes for Analysis of Cell Division
in Live, Intact Tissue (Karabasheva et al., 2020). Dostupné Z:
https://www.semanticscholar.org/paper/The-Sex-Determination-Gene-transformer-Regulates-in-
Rideout-Narsaiya/f91bd807f70edc62a9c93fa24207940fdefe2893;

https://www.jove.com/t/60961/preparation-drosophila-larval-pupal-testes-for-analysis-cell-division/.

1.1.1.1. RozmnoZovdni a vyvoj
Pro jedince D. melanogaster je charakteristické pohlavni rozmnoZovani s proménou

dokonalou. Genera¢ni doba se pohybuje okolo deseti dni. Tato doba se miize ménit v zavislosti
na teploté (s klesajici teplotou se délka vyvoje prodluzuje). Vajicka, kterd dosahuji rozmért
okolo 0.5 mm, samice kladou do rozkladajiciho se organického materialu, v laboratornich
podminkach do specialné ptipravované diety. Po 12 az 24 hodinach od nakladeni dochézi
K lihnuti larev. Larvy se zivi primarné kvasinkami, mikroorganismy a hnijicim ovocem.

K ekdyzi dochazi po jednom, dvou a ¢tyfech dnech. Nasledné se larvy méni v kukly a po


https://cthanitcul15.wordpress.com/category/distinguishing-between-male-and-female-fruit-flies/
https://www.semanticscholar.org/paper/The-Sex-Determination-Gene-transformer-Regulates-in-Rideout-Narsaiya/f91bd807f70edc62a9c93fa24207940fdefe2893
https://www.semanticscholar.org/paper/The-Sex-Determination-Gene-transformer-Regulates-in-Rideout-Narsaiya/f91bd807f70edc62a9c93fa24207940fdefe2893

uplynuti ¢tyt dni dochazi k vylihnuti dospélych jedincti. Samice jsou schopné dalsi reprodukce

uz 12 hodin po vylihnuti. Octomilky se primérné dozivaji 50-60 dni.
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Obr. 3. Zivotni cyklus octomilky obecné. An introduction to fruit flies, The Berg Lab, UW

Departments Web Server. Dostupné z: http://depts.washington.edu/cberglab/wordpress/outreach/an-

introduction-to-fruit-flies/.

1.1.1.2. Anatomie
Anatomie vnitfnich organi D. melanogaster odpovida obecnému schématu hmyzu. Povrch

téla je kryt kutikulou, oznacovanou jako exoskelet, kterd plni opornou funkci a zaroven se
piimo podili také na pohybu. Dychani zajistuji vzdusnice, odpadni latky jsou vylucovany z téla
Malpighiho trubicemi. Cévni soustava je oteviend a tvofena trubicovitym srdcem. Zpracovani
pfijaté potravy probiha v travici trubici, kterd je diferencovana na 3 funkéné odlisné Césti.
Vsechny procesy v téle jsou fizeny nervovou a endokrinni soustavou. Centrum nervoveé

soustavy je soustfedéno v mozku a systému ganglii rozmisténych po téle. Vnéjsi podnéty jsou

zprostfedkovany pomoci mechanoreceptort, termoreceptort, chemoreceptori a fotoreceptort.

1.1.3. Drosophila melanogaster jako modelovy organismus
Octomilka obecna je hojn¢ vyuzivana v laboratofich jiz od pocatku 20. stoleti. Vyznamnym

podilem k vyzkumu tohoto modelového druhu ptispél Thomas Hunt Morgan, ktery v roce
1910 popsal prvniho mutanta Drosophila melanogaster s bilyma o¢ima (Morgan, 1910). Na
zaklad¢é tohoto objevu se zacal zabyvat mapovanim chromozomi a polozil ziklady

genetického vyzkumu na jedincich D. melanogaster.


http://depts.washington.edu/cberglab/wordpress/outreach/an-introduction-to-fruit-flies/
http://depts.washington.edu/cberglab/wordpress/outreach/an-introduction-to-fruit-flies/

Octomilka obecnd je jednim z nejvhodnéjSich modelovych organismti hned z nékolika
diivodl. Zakladnim kritériem pro vyuziti octomilek je jejich kratka generac¢ni doba a schopnost
vyprodukovat velké mnozstvi jedincii v jedné generaci za kratky casovy usek. DalSim
divodem je jednoduchy a finan¢n€ nenarocny chov, ale také relativné snadna piiprava

mutantnich linii.

Nejpodstatnéjsi se jevi znalost kompletniho genomu D. melanogaster (Adams et al., 2000).
Celkovy genom je tvofen asi 170 Mbp a je soustfedén do Ctyf parti chromozomu. Prvni par
jsou gonozomy (X/Y), druhy az ¢tvrty par tvoii autozomy, piicemz posledni par je velikostné
1 geneticky spiSe nevyznamny. V genomu octomilky bylo popséano piiblizné 13600 genti (pro
srovnani ¢lovék ma 20-25000 gend). DNA nese velké mnozstvi repetitivnich sekvenci, 21 %,
a mobilnich elementti, 9 %. Pravé mobilni elementy, konkrétné transpozony, se vyznamné
podili pfi mutagenezi a v dalSich molekularné-genetickych principech. Zaroveii se u octomilek

nachdzi fada gent, které maji analogy v lidském genomu. Prave toho vyuzivame i v nasi préci.

1.2. Genové inZenyrstvi
Genové inZenyrstvi se vyuziva k cilené tpravé genomu. Tato Gprava spociva v pozménéni ¢i

tvorbe novych gent a jejich ndsledném vlozeni do organismu. Genové inzenyrstvi se vyuziva
nejen ve vyzkumu, ale také v medicing, genové terapii a v primyslu (exprese enzymu). Mezi
tii zakladni principy genového inZenyrstvi patfi vlozeni genu, delece genu (knock-out) a
vyména genu (knock-in). Mezi nejznaméjsi molekularni metody pouzivajici se v genovém

inzenyrstvi se fadi TALEN, Crispr — Cas9 a GAL4/UAS systém.

TALEN se primarn¢ vyuzivd pro urceni specifické sekvence v daném organismu tak, Ze
vznika protein transcription — activator like effector protein (TAL) vytvoteny podle

transkripcnich aktivatort bakterie Xanthomonas.

Crispr/Cas9 je prokaryoticky imunitni systém, ktery zajiStuje rezistenci vici plazmidim nebo
fagiim. Jde o Useky pravidelné umisténych palindromatickych repetic (Clustered Regularly

Interspaced Short Palindromic Repeats) ve spojeni se specifickou bilkovinou Cas9.

Pro realizaci nasi prace jsme vyuzili metodu GAL4-UAS systému a detailnéji o tomto piistupu
pojednava nasledujici kapitola.

1.2.1. GAL4/UAS systém

Systém GAL4/UAS byl vytvoien pro cilenou expresi genti u Drosophila melanogaster (Obr.
4). Tento systém umoznuje ektopickou expresi daného genu in vivo v rizném ¢asovém i

tkanoveé specifickém kontextu. S pomoci GAL4/UAS systému je mozné vytvofit velké
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mnozstvi stabilnich, transgennich linii. K¥izenim jedinct z té€chto dvou linii 1ze nasledné ziskat
potomky, kteti vykazuji pravé vySe zminénou ektopickou expresi daného genu, a to za
piedpokladu, Ze jsou dodrzeny vhodné a regulovatelné podminky. Princip této techniky
vychazi ze studia regulace genové transkripce u kvasinek Saccharomyces cerevisiae (Hahn
and Young, 2011).

GALA je protein skladajici se z 881 aminokyselin a je velmi dilleZitym transkripcnim faktorem
u eukaryotnich organismt (Laughon and Gesteland, 1984; Dufty, 2002). Jeho uplatnéni
spociva v aktivaci genil, které se podili na regulaci metabolického okruhu pro zpracovani
galaktdzy vyse zminéného organismu Saccharomyces cerevisiae (Hashimoto et al., 1983). Pro
realizaci aktivace je potieba vazba GAL4 proteinu na urcitou oblast DNA, kterd nese oznaceni
UAS (Upstream Activating Sequences). Tato oblast DNA je tvofena ¢tyfmi kopiemi dané

sekvence o velikosti 17 para bazi (Giniger et al., 1985).

Vyhodou GAL4/UAS sytému je schopnost proteinu GAL4 zah4jit transkripci kazdé sekvence,
ktera je opatfena promotorem a nachazi se za prvkem UAS. U druhu D. melanogaster nebyl
prokédzan zadny negativni dopad na fenotyp pii pouziti GAL4 (Duffy, 2002). Je zndmé mimo
jiné také zavedeni systému pro cilené fizeni genové exprese libovolnych gend u Drosophila

melanogaster (Brand and Perrimon, 1993).

Hlavnim dulezitym faktorem aktivity GAL4 je jeho zavislost na teploté¢ (Duffy, 2002).
Nejnizsi aktivity dosahuje tento protein pfi teploté 16 °C a s rostouci teplotou se aktivita GAL4
proteinu zvysuje. Cilena genova exprese s pouzitim GAL4/UAS systému se jevi jako Siroce
vyuzitelna, hlavné diky kompletné popsanému genomu druhu D. melanogaster. DalSimi
dalezitymi predpoklady pro vyuziti tohoto systému u octomilek jsou cilend mutageneze a

transgeneze.
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Obr. 4. Schéma principu GAL4/ UAS systému pro Drosophila melanogaster. A schematic diagram of
the UAS-GAL4 system. Induction of the expression of the gene of interest, X, at the specific tissue of
interest is enable. Dostupné zZ:

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780124105270000260.

1.3. Nervova soustava

1.3.1. Nervova soustava Drosophila melanogaster
Nervova soustava D. melanogaster je velmi dobie prozkouméana a je hojné vyuzivana ke

studiu v laboratofich. Zakladni prvky nervové soustavy tvoii ganglia, ve kterych jsou
soustfedény nervové buiiky. V gangliich se nachéazi dva typy neuronti — motorické neurony a
interneurony (specialni spojeni senzorickych a motorickych neuront). RozliSujeme dva typy
interneurontt v zdvislosti na jejich umisténi — intragangliové a intersegmentalni
(intergangliové). Zvlastnim typem intergangliovych interneuront jsou tzv. obii neurony, které
zajistuji rychlé vedeni informace na dlouhé vzdalenosti, a to i bez pfitomnosti synapsi.
Zaroven se obii neurony uplatfiuji pii rychlych a stereotypnich reakcich (naptiklad unik). Tato
obii vldkna byla nejlépe popsana u Svabli, v menSim zastoupeni se nachdzi praveé i u rodu

Drosophila (Kodrik, 2000).
U hmyzu se nervova soustava d¢li na centralni, periferni a visceralni (itrobni) soustavu.

1.3.1.1. Centrdlni nervova soustava
Centralni nervovou soustavu hmyzu tvoii mozek, subesofagealni ganglium a bfi$ni nervova

paska. Mozek je tvofen ze tii Casti — protocerebrum, deutocerebrum (Cichové centrum) a

tritocerebrum (inervace svrchniho pysku a cela).



Nejdulezitéjsi ¢ast mozku tvoii protocerebrum, které se nachdzi na vrchni strané hlavy.
Protocerebrum je tvofeno dvéma laloky, které nasledné vybihaji v laloky optické. V této ¢asti
mozku se nachazi oblast zvand pars intercerebralis, kde jsou umistény neurosekretorické
bunky, které dale pokracuji do zlazy s endokrinni funkci (corpora cardiaca). Velmi dilezitou
¢ast protocerebra tvoii houbovita télesa (corpora pedunculata), ktera predstavuji hlavni
asociatni centra u hmyzu. Velikost houbovitych center odpovida slozitosti a komplexnosti
hmyziho chovani. U nékterych druhtt hmyzu (také u Drosophila melanogaster) dochazi

Vv prubéhu Zivota k jejich zvétSovani (Kodrik, 2000).

