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Anotace:

Adenosin je dulezitou signalni molekulou v mnoha fyziologickych procesech u mnoha rozlicnych
organismU. Aberantni regulace hladiny této molekuly vede k nejriznéjsim patologickym efektlim,
jako je napfriklad tézka imunodeficience u ¢lovéka. V minulych letech byl vytvoren geneticky model
pro zkoumani Gcink adenosinu na octomilce (Drosophila melanogaster) a pomoci tohoto modelu byl
zapocat rozsahly geneticky skrining na geny, modifikujici odpovéd na vysokou hladinu adenosinu.
V této prdaci jsou prezentovany dilci Gkoly v ramci tohoto skriningu, které zahrnuji detailnéjsi analyzu
vybranych oblasti, které byly identifikovany timto skriningem jako oblasti obsahujici dominantni
supresory fenotypu spojeného se zvySenou hladinou adenosinu. Prvnim ukolem bylo vytvoreni kratsi,
molekularné definované delece vramci plvodné objevené vétsi delece. Druhym udkolem bylo
otestovani supresorovych uUcinku jiz existujici kratSi delece. Tretim ukolem bylo provéreni ulohy
potencidlniho supresoru, coZ zahrnovalo ovéreni pozic P-elementll, které tento gen zasdhly a
otestovani ucink( téchto inzerci. Poslednim ukolem pak bylo zaklonovani sekvence pro tvorbu préby,
ktera by méla byt vyuzita pro charakterizaci exprese tohoto genu.

Adenosine is an important signaling molecule in various physiological processes in many different
organisms. Dysregulation of the level of this molecule leads to many pathological consequences as
Severe Combined Immunodeficiency in humans. Recently a genetic model using fruit fly Drosophila
melanogaster was established to study effects of adenosine in this organism and a genetic screen for
genes modifying the effects of heightened adenosine was started. This work presents partial tasks in
this screen which include detailed characterization of selected regions which were identified as
dominant suppressors of the phenotype associated with heightened adenosine. First task was to
produce a smaller, molecularly defined deletion in range of originally identified bigger deletion.
Second task included a testing of already existing smaller deletion for the suppressing effects. In the
third task, a role of potential suppressor was further analyzed which included a verification of
P-element insertions in this gene and their testing for suppressing effects. In the last task, the
sequence for making a probe to characterize the expression of this gene was cloned.
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1. UvoD

1.1. Adenosin

Adenosin (Ado) je endogenni purinovy nukleosid s mnoha funkcemi v organismu,

tvoreny adeninem navazanym na cukr ribézu B-N9-glykosidickou vazbou.
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Obr. 1: Struktura adenosinu

Je stavebni slozkou nukleovych kyselin (intracelularni adenosin) a signalni molekulou
vné buriky. Ve formé adenosin trifosfatu (ATP) a adenosin difosfatu (ADP) se Uéastni pfenosu
energie, cyklicky adenosin monofosfat (cCAMP) je signdlni molekulou. Extracelularni adenosin
plsobi vyznamné v regulaci rlznych procesq, jeho funkce se méni podle mista plisobeni: je
neuromodulatorem (Dunwiddie & Masino, 2001), ovliviiuje vazokonstrikci a vazodilataci,
srde¢ni rytmus, funkci iontovych kanall, uvolfiovani hormon(, podili se na regulaci
homeostaze, bunééného déleni, apoptdzy, imunitni odpovédi ¢i zanétu. Také se uplatiuje
jako stresovy hormon, ktery je uvolfiovan v okoli imunitnich bunék béhem systémového i
bunééného stresu (Hasko et al., 2002), napriklad pfi hypoxii (Buck, 2004) nebo v dasledku
pUsobeni specifickych zdnétlivych stimull (Bodin & Burnstock, 1998). Jeho hlavnim zdrojem
béhem systémové aktivace stresové odpovédi je sympatickd nervova soustava (Sperlagh et
al.,, 2000). Adenosin reguluje bunécné funkce prostrednictvim navdzani na receptory
sprazené s G-proteiny (u savcll Al, A2a, A2b a A3), které reguluji koncentraci cAMP v burice
(Latini & Pedata, 2001).

Hlavnim zdrojem extracelularniho adenosinu je postupnd defosforylace ATP a ADP
pomoci enzymu CD39 - NTPDase (The ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase),
defosforylace vzniklého AMP je stejné jako u AMP uvnitf bunky katalyzovana
5’nukleotiddzou (Latini & Pedata, 2001). Mezi dalsi zdroje patfi napriklad degradace

nukleovych kyselin z bunék, které prodélaly apoptézu, hydrolyza S-adenosylhomocysteinu



(SAH) SAH hydrolazou nebo rozklad cAMP (Hershfield et al.,, 1985). Soucasné s tvorbou
adenosinu probihd také jeho pfeména: fosforylace katalyzovand adenosin kinazou (AK), pfi
které vznikd AMP, a deaminace katalyzovand adenosin deamindzou (ADA), pfi které vznika
inosin (Latini & Pedata, 2001). ADA rovnéz katalyzuje deaminaci 2‘-deoxyadenosinu (dAdo)
na 2‘-deoxyinosin (Hershfield & Mitchell, 2001). dAdo je produktem rozpadu nukleovych

kyselin po apoptdze a je cytotoxicky.

1.2. Adenosin deaminaza a dusledky jeji ztraty

Adenosin deamindza je enzym pfitomny ve vSech organismech, ktery katalyzuje

ireversibilni deaminaci adenosinu a deoxyadenosinu na inosin, respektive deoxyinosin.

Obr. 2: Struktura adenosin deaminazy

V lidskych burikdch se ADA vyskytuje jako monomer v cytosolu, ale také jako ,ekto-
ADA" navdzana na membranovy glykoprotein CD26/dipeptidyl peptidazu IV - tato forma
nejspis reguluje hladinu extraceluldrniho adenosinu (Richard et al., 2002). Nejvétsi mnozstvi
ADA je u lidi vlymfatickych tkanich. Vrozena absence ADA zpUsobuje u clovéka asi 20%
z tézkych imunodeficienci ,Severe Combined Immunodeficiency Disease” (SCID) (Aldrich et
al., 2000), spojenou s vyraznym Ubytkem tfi hlavnich kategorii lymfocyt(i: T a B lymfocytl a
bunék NK (natural killers), coz vede ke sniZzené imunité a snizené produkci imunoglobulint
(Buckley et al., 1997). ADA deficience je doprovazena zvysenim hladin Ado a dAdo, cozZ jsou
biologicky aktivni puriny, které ovlivAuji fyziologii buriky. Bez zdsahu postiZzeny jedinec umira
béhem prvnich mésicd Zivota. Pfesny molekularni mechanismus SCID neni znam, nejspis
dochazi k tomu, Ze akumulace Ado a dAdo (substrattl ADA) narusuje vyvoj lymfocytd.

Deaminazy se daji rozdélit do dvou skupin: (1) klasické ADA v savc¢ich bunkach a

sekvencné podobnd Ada u Drosophily, u niz se ovsem nepodatilo prokazat ADA aktivitu



(Zurovec et al., 2002) a (2) produkty genli zpodrodiny CECR1 u clovéka a ADGFs u

Drosophily.

