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1. Uvod

Jiz pred vice nez 75 lety se zjistilo, Ze adenosin mdy sikinek na cévni soustavu
(Drury & Scent-Gyorgyi, 1929). BIlizSi studie potiuydjeho roli v regulaci pitoku krve
a v udrzovani rovnovadhy meztipunem kysliku a jeho sgebou v myokardu (Berne et al.,
1983). DalSi experimenty vSak odhalily, Ze roleramenu v organismu je mnohem sl¢jift a
zahrnuje celouadu fyziologickych procés Adenosin a jeho derivaty hrajiilézitou roli
nagiklad v udrzovani homeostaze, syntéze DNAenpsu signalu, spousi apoptdzy
a mnoha dalSich (Pell&g Porter, 1990; Livingston et al., 2004).

PrestoZe je vSak vliv extracelularniho adenosinu naky znamy jiZz mnoho let,
mechanismus jeho toxicity je prozkouman jen velmalon Vliv adenosinu na liku je
umozrén bu’ pomoci adenosinového receptoru nebo nukleosidowatsportélr. Jediny
dosud nalezeny séivhomolog adenosinového receptoru u drozofily (AHlbiR ozn&en jako
receptor sfazeny s G proteinem (Dolezelova, 2004). Dale bgl@varialnich biikkach humra
Zjisttno, Ze tento receptor dokaZe indukovat drahy sekumich posl cAMP i ionti C&*
(DoleZelova et al., 2007).

Ze fti nukleosidovych transporiérnalezenych u drozofily se ukazal byt hlavnim
pienaS&éem adenosinu gen CG11045 zvany DmENT2. Zitpsbvedenych v nasi labor#to
se ukazalo, Zze ugnim exprese tohoto transportéru wdeizejmé miazeme zachranit hiky
pied apopt6zou vyvolanou vysokou koncentraci adendSiteinbauerova, 2005).

Abych navéazal na poznatkygueSlych pokus cilem mé prace bylo nejprve vyio
stabilni bug¢né linie z drozofilich buk CI8+ s pozminénou hladinou exprese receptoru
AdoR a/nebo transportéru DmENT2. Poté byly figravenych liniich zavedeny metody pro
testovani signalizace adenosiniep receptor AdoR #&ienim hladiny cAMP a vapniku
v buice. Na stabilnich liniich se zmou exprese kbitransportéru DmENT2, receptoru AdoR
a nebo kombinaceit¢hto dvou get byla dale owiena Zivotaschopnost linii ve vysokych
koncentracich extracelularnino adenosintito” byla sledovanaifpadna moznost interakce
obou gei v odpovdich na adenosin.



. Cile prace
. Fiprava plazmidovych konstruktpro ektopickou expresi a RNA interferenci ¢en
kodujicich adenosinovy receptor AdoR (CG9753) agpartér DMENT2 (CG11045).

. Kotransfekce ffpravenych konstrukt s reportérovymi vektory do bgk imaginalnich
tercka CI8+, selekce transfekovanych lra kultivace stabilnich mutantnich linii.

. Owfeni vlivu adenosinu na Zivotaschopnost dlumerenim aktivity mitochondrialnich
dehydrogenaz pomoci MTS testu a stanovenim mno&$iviv buikach.

. Testovani signalni funkce drozofiliho adenosétay receptoru stenim hladiny iont
C&* a cAMP v buikéach po stimulaci adenosinem.

Sledovani korelace mezi transportem a signdlemdenosinu a Zivotaschopnosti &kin



3. Literarni prehled

3.1 Adenosin a deoxyadenosin

Adenosin (Ado) je purinovy nukleosid sloZzeny z d@dara cukru ribdzy spojenynfi-
No-glykosidickou vazbou. Tato hydrofilni molekula semarnim vzorcem {gHi13NsO, ma
fyziologickou koncentraci v krnilovéka 82+ 15 nM (Moser et al., 1989). Adenosin je nejen
metabolickym prekurzorem nukleovych kyselin, aleajéir také vyznamnou roli
v biochemickych procesech iky, jako je transport energie (v podobdenosin trifosfatu
ATP a adenosin difosfatu ADP) nebo kama signalizace (v podéhcyklického adenosin
monofosfatu cAMP). Jako signalni molekula m@editou ulohu v mnoha fyziologickych
a patologickych &ich zahrnujicich regulaci homeostaze, regulaciwcypanku a bosti,
oxidatni stres, zafty, kleni burgk, burécna smrtci imunitni odpoed’ (Pelleg& Porter,
1990; Wakade et al., 1995; Livingston et al., 200¢dholm et al., 2005).

Na savich tk&ovych kulturdch se zjistilo, Ze adenosin oiilije buiky bud’ v nizké
koncentraci (nM auM), kdy se projevuji jeho fyziologické ¢inky, nebo pi vySSich
koncentracich (mM), kdy mé& vSak cytotoxick@nky, ziejm¢ diky naruSeni rovnovahy mezi
vnitroburéénymi nukleotidy (Schrier et al., 2001; Merighi ét, 2002). Pesny mechanismus
cytotoxity adenosinu vSak dosud nebyl zcela olgasn

V organismu je &kolik nezavislych zdrdj Ado — napiklad degradace nukleovych
kyselin z apoptickych buwk, hydrolyza S-adenosylhomocysteinu (AdoHcy) nebakiad
cAMP (Hershfield et al., 1985). Hlavnim zdrojem adsinu v extracelularnim prostoru je
vSak za fyziologickych podminek postupna defostugl adenosin trifosfatu (ATP) pomoci
ektonukleaz. Vytvieny extracelularni adenosin monofosfat (AMP) jeépsteji jako AMP
v buice defosforylovan na adenosin enzymem 5"-nuklersidél_atini & Pedata, 2001).

Vznik adenosinu je v rovnovaze s jeho fosforylaai AMP katalyzovanou adenosin
kinazou (AK) nebo sjeho deaminaci na inosin zpeoktovanou adenosin deaminazou
(ADA). ADA se rovrez (kastni gemeény 2°-deoxyadenosinu (dAdo) na 2’-deoxyinosin
(Hersfield & Mitchell, 2001). dAdo je cytotoxicky etabolit, ktery pochézi ipvazr
z rozpadu nukleovych kyselirglem programované b&mné smrti (Chan, 1979; Hirschhorn,
1999). Toxicita vysoké koncentrace dAdo je spojsmarustem 2°-deoxyadenosin trifosfatu
(dATP), ktery zjasobuje hlava inhibici replikace DNA v dlicich se biikach (Kubota et al.,
1984), zlomy v DNA nedlicich se lymfocyt (Brox et al., 1984) a aktivaci kaspazy 9, ktera
se [astni apoptozy (Leoni et al., 1998).

ZvySena hladina Ado a dAdo #gobuje inaktivaci S-adenosylhomocystein hydrolazy
(aktivita obvykle< 5 % z normalu) a nasledzvysSeni hladiny AdoHcy, coz vede k zastaveni
transmetyl&nich reakci v biice (Kredich & Martin, 1977; Hershfield et al., 1979

3.2 Adenosin deaminaza

Adenosin deaminadza (ADA) je zahrnuta v metabolispwring, kde Kkatalyzuje
nevratnou deaminaci adenosinu a 2’-deoxyadenosangrislusny inosin a 2°-deoxyinosin
(Hershfield & Mitchell, 2001). Rentgenova struktummalyza mysi ADA poskytla