Houbovita télesa predstavuji diilezitou roli v procesech uceni, paméti, ale také pti lokomoci

nebo zpracovani ¢ichovych signald.

V protocerebru jsou umisténa také centra, kterd reguluji nastaveni a Cinnost biologickych
hodin. Biologické rytmy mutzeme rozdé¢lit na ultradianni, cirkadianni a infradianni.
Nejzajimavéjsi a nejvice probadanou skupinu tvoii pravé cirkadianni rytmy, které maji
periodu pfiblizné¢ 24 hodin. Tyto rytmy se déale déli na individudlni (charakteristické pro
jednoho jedince) a populacni (€astni se jich vice jedinct dané populace). Mezi nejbéznéjsi
cirkadianni d&j se fadi aktivita spojena s pohybem — u jedinc Drosophila melanogaster je
zaznamenana pouze denni pohybova aktivita (v porovnani u Svdba amerického prevlada
aktivita no¢ni). Mezi dal8i individudlni rytmy patii napiiklad rast kutikuly, uvolovani
hormont, spotieba kysliku, zmény v nervové soustavé a dalsi. U jedinci Drosophila
melanogaster jsou také velmi dobie prozkoumany populaéni rytmy. U octomilek existuje tzv.
Casové okno, béhem kterého probiha lihnuti imag z kukel. Pokud jedinci nejsou v tuto dobu
pripraveni k lihnuti, musi setrvat ve stddiu kukly do nasledujiciho dne (Kodrik, 2000).

1.3.1.2. Struktura mozku Drosophila melanogaster

Mozek Drosophila melanogaster je ¢lenén na tii hlavni ¢asti: protocerebrum, deutocerebrum,
tritocerebrum (viz vyse). Nejvice prozkoumanymi ¢astmi mozku octomilky jsou ty, které maji
vyraznou morfologii a jsou zfetelné ohrani¢ené. Patii mezi n¢ antenalni laloky (AL),
houbovita télesa (MB), elipsoidni télo (EB), vejcovité télo (FB), antendlni mechanoreceptory
a motorickd centra (AMMC), dfent (AME), subesofagedlni ganglion (SEG) a nékteré dalsi
(Obr. 5).



Obr. 5. Struktura mozku Drosophila melanogaster. The 68 major brain regions shown in false color.
(Jenett et al., 2012). Dostupné z: https://www.researchgate.net/publication/232246270 A GAL4 -

Driver Line Resource for Drosophila Neurobiology.

1.3.2. Nervova soustava Cloveka
Nervova soustava vSech obratlovct, vcetné ¢lovéka, se od hmyzi nervové soustavy vyrazné

li8i. Jeji zaklad tvofi trubice s centralnim kanalem, ktera je umisténa na hibetni strané téla a

ktera se dale rozsituje v hlavové ¢asti v mozek.

Nervova soustava obratlovcll je €lenéna na centrdlni (CNS) a periferni (PNS) nervovou
soustavu (Catala and Kubis, 2013). CNS je tvofena mozkem a michou, zakladni stavebni
jednotkou jsou neurony a gliové buiiky. Micha vede pateinim kandlem a vychdzi z ni 31 para
miSnich nervi. Micha pfedstavuje centrum reflexniho fizeni fyziologickych dé&ja

(vyprazdnovani, regulace Sitky zornic, patelarni reflex, pohlavni funkce).

Mozek tvoii celkem Sest ¢asti — prodlouZzend micha, Varoliv most, mozecek, stiedni mozek,
mezimozek a koncovy mozek. Prodlouzena micha navazuje na michu hibetni a tvoii centrum
pro fizeni dychacich, sacich, polykacich a davivych reflext (Valenta et al., 2012). Nachazi se
zde také centrum pro rytmické chovéni (spanek). Varoliv most propojuje mozkovou kiliru
s mozeCkem (Valenta et al., 2012). Mozecek tvoii druhou nejvétsi ¢ast mozku a je ¢lenén na
dvé hemistéry. Podili se na fizeni koordinace pohybu a udrzovani postoje. Stftedni mozek tvoii
nejmensi ¢ast mozku a fidi ¢innost kosternich svald, zrakové reflexy a souhru o¢i (Valenta et
al.,, 2012). Mezimozek je tvofen tfemi Castmi (thalamus, hypothalamus a epithalamus).
Thalamus zprostfedkovava piijem smyslovych informaci a umozZiluje vniméani pociti.
Hypothalamus je reflexnim centrem ¢innosti vnitinich organti, termoregulace a homeostazy.
Epithalamus se podili na fizeni cirkadiannich rytmii. Koncovy mozek je tvotfen ¢tyimi laloky,
konkrétné se jedna o lalok Celni, temenni, tylni a spankovy. Tyto laloky tvofi centra pro
zpracovani informaci ze smyslovych organti (¢ichové, zrakové, sluchové a Broccovo centrum

reci).


https://www.researchgate.net/publication/232246270_A_GAL4%20-%20Driver_Line_Resource_for_Drosophila_Neurobiology
https://www.researchgate.net/publication/232246270_A_GAL4%20-%20Driver_Line_Resource_for_Drosophila_Neurobiology

1.3.3. Porovnani nervové soustavy ¢lovéka a hmyzu
Ackoliv by se na prvni pohled zdélo, Ze nervova soustava ¢lovéka a hmyzu se ve velké mife

1181, po diikladnéj$im zkoumani Ize najit fadu podobnosti. Ob& nervové soustavy jsou velmi
konzervované a nepodléhaly silnému evolu¢nimu tlaku. Struktury mozku u hmyzu i ¢lovéka
jsou podobné usporadané, presto zde nachazime nékteré odlisnosti. Nervova soustava hmyzu
neni centralizovana — fidici centra se nachazi nejen v mozku, ale také v postrannich gangliich,
coz umoznuje hmyzu pfezivat nékolik dni i bez hlavy. Oproti tomu u ¢lovéka jsou fidici centra
soustiedéna pouze v mozku a miSe. Pokud dojde u lidi k poruSe funkce bazélnich ganglii,
muize nastat fada mentalnich poruch, jako jsou autismus, schizofrenie, ale také
neurodegenerativni onemocnéni jako Parkinsonova choroba a spinocerebelarni ataxie.
V ptipad¢, ze dojde k postizeni Casti centralniho komplexu u jedinci Drosophila

melanogaster, vykazuji jedinci podobna poskozeni.

Mezi dalsi odliSnosti u hmyzu a ¢lovéka patii velikost nervovych bunék, kdy u hmyzu dosahuji
vétsich rozmért, ale jsou zastoupeny v menSim poctu nez u ¢lovéka. U hmyzu se nachazi
neurony monopolarni, zatimco u ¢lovéka neurony multipoldrni. Pro zajisténi reflexii a
rychlych stereotypnich reakci se u hmyzu uplatiuji obii axony, u ¢lovéka tuto funkci plni

myelinizované pochvy.

1.4. Neurodegenerativni onemocnéni

1.4.1. Neurodegenerativni onemocnéni obecné
Neurodegenerativni onemocnéni je spojené s ibytkem mnozstvi neurontl, naruSenim jejich

funkce a soucasnym zmnozenim gliovych bunék. Pravé to ma za nasledek vznik vaznych
psychickych a neurologickych poruch. Po psychické strance se jedna ve vétSiné piipadi o
ztraty paméti a rozumovych schopnosti spojenych s poruchami chovani a osobnosti. Mezi
neurologické pfiznaky patii Spatnd koordinace pohybu i problémy s fe¢i. Podstatnou
nevyhodou téchto onemocnéni je Spatnd progndza a velmi omezené moznosti 1écby. Pfic¢ina
vzniku neurodegenerativnich onemocnéni je spojend se vznikem mutaci, které mohou byt
dédi¢né do dalSich generaci. Tato mutace nésledné zpusobi biochemické poruchy, dojde ke
zméné metabolismu danych proteini a naslednému naruSeni funkce neurontll, coz ma za
nasledek projev konkrétnich klinickych pfiznakl. Neurodegenerativni onemocnéni se 1i$i
Vv zavislosti na lokalizaci neuronti, které postihuji. Na zdklad¢ umisténi poSkozenych neuront
je mozné pochopit a popsat konkrétni ptiznaky daného onemocnéni. Podle dopadu mutace 1ze
rozdé€lit neurodegenerativni onemocnéni na dvé zakladni skupiny: polyglutaminova

onemocnéni a taupatie + alfa — synukleinopatie (Hardy and Gwinn - Hardy, 1998).



Mezi neurodegenerativni onemocnéni se fadi mimo jiné Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, Huntingtonova choroba, prionové choroby, spindlni svalova atrofie a

spinocerebelarni ataxie.

U cloveéka se nachazi ptiblizné 100 gent, které jsou zapojené do specifickych lidskych
onemocnéni. Pfiblizn€ 75 % ztéchto genli m4 minimalné jeden analog pravé u vysSe
zminéného organismu Drosophila melanogaster (Rubin et al., 2000; Reiter et al., 2001). Tento
fakt poukazuje nejen na ptibuznost s clovékem, pfedev§sim nam ale umoziuje studovat funkci
genti neurodegenerativnich onemocnéni ve spojeni s generovanim mutaci v homologu u
Drosophila melanogaster a nasledné zkoumani dopadu téchto mutaci na fenotyp. Tyto
vysledky je poté mozné interpolovat na lidskou populaci a ziskat tak lepsi predstavu o

neurodegenerativnich onemocnénich.

1.4.2. Spinocerebelarni ataxie
Ataxie je pojem vyjadiujici Spatnou koordinaci téla, vétSinou souvisi s poskozenim mozecku

(David and Aminoff, 2005). V né¢kterych piipadech mize byt ataxie spojena s poruchou
vestibularniho aparatu, mozkového kmene, patefe nebo periferni nervové soustavy (Manto,
2005). Ataxie délime v zavislosti na dédi¢nosti na autozomalné dominantni spinocerebelarni
ataxie, autozomalné recesivni spinocerebelarni ataxie a ataxie vazané na chromozom X (Bird,

1998).

Autozomalné dominantni spinocerebeldrni ataxie je vzadcné dédi€né neurodegenerativni
onemocnéni spojené se soucasnym poskozenim michy a mozecku. Tato porucha zplisobuje
problémy s koordinaci pohybu a ztritu rovnovdhy. Konkrétné se jedna o skupinu
heterogennich onemocnéni, v soucasné¢ dobé je popsano vice nez 40 geneticky odlisSnych
podtypt. Kazdy podtyp nese oznaceni SCA s Cislem, které predstavuje potadi identifikace
daného lokusu onemocnéni nebo pivodce genu (Harding, 1983; David and Aminoff, 2005).
Celosvétove je nejvice zastoupen vyskyt podtypt SCA3, SCAl, SCA2, SCA6 (Perlman,
2007). Prevalence je zavisla nejen na etniku, ale také na zeméepisné lokalité (Sequeiros et al.,
2012). V Ceské republice je nejvice zaznamenin vyskyt SCA2, SCAS, SCAI, SCALl7
(Musova et al., 2013).

Onemocnéni SCA je zpasobené expanzi nestabilnich CAG tripleti kodujicich
polyglutaminovy fetézec danych proteind. Nékteré z téchto proteinl jsou oznafovany jako
ataxiny (Matilla-Duenas, 2012). Ataxin se uplatiiuje piedev§im pii poruse fizeni transkripce

z mRNA, pii syntéze proteind, ale také v bioenergetickém metabolismu a apoptéze neuront
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pravé béhem rozvijejicitho se neurodegenerativniho onemocnéni. Exprese ataxinu probiha
nejen v mistech centralni nervové soustavy, ale také v dalSich organovych soustavach.
Z diavodu expanze CAG triplett dochazi k prodlouzeni polyglutaminového fetézce, to vede ke
zméné sekundarnich struktur proteinti. Zaroven dochazi k naruSeni proteolytického Stépeni a

vzniku fragmentt, které nesou prodlouzeny polyglutaminovy fetézec.