1.3. ADGFs (Adenosine Deaminase Related Growth Factors)

U Drosophily melanogaster byla objevena skupina Sesti gen(, sekvenéné podobnych
CECR1 podrodiné (Zurovec et al., 2001), jejichZz produkty jsou mitogenni (stimuluji bunécné
déleni) a nejméné dva z nich (ADGF-A, ADGF-D) maji silnou ADA aktivitu, nezbytnou pro
jejich mitogenni funkci. ADGFs in vitro stimuluji bunécny rlst vyCerpanim extracelularniho
adenosinu (Zurovec et al., 2002), ktery je pro déleni bunék negativnim signalem. Nejhojnéji
exprimovany je ADGF-A.
1.3.1 adgf-a mutantni fenotyp

Homozygotni mutace v ADGF-A (gen CG5992, Ill. chromozom) se projevuje zvySenim
hladin Ado a dAdo v larvalni hemolymfé. Tento mutant, oznaCovan adgf-a, byl ziskan
homologni rekombinaci (Dolezal et al., 2003). Mutace ma fadu projevu (Dolezal et al., 2003):

- zvySena letalita vSech vyvojovych stadii - zakukli se méné nez 30% jedinca - kukly

malo nebo vibec evertované, zahnuté, casto prilepené bokem, dospélosti dosahuje

méné nez 2% - dospélci jsou drobni, brzy po vylihnuti umiraji

- zpomaleni vyvoje

- tvorba melanotickych tumord, hlavné v kaudalni ¢asti téla

- redukce az rozpad tukového télesa

- abnormalni vyvoj hemocyt(:

- ve 3. larvalnim instaru dochazi k rozpadu lymfatickych Zlaz a uvolnéni hemocytl do

hemolymfy

- zvySeni jejich poctu na konci larvdlniho vyvoje (asi 7x vice nez u jedince s funkéni

ADGF-A)

- pfiblizné 7% z hemocytl jsou lamelocyty (velké ploché buriky), které se v obéhu za

normalnich podminek nevyskytuji (Lanot et al., 2001)

adgf-a mutace, respektive zvySena koncentrace adenosinu, tedy vede k diferenciaci a
uvolnovani hemocytl, rozpadu tukového télesa a zaroven ke zpozdéni vyvoje a bloku

kuklent.



Drosofili mutant v genu ADGF-A je vhodnym genetickym modelem ke studiu efekt(
adenosinu v organismu diky nékolika vyhodam: dobfe popsané projevy mutace, jednoduchy
vyvoj a fyziologie, fada genetickych ndstroji pro praci in vivo. Tento model byl vyuzit pro
hledani gen(, modifikujicich uc¢inky mutace adgf-a, resp. zvySené hladiny adenosinu, tedy
gendq, které néjakym zpUsobem interaguji s odezvou na adenosin. K tomuto ucelu byl pouzit
geneticky skrining na dominantni supresory adgf-a fenotypu v podobé deleci, které
v heterozygotnim stavu (deletuji nékdy velky pocet gent) potlacuji fenotypové projevy
adgf-a mutace (viz. také schéma na Obr. 6). Testovany byly delece na chromozomu X a Il

z ,Bloomington  deficiency  kit“  (http://flystocks.bio.indiana.edu/Browse/df-dp/dfkit-

info.htm) a byly identifikovany ndsledujici oblasti (Dolezal, nepublikovano):

Supresorova delece Chromozomalni lokalizace
Df(1)ED7294 13B1-13C3
Df(1)Exel9050 10D5-10D6
Df(1)Exel6239 5F2-6B1
Df(1)Exel6255 20A1-20B1
Df(2L)dp-79b 22A2-3;22D5-E1
Df(2L)E110 25F3-26A1;26D3-11
Df(2L)C' h35;h38L
Df(2R)en30 48A3-4;48C6-8
Df(2R)robl-c 54B17-C4;54C1-4
Df(2R)Px2 60C6;60D9--10
Df(2R)ES1 60E6-8;60F1-2

Tab. 1: Dosud zjisténé oblasti, v nichz jsou geny modifikujici adgf-a fenotyp
Prekryvem dvou deleci v oblasti Df(2R)robl-c byla vymezena mensi oblast se
supresorovym efektem, kterd obsahuje 5 genli: mthi3 > CG10764 > CG34192 > robl >
CG14478 (Zuberova & Dolezal, 2007).


http://flystocks.bio.indiana.edu/Browse/df-dp/dfkit-info.htm
http://flystocks.bio.indiana.edu/Browse/df-dp/dfkit-info.htm

2. CILE PRACE

Ukoly této bakalaFské prace jsou soucasti projektu ,,Ulohy extracelularniho adenosinu
pfi krvetvorbé a vrozené imunité za pouziti drozofily jako modelu pro studium téchto uloh in
vivo, jehoZ hlavnim fesitelem je Mgr. Tomds Dolezal, a to konkrétnéji v ¢asti genetického
skriningu pro dominantni supresory adgf-a fenotypu, na kterém pracuje v ramci své Ph.D.
dizertace Mgr. Monika Zuberova. V ramci tohoto projektu jsem se podilela na nasledujicich
ukolech:

(1) Vytvoreni molekuldrné definované delece, kterd by se ¢astecné prekryvala s

plvodné nalezenou supresorovou deleci Df(1)Exel62389.

(2) Otestovani molekularné definované mikrodelece Df(2L)EXel7024, kterd se nachazi

voblasti plvodné nalezené, molekularné nedefinované supresorové deleci

Df(2L)E110, na supresorové ucinky.

(3) Ovéreni pozice P-elementovych inzerci a testovani jejich supresorovych ucinkl

v oblasti plvodni supresorové delece Df(2R)robl-c.

V rdmci téchto tfi ukoll byla tedy cilem detailni analyza vybranych nasledujicich

deleci, které byly plivodné nalezeny v genetickém skriningu:

Delece Chromozomdlni lokalizace
Df(1)Exel6239 5F2-6B1
Df(2L)E110 25F3-26A1;26D3-11
Df(2R)robl-c 54B17-C4;54C1-4

Tab. 2: Zkoumané oblasti

(4) Priprava proby pro analyzu exprese genu CG14478 pomoci in-situ hybridizace.



3. METODICKY PRiSTUP

Identifikaci gen(l jsem provadéla dele¢nim a inzerénim skriningem. PouZivala jsem tfi
rdzné postupy:
(1) Vytvareni vlastnich molekularné definovanych mikrodeleci - pomoci P-element(

(postup DrosDel - podrobné informace na www.drosdel.org.uk).

(2) Poutziti mensich, molekularné definovanych deleci nachazejicich se ve zkoumané
oblasti - s pouZzitim delecnich kit z Bloomingtonského stockového centra.

(3) Testovani namapovanych P-elementovych inzerci v konkrétnim genu.

(1) Pfi tvorbé delece postupem DrosDel byly pouZity dva P-elementy, vici sobé
posunuté, a flipdza (FLP rekombindza), kterd rozeznd FRT sekvence na koncich P-element(.
Flipdza byla pod heat-shock promotorem. P-elementy obsahovaly mini-white gen (gen pro
¢ervenou barvu oci) a navzajem se lisily pozici FRT sekvenci. Vlastni molekularné definované
delece se tvori pomoci dvou krok(, kdy se nejdfive upravi specialni P-elementy, inzerované
ve vybranych pozicich (FLIP-OUT) a ve druhém kroku se pak rekombinuji za vzniku delece,
oznacené mini-white markerem (FLIP-IN):