U spinocerebelarni ataxie zpisobené expanzi CAG tripletl pozorujeme tzv. anticipaci. To

Znamena, ze v kazdé dalsi generaci roste pocet CAG tripletli a zkracuje se doba manifestace

vvvvvv

Vv

zminéné expanze CAG tripleti, mize byt SCA zplsobena také expanzi v nekddujici oblasti

nebo bodovymi mutacemi — inzerce, delece, substituce (Bird, 1998).

Klinické ptiznaky jsou iniciovany neurodegenerativnimi zménami na mozecku a jeho spojich
(Matilla-Duetias, 2012). U vSech znamych typl spinocerebelarni ataxie je hlavnim projevem
ztrata rovnovahy, porucha koordinace pohybu (David and Aminoff, 2005), problémy s feci
(Duffy, 2000; Love and Webb, 2009) nebo intencni tfes. Tento tfes je spojeny s cilenymi
pohyby (uchopeni hrnku) a zhorSuje se pfi piiblizeni se k danému cili. Typickymi projevy jsou
také skolidza patefe a deformace nohy (Nevsimalova, 2002). U nékterych typi SCA se
muzeme setkat s charakteristickymi symptomy — degenerace sitnice (SCA7), epilepsie
(SCA10), pfiznaky pfipominajici Huntingtonovu poruchu (SCA17). VSechny podtypy
spinocerebelarni ataxie patii do skupiny onemocnéni s progresivnim vyvojem — 15 let od
manifestace daného onemocnéni se pacienti stavaji imobilnimi a ptiblizné 20-25 let od prvnich

projevt umiraji (Brust, 2006).

Prevalence spinocerebeldrni ataxie se pohybuje piiblizné okolo 1 az 5 ptipadt na 100 000
obyvatel (Perlman, 2007; Manto, 2005). K prvnim projevim onemocnéni dochazi okolo
tiicatého az Ctyficatého roku Zivota (Manto, 2005), tato doba se v nasledujicich generacich

zkracuje a ve vyjimecnych ptipadech miize dochazet k manifestaci jiz v détském véku.

K diagnostice neurodegenerativniho onemocnéni spinocerebelarni ataxie se vyuziva
magnetickd rezonance mozku, kterd odhali ptfipadné atrofie nebo redukci mozecku.
Magneticka rezonance musi byt vzdy doplnéna genetickym vySetfenim pomoci analyzy DNA.
Pravé diky pokrocilym metoddm molekularni biologie je moZné odhalit a diagnostikovat

konkrétni podtyp SCA v ¢asném stadiu onemocnéni (Matilla-Duefias, 2012).
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1.4.2.1. Spinocerebeldrni ataxie typu 1
Prvni mutace genu zptsobujici vznik spinocerebelarni ataxie byla popsana roku 1993 védci

Zoghbim a Orrem. Tato mutace dostala ndzev spinocerebelarni ataxie typu 1 (Orr et al., 1993).

Spinocerebelarni ataxie typu 1 je neurodegenerativni onemocnéni s nastupem obvykle okolo
tticatého roku Zivota. Tento podtyp zplsobuje 6-27 % vSech autozomdln¢ dominantnich
dédi¢nych ataxii (Perlman, 2007). SCAl je progredujici onemocnéni, pacienti s touto
diagnozou se dozivaji pouze 1020 let od nastupu prvnich pfiznaki (Zoghbi and Orr, 2009;
Kang and Hong, 2009). U pacientti s SCAL se v dospélosti vyviji krom¢ zmén na mozecku
také postizeni periferniho systému spolu se strukturnim i funkénim naruSenim senzitivnich i
motorickych vlaken. Toto poskozeni je zptisobené prodlouzenymi CAG tripletovymi
repeticemi lokalizovanymi na N — koncové kodujici oblasti genu pro ataxin — 1, coz zpiisobi
prodlouzeni polyglutaminového fetézce mutantniho proteinu z béznych 6-35 repetic na 38—
85 (Klockgether et al., 2019). Tento gen pro ataxin — 1 zpusobuje nemoc lokalizovanou na

chromozomu 6p23 (Donato et al., 2012).

V 68 % pftipadii u onemocnéni SCA1 byla vzdy ptfitomna porucha koordinace pohybu pfi
chtizi (Rossi et al., 2014). S nastupujicim onemocnénim se zac¢inaji postupné projevovat dalsi
klinické ptiznaky — dysfagie (porucha polykani), dysfonie (porucha tvorby hlasu
Vv hlasivkéch), atrofie jazyka, pes cavus (deformace nozni klenby), amyotrofie (ubyvani
svalové hmoty), fascikulace (samovolné zaskuby sval). Ve vyjimecnych piipadech se
vyskytuje rigidita (ztuhlost svall), tfes a zaSkuby téla. Nemoc je provazena také zrakovymi
problémy — nystagmus (kmitavy pohyb o¢i), porucha o¢niho reflexu, omezeny pohled nahoru
a do stran, v pokrocilych stadiich onemocnéni se projevuje také ochrnuti ocnich svald, tzv.

oftalmoplegie (Matilla-Duenas, 2012).

U spinocerebelarni ataxie typu 1 se vyskytuji kromé neurologickych piiznaki také psychické

problémy, zejména emocni labilita a neklid (Birk et al., 2007).

Spinocerebelarni ataxie typu 1 je vyhradné lidské onemocnéni, které 1ze manifestovat u
modelovych organismti — mysi, octomilky, nebo in vitro na bunie¢nych kulturach (Chan and

Bonini, 2000; Sang and Jackson, 2005).
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2. Cile prace

Cilem prace bylo:

1. Naudit se pracovat s modelovym druhem Drosophila melanogaster, zajistit jejich
chov a genetické ktizeni pomoci GAL4/UAS systému.

2. Vytvofit linie jedinct Drosophila melanogaster, které budou manifestovat symptomy
neurodegenerativniho onemocnéni spinocerebelarni ataxie typu 1 a vytvofit vhodné
kontroly.

3. Analyzovat zmény souvisejici s neurodegenerativnim onemocnénim SCA1 pomoci
fyziologickych a molekularnich metod.

4. Osvojit si tyto laboratorni metody a také nasledné statistické zpracovani ziskanych

dat.
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3. Materidl a metodika

3.1. Chov modelového druhu
Pokusni jedinci Drosophila melanogaster byli chovani ve sklenénych valcich, tzv. vialkach,

o priméru 2.5 cm a vySce 9 cm. Dno kazdé vialky bylo vyplnéno specialni kukutfi¢nou dietou,
horni ¢ast vialky byla opatfena vatovou zatkou, kterd umoznovala danym jedinciim dychat a

zaroven slouzila jako neprostupna bariéra (Obr. 6).

Chovy jedinct D. melanogaster byly udrzovany pii konstantni teploté 25 °C a fotoperiodé 12
hodin svétlo/12 hodin tma. Octomilky byly pfeklepavany do novych vialek vzdy dvakrat

tydné, a to z dlivodu zajisténi Cerstvé potravy a lepSim reprodukénim podminkam.

Obr. 6. Jedinci Drosophila melanogaster chovani ve sklenénych vialkach. Zdroj vlastni foto.

Jako zdroj potravy pro octomilky byla pfipravovana vySe zminéna specialni kukufi¢na dieta.
Zakladni suroviny pouzité na piipravu byly kukuficnd mouka, kvasnice, voda, cukr a agar
rozpustény ve vod¢. Takto pfipravend potrava byla nalita do jednotlivych vialek. Vialky byly

po vychladnuti umistény do chladné mistnosti k dal§imu pouZiti.

3.2. Priprava jednotlivych linii

3.2.1. Obecny princip
Octomilky, které byly pouzity pro nasledujici experimenty, musely byt po celou dobu vyvoje

chovany v konstantnich podminkach. Pokud by doslo ke zméné téchto optimalnich podminek,
mohlo by ku ptikladu nastat prodlouzeni genera¢ni doby. Pfed samotnou realizaci experimentti
bylo tfeba zajistit dostate¢né mnozstvi jedincti. Pro dalsi experimenty bylo dulezité kromé
kontrolnich jedincl pfipravit také mutantni linie. K vytvofeni mutantii bylo vyuZito kiizeni
jedincti z riznych linii pomoci GAL4/UAS systému. Takto vznikli jedinci vykazuji za

vhodnych a regulovatelnych podminek ektopickou expresi ur¢itych gent.
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Ke kftizeni byly pouzity samice z GAL4 linie. Samice byly vzdy vytiizeny ve stadiu kukly,
aby se zabranilo pfipadnému oplozeni samcem. K samotnému tfidéni byla pouzita binolupa —
pohlavi lze rozlisit na zakladé sexualniho dimorfismu (viz kapitola 1.1.2.). Nasledn¢ byli do
stejnych vialek pfidani predem vytfizeni samci z UAS linie. Po vylihnuti samic doslo
k oplozeni a k naslednému nakladeni embryi do potravy. Po uplynuti genera¢ni doby (cca 10

dni) dochézelo k lihnuti novych imag a tim ke vzniku prvni filidlni generace mutantnich linii.

3.2.2. Mutantni linie
Jak bylo vySe zminéno, mutantni linie byly vytvofené pomoci GAL4/UAS systému. Pomoci

tohoto systému jsme chtéli vytvofit transgenni linie manifestujici spinocerebelarni ataxii typu
1 a k nim odpovidajici kontroly. Bylo vytvofeno vice linii, u kterych jsme chtéli zjistit, do
jaké miry dochazi k projevu neurodegenerativnich zmén. Byly vytvorené celkem 3 linie, které
by mély manifestovat SCA1 (AxG, ExG, DxG), 3 linie slouzici jako kontroly k manifestujicim

(AxJ, ExJ, DxJ) a linie kontrolni (w1118). Vytvofené linie jsou zobrazeny nize.

1. AXG (1104x33818): w[*]; P{w[+mC]=GAL4-ninaE.GMR}12 X w][1118];
P{w[+mC]=UAS-Hsap\ATX1.82Q}M6 -> potomci budou exprimovat PolyQ, a proto
pfedpokladame, Ze budou manifestovat onemocnéni SCAI.

2. EXG (8765x33818): P{w[+mC]=GAL4-elav.L}2/CyO X w[1118]; P{w[+mC]=UAS-
Hsap\ATX1.82Q}M6 -> abnormalni ataxin je exprimovan ve vSech nervovych
tkanich, nejenom v mozku, a tak by mé€lo dochazet k vyraznému ovlivnéni mobility
téchto jedinct.

3. DxG (64199x33818): P{w[+mW.hs]=GawB}OK6 X w[1118]; P{w[+mC]=UAS-
Hsap\ATX1.82Q}M6 -> tato mutace pusobi na motorické neurony, a proto muze byt
negativné ovlivnén i vyvoj téchto jedinc.

4. AxJ (1104x39741):  w[*]; P{w[+mC]=GAL4-ninaE.GMR}12 X vy[1] w[*];
P{w[+mC]=UAS-Atx-1.T}MBR/TM6B, Tb[1] -> tato linie by m¢la slouzit do urcité
miry jako kontrola, protoze dochazi ke standardni expresi ataxinu v mozku.

5. ExJ (8765x39741): P{w[+mC]=GAL4-elav.L}2/CyO X y[1] w[*]; P{w[+mC]=UAS-
Atx-1. T}MBR/TM6B, Tb[1] -> standardni typ ataxinu je exprimovan v celém
nervovém systému, do ur€ité miry slouzi opét jako kontrolni linie.

6. DxJ(64199x39741): P{w[+mW.hs]=GawB}OK®6 X y[1] w[*]; P{w[+mC]=UAS-Atx-
1.T}MBR/TM6B, Tb[1] -> v motorickych neuronech dojde k expresi normalniho typu
ataxinu, a tak neocekdvame Zadné vyvojové nebo motorické defekty, do urcité miry

slouzi jako kontrolni linie.
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7. K- WH.> standardni kontrolni linie.

3.3. Sledovani vitality a délky Zivota
Pomoci téchto ditlezitych fyziologickych metod jsme se snazili ovéfit, zda mutace danych linii

ovlivityji délku Zivota a mobilitu jedincil. K témto pokustim byli pouziti pouze samci, protoze

u samic by mohlo dochazet ke zkresleni vysledki v diisledku ovarialniho cyklu.

3.3.1. Starnuti
Tato metoda je znama také pod cizim nazvem Longevity. Samci mutantnich linii byli po celou

dobu vyvoje a starnuti chovani v plastovych valcich s pfedem ptipravenou kukufi¢nou dietou
na dn¢ nadoby (Obr. 7). Kazdy den byla do tabulky zaznamenavana mortalita jedinci
mutantnich 1 kontrolnich linii, a to az do umrti vSech jedinct dané linie. Data byla nasledné

sepsana a statisticky vyhodnocena.

Obr. 7. Plastovy valec pouzivany pro sledovani délky zivota jedincti D. melanogaster. Zdroj vlastni

foto.

3.3.2. Test mobility jedinct
Mobilita jedincti byla testovana pomoci metody RING Assay (Rapid iterative negative

geotaxis; Gargano et al., 2005). Tato metoda byla provadéna s mladymi (maximalni staii 5

dni) i starymi jedinci (stafi cca 30 dni).

Testovani jedinci danych linii byli nejprve uspani pomoci CO2a néasledné vlozeni do dlouhych
plastovych vialek s vatovym uzavérem. Tyto vialky byly souc¢ésti specialni dfevéné aparatury
(Obr. 8). Po probuzeni octomilek bylo tieba dostat vSechny jedince na dno vialek. Toho bylo
dosazeno opakovanym klepnutim aparatury o pevnou podlozku. Bylo sledovano (nato¢eno na
video), kolik jedinct z celkového poctu prekona pfedem stanovenou vzdalenost za urcity
casovy usek — konkrétné se jednalo o vzdalenost 3 cm za Casovy usek 5 sekund a vzdalenost

7 cm za dobu 10 sekund. Ziskana data byla pfevedena na procentualni stupnici — pomér poctu
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jedinc, kteti danou vzdalenost ptekonali ku celkovému poctu jedinci, nasobenych stem. Data

byla nasledné statisticky zpracovana.

Obr. 8. Aparatura na RING Assay. Zdroj vlastni foto.

3.4. Genova exprese
K analyze miry genové exprese byla pouzita cela téla octomilek. Kazdy vzorek obsahoval 30—

40 jedinct dané linie, kazda linie byla testovana ve tfech bioreplikacich. Nejprve bylo tieba
ziskat reprezentativni vzorek pro metodu kvantitativni PCR, kterd byva téz oznacovana jako
real — time PCR. V prvni fazi probihala izolace RNA. Vyizolovanou RNA bylo potieba
pfepsat do cDNA pomoci reverzni transkripce. Ziskana cDNA byla kvantifikovana pomoci

kvantitativni real — time PCR.

3.4.1. 1zolace RNA
Pfed samotnym procesem bylo potieba ocistit pracovni plochy inhibitorem RN4z RNaseZAP

(Sigma-Aldrich, USA), tim se brani potencialni kontaminaci a poniceni izolované RNA.
Samotné vzorky byly homogenizovany v 500ul TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, USA)
Vv mikrozkumavkach (objem 1.5 ml) =znacky Eppendorf pomoci mechanického
homogenizatoru. Tim doslo k rozmélnéni vzorkl a rozvolnéni nukleové kyseliny. Do kazdé
Eppendorfky bylo pfidano 100ul chloroformu. Vzorky byly nasledné protfepany, inkubovany
3 minuty v pokojové teploté a centrifugovany (12 000 g, 15 minut, 4 °C). Timto krokem doslo
k rozd€leni vzork na dvé faze, kdy horni vrstva obsahovala pravé RNA, a proto byla tato
vrstva prepipetovana do novych mikrozkumavek. Do kazdé bylo pfidano 250l Isopropanolu,
vzorky se promichaly a nechaly stat 20 minut v pokojové teploté. Po inkubaci byly vzorky

op¢t centrifugovany (14 000 g, 15 minut, 4 °C).

Zbyvajici kroky bylo potieba provadeét v laminarnim boxu. Cirkulujici vzduch v boxu brani

pfipadné kontaminaci vzorkl cizorodymi ¢asticemi. Po centrifugaci byl odlit supernatant a
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vznikly pelet byl dvakrat promyt pomoci 75 % etanolu. Po tfetim promyti bylo potifeba odebrat
zbytky etanolu pomoci mikropipety. Vzorky se nechaly po dobu 15 minut suSit v uzavieném
laminarnim boxu. Po vysuSeni bylo ke kazdému vzorku ptfidano 80ul Nuclease free H20.
Vzorky se nechaly dale inkubovat 15 minut v pokojové teploté. Mezitim byla piipravena sada
malych Eppendorfek (objem 200ul). V dal§im kroku bylo potfeba nami vyizolovanou RNA
zbavit piipadné kontaminace genomickou DNA piisobenim Dndzy. K odstranéni gDNA z
RNA byl pouzit komeréné dodavany Master Mix — 10X reakéni pufr s MgCl, (ThermoFisher
Scientific, USA), DNase I, Nuclease Free H2O a nami vyizolovana RNA. Eppedorfky
obsahujici reakéni mix byly vlozeny do termocycleru Mastercycler Nexus eco (Eppendorf;
Obr. 9). Po skonceni preddefinovaného programu byl obsah mikrozkumavek piepipetovan do
ptfipravené sady velkych mikrozkumavek (o objemu 1.5 ml). Nasledné bylo ke kazdému
vzorku ptidano 250ul etanolu a 10ul 3M acetatu sodného. V této fazi bylo potfeba dat vzorky
do -20 °C, kde byly ponechany pftes noc.

Obr. 9. Termocycler Mastercycler Nexus eco (Eppendorf). Zdroj vlastni foto.

Druhy den byly vzorky nejprve centrifugovany (19 300 g, 30 minut, 4 °C). Po sto¢eni byly
vzorky promyty 75 % etanolem a poté nechany v laminarnim boxu po dobu 15 minut.
V dalsim kroku bylo do kazdé mikrozkumavky pfipipetovano 40ul Nuclease free H:O.
Mikrozkumavky byly inkubovany dalSich 15 minut pfi pokojové teploté. Vzorky byly
promichany, stoCeny a nasledné¢ byla ovéifena koncentrace ndmi vyizolované RNA na
Nanodropu. Po zméfeni bylo potieba vzorky nafedit na danou koncentraci 100ng/ul s pouZzitim

Nuclease free H2O.

Vyizolovanou RNA bylo tieba pro dalsi kroky pfepsat do cDNA pomoci reverzni transkripce.
K tomuto kroku se pouziva Nuclease free H20, 5X Iscript reakéni mix (Bio-Rad), vyizolovana
RNA areverzni transkriptdza. Po napipetovani vyse zminénych reagencii byly vzorky vlozeny
do termocycleru Mastercycler Nexus eco (Eppendorf) sjiz pfedem optimalizovanym

protokolem. Po skonceni programu byl obsah malych Eppendorfek ptepipetovan do velkych
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mikrozkumavek. Nasledovalo nafedéni cDNA na potfebnou koncentraci Sng/ul. Takto
ptipravené vzorky byly uloZzeny do -80 °C k jejich dal§imu pouziti.

3.4.2. Kvantitativni real — time PCR

Kvantitativni PCR slouzila k ur€eni miry exprese vybranych gent. Tato metoda je postavena
na prubézném sledovani mnozstvi amplifikovaného produktu vzdy po skonceni daného cyklu.
Kvantita daného produktu je monitorovdna jako pfiriistek v zavislosti na zméné intenzity
fluorescenéniho zafeni — tato intenzita je pfimo Umérnd mnozstvi daného produktu.
K prokazani mnozstvi DNA v naSich vzorcich byl pouzit PowerSYBR Green PCR Master
Mix (ThermoFisher Scientific, USA), ktery slouzi jako interkala¢ni barvivo a zarovenn nema
vliv na prib¢éh dané reakce. SYBR Green se nespecificky vaze na molekulu DNA a nasledn¢

dochazi k vyzateni urcité miry fluorescence.

Vlastni vzorky o objemu 2ul (koncentrace cDNA odpovida ekvivalentu 10 ng) byly naneseny
na 96jamkovou desticku spolu s Master Mixem, ktery obsahoval jiz vySe zminény SYBR
Green, Nuclease free H20 a specifické primery pro nasledujici geny — dAMMP1, dMMP2,
hAtXN1 a referencni gen rp49 1. Primery pro specifické geny zajmu byly navrZzeny pomoci
vetejné¢ dostupného serveru https:// www.flyrnai.org/FlyPrimerBank. Méli jsme nékolik set
rizné navrzenych primert pro vSechny nase geny zajmu, abychom ov¢fili, které primery
zafunguji nejlépe (Tab. 1). Zaroven byla pro ovéfeni piipadné kontaminace vytvoiena
negativni kontrola, kterd neobsahovala Zadnou cDNA. Celkovy objem v kazd¢ jamce Cinil
Vv souctu 15ul. Po naneseni reakéni smési bylo tfeba desticku prekryt ochrannou folii. Samotna
reakce byla nasledné provedena v termocycleru CFX Connect RealTime system (Bio-Rad,
California, USA), ktery monitoruje mnozstvi DNA po kazdém cyklu. Amplifikace byla
provedena dle nasledujiciho protokolu — pocatecni denaturace po dobu 10 minut pfi teploté 95
°C, nasledovalo 40 cykli, ve kterych se opakovala 15s denaturace pii 95 °C, 20s nasedani
primera pii 59 °C a 30s elongace pii 72 °C. V prubéhu méfeni dochazelo po kazdém cyklu
k odec¢teni miry fluorescence. Po skonceni 40 cykli doslo ke snizeni teploty na 60 °C, a to na
dobu 15s. Nasledné bylo potieba vytvofit kiivku tani, kdy se postupnym zvySovanim teploty
0 0.5 °C dosahlo hodnoty 95 °C (Obr. 10).
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Tab. 1. Seznam a sekvence pouzitych primert; F = forward, R = reverse primer. AAMMP1/2

a BAMMP1/2 - rizné sety primerd.

Nazev F/R Sekvence 57 -3~
F TCAGTGTTCATAGTCGTAGGCA
AdMMP1
R GGTAGATAGCCGAACTGGGAC
F ATGGTACCAGAATAACGAGGTGG
AdMMP2
R ATGGCCAGTAGGCCGGTTTATCTG
F TCAGTGTTCATAGTCGTAGGCA
BdMMP1
R GGTAGATAGCCGAACTGGGAC
F AAAAACCGCTATCTCCGAGGA
BdMMP2
R TGTAATGTTGCCAAAAGACTGGA
F GTGGCCGTGATACAGTTCG
hAtXN1
R AGCCGTTCTTCAGGTTCTTG
F ACGTTGTGCACCAGGAACTT
rpd9 1
R CCAGTCGGATCGATATGCTAA
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Obr. 10. Optimalizovany protokol gRT-PCR pro Drosophila melanogaster pouzivany v této praci.

Zdroj vlastni foto.