FLIP-OUT - rekombinaci mezi dvéma FRT sekvencemi se odstrani jedna ze dvou ¢asti
mini-white genu => v P-elementu zUstane jen druha ¢dst a jedna FRT sekvence ; burky
sitnice, ve kterych doSlo k rekombinaci, jsou bilé => vznikd mozaika; z gamet s nelplnym

mini-white genem vzniknou mouchy s bilyma o¢ima:
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Obr. 3: Princip FLIP-IN: Trojuhelniky = 5“ a 3‘ konce elementu; obdélniky = 5 a 3‘ exony mini-white

genu; Sipky = FRT sekvence (cilova mista pro flipazu)


http://www.drosdel.org.uk/

v vz

FLIP-IN - rekombinaci mezi dvéma FRT sekvencemi se spoji obé ¢asti mini-white genu
=> bunky sitnice, ve kterych doslo k rekombinaci, jsou cervené; z gamet se znovusloZzenym

mini-white genem vzniknou mouchy s ¢ervenyma ocima:
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Obr. 4: Princip FLIP-OUT

(3) Dale byly pro hledani supresorovych gen( pouzity vybrané P-elementové inzerce:

P-elementy jsou transponovatelné elementy Drosophily melanogaster o délce
2907bp. Patfi mezi transpozony Il. skupiny, pro jejichz pohyb v genomu je nutnd transponaza
(I. skupina = retrotranspozony). Autonomni P-elementy obsahuji 4 exony pro syntézu funkéni
transponadzy, 31 bp dlouhé invertované terminalni repetice a cilové sekvence 8bp (nutné pro
vystfizeni a zaclenéni transpozonu do chromozomu). Non-autonomni postradaji
transpondzovou aktivitu - jejich pohyb vyzaduje jiny zdroj transpondazy v genomu.

2,7kb

31bp transponaza 31bp

43—{ Exon0 | Exon1 |- Exon2 | Exon3 }—ﬂb—

reportérovy gen transponaza A 2-3
*—] Exon 0 | Exon1 | Exon2+Exon3 I—’//’/ﬁ
exprese ve vSech M transpozice
bunkach

transpozice P(lacW)
Obr. 5: Princip transpozice P-elementu
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P-elementy byly vyuZity pfi projektech vytvareni jejich nahodnych inzerci do genomu,
pfi nasledném skriningu byly hledany urcité zajimavé fenotypy. Z téchto projektd jsou dnes
uchovavany v centrech (Szeged, Bloomington, DrosDel, Exelixis) tisice linii charakterizované
fenotypem nebo mistem inzerce. Pfesnd sekvence mista, kde doslo kinzerci, se zjistuje

pomoci inverzni PCR (http://www.fruitfly.org/about/methods/inverse.pcr.html).

Pfi dele¢nim skriningu jsem sledovala, zda dochazi k potlacovani mutantniho
fenotypu (adgf-a). Pro sledovani jsem si vykfizila mouchy heterozygotni pro deleci nebo

P-element a homozygotni v adgf-a:

Go: Del / P—element Sco . adgf-a
o Cyo Cyo—ubi—GFP ’ TM3—Ser—GFP
G- Del / P—element + Sco .adgf-a
I " Cyo-ubi—GFP ’ TM3—Ser—GFP Cyo—act—GFP’ TMe6B
Go: Del / P—element adgf—-a adgf—-a
2 "Cyo-act—-GFP ’ TM3—-Ser—GFP TM3—Ser—GFP

Del /P—element adgf-a
+ "adgf-a
Obr. 6:KfiZeni pro pfipravu mouchy heterozygotni pro deleci nebo P-element a homozygotni v adgf-a

Jako negativni kontrolu jsem pouZivala samotného adgf-a mutanta, jako pozitivni
kontrolu heterozygota pro adgf-a - vyviji se stejné jako wild-type. U pozitivni kontroly
dochazelo ke kukleni po 5 dnech od nakladeni, provadéla jsem pocitani kukel a dospélcli u
kontrol a zkoumanych much. Zkoumala jsem tedy letalitu, ddle jsem u nékterych much
sledovala vyskyt melanotickych tumord, rozpad tukového télesa a pocet hemocytl (krevnich

bunék).


http://www.fruitfly.org/about/methods/inverse.pcr.html

4. POUZITE METODY A VYSLEDKY

4.1. Vytvoreni molekuldrné definované delece, kterd se ¢astecné prekryva s
puvodné nalezenou supresorovou deleci Df(1)Exel6239

Cilem bylo vytvorit deleci na chromozomu X, kterd se ¢astecné prekryva s jiz existujici deleci
Df(1)Exel6239. V oblasti plvodni delece se nachazi dominantni supresor efektll adenosinu -

pokud by se soucasné nachazel ve vytvorené deleci, je v oblasti pfekryvu.

vytvorena delece

plavodni delece

Delece Df(1)Exel6239:
Nachazi se v oblasti X: 6238366..6418532-6418630 (5F2;6B1)
Byla vytvorena pomoci P-elementd P{XP}d04079 a P{XP}CG3918d02940:
P{XP}d04079 - P-element typu P{XP}, chromozomalni lokalizace 5F2
Prilehld genomova sekvence: gatccacatt agccattagc attaacgaaa atcacataaa
accatatagt gagcaagcga gcgagegaga gettggtgec geeccaggtge gagcaaaage ge
P{XP}CG3918C'02940 - P-element typu P{XP}, chromozomadlni lokalizace 6B1
Prilehla genomova sekvence: gatcaaccgt agagcttcaa atttggtaaa caactaagcc
gtgctggegt gcagtgtgac cagetcttgt tcgggcaacg gtatttec
Deleci Df(1)ED6830 jsem vytvofila pomoci P-element(i P {RS3}CB-0423-3 a P {RS5}5-5Z-3667:
P {RS3}CB-0423-3 - P-element typu P {RS3}, chromozomalni lokalizace 5E5
Prilehla genomova sekvence: agccagacga cggtttgctt ttcgcctcga aacatgacca
tatatggtca caaaacttgg ccgecgeaat tcaacacacc agege
] b
Obr. 7: Struktura P-elementu P {RS3}CB-0423-3
P {RS5}5-57-3667 - P-element typu P {RS5}, chromozomalni lokalizace 5F3
Pfilehla genomova sekvence: ctctgcgecg tggcatttgt ttttgttgtt gtaaatttac

aagaataaga cccaaaaaaa atcaagccgg

—<r-EE - —

Obr. 8: Struktura P-elementu P {RS5}5-5Z-3667
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Obr. 9: Poloha P-elementt a deleci v genomu:
1- P {RS3}CB-0423-3 - poloha X: 6,176,245..6,176,245

2 - P {RS5}5-5Z-3667 - poloha X: 6,247,128..6,247,128

3 - P{XP}d04079 - poloha X: 6,238,366..6,238,366
4 - P{XP}CG3918"%* - poloha X: 6,418,533..6,418,630

5 - vytvorena delece Df(1)ED6830

dni delece Df(1)Exel6239

- plvo

6
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KFiZzeni pro pripravu delece:

FLIP-OUT:
i P {RS}1 N . MKRS—hsFLP—sb
Go: (~209, red) o (RSIL 103, white) By
heat shock

e X—-X~—fork . .y P{RSr}1 MKRS—hsFLP-sb o let
Gy: (V39 red) S (single &, mosaic) v " (~39, red) Y PR
. P {RSr}1 P {RSr}1 MKRS—hsFLP—sb
G;: (white, &) {Y } {Y ; ; "
. P {RSr}1 P{RSr}1 MKRS—hsFLP—sb
(white, Q) oo Rer1L
FM6—-Bar FM6—-Bar +

Obr. 10: Krok FLIP-OUT

V generaci Gg jsem kfiZila mouchy s P-elementem a mouchy s flipazou, k jejiz aktivaci
doslo po heat-shocku. Heat-shock jsem provedla po 30 hodindch od nakladeni vajicek
mouchami z Gy, 1 hodinu ve vodni lazni pfi 38°C. Diky aktivované flipdze doslo k samotnému
FLIP-OUT - vystfiZeni jedné ¢asti mini-white genu => v G; vznikly mouchy s mozaikovityma

. p . p viv. . . X—X—fork , ., v ,
oc¢ima. Takové samce z G; jsem dale kfizila se samicemi — které maji sloucené dva X

chromozomy, diky tomu dojde k pfenosu X chromozomu (a tim upraveného P-elementu) ze

samecka v G; na samecka v G,. Samice z G; jsem kfiZila se samci .V generaci G, jsem

e
FM6—Bar

vybirala bélooké mouchy.