Vysledky reakce byly nasledné analyzovany pomoci programu Bio-Rad, CFX Manager 3.1.
Cyklus, ve kterém nartGstem fluorescence doSlo k piekroceni prahu pozadi, byl bran jako
hodnota Ct (Obr. 11). Relativni mnozstvi daného genu bylo uréeno vypoétem z Géinnosti

reakce a hodnoty Ct.

Amplification
T

2500
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1500

RFU

1000 4
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Cycles [ Lo Se

Obr. 11. Prubéh amplifikace referencnich a testovanych genti zaznamenany v programu Bio-Rad, CFX

Manager 3.1. Zdroj vlastni foto.

3.5. Western Blot
Western blot je metoda, ktera se vyuziva k detekci ur¢itého proteinu v daném vzorku (napf.

homogenizovana tkan). Zakladem této metody je elektroforeticka separace proteint, jejich

pfenos na membranu a nasledna detekce proteint.

Nejdiive bylo potfeba pomoci BCA metody urcit, jaké mnozstvi proteini je obsazeno
v kazdém vzorku. V prvnim kroku byli jedinci Drosophila melanogaster homogenizovani
pomoci mechanického homogenizatoru v 200ul 50mM K-POg fosfatového pufru, vzorky byly
centrifugovany (10 000 g, 10 minut, 4 °C) a poté nasledovalo odebrani supernatantu do novych
mikrozkumavek. K samotnému stanoveni proteint bylo pouzito10ul ze vzorku, ktery byl jesté
desetkrat nafedén pomoci fosfatového pufru. Dale bylo dilezité si pripravit reakéni smées, ktera

obsahovala 12.5ml Bicinchoninic Acid solution a 250ul Copper sulfate solution (fedéni 50:1).

Do 96jamkové desticky bylo napipetovano 10ul jiz natedéného vzorku, ke kterému bylo
pfidano 200ul reakéni smési. Zaroven bylo potieba sestavit standardni kiivku pro BSA. Poté
se desticka z diivodu citlivosti smési na svétlo zabalila do alobalu a nechala se inkubovat 45
minut ve tme. Po skonceni inkubace byla desticka zmétena na spektrofotometru SpectraMax
340 PC (Molecular Devices, USA) pfi vinové délce 562nm. Z namétenych absorbanci bylo

na zaklad¢ kalibracni kiivky zjisténo celkové mnozstvi proteinli v kazdém vzorku. Zasobni
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vzorky bylo potfeba nafedit tak, aby vysledné koncentrace byla shodna pro vSechny vzorky,

coz bylo potifeba pro naslednou elektroforetickou separaci proteind.

Po natfedéni byl ke vzorklim ptfidan komeréné vyrabény Laemmliho pufr NuPAGE LDS
Sample buffer 4x (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, USA). Vzorky byly nasledn¢ 10

minut zahfivany pfti teploté 95 °C.

Pted samotnou elektroforézou bylo nutné ptipravit separacni pufr o daném slozeni: 3g TRIS
BAZE 0.25M, 14.14g Glycine 0.192 M a 1g SDS doplnénych do objemu 11 destilované vody.
Pro samotnou separaci byl vyuzit komeréné dodavany gradientovy gel 4-20 % Mini-
PROTEAN TGX Precast Gels (Bio-Rad). Do kazdé jamky bylo naneseno vzdy 10ul vzorku.
Kromé vlastnich vzorki byl do jedné jamky nanesen také Standard Protein Marker (5ul). Do
aparatury byl nasledné nalit vySe zminény separaéni pufr tak, aby byl cely gel v tomto pufru
ponoien. Nasledné byla aparatura (Obr. 12) napojena na zdroj elektrického napéti o pocateéni
hodnoté 40 V, tato hodnota se v 30minutovych intervalech zvySovala vzdy o 40 V, a to az na
hodnotu 120 V. Po skonceni separace nasich vzorkl na zékladé molekulové hmotnosti

jednotlivych proteini byla aparatura odpojena a gel vyjmut z krycich skel.

Obr. 12. Aparatura na elektroforézu se zdrojem napéti (Bio-Rad). Zdroj vlastni foto.

K detekci proteinti bylo nasledné potieba ptenést gel na PVDF membranu. Membranu bylo
potieba nejprve vlozit do 100 % metanolu, nasledné do destilované vody a na zavér do
ptenosového pufru (TRIS BASE, Glycin, doplnéno do 1 1 destilované vody). Poté byla

sestavena prenosova aparatura viz. schéma (Obr. 13), kterd byla pripojena ke zdroji.
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Obr. 13. Schéma pienosové aparatury na Western Blot. Proteomics services, including protein
identification,protein quantification,protein modification etc. - Creative Proteomics. Dostupné z:

https://www.creative-proteomics.com/blog/wp-content/uploads/2018/03/WB-transfer.png.

Samotny ptfenos probihal pies noc ve 4 °C pii stalém napéti 35 V. Druhy den bylo potieba
ptipravit 5 % mléko (fedéno v PBS — 45 g NaCl, 6 g Na2HPO4. 12 H20, 1 g NaH2PO.. 2 H20,
doplnéno do 500 ml destilované vody), které brani interakci membrany s proteiny.
Nasledovalo 10minutové promyvani v 6 cyklech. Po dikladném promyti byla testovana
primarni protildtka Mmpl catalytic domain, ve které se nechala membrana inkubovat do
druhého dne. Primarni protilatka slouzi k oznaceni hledanych proteinti. Nasledujici den byla
pomoci pipety primarni protilatka odebrana a membréana byla opakované promyta pomoci
PBS v 6 cyklech po 10 minutdich. Na membranu byla po promyti pfiddna sekundérni
protilatka, ve které probihala 2hodinova inkubace ve tm¢. Sekundarni protilatka Goat Anti-
Mouse nese enzym, ktery umoznuje naslednou vizualizaci. Po skonceni inkubace bylo potieba

membranu znovu promyt pomoci PBS a nasledn¢ i pomoci destilované vody.

Membranu bylo potieba vizualizovat za pouziti komeréné vyrabéného chemiluminiscen¢niho
roztoku Novex ECL — HRP Chemiluminescent Substrate Reagent Kit (Invitrogen). Roztok byl

aplikovan na membranu a nasledovala vizualizace na pfistroji LAS-3000 (FujiFilm, Obr. 14).
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Obr. 14. Vizualizace membrany na pfistroji Las-3000. Zdroj vlastni foto.

3.6. Ovérovani vakuolizace mozkové tkané pomoci konfokalni mikroskopie

Z kazdého vyse uvedeného kiizeni bylo nejprve potieba vyttidit 20-25 samc, kteti se nechali
nasledn¢ na dieté starnout — pro stanoveni vlivu danych mutaci na CNS byli testovani mladi
(stafi max. 5 dni) i stafi jedinci (stafi 30 dni). Takto pfipraveni jedinci byli ptedéani
pracovnikiim laboratofe Stfediska mikroskopie na Entomologickém ustavu Biologického

centra, AVCR, kde nasledovalo jejich dalsi zpracovani.

Ze samct byl vypitvan mozek, ktery se nechal inkubovat v blokovacim kozim séru, a nasledné
byla ptfidana sekundarni protilatka s fluorescenénim znacenim. Navazani pouze sekundarni

protilatky zpisobi vizualizaci celé mozkové tkané.

Mozky byly nasledné nafoceny v jednotlivych vrstvach na konfokalnim mikroskopu.
Jednotlivé snimky byly prohlédnuty a nasledné byla vyhodnocena piitomnost

neurodegenerativnich zmén na mozkové tkani u jednotlivych mutantnich linii.

3.7. Zpracovani vysledk

Vysledky byly vyhodnoceny v programu Microsoft Excel a grafy byly vytvofeny v programu
GraphPad Software verze Prism 8 (San Diego, California). Pro srovnani ziskanych dat byl
pouzit neparovy t-test (porovnani mladych a starych jedinci v dané linii) a jednocestna
analyza variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnavanim (porovnani linii mezi
sebou) na 5 % hladiné vyznamnosti. Pro porovnani kiivek pieziti byl pouzit Mantel — Coxav
test na 5 % hladin¢ vyznamnosti. Zpracovani vysledkii z konfokdlni mikroskopie bylo
realizovano laboratoii Stiediska mikroskopie ENTU, snimky byly nasledné upraveny

v programu Adobe Photoshop.
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4. Vysledky

4.1. Test mobility jedinc(

V prvni fazi této prace byla sledovana mobilita jednotlivych linii Drosophila melanogaster

pomoci RING Assay (Rapid iterative negative geotaxis; Gargano et al., 2005).

Nejprve byl proveden test pro mladé jedince (stafi 5 dni). Nasledujici graf (Obr. 15) shrnuje
vysledky pro vysku 3 cm, kterou jednotlivci vySplhali béhem 5 s intervalu (25 % vysky
vialky). Statisticky prikazné snizeni mobility (vice neZ dvojnasobné) oproti kontrolnim
liniim (AxJ, ExJ a K) bylo zaznamenano u mutantni linie EXG. Pravé u jedinct z této
skupiny se o¢ekaval projev neurodegenerativniho onemocnéni SCA1 spojeny S omezenim
pohybovych schopnosti. U linii AxG i DxG také doslo ke snizeni mobility viici kontrolni
linii, vysledky vSak nebyly statisticky prukazné.
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Obr. 15. Sledovani mobility jednotlivych linii mladych jedinct (5 dni) ve vySce 3 cm/5 s (25 %).
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladin€ vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou
variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnavanim a jsou oznaceny riznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.

Stejné vysledky pro mobilitu mladych jedincl byly zaznamenéany také, kdyz jsme vySku
posunuli a méfili jsme, kolik jedinct vySplha do vysky 7 cm a to béhem 10 s intervalu (tedy
do 50 % vysky vialky). Z grafu (Obr. 16) je patrné, ze k vyrazné inhibici mobility doslo u linie

EXG v porovnani s liniemi kontrolnimi (AxJ, ExJ, K).
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Obr. 16. Sledovani mobility jednotlivych linii mladych jedinct (5 dni) ve vySce 7 cm/10 s (50 %).
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou
variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnavanim a jsou oznaceny riiznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.

Nasledné jsme se zaméfili i na staré jedince (stafi 30 dni), abychom zjistili, zda vlivem stafi
dojde k naruseni mobility vyraznéj$im zpusobem u jedinci, kde by se SCA1 onemocnéni mélo
manifestovat ve srovnani s kontrolnimi liniemi. Je patrné, Ze ve vySce 3 cm/5 s (25 %) nebyl
zaznamenan zadny statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi liniemi (Obr. 17). Na prvni
pohled je patrny mirny inhibiéni trend u linii ExG a DxG, ktery by nasvédéoval kompromitaci
mobility u manifestujicich linii, ale z divodu vysoké odchylky neni tento rozdil statisticky

prikazny.
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Obr. 17. Sledovani mobility jednotlivych linii starych jedinca (30 dni) ve vysce 3 cm/5 s (25 %). Nebyl
zaznamenan zadny statisticky prikazny rozdil mezi liniemi na 5 % hladiné vyznamnosti pomoci
jednocestné analyzy variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnavanim (stejnd pismena

nad jednotlivymi sloupci).
Kdyz jsme se ovsem zaméfili na testovani toho, kolik jedincti vySplha do vysky 7 cm béhem

10 s (50 % vysky vialky) u starych jedinct (Obr. 18), doslo k velmi prikaznému snizeni

mobility u manifestujicich linii AxG, ExG a DxG v porovnani s kontrolni linii (K).
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Obr. 18. Sledovani mobility jednotlivych linii starych jedinct (30 dni) ve vysce 7 cm/10 s (50 %).
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou
variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnavanim a jsou oznaceny riznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.