FLIP-IN:
G PRSI 0 P{RSr}2 MKRS—hsFLP—sb P {RSr}1 MKRS—hsFLP—sb 0 P {RSr)2
"y FM6—Bar ’ + y FM6—Bar
0 P {RSr)2
Y

P {RSr}1 MKRS—hsFLP—sb
P{RSr}z2’

Gi: (single @, mosaic)

Y . P {RSr}1-2 let
FM6—Bar (single C?’ red) Y ® (5 9) FM6—Bar

\Ze stocku /

P {RSr}1-2 P{RSr}1-2
FM6—Bar ® 6\ Y
Obr. 11: Krok FLIP-IN
P {RSr}1 - P {RS3}CB-0423-3
P {RSr}2 - P {RS5}5-5Z-3667

, P {RSr}1-2
G,: (single @, red) F{M6—?§M (38)

Stock: @
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V generaci Gg jsem kfizila ve Ctyfech riznych kombinacich vidy mouchy se dvéma
rdznymi upravenymi P-elementy, po 30 hodinach od nakladeni jsem provedla heat-shock.
Tim doslo k aktivaci flipazy, rekombinaci P-element(, ¢asti mini-white genu se spojily za
vzniku delece. V G; vznikly mouchy s mozaikovityma ocima, které jsem ddle kfizila
individualné (1 samice s mozaikou na vialku). V G, jsem pak selektovala mouchy s ¢ervenyma
ocima (v nich jsme predpokladali vznik delece), ze kterych byla ustanovena linie.

Celkem bylo z 39 linii v generaci G; FLIP-IN ziskano 13 ¢ervenookych linii v generaci
G,, vSechny homozygotné letdlni. Linie ¢. 10 byla ovéfena pomoci PCR dle Ryder et al., 2007
(Zuberova, nepublikovano).

Linie svytvofenou deleci byla dale pouzita v dele¢nim skriningu pro nalezeni
dominantniho supresoru adgf-a fenotypu.

Deleénim skriningem byl zjisté&n supresorovy efekt (Zuberova, nepublikovéno), &mz
se oblast s pfitomnosti supresorového genu omezila na 3 geny:

CG3847

CG3446

kdn

4.2. Pouziti mensi, molekularné definované delece nachazejici se ve

zkoumané oblasti (deleci)
Vramci delece Df(2L)E110, kterd neni molekuldrné definovand, jsem testovala deleci
Df(2L)Exel7024 - 2L: 5,898,291..5,980,153.
Delece Df(2L)E110:
chromozomalni lokalizace 25F3-26A1 ; 26D3-16D11
Delece Df(2L)Exel7024:
Nachazi se v oblasti 2L: 5898291...5980153 (26A1;26A9)
Byla vytvorena pomoci P-elementl PBac{RB}e00108 a P{XP}chicd11344:
PBac{RB}e00108 - P-element typu PBac{RB}, chromozomalni lokalizace 26A1
Prilehla genomova sekvence: ttaaagctgc tgggagtagg cgatgctaca atacatagat
gttgcaagtg caacaaatat ataaagtata gctcacttac agctggtaac tttggtaatt ttttttccgt
tgatcattgc aatacttata aatattaaat tgagtaatat tatttcttgc tgattctgaa aaacaactgc

tccgtcatta cagtattcaa ttcgaccata tatgtgaaga tacatatatg cagcgaaatc gaataagata

12



ctgcactagt atcgtgtatc gaatggagtc tatgccagtt tggctgcttt ttctgggcegt gecgagatge

ctcccaccte atggtggeag catctggggg ccattgtgg

P{XP}chicdll344 - P-element typu P{XP}, chromozomadlni lokalizace 26A9

Prilehld genomovd sekvence: ctctcgagtg ggttttctcg aattgcaaaa tcggtttatg

gttctgcettt gegta
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Obr. 12: Poloha deleci v genomu:
1-Df(2L)E110 (25F3-26A1 ; 26D3-16D11)
2 - Df(2L)Exel7024 (26A1;26A9)
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Kfizeni jsem provedla podle schématu uvedeného v metodickém pfistupu (Obr. 6).

adgf-a

—————— ) jsem namnotZila a dala jsem je
TM3—Ser—GFP

Vyktizené mouchy a mouchy ze stocku 182 (w;

rozklast na misky s 2% agarem a kvasni¢nou pastou - na 3 dny, kazdy den jsem je pfendala na
Cerstvou misku. Pred vlastnim kladenim jsem je dala na 1h na Cerstvou misku, aby vykladly
stara embrya, potom jsem je 4h nechala klast. Po 24h se lihnou larvy - pfed jejich vylihnutim
jsem promyla vajicka lihem a dala jsem je na misku se 4% agarem. Kdyz se larvy vylihly, podle

exprese GFP jsem vybrala ty, které mély poZzadovany genotyp:

Df(2L)Exel7024 adgf-a
+ "adgf-a

ze stocku 182: * . adgf-a

 adgr—a’ negativni kontrola

+ . adgf—-a

T TM3—Ser—GFP pOZitiVI’lI, kontrola

Vybrané larvicky jsem dala do vialek a sledovala jsem jejich vyvoj béhem nasledujicich 14

dna:
larvy kukly dospélci
+ . adgf-a
+ ' TM3—Ser—GFP
30 12 5
30 15 2
30 14 3
10 3 0
+ . adgf-a
T adgf-a
30 5 1
30 7 0
30 6 1
30 7 1
30 2 0
Df(2L)Exel7024 _ adgf—-a
+ 'adgf-a
20 17 14
20 16 16
20 16 16
20 15 15

Tab. 3: Vysledky testovani Df(2L)Exel7024

V tabulce (Tab. 3) jsou uvedeny pocty larev, které jsem vybrala podle expese GFP a prenesla
do vialek, dale pocty kukel a dospélct, ktefi se ve vialkdch vyvinuli. Tyto pocty jsem
prepocitala na primérné procentudlni podily, vypocitala jsem standardni chybu a vse jsem

zanesla do Grafu 1:
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adgf-a/TM3 Ser GFP adgf-a EX7024/+;adgf-a

Graf 1: Vysledky testovani Df(2L)Exel7024
V Grafu 1 jsou uvedeny priamérné procentualni podily vyvoje kukel a dospélcli z prenesenych

larev a standardni chyby:

T,_ad9rme  \,kly 80%, dospélci 76,25 %
+ " TM3-Ser—GFP
+ adgf—-a

- ) v+ 50
+ adgr—a ~ KUKly 18%, dospélci 2%

Df(2L)Exel7024 adgf-a
+ "adgf-a

- kukly 42,5%, dospélci 8,3%

Df(2L)EXel7024 adgf-a
+ "adgf-a

- Pti vyvoiji se projevovaly znaky adgf-a fenotypu , ale objevilo se vétsi

mnozstvi kukel i dospélcl

kukly tlustsi nez u adgf-a, ale se zahnutym zadeckem, nékteré pfilepené trochu zboku

a ne briskem

prokazalo se, Ze delece Df(2L)EXel7024 potlacduje plny projev adgf-a fenotypu
Skriningem byl prokdzadn supresorovy efekt v ramci delece Df(2L)Exel7024 a oblast se tak
omezila na 17 gen( z pavodnich pfiblizné 119 genl v deleci Df(2L)E110:

CG9021

bchs
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CG14000
CG9016
dsf
Gpdh
CG9o044
CG13999
CG13998
Vm26Ab
Fcp26Ac
Vm26Aa
Fcp26Aa
CG13992
Ucp4C
Ucp4B

chic
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Obr. 13: Poloha delece Df(2L)EXel7024 v genomu (2L: 5,898,291..5,980,153)
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4.3. Testovani namapovanych P-elementovych inzerci v genu CG14478
Mgr. Monika Zuberova nasla pfi genetickém skriningu dominantni supresor adgf-a
fenotypu. Supresorova mutace je zpusobena inzerci P-elementu do genu CG14478

(Zuberovad, nepublikovano).
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Obr. 14: Poloha genu CG14478 a P-element v jeho oblasti
Poutité P-elementy: 1 - P{SUPor-P}CG14478™%*" _ stock BI14074
2 - P{RS3}CB-6372-3 - stock CB-6372-3
3 - P{EPgy2}CG14478"F"%*® _ stock BI15557
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4.3.1. Ovéreni mista inzerce P-elementli P{RS3}CB-6372-3 ve stocku CB-6372-3,

P{Epgy2}CG14478FY%2*%] ya stocku BI15557 a P{SUPorP}CG14478%%?"l ya stocku

Bl14074

Charakteristika P-element(:

P{RS3}CB-6372-3 - P-element typu P{RS3}, chromozomalni lokalizace 54B16
Prilehlda genomova sekvence: gactactgtg tacttttgtg tagctgctge agcaaactcg gtcgctttec
gatcgaaact gctgcagcetg tgtgectcga aactgetgac tgetgactag ctggggeaaa agtttcaccg g

P{Epgy2}CG14478EY0%88] _ p_alement typu P{Epgy2}, chromozomalni lokalizace 54B16
Prilehla genomova sekvence: tgaatttttt ttttgtttgt ttcaactttt ttgggggcta cgtacaaacg
atcacgctca cgcactttcg getgtctcga tttccaaatt cgttgegegt tcgacttgge aacctgttec tctcttattc
tcegtttctg tgegetgege tgagetgage tgeteectte tetcteccte tetetggett atcaaaggge tgacc

P{SUPor-P}CGl4478[KG°°627] - P-element typu P{SUPor-P}, chromozomalni lokalizace 54B16
Prilehla genomova sekvence: ttaactcgct gcacacgegt acactgggtc gaaacggtgg ctgattgggc
tctccaatca atttattgac tattccgttg aggggttttc tttaaatgca agtacgcaaa actcacgggt

tttcaccgac acacgaatcc gtcttecteg ac

Izolace DNA:

DNA ze stocku CB-6372-3 jsem izolovala podle ndvodu k Invisorb Spin Tissue Mini Kit
(Invitek). Kontrolu izolované DNA jsem provedla elektroforézou na 1,5% agarézovém gelu,
k porovnani jsem pouzila 1kb marker. Koncentraci DNA jsem zjistila méfenim absorbance na
spektrofotometru pfi A = 260nm. Absorbance po zfedéni 100x = 0,342. Absorbance = 1
odpovida koncentraci 50 pug/ml (ng/ul). Z téchto udaji jsem vypocitala koncentraci izolované
DNA 1710 pg/ml (ng/ul) a nafedila jsem ji na koncentraci 500 pg/ml (ng/ul).

DNA ze stock( 15557 a 14074 jsem izolovala z jedné mouchy z kazdého stocku. Kazdou jsem
rozdrtila v 50 pl ,Squishing bufferu” (10 mM Tris-HCI pH 8.2, 25 mM NacCl, 1 mM EDTA),
pridala jsem 0,5 pl Proteindzy K (kone¢nd koncentrace 200 pg/ml) a smési jsem nechala
inkubovat 30 minut pfi 37°C. Poté jsem inaktivovala Proteindzu K inkubaci pfi 95°C po dobu 2

minut.
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Ovéreni polohy P-element(l pomoci PCR:
Schéma P-elementu a primer(:

Forward primer

produkt

r_',_ _____________________ <‘T]Ft F’—(3|€ETT1€3f1t

S N

produkt

P-elementovy primer

Poloha P-elementu a primera:

R 4 P 5 F R 6 |

13305k 13346k 13347k

Gene Span

\ \
13352k 13353k

robl CG1d4473
 m— [

nEHA

rabl-RA CG14475-RA
| — [

CG14475-RE
[

Transgene insertion site

P{PTT-GEFCG13475[CE02133] PLRSIHCE-R372-3

P{SUPar-PFCG144 FEIRGO0GZT ] 4

APBaC{PB}CGi44?8[0035?2]

P-LOXPHCG14478 00111121
P{EP}CG14475IEP22535]
P{GawBHNPE302

PLlaclrl (22 EH0363 [ SHO362 ]
P{GawBHNPIa12

P{REZME-6461-3

Obr. 15: P-elementy: 1 - 14074, 2 - CB-6372-3, 3 - 15557
Primery: F - forward, P - P-elementovy, R - reverse

[

PLEPgUZICG1447EIEY0Z2186]
B{XP}E6144?8[d0929?]

Produkty: 4 - 14074for, 5 - 14074rev, 6 - CB-6372-3for, 7 - CB-6372-3rev, 8 - 15557for, 9 - 15557rev

Ovéreni mista inzerce P-elementu pomoci PCR:
Reakéni smés pro PCR podle navodu TaKaRa:
polymeraza TaKaRa Ex Taq (5 units / pl)
10x Ex Taq Buffer
dNTP Mixture (2,5 mM)
templat
primer 1
primer 2

destilovana voda

20

0,25 pl

5ul

4 ul

<500 ng

0,2 - 1,0 uM (final conc.)
0,2 - 1,0 uM (final conc.)
doplnit do 50 pl



Slozeni reakénich smési pro PCR (50 ul - 25 pl na jednu reakci):
36,25 pl destilované H,0
5 ul pufru
4 pl dNTP
2 ul templatova DNA
0,25 ul polymerazy
1,25 pl P-elementového primeru
smés jsem rozdélila na dvé poloviny a do jedné jsem pfidala 0,625 ul forward primeru
a do druhé 0,625 pul reverse primeru
Soucasné jsem pro stocky 14074 a 15557 provedla pozitivni kontrolu (po 25 pl):
16,4 pl destilované H,0
2,5 ul pufru
2 ul dNTP
2 ul templatové DNA
0,125 ul polymerazy
1 ul forward primeru a 1 pl reverse primeru

Primery: P-elementovy univerzalni CGACGGGACCACCTTATGTTATTTCATCATG

CB-6372-3 reverse TGACGATTCCTATGCCGACACG
CB-6372-3 forward CAGCCCGGCGCTTATTATCTATCTC
14074 reverse ATGTACGGCAGGCTATGTACCAACG
14074 forward GTGCGATCCAAGAAGCACGAG
15557 reverse GGCACAGAAACTGGCACTACG
15557 forward ACAACTGGCACAAACACAGTCAC
kontrola: forward GGAAAGCTGTGAAATAGCCAAG
reverse GCCAGGCAGACAAATCGAAG