Pro srovnani mobility Vv zavislosti na staii byly vytvofeny grafy porovnavajici jednotlivé linie
mezi mladymi (5dennimi) a starymi (30dennimi) jedinci. Ve vysce 3 cm/5 s (25 %) byl
zaznamenan rozdil mezi mobilitou mladych a starych linii u AxG a AxJ. Zaroven je vidét, Ze
u linie DxG doslo k vyraznému snizeni mobility u starych jedincti v porovnani s mladymi, ale

z divodu vysoké odchylky neni tento rozdil statisticky prikazny (Obr. 19).
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Obr. 19. Srovnani mobility mladych (5 dni) a starych (30 dni) jedinct ve vysce 3 cm/5 s (25 %).
Statisticky vyznamné rozdily mezi mladymi a starymi jedinci jedné linie byly testovany pomoci
neparového t-testu na 5 % hladiné vyznamnosti a jsou oznaceny riznymi pismeny nad jednotlivymi

sloupci.

Pti srovnani mobility u riizné starych jedinct v ramci studovanych linii ve vysce 7 cm/10 s
(50 %) byl zjistén statisticky vyznamny rozdil a pokles mobility u linii AxG, DxG a AxJ (Obr.
20). Obecné lze fict, Ze skute¢né dochazi ke sniZzeni mobility u manifestujicich linii AxG, ExG

a DxG, a to vyraznéji u starych jedinct (30 dni) pii vysce 7 cm/10 S.
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Obr. 20. Srovnani mobility mladych (5 dni) a starych (30 dni) jedincti ve vySce 7 cm/10 s (50 %).
Statisticky vyznamné rozdily mezi mladymi a starymi jedinci jedné linie byly testovany pomoci

neparového t-testu na 5 % hladiné vyznamnosti a jsou oznaéeny riznymi pismeny nad sloupci.

4.2. Test délky Zivota

Je znamo, ze neurodegenerativni onemocnéni SCA 1 zkracuje zivot, proto jsme v dalsi fazi
této prace sledovali, zda se u manifestujicich linii prokaze negativni dopad na délku zivota.
Tento trend byl ovétovan pomoci kiivky pteziti (Survival curve). Na grafu (Obr. 21) mtizeme
vidét, Ze kiivka preziti pro vSechny kiizené linie (AXG, EXG, DXG, AxJ, ExJ, DxJ) se lisi od
kontrolni linie (K). Nejvice zkracena délka zivota byla zaznamenana u linie AxG, kdy median
preziti byl pouhych 23 dni, coz znamena, ze v tento den zemfela polovina jedincii dané linie.
U manifestujici linie ExG byl také prokdzan negativni vliv na délku Zivota, coz potvrdil
median pteziti 36 dni. U posledni manifestujici linie DxG byl zaznamenan pouze minimalni
rozdil v medidnu preziti oproti kontroldm, dosahoval hodnoty 51 dni, zatimco u kontroly 54

dni.
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Obr. 21. Kiivky pieziti pro jednotlivé linie. Statisticky vyznamné rozdily pro porovnani kiivek pieziti
na 5 % hladin¢ vyznamnosti byly testovany pomoci Mantel — Coxova testu a jsou oznaceny riznymi

pismeny nad jednotlivymi kiivkami.

4.3. Vakuolizace mozkové tkane

Neurodegenerativni onemocnéni spinocerebelarni ataxie zpuisobuje tkanové zmeény na mozku,
které se projevuji vakuolizaci (Wang et al., 2011). Proto jsme v této praci ovétrovali, zda
dochazi k vakuolizaci i u nasSich linii manifestujicich onemocnéni SCAL1, testovali jsme ale
také linie kontrolni. Snimky z konfokalni mikroskopie byly zpracovany laboratofi Stiediska
mikroskopie Entomologického tstavu Biologického centra AV CR (spoluprace s Be. Lucii

Pauchovou a Mgr. Hanou Sehadovou, Ph.D.).

U mladych jedincti manifestujicich linii byly zaznamenany pocinajici neurodegenerativni
zmény na mozku (Obr. 22, A), konkrétné v oblasti AMMC (antenalni mechanoreceptory a
motoricka centra — viz kapitola 1.3.1.2.). Oproti tomu u kontrol tyto zmény pozorovany
nebyly. U starych jedinct, pfedev§im u linii manifestujicich SCA1, byla pozorovana vyrazna

vakuolizace v oblasti AMMC, na obrazku je zastupce manifestujici linie AXG (Obr. 22, B). U
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kontrolnich jedinct bez ohledu na stafi nenastaly zadné neurodegenerativni zmény na mozku

(Obr. 22, C, D).

Obr. 22. Snimky zobrazujici mozky Drosophila melanogaster. A — AxG mladi (5 dni) jedinci. B —
AXG stafi (30 dni) jedinci. C —kontrola mladi jedinci. D — kontrola stati jedinci. Métitko (délka usecek)
100um. Sipky oznaduji vakuolizaci mozkové tkan&. Snimky byly potizeny na laserovém skenovacim
konfokalnim mikroskopu FluoView™ FV3000 Olympus V laboratoii Stiediska mikroskopie ENTU a

nasledné upraveny v programu Adobe Photoshop.

4.4. Genova exprese

Mira exprese sledovanych genti byla ur¢ena metodou kvantitativni real — time PCR. V této
praci jsme se zaméfili na nasledujici geny — dMMP1 (matrix metaloproteinaza 1), dAMMP2
(matrix metaloproteinaza 2), hAtXN1 (ataxin-1), na které byly navrzeny specifické primery
(AAMMP1, AdMMP2, BAMMP1, BAMMP2, hAtXN1). Jako referenéni gen byl pouzit rp49

(ribozomalni protein 49). Test byl proveden pro mladé (5 dni) i staré jedince (30 dni).

V prvni fazi jsme se zaméfili pravé na mladé jedince, u kterych byly ovéfeny vSechny vyse
zminéné primery. Pro primery AAMMP1 a BAMMP1, kter¢ jsou specifické pro gen dMMP1
nebyly zaznamendny zadné statisticky prikazné rozdily mezi manifestujicimi liniemi a linii
kontrolni (Obr. 23, 24). Linie AXG, DXG a ExG se 1isi pouze od linii, které by mély do jisté
miry slouzit také jako kontroly (AxJ, respektive DxJ).
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Obr. 23. Relativni genova exprese jednotlivych linii mladych jedincu (5 dni) pro primer AAMMPI1.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou
variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnanim a jsou ozna¢eny rtiznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.
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Obr. 24. Relativni genova exprese jednotlivych linii mladych jedinct (5 dni) pro primer BAMMPI.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladin€ vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou
variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnanim a jsou oznaceny rtiznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.
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Specificky primer pro gen dMMP2, tedy AdMMP2, vykazuje statisticky prikkazny rozdil
relativni genové exprese mutantnich linii pouze vici linii AxJ (Obr. 25), v piipad¢ primeru

BAMMP2 byl rozdil pouze mezi EXG a DxJ (Obr. 26).
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Obr. 25. Relativni genova exprese jednotlivych linii mladych jedinct (5 dni) pro primer AAMMP2.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou
variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnanim a jsou oznaceny riznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.
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Obr. 26. Relativni genova exprese jednotlivych linii mladych jedinct (5 dni) pro primer BAMMP2.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou
variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnanim a jsou oznaCeny rtiznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.

Dalsim genem naseho zdjmu byl hAtXN1, ktery by se mél ve vyss§i mife exprimovat u linii
manifestujici SCA1. Z grafu (Obr. 27) je patrné, ze u kontrolnich linii (DxJ, K) dochazi
k pouze k zanedbatelné expresi tohoto genu, zatimco u linii manifestujicich je relativni genova
exprese mnohonasobné vyssi. U zbyvajicich linii AxJ a ExJ nebyla zaznamenana zadna

exprese tohoto genu.
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Obr. 27. Relativni genova exprese jednotlivych linii mladych jedinct (5 dni) pro primer hAtXNI.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou
variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnanim a jsou ozna¢eny rtiznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.

V dalsi fazi jsme se zaméfili na sledovani genové exprese u starych jedinct (30 dni), abychom
méli porovnani, zda se exprese vybranych genti bude lisit s vékem. U manifestujici linie DxG
doslo v prib¢hu této prace k zastaveni vyvoje a nedochdzelo k lihnuti novych jedinct, proto
nebylo mozné ovéfit expresi danych gend u této linie. Oproti mladym jedincim zde byly pro
vSechny testované primery zaznamenany statisticky prukazné rozdily mezi manifestujicimi

liniemi a linii kontrolni (Obr. 28, 29, 30).
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Obr. 28. Relativni genova exprese jednotlivych linii starych jedinct (30 dni) pro primer AMMPI.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladin€ vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou
variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnanim a jsou oznaceny ruznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.
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Obr. 29. Relativni genova exprese jednotlivych linii starych jedincd (30 dni) pro primer BAMMPI.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladin€ vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou
variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnanim a jsou ozna¢eny rtiznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.
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Obr. 30. Relativni genova exprese jednotlivych linii starych jedinct (30 dni) pro primer AAMMP2.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladin€ vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou
variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnanim a jsou oznaceny rtiznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.

Pro primer BAMMP?2 byl prokazan rozdil pouze u linii AXG vuci kontrole (Obr. 31).
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Obr. 31. Relativni genova exprese jednotlivych linii starych jedincd (30 dni) pro primer BAMMP2.

Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladin€ vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou
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variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnanim a jsou oznaceny rtiznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.

Pro gen hAtXN1 byly stejn€ jako u mladych jedincti vyrazné rozdily mezi manifestujicimi a
kontrolnimi liniemi (Obr. 32). U linii AxJ, ExJ a DxJ nebyla zaznamenana Zadna exprese

testovaného genu.

hAtXN1, stafi 30 dni

0.004 =

° a

o

& 0.003- 2

x ] ]

w o o

\(C Cua

3 o ]

c 0.002+ e

> e

‘E S

-2 | ]

E 0.001+

d.’ | ]

m ] ] b
l.:.l

AXG ExG DxG AxJ ExJ DxJ K
Y Y ) w1118
SCA1 K

Obr. 32. Relativni genova exprese jednotlivych linii starych jedinct (30 dni) pro primer hAtXNI.
Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladin€ vyznamnosti byly testovany jednocestnou analyzou
variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnanim a jsou ozna¢eny rtiznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.

Pro porovnani miry genové exprese v zavislosti na staii byly vytvotreny také souhrnné grafy,
které zobrazuji rozdily mezi mladymi a starymi jedinci. Exprese genu dAMMP1 v zavislosti na
stafi se u obou testovanych primert U manifestujicich linii liSila, doSlo k vyraznému a

statisticky prikaznému nartstu genové exprese U starych jedinci (Obr. 33, 34).
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Obr. 33. Srovnani relativni genové exprese mladych (5 dni) a starych (30 dni) jedinc pro primer
AdMMP1. Statisticky vyznamné rozdily mezi mladymi a starymi jedinci jedné linie byly testovany
pomoci neparového t-testu na 5 % hladiné vyznamnosti a jsou oznaceny riznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.
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Obr. 34. Srovnani relativni genové exprese mladych (5 dni) a starych (30 dni) jedincd pro primer
BdMMP1. Statisticky vyznamné rozdily mezi mladymi a starymi jedinci jedné linie byly testovany
pomoci neparového t-testu na 5 % hladiné vyznamnosti a jsou oznaCeny riiznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.
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Genova exprese AIMMP2 se liSila v zavislosti na typu pouzit¢ho primeru. U BAMMP?2 se mira
genové exprese linie AxG nelisila, u ExG dochazelo K statisticky prikaznému nartstu (Obr.
35). V ptipad¢ pouziti primeru AAMMP2 doslo u starych jedinct k statisticky vyznamnému

poklesu relativni genové exprese (Obr. 36).
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Obr. 35. Srovnani relativni genové exprese mladych (5 dni) a starych (30 dni) jedincd pro primer
AdMMP2. Statisticky vyznamné rozdily mezi mladymi a starymi jedinci jedné linie byly testovany
pomoci neparového t-testu na 5 % hladiné vyznamnosti a jsou oznaceny rdznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.
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Obr. 36. Srovnani relativni genové exprese mladych (5 dni) a starych (30 dni) jedincd pro primer
BAMMP2. Statisticky vyznamné rozdily mezi mladymi a starymi jedinci jedné linie byly testovany
pomoci neparového t-testu na 5 % hladiné vyznamnosti a jsou oznaceny rdznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.