Primery jsem si naredila na zasobni koncentraci 200 pmol/ul (umol/l), do PCR smési jsem
pouZzila primery nafedéné na koncentraci 20 pmol/pl.
PCR: Polymerazova retézova reakce probihala ve 35 cyklech:
denaturace 94°C 3 min
94°C 30s ¢

annealing 63°C 30s

elongace 72°C 1 min
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Predpokladana délka fragmenta:

CB-6372-3 for - 824b

CB-6372-3 rev - 413b

14074 for - 804b

14074 rev - 662b

15557 for - 481b

15557 rev - 607b

14074 a 15557 kontrola - 2527b
Velikost PCR produktd jsem zkontrolovala elektroforézou na 1,5% agarézovém gelu. Ke
vzorklim jsem pfidala pufr, na gel jsem nanesla 10 pl vzorku. Jako velikostni standard jsem
pouzila 5 ul 1kb markeru. Elektroforéza probihala pfiblizné 60 min, nasledovalo obarveni

gelu ethidium bromidem a kratké odbarveni.

b 1

Obr. 16: Kontrola genomové DNA CB-6372-3
M - velikostni marker (1kb ladder), 1 - vzorek DNA
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Obr. 17: Ovéreni polohy P-elementu Obr. 18: Ovéreni polohy P-elementl
M - 1kb marker, F - forward, R - reverse 1-15557 rev, 2 - 15557 for, 3 - 14074 rev, 4 - 14074 for,
5-15557 kontrola, 6 - 14074 kontrola, M — 1kb marker

Délka PCR produktd odpovidala predpokladané délce fragmentl, P-elementy se tedy

nachdzeji na danych mistech.

4.3.2. Testovani supresorovych ucinkd inzerci P-elementi P{RS3}CB-6372-3 a

P{Epgy2}CG14478!F°2!88] y oblasti ptivodni supresorové delece Df(2R)robl-c

P-element P{RS3}CB-6372-3 se nachazi ve stocku CB-6372-3, P-element
P{Epgy2}CG14478E0%88] e stocku 15557.

Podle schématu uvedeného v metodickém pristupu (Obr. 6) jsem si vykfizila mouchy
heterozygotni pro P-elementy a homozygotni pro adgf-a, ty jsem potom kfizila pro ziskani
much s homozygotni inzerci P-elementu a homozygotnim adgf-a. Dile jsem testovala
mouchy s homozygotni inzerci P-elementu bez adgf-a, mouchy homozygotni pro adgf-a,
které byly negativni kontrolou a mouchy heterozygotni pro adgf-a, které slouzily jako
pozitivni kontrola.

Vykfizené mouchy jsem namnozila a dal jsem postupovala jako v kroku 4.2. Podle

exprese GFP jsem vybrala tyto mouchy:

CB-6372-3 15557
1) a
CB-6372-3 15557
2) CB—-6372—-3 adgf—-a a 15557 adgf-a
+ " adgf-a + ’adgf-a
3) CB-6372—-3 adgf—-a 15557 adgf-a

a
CB-6372-3" adgf-a 15557 ' adgf-a
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adgf-a
4) adgf—-a

5)

adgf—-a
TM3-Ser—GFP

V nasledujici tabulce (Tab. 4) jsou uvedeny vysledky testovani supresorovych ucinki

inzerci P-element( - pocty larev daného genotypu prenesenych do vialek, pocty kukel a

dospélct, ktefi se ve vialkach vyvinuli. Tato data jsem prepocitala na procentualni podily a ty

jsem spolu se standardnimi chybami zanesla do Grafu 2.

genotyp larvy | kukly | dospélci genotyp larvy | kukly | dospélci
CB-6372-3 15557
CB-6372-3 15557
30 30 30 30 27 27
30 29 29 30 26 25
30 27 27 30 24 23
CB-6372-3  adgf-a CB-6372-3 , adgf—a
+ " adgf-a CB-6372-3 ' adgf-a
30 9 0 30 24 10
30 3 0 30 21 6
30 7 0 30 22 6
30 10 1 30 16 9
29 11 0 27 18 6
28 6 0 29 24 10
15557 , adgf-a 15557 , adgf-a
+ 'adgf-a 15557 ' adgf-a
30 1 0 30 0 0
30 1 0 30 0 0
30 2 0 30 0 0
adgf-a adgf-a
adgf-a TM3-Ser—GFP
30 0 0 30 25 25
30 1 0 30 27 27
30 3 0 30 27 27

Tab. 4: Vysledky testovani supresorovych ucinkd P-elementovych inzerci
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Graf 2: Vysledky testovani supresorovych ucink( P-elementovych inzerci

V Grafu 2 jsou uvedeny procentudlni podily vyvoje kukel a dospélcli z pfenesenych larev se

standardnimi chybami:

CB-6372-3
CB-6372-3
15557
15557
CB-6372-3 adgf—-a

+ "adgf-a

- kukly i dospélci 95%

- kukly 85%, dospélci 83%

- kukly 25%, dospélci 0,5%

CB-6372-3 adgf-a
CB-6372-3" adgf-a

- kukly 69%, dospélci 26%

15597 929122 _ yukly 4%, dospélci 0%
+ adgf-a
15597 229122 _ kukly 0%, dospélci 0%
15557 " adgf-a

wdar—a " Kukly 4,5%, dospélci 0%
adgf-a

———— - kukly i dospélci 88%
TM3—Ser—GFP

Pti testovani tedy byly prokdzany supresorové ucinky inzerce P-elementu P{RS3}CB-6372-3.

U muc

CB-6372-3 adgf—-a

h
CB-6372-3 " adgf-a

jsem také pocitala mnozstvi hemocytl (celkem 6x):

Dvé larvy 3. instaru jsem dala do 30 ul PBS, roztrhla jsem je, promichala jsem tekutinu

obsahujici hemocyty pipetou a 12 ul jsem prenesla na hemocytometr. Pod mikroskopem
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jsem spocitala pocet hemocytu a lamelocytl a pfepocitala jsem ho na jednu larvu. Vypocitala

jsem pramér a standardni chybu a ty jsem zanesla do Grafu 3.

35000
Ohemocyty
30000 @lamelocyty
25000
20000
15000
10000 —
T
5000 —
T 1
0
() \X §{x 2
b\ﬁQ 2 &‘)\ &‘)\
X O > L
& 2 phel
AV
S
X
Graf 3: PocCet hemocytl a lamelocytl
CB-6372-3  adgf- Mg vy .
U mouchy ; adgf-a bylo detekovano ¢astecné snizeni poctu hemocytl
CB-6372-3 adgf-a
.adgf-a v .. . g P .- .
oproti wdar—a to ovsem nebylo statisticky zcela signifikantni. Pfitomny byly i diferencované

lamelocyty, které se vyskytuji v adgf-a mutantovi.

4.4. Priprava proby pro analyzu exprese genu CG14478 pomoci in-situ
hybridizace

Vybrany usek DNA, nepferuseny v RNA a dostatecné dlouhy, jsem zaklonovala do
plazmidu pGem®-T Easy (Promega). Slo o Usek z genu CG14478, ze 2. exonu , ktery je
spole¢ny pro oba transkripty. Pomoci programu APE jsem si navrhla primery, Usek jsem
amplifikovala pomoci PCR a zaklonovala jsem ho do plazmidu, ze kterého bude moiné

pripravit DNA nebo RNA prébu.
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4.4.1. PCR amplifikace sekvence pro pripravu proby

F sekvence pro pfipravu préby R

<

13345k 13346k 13347k 13348k 13349k 13350k 13351k 13352k 13353k

Gene Span
CG14478
[

nRHA
CG1dd75-RA
=

CGlad78-RE
L

Transgene insertion site
P{PTT-GE}CGL144 783 ICEO2133] P{R53}CE-6372-3 PLEPgy2CG14d 7S LEYO2156]

P{SUPor—PHCGI4d 7S IKGO0627 ] P-LRPHCG14d7E 0297 ]
PEac{PEHCG144 7500035721
PP HCGLA47E0c11112]
PL{EPIMCG1447SIEPZZE3]
P{GawBHNPE302
PL{lack¥102iSHO3630SH0365]
P{GawBEHNPS1ZE
P{RS3ICE-6461-3

Obr. 19: Poloha sekvence pro pfipravu préby v genomu, F - forward primer, R - reverse primer

Prébu jsem pripravovala z musi genomové DNA (wild type), ktera jiz byla vyizolovana.
Zméfila jsem jeji absorbanci na spektrofotometru, z namérené hodnoty jsem vypocitala
koncentraci 255 ng/ul. Pripravu jsem provedla pomoci PCR:

SloZeni reakéni smési pro PCR (25 pl):

18,2 pl destilované H,0

2,5 ul pufru

2 pl ANTP

1 ul templatové DNA

0,12 pl polymerazy

0,6 pl forward primeru + 0,6 pl reverse primeru
Sekvence primerU:

CG14478 for - AGTGCGTGAGCGTGATCGTTTG

CG14478 rev - TTGTTTGCTTCCTCTGCTCGCTTG
PCR probihala ve 30 cyklech:

denaturace 94°C 3 min

94°C 30 se—
annealing 60°C 30s
elongace 72°C 2min45s—

Predpokladana délka produktu: 2424b
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Velikost PCR produktu jsem zkontrolovala gelovou elektroforézou.

P M

Obr. 20: Ovéreni velikosti inzertu: P - PCR produkt (inzert), M — marker (1kb)

Elektroforéza potvrdila o¢ekdvanou délku PCR produktu, sekvenci pro pfipravu préby se mi

tedy podafrilo amplifikovat.

4.4.2. Ligace a transformace
4.4.2.1. Ligace

Ligaci jsem provedla pomoci pGem®-T Easy Vector (Promega) - viz obr. 21. Nejdfive
jsem si podle navodu spocitala mnozstvi PCR produktu (inzertu), které jsem dala do liga¢ni
smési:

50 ng vektor x 2,5 kb inzert inzert

3 kb vektor

1 . .
x T = 42 ng inzertu = pomer

SN

vektor

koncentrace PCR produktu, odvozena z prouzku na gelu, byla pfiblizné 15 ng/ul => do
smési 3 pl PCR produktu

Slozeni liga€ni smési:

2x Rapid liga¢ni pufr 5 ul
pGem (50 ng) 1ul
PCR produkt (inzert) 3ul
T4 DNA ligéza 1ul

Ligaci jsem nechala probihat 1 hodinu pfi teploté 24°C.
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Obr. 21: pGEM®-T Easy Vector

4.4.2.2. Transformace

Pro transformaci jsem si pfipravila Petriho misky s LB médiem (na 100 ml):

75 ml destilované H,0

1 g tryptonu

0,5 g kvasni¢ného extraktu

1 g NaCl

Po promichani jsem zméfila pH, pomoci 5N NaOH jsem ho upravila na hodnotu 7.
pridala jsem 2 g agaru

Objem jsem destilovanou vodou doplnila na 100 ml a nechala jsem klavovat 20 minut

pfi 120°C. Po zchladnuti jsem k médiu pridala 100 pl ampicilinu, nalila jsem do misek.

Transformace:

1.

Na ledu jsem nechala rozmrznout kompetentni buriky DH5a, 100 pl jsem pfenesla do
1,5 ml eppendorfky.

Pfidala jsem 10 pl ligaéni smési a nechala jsem inkubovat 30 minut na ledu.

V termobloku jsem provedla heat-shock po dobu 45 sekund za teploty 42°C, 2 minuty
jsem nechala inkubovat na ledu.

Pfidala jsem 700 pl LB média ohratého na pokojovou teplotu, dala jsem tfepat na 60
minut pfi 37°C.

Mezitim jsem na misky s LB médiem nanesla a rozetrela 40 pl X-gal a 7 pl IPTG.

Na pfipravené misky jsem vysela transformacni smés po 100 a 200 pl.
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Nechala jsem inkubovat dnem vzharu pfi 37°C pfes noc.

Plazmid (vektor) nese gen pro rezistenci vici ampicilinu a gen lacZ’, ktery je ¢asti genu E. coli
pro enzym B-galaktosidazu. Zbytek genu lacZ se nachdzi v genomu E. coli. Proteiny kddované
témito ¢astmi genu spolu mohou vytvofit funkéni B-galaktosidazu, kterd preménuje X-gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-d-galactopyranoside) na modry produkt. /acZ” gen obsahuje
skupinu restrikénich mist - inzerce DNA do nékterého z nich zpuUsobi pferuseni a tim
inaktivaci genu a ztratu B-galaktosidazové aktivity. Rekombinanti pak mohou byt snadno
rozliseni vysetim na misky s médiem obsahujicim ampicilin a X-gal.

Vsechny kolonie, které na médiu vyrostou, jsou transformované - transformaci ziskaly
rezistenci vic¢i ampicilinu. Kolonie jsou bud'modré, nebo bilé. Modré kolonie obsahuji buriky
s funkéni B-galaktosidazou, tedy nepreruSsenym lacZ” genem - nejsou rekombinantni. Bilé
kolonie obsahuji buriky bez B-galaktosidazové aktivity - jsou rekombinantni.
4.4.2.3. Ovéreni pritomnosti a orientace fragmentu DNA
Z narostlych bilych kolonii jsem si vybrala 14, které jsem otestovala na pfitomnost inzertu.
Ovéreni jsem provedla pomoci PCR. SloZeni PCR smési (150 pl):

115 pl destilované H,0

15 ul pufru

12 pl dNTP

templatovad DNA z kolonie

primery: T7 3,6 pl

ovérovaci (CG14478over) 3,6 ul

0,8 pl polymerazy

Vybrané kolonie jsem Spickou prenesla do prazdné eppendorfky a pfidala jsem 10 pl PCR

smési. Zbytek kolonie jsem precarkovala na novou misku.

P-elementy:
CG14478over CCAGGATCTTCTCAATGC
T7 TAATACGACTCACTATAGGG

PCR probihala v 35 cyklech:

denaturace 94°C 3 min

94°C 30 se—
annealing 50°C 30s
elongace 72°C 2 min45s—
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Pfedpokladané délka sekvence: 1015b
Velikost PCR produktu jsem zkontrolovala elektroforézou na 1,5% agarézovém gelu. Na gel

jsem nanesla po 10 ul vzorkl s pufrem, jako velikostni standard jsem pouzila 100b marker.