Stejny trend byl prokazan i u genu hAtXN1, kdy se mira genové exprese u starych jedinct
snizila téméf dvacetkrat u linie AXG a desetkrat u linie ExG (Obr. 37).
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Obr. 37. Srovnani relativni genové exprese mladych (5 dni) a starych (30 dni) jedincti pro primer

hAtXN1. Statisticky vyznamné rozdily mezi mladymi a starymi jedinci jedné linie byly testovany
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pomoci neparového t-testu na 5 % hladiné vyznamnosti a jsou oznaceny riznymi pismeny nad

jednotlivymi sloupci.

4.5. Western Blot

Némi sledovany gen MMP1 koduje endopeptiddzu matrix metaloproteinazu 1 (MMP1). K jeji
detekci v daném vzorku byla pouzita metoda Western Blot. Oznaceni daného proteinu bylo
provedeno pomoci primarni protilaitky Mmpl catalytic domain, jako sekundarni protilatka

slouzila Goat Anti-Mouse. Nasledné byla kvantifikovana velikost odpovidajiciho bandu.

Nejprve byli testovani mladi jedinci (5 dni) Drosophila melanogaster vSech studovanych linii
krom¢ vySe zminéné linie DxG, u které pretrvaval problém ve vyvoji. Nejvyssi detekované
mnozstvi MMP1 bylo zaznamendno u manifestujici linie AxG, zaroven tato linie vykazovala

statisticky priikazné rozdily oproti vSem ostatnim liniim. Linie EXG se oproti kontrolni linii

nelisila (Obr. 38, 39).

AXG ExG AxJ Ex) DxJ K

Obr. 38. Analyza MMP1 (Matrix metaloproteinaza 1) pomoci metody Western Blot u mladych jedinct

(5 dni) Drosophila melanogaster, odpovidajici band oznaéen Sipkou.

41



MMP1, stafi 5 dni
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Obr. 39. Analyza mnozstvi MMP1 a velikosti bandu jednotlivych linii mladych jedincd (5 dni)
Drosophila melanogaster. Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti byly testovany

jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnanim a jsou oznacCeny

riznymi pismeny nad jednotlivymi sloupci.

Nasledné jsme detekovali mnozstvi MMP1 také u vSech linii starych jedincii (30 dni)
Drosophila melanogaster kromé vy$e zminéné linie DxG. Oproti mladym jedincim zde
nebylo nejvyssi detekované mnozstvi proteinu u manifestujicich linii, ale u linii, které by mély
slouZit do jisté miry jako kontrolni. U linie ExG bylo zaznamenéno statisticky prikazné vyssi

mnozstvi MMP1 nez u linie kontrolni. VSechny testované linie se u starych jedincii vzajemné

statisticky lisily (Obr. 40, 41).
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Obr. 40. Analyza MMP1 (Matrix metaloproteinaza 1) pomoci metody Western Blot u starych jedinci
(30 dni) Drosophila melanogaster, odpovidajici band oznac¢en Sipkou.
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Obr. 41. Analyza mnozstvi MMP1 a velikosti bandu jednotlivych linii starych jedinc (30 dni)
Drosophila melanogaster. Statisticky vyznamné rozdily na 5 % hladiné vyznamnosti byly testovany

jednocestnou analyzou variance (ANOVA) s Tukeyho mnohonasobnym porovnanim a jsou oznaceny

riznymi pismeny nad jednotlivymi sloupci.

Pro srovnani mnozstvi dané endopeptiddzy MMP1 v zavislosti na stafi byly vytvoreny grafy,
které porovnavaji mladé a staré jedince vzdy v dané linii. U vSech testovanych linii byl,

zaznamenam statisticky prikazny nartst u starych jedinca (Obr. 42).

MMP1 5d x 30d
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\%;XG%& ) Exgj %1 A;Q; ) Ex?b ) Dx?] i Wf:
I |

Obr. 42. Srovnani mnozstvi MMP1 a velikosti bandu u mladych (5 dni) a starych (30 dni) jedinci
Drosophila melanogaster. Statisticky vyznamné rozdily mezi mladymi a starymi jedinci jedné linie,
byly testovany pomoci neparového t-testu na 5 % hladiné vyznamnosti a jsou oznaceny riznymi

pismeny nad jednotlivymi sloupci.
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5. Diskuze

Octomilka obecna, Drosophila melanogaster, je jednim znejznaméj$im a nejvice
vyuzivanych modelovych organismii ve vyzkumu. Mezi nejvétsi vyhody tohoto druhu patii
kratkd generacni doba, financn€ nenaro¢ny chov, ale také jednoducha pfiprava rtiznych
mutantnich linii, a v neposledni fad¢ je znam kompletni genom Drosophila melanogaster
(Adams et al., 2000). Diky témto poznatkiim mtzeme provadét rizné genetické pokusy, které
lze nasledné interpolovat na lidskou populaci. Z hlediska lidskych neurodegenerativnich
onemocnéni pfinesla kompletni znalost genomu octomilky D. melanogaster nové moznosti
zkoumani téchto onemocnéni a jejich dusledkd. V lidském genomu se nachdzi ptiblizné sto
gend, které maji pfimy vliv na specificka lidska onemocnéni, 75 % z nich mé analog u jedinct
Drosophila melanogaster (Rubin et al., 2000; Reiter et al., 2001). Podle Svétové zdravotnické
organizace, The WHO, pfedstavuji do budoucna lidska neurodegenerativni onemocnéni jeden
z nejvétsich problémi dopadajicich na lidskou populaci (Janca et al., 2006) a je velmi dilezité
zjistit o nich co nejvice informaci. Proto jsme se v této praci zaméfili na to, jakym zptisobem
se projevi neurodegenerativni onemocnéni spinocerebelarni ataxie typu 1 u mutantnich linii
Drosophila melanogaster, u kterych by mélo dochazet k produkci nadmérného mnozstvi
ataxinu — 1. Ziskané poznatky by bylo mozné nasledné vyuzit pravé ve zkoumani dopadu

tohoto onemocnéni na lidskou populaci.

Mutantni linie manifestujici spinocerebelarni ataxii typu 1 byly vytvoieny pomoci bindrniho
systému GAL4/UAS. Tento systém umoznuje vytvorfit transgenni linie, které obsahuji tkanove
specificky promotor s navazanym transkripénim faktorem kvasinek GAL4. Nasledné dochézi
ke ktizeni GAL4 samic se samci, ktefi maji pozadovany gen spojeny s kvasinkovou upstream
aktivac¢ni sekvenci — UAS. Timto zplsobem jsou ziskani potomci, ktefi regulovatelné
exprimuji gen sledovaného onemocnéni, a to pouze v konkrétnich tkanich (Brand and
Perrimon, 1993; Brand and Dormand, 1995). Tento systém je hojn€ vyuZivan pravé k tvorbé
mutantnich linii ve spojeni s neurodegenerativnimi onemocnénimi a jejich dopadu na fenotyp
octomilky D. melanogaster, jak ukazuji n€které prace zabyvajici se spinocerebelarni ataxii
(SCA3 — Li et al., 2008; SCA1 — Fernandez — Funez et al., 2000; SCA7 — Latouche et al.,
2007).

Neurodegenerativni onemocnéni SCAL1 je spojené s negativnim dopadem na pohyblivost a
Spatnou koordinaci pohybu (Zoghbi and Orr, 2009; Rossi et al., 2014), které progreduje
s v€kem. Proto jsme zkoumali, do jaké miry dojde k ovlivnéni mobility u jedincti Drosophila
melanogaster v souvislosti se spinocerebelarni ataxii typu 1, ale také se stafim. Vysledky
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tykajici se mobility jedincli v mé praci potvrdily, Ze se pohybova schopnost s vékem snizuje
mirné u kontrolnich jedincii, ale mnohem vyraznéji u linii mutantnich, tedy manifestujicich
toto onemocnéni. Tento test byl provadén pomoci metody RING assay, kterd byla vytvotena
a popsana v praci Gargano et al. (2005). V této praci se zabyvali mimo jiné mobilitou jedinct
rizného stari (konkrétné 1 tyden a 4 tydny), kdy u starSich jedinct se pohybové schopnosti
samct Drosophila melanogaster snizily téméi dvojnasobné (pro kontrolni linie wild-type).
V préci Li et al. (2008) zkoumali dopad spinocerebelarni ataxie typu 3 na mobilitu kontrolnich
(SCA3trQ27) i manifestujicich linii (SCA3trQ78cac a SCA3trQ78caasc) pro stafi 1 den a 12
dni. V této praci se zaméfili na to, jaké procento jedinci nepiekona pfedem stanovenou
vzdalenost (vyjadfeno v % neutspéchu). Ze ziskanych dat byl patrny pouze maly rozdil
Vv procentu neuspésnosti v mobilité¢ kontrolnich linii v z&vislosti na stafi, oproti tomu u linii
exprimujicich ataxin-3 se tato procentualni neuspésnost zvysSila téméf Ctyfndsobné, coz
znamena, ze mobilita danych jedincti se ¢tyrikrat snizila (Li et al., 2008). Podobné vysledky
jsem ziskala i ve své praci, kdy u mutantnich linii manifestujicich SCA1 ve vysce 7 cm/10 s
byl zaznamenan pokles mobility ctyindsobné pro AxG a trojnasobné pro DxG, a to v zavislosti
na stafi (5 dni a 30 dni). Zarovent u manifestujicich linii starych jedinct byl zaznamenan
vyrazny pokles mobility viici kontrolnim liniim (pro AxG téméf 4x), coz potvrzuje, Ze se u

manifestujicich linii skute¢né s vékem projevuje negativni dopad na pohybovou aktivitu.

O dopadu neurodegenerativniho onemocnéni spinocerebeldrni ataxie typu 1 na manifestujici
linie svédci také vysledky z kiivek preziti (tzv. Longevity, Survival curve) a vypocitany
mediadn preZziti. Jak vyplynulo z praci zabyvajicich se riznymi typy spinocerebelarni ataxie,
mél by se median pfeziti u manifestujicich linii zkracovat, jelikoz pravé SCA u clovéka
zkracuje délku zivota (Zoghbi and Orr, 2009; Kang and Hong, 2009). U spinocerebelarni
ataxie typu 7 byl u manifestujicich linii exprimovan ATXN7T — 102Q. U téchto linii byl
zaznamenan median preziti 19.6 dne, oproti tomu u kontrolnich linii dosahoval median
hodnoty 43.6 dne (Latouche et al., 2007). Pro spinocerebelarni ataxii typu 3 byl zkouman vliv
mutantnich linii nejen s expandovanymi CAG triplety (SCA3trQ78cac), ale také s CAA
triplety (SCA3trQ78caaic). Median pieziti pro CAG mutantni linii byl 14.5 dne, u CAA linie
byl medidn 25 dni. Median pfeziti pro kontrolni linie z publikovanych dat nelze urcit, ale
S jistotou nabyval hodnoty vys$si nez 34 dni (Li et al., 2008). Pro spinocerebelarni ataxii typu
1 byl v praci Barclay et al. (2014) zaznamenan krat$i median pfeziti pro manifestujici linie
vV porovnani s kontrolni linii. Trend zkracovani délky Zivota, a tedy medianu pteziti se u

nékterych manifestujicich linii potvrdil také v této praci. Median pteziti pro linii AXG byl 23
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dni a pro ExG 36 dni. U kontrolnich jedinct tento median dosahoval hodnoty 54 dni. U linie

DxG nebyl zaznamenan rozdil v medianu pteziti oproti kontrolni linii (w1118).