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M

|-
"1 'HJU '-N -

Obr. 22: Ovéreni pfitomnosti a orientace inzertu
1-15 - jednotlivé kolonie, M - 100b marker

Pomoci PCR jsem prokdzala pfitomnost a spravnou orientaci inzertu v plazmidu bakterii
v koloniich ¢islo 2, 3, 4,6, 7,8,9, 11, 12, 13 a 14. Vybrala jsem si kolonii €. 2 a s tou jsem dale
pracovala.
4.4.3. 1zolace plazmidu a restrik¢ni Stépeni

Bakterie z vybrané kolonie (€. 2 - viz obr. 22) jsem Spic¢kou prenesla do tekutého LB
média (3 ml média + 3 pl ampicilinu) a nechala jsem je pfes noc na tfepacce pfti 37°C.
Izolaci plazmidu jsem provedla podle ndvodu k Zyppy Plasmid Miniprep Il Kit™ (Zymo
Research).
Vyizolovany plazmid jsem ovéfila pomoci elektroforézy:

Ke 3 ul plazmidu jsem ptidala 7 ul destilované H,O a 2 ul pufru, na gel jsem nanesla

10 pl. Jako velikostni standard jsem pouZila 5 pl 1kb markeru.
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Obr. 23: I1zolovany plazmid
P - plazmid, M - marker

Podle sily prouzku na gelu jsem spocitala koncentraci plazmidu:
125 ng (koncentrace prouzku 3kb u 1kb markeru x 5 ul) x 1,5 (prouzek plazmidu je asi
1,5x silngjsi) = 187,5 ng
187,5/ 3 (na gel jsem nanesla 3 pl plazmidu) = 62,5 ng/ul

Restrikéni Stépeni:
Stépeni jsem provedla pomoci restrikéni endonukledzy Sacl.
Restrikéni endonukledzy jsou enzymy izolované z bakterii, které specificky Stépi
dsDNA - vytvareji fragmenty definované délky. Sekvence, kterou rozpoznavaji, je
palindromicka - symetricka podle centralniho bodu, dlouhd nejéastéji 4b nebo 6b.
Stépeni mlze byt bud asymetrické, pfi némiz vznikaji lepivé konce, nebo symetrické,
které vede ke vzniku tupych koncu.

Smés pro restrikéni Stépeni:
3 ul plazmidu
1 ul pufru
1 ul restrikéni endonukleazy Sacl
5 upl destilované H,0

Restrikce probihala 2 hodiny pfi teploté 37°C.
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T7 5425..5441 rev CG14478 proba 62...85

770 Sacl (4)

over novy 1004...987

proba_pGem.ape

ALDp 1461 Sacl (4)

1506 Sacl (4)

orw CG14478 proba 2485...2464
2531 Sacl (4)

Obr. 24: pGem se zaklonovanym inzertem - obrdzek vytvofem programem APE

Ovéreni délky fragmentl jsem provedla elektroforézou na 1,5% agardozovém gelu. Na gel

jsem nanesla 10 pl vzorku s pufrem, jako velikostni standard jsem pouzila 5 pl 1kb markeru.

Predpokladana délka fragment(: 3680b, 1025b, 691b, 45b

R M

Obr. 25: Ovéreni restrikce
R - restrikce, M - marker

Elektroforéza potvrdila predpoklddanou délku fragmentu, restrikéni Stépeni tedy probéhlo
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5. SHRNUTI VYSLEDKU A ZAVERY

(1) Vytvorfeni molekularné definované delece, kterd se Caste¢né prekryvd s plvodné
nalezenou supresorovou deleci Df(1)Exel6239:

o Byl Uspésné pouzit postup DrosDel a vytvofena molekuldrné definovana delece
v oblasti Df(1)Exel6239 s pomérné vysokou Uucinnosti (delece nalezeny v 1/3
individualnich ktizeni).

o (Tato delece byla ovérena pomoci PCR a dale pouzita pro testovani supresorovych
ucinkd na adgf-a fenotyp - bylo zjisténo, Ze fenotyp zachranuje => oblast se
supresorovymi Ucinky se tak omezila jen na 3 geny: CG3478, CG3446 a kdn.)

o Uspésné pouzity postup ndm ukdzal, 7e ho je mozné v nasi laboratoti velmi efektivné
vyuZit pfi detailni analyze zejména rozsahlejSich deleci a urychlit tak identifikaci

konkrétnich genu.

(2) Otestovani molekuldrné definované mikrodelece Df(2L)EXel7024, ktera se nachazi
v oblasti pavodné nalezené, molekuldrné nedefinované supresorové delece Df(2L)E110, na
supresoroveé ucinky:
o Byl prokdzan supresorovy ucinek testované mikrodelece Df(2L)EXel7024 a oblast se
supresorovymi Ucinky se tak omezila z pfiblizné 119 na 17 gen( (viz str. 15). U takto
nizkého cisla je jiz mozné pouzit pro identifikaci supresoru P-elementové inzerce

v konkrétnich genech.

(3) Ovéreni pozice P-elementovych inzerci a testovani jejich supresorovych ucinkl v oblasti
plavodni supresorové delece Df(2R)robl-c:
o Vramci oblasti Df(2R)robl-c byl identifikovan konkrétni gen CG14478 se
supresorovymi ucinky.
o Byly testovany inzerce P-element(l v tomto genu:
- Byly ovéreny skutecné pozice vybranych 3 P-element( - P{RS3}CB-6372-3 ve stocku
CB-6372-3, P{Epgy2}CG14478E"%2% ye stocku BI15557 a P{SUPorP}CG14478Kc006%7]
ve stocku BI14074, které mohou rozlisit efekt dvou alternativnich transkriptd tohoto

genu - 1 inzerce specifickd pro transkript RA (BI14074), 1 inzerce specificka pro
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transkript RB (CB-6372-3) a 1 inzerce pro spolecnou cast transkriptd (BI15557). PCR

analyza ukazala, Ze linie skutecné nesou inzerce v udanych sekvencich.

- 2 vybrané P-elementy byly otestovany na supresorové ucinky:
Inzerce P{RS3}CB-6372-3 (CB-6372-3 - pro transkript RB) zachranuje adgf-a
fenotyp - jiz v heterozygotnim stavu, v homozygotnim jesté silngji.
Oproti tomu inzerce P{Epgy2}CG14478F°*8¢l (15557) spole¢nd pro oba
transkripty, prekvapivé adgf-a fenotyp nezachranuje - v heterozygotnim stavu
probiha vyvoj pfiblizné stejné jako u adgf-a, v homozygotnim stavu je
prezivani dvojitych mutantl dokonce sniZzeno. U inzerce spole¢né pro oba
transkripty jsme spiSe ocekavali, Ze tato bude fenotyp zachrafiovat, narozdil
od inzerci specifickych jen pro jeden ¢i druhy transkript, které mohou bud obé
zachraniovat nebo jen jedna. Nicméné je nutné konstatovat, Ze mutace
v genomu se mohou chovat nejrliznéjsim zplsobem a Ze inzerce P-elementu,
resp. genetické pozadi linie stouto inzerci, mGze mit i dalSi neocekdvané
efekty. Proto bude tfeba otestovat i dalsi, jiné mutace v této oblasti, abychom
byli schopni rozhodnout o vysledku.
Inzerce P{SUPorP}CGl4478[KGO°627] (14074 - pro transkript RA) se teprve bude
zkoumat, posléze budou vysledky porovnany. Tento test bude velmi zajimavy
pravé z vySe uvedenych dlivodu, tykajicich se spolecné inzerce.
Dale bude zkoumana exprese genu - pfipravuje se proba (viz. nize), zatim
spole¢na pro oba transkripty, planuje se pfiprava préb pro kazdy transkript

zvlast a vysledky budou porovnany s vysledky zachran.

(4) Ptiprava préby pro analyzu exprese genu CG14478 pomoci in-situ hybridizace:
o Byl identifikovan konkrétni supresorovy gen CG14478 - viz (3) a pfipravuje se jeho
o Sekvence pro pfipravu préby spolecné pro oba transkripty byla Uspésné zaklonovana
do plazmidu. Ten bude dale pouzit pro pfipravu DNA nebo RNA prdéby pro in-situ
hybridizaci.
o Po otestovani dalSich P-elementl budou pfipadné pfipraveny proby specifické pro

jednotlivé transkripty.
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