Dal8im znakem spojenym s neurodegenerativnimi onemocnénimi jsou specifické zmény na
mozku, které se projevuji vakuolizaci v postizené oblasti. Tyto zmé&ny piimo souvisi
s ubytkem mnozstvi neuronii a naruSenim jejich funkce, coz méd za nasledek vznik
psychickych a neurologickych poruch. Typ vzniklého neurodegenerativniho onemocnéni
zavisi na lokalizaci poskozenych neuront. Spinocerebeldrni ataxie typu 1, kterd byla
pfedmétem zkoumdni v této préci, souvisi s poSkozenim mozkové tkané v motorickych
centrech. U manifestujici linie AXG byla v oblasti AMMC zaznamendna nejvyraznéjsi
vakuolizace. Spinocerebeldrni ataxie typu 1 je onemocnéni, které se s pribyvajicim vékem
zhorsuje, mélo by tak dochazet u starych jedincti modelového druhu Drosophila melanogaster
K vyraznéj$im zménam. Pritomna vakuolizace byla sledovana pomoci konfokalni skenovaci
mikroskopie. Potvrdil se fakt, ze se stdfim dochdzi u manifestujicich linii k poSkozeni
mozkové tkané ve vétsi mite. To dokazuje také prace Li et al. (2008), ve které zkoumali dopad
spinocerebelarni ataxie typu 3 na mozkové struktury a ptitomnost neurodegenerativnich zmén
vV podobé¢ vakuolizaci. V této praci se zamétili pouze na staré jedince (35 dni), u kterych se
potvrdila ptfitomnost vakuol na vice mistech v mozku. Vakuolizace neni spojend pouze
S onemocnénim spinocerebelarni ataxie, ale vyskytuje se také u jinych neurodegenerativnich
onemocnéni. U  Alzheimerovy choroby byl popsan cetny vyskyt mozkovych
neurodegenerativnich zmén v podobé vakuolizace u 30dennich jedinci Drosophila
melanogaster (Lee et al., 2017). Dalsim onemocnénim, u kterého byl popsan vyskyt
vakuolizaci mozkové tkané€, je demence. V praci Marcora et al. (2014) se pravé touto
problematikou zabyvali a zjistili, Ze u transgennich linii Drosophila melanogaster, které by
mély exprimovat AB42x2, dochazelo k projeviim neurodegenerace ve formé vzniku vakuol,
oproti tomu u kontrolni linie BRI> — 23x2 k témto zménam nedochazelo. V moji praci se
potvrdilo, Ze skute¢né dochéazi k poSkozeni mozkové tkdné u linii manifestujicich SCAI,
zejména u linie AXG, a to vyraznéji u starych jedincii. Zajimavym zjisténim je, ze tyto zmény
byly v mensi mife pozorované i u mladych jedinct, coz ve vyse zminénych pracich testovano
nebylo. Toho by se dalo potencialné vyuzit pti hledani novych zptisob snizeni miry poskozeni

mozku u lidi v ¢asném stadiu onemocnéni.

Pii vzniku neurodegenerativniho onemocnéni dochazi v organismu ke specifickym tkanovym
zméndm, ale také ke zmeéné miry exprese riznych genl. Zaroveil je béhem progrese téchto

onemocnéni organismus vystaven fyziologickému stresu. Béhem téchto procesi se uplatiiuji
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mimo jiné také matrix metaloproteinazy. Jednd se o tkanové specifické Zn?* zavislé
endopeptidazy, které se uplatiiuji pii riznych fyziologickych a patologickych procesech —
cirkadianni rytmy, ovulace, remodelace tkani, buné¢éna proliferace, ale také v procesech
spojenych s riznymi onemocnénimi (Page-McCaw, 2008). Tyto endopeptidazy jsou piisné
regulovany bc¢hem transkripcnich i posttranskripénich Uprav. Funkce MMPs spociva
v regulaci bunécné signalizace a degradaci extracelularni matrix proteini. MMPs jsou
nezbytné také pfi intracelularnich remodelacich, ale jejich funkce v téchto procesech a role pii
poskozeni CNS neni zcela zfejma (Sinha et al., 2014). U ¢lovéka se nachazi ptiblizné 23
raznych MMPs oproti tomu u Drosophila melanogaster se vyskytuji dva druhy MMP, a to
konkrétné MMP1 a MMP2 (Llano et al., 2002), které jsou kodovany stejné oznaCenymi geny.
Proto jsme se v této praci zaméfili na sledovani zmén genové exprese téchto konkrétnich genti
ve spojeni s neurodegenerativnim onemocnénim SCA1. Pokud je organismus Drosophila
melanogaster vystaven abnormalnimu stresu, mélo by dochazet k vyrazné&jsi expresi MMP
genu (Wen et al., 2020). K hypotéze, ze by pravé MMP mohly byt zapojeny pii tomto druhu
onemocnéni, nas vedla spoluprace mé Skolitelky s americkymi univerzitami, kde se zabyvali
vyznamnou roli MMPs pfi onemocnénich CNS a jejich prace byla neddvno pfijata do tisku
(Hearst et al. 2021). V nasi praci se u mladych jedinct (5 dni) tento trend nepotvrdil, naopak
dochazelo k vyssi produkei u linii, které slouzi do jisté miry jako kontrolni (AxJ, ExJ a DxJ).
Moznym vysvétlenim by u mladych jedincii mohla byt teprve pocinajici neurodegenerace,
kterd se neprojevi na genové urovni. U starych jedincl jiz dosahovali manifestujici linie
nejvyssi miry relativni genové exprese téchto gent. Jednim z cilll v této praci bylo ovéfit dva
specifické sety primerit ADMMP1 2 a BAMMP, 2, abychom zjistili, ktery z nich bude vykazovat
prokazatelngjsi vysledky. Vzhledem k tomu, ze SCAI1 je spojend s nadmérnou produkci
ataxinu-1, byla dale pomoci kvantitativni RT-PCR kvantifikovana exprese ataxinu-1. V praci
Del Cafio Espinel et al. (2015) testovali expresi hAtXN1 u mladych jedinct (5-6 dni), ato u
linie kontrolni (gmr>+) a u mutantni linie (gmr> hAtXN1829). Zaznamenali zde &tyfnasobny
nartst U mutantni linie oproti kontrole. V nasi praci se tento trend potvrdil, u manifestujicich
linii doslo k mnohonasobnému nartstu relativni genové exprese oproti kontrole, u linii, které
slouzily do jisté miry jako kontrolni, dochazelo jen k minimalni amplifikaci tohoto produktu.
Zajimavé je zde 1 srovnani mladych a starych jedinct u manifestujicich linii, kdy doslo ke

sniZeni relativni genové exprese dvacetkrat u linie AxG a desetkrat u linie ExG.

Dalsi metodu, kterou jsme pouzili k charakterizaci ndmi vytvotfenych linii drozofil a kterou

1ze ovéfit dopad neurodegenerativniho onemocnéni SCA1 na organismus, je pravé Western
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Blot. Na zaklad¢ této metody jsme mohli uréit a kvantifikovat mnozstvi vySe zminéné
endopeptidazy matrix metaloproteindzy 1 u nami sledovanych linii. Vzhledem k tomu, Ze i pfi
poranéni mozku je detekovatelné vyssi mnozstvi MMP1 (Purice et al., 2017), ocekavali jsme
v na$i praci navySeni pravé u manifestujicich linii. U jedinch téchto linii dochézi
k neurodegenerativnim zménam na mozku, které narusuji jeho kompaktni strukturu. U
mladych jedinct (5 dni) bylo zaznamenéano skute¢né nejveétsi mnozstvi MMP1 u linie AxG,
kterd manifestuje SCA1. U starych jedincii (30 dni) byly zaznamenany pouze mirné vyssi

hodnoty u linie ExG vii¢i kontrolni linii.

Hlavnim cilem této prace bylo vytvofit linie drozofil manifestujici SCA1 a charakterizovat
predevs§im fyziologické zmény u Drosophila melanogaster zpusobené timto
neurodegenerativnim onemocnénim a optimalizovat metody molekularni biologie
(kvantitativni real — time PCR, Western Blot), jejichz podrobngjsi analyza a upiesnéni bude

predmétem navazujici magisterské prace, spolu s analyzou dat z konfokalni mikroskopie.
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6. Zaver
V této praci jsem se zaméfila na vytvoreni linii drozofil, které by mély vykazovat symptomy

onemocnéni spinocerebelarni ataxie typu 1 (SCAL). Vytvofila jsem tii linie (AxG, ExG, DxG),

které¢ znamky tohoto onemocnéni skutecné vykazovaly, dalsi tfi linie (AxJ, ExJ, DxJ), které

slouzily jako kontrolni k liniim manifestujicim toto onemocnéni, a to vSe bylo srovnavano

S hodnotami namétenymi pro kontrolni linii wl118. Charakterizace vSech téchto linii, a to 1

s ohledem na vék jedinct, byla uskute¢néna pozorovanim zmén souvisejicich s mobilitou,

délkou ptezivani, vakuolizaci mozkové tkan€, zménami V genové expresi a detekci

konkrétnich proteind. Ze ziskanych dat vyplyva:

1.

Mobilita testovana metodou RING assay se u manifestujicich linii zhorSuje, a to
vyraznéji u starych jedinci (30 dni).

U manifestujicich linii dochazi ke zkraceni délky zivota.

U manifestujici linie AxG dochazi ke vzniku vakuolizaci v oblasti motorickych center
(AMMC), u starych jedinct jsou viditelné prokazatelné vyraznéjsi neurodegenerativni
zmény. Dalsi linie jsou stale pfedmétem zkoumani, vysledky budou soucasti navazujici
magisterské prace.

Relativni genova exprese MMP1 a MMP2 se 1isi v zavislosti na dané linii a pouzitém
primeru. Pro hAtXN1 byly zaznamenany statisticky vysoce prukazné rozdily mezi
manifestujicimi a kontrolnimi liniemi. Zaroven byl zaznamenan vysoky nartist exprese
hAtXNT1 u starych jedinct (30 dni).

U starych jedincii (30 dni) bylo pomoci metody Western Blot detekovano mnohem

vétsi mnozstvi MMP1 nez u mladych jedinct (5 dni) napti¢ vSemi liniemi.
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7. Seznam pouzitych zkratek

AMMC
BCA
CAG
cDNA
CNS

Ct
dMMP1
dMMP2
DNA
hAtxN1
Mbp
MMP1
PBS
PCR
PNS
PVDF
RING
RNA
rp49
gRT-PCR
SCA
SDS

antenalni mechanoreceptory a motoricka centra
bicinchoninic acid assay
cytosin-adenin-guanin

komplementarni deoxyribonukleova kyselina
centralni nervova soustava

prahova hodnota/prahovy cyklus

gen pro matrix metaloproteinazu 1

gen pro matrix metaloproteinazu 2
deoxyribonukleova kyselina

gen pro ataxin-1

milion parti bazi

matrix metaloproteinaza 1

ptenosovy pufr Phosphate Buffered Saline
polymerazova fetézova reakce

periferni nervova soustava

polyvinylidene difluorid

Rapid iterative negative geotaxis
ribonukleova kyselina

ribozomalni protein 49

kvantitativni reverzni transkriptdzova polymerazova fetézova reakce
spinocerebelarni ataxie

sodium dodecyl sulfat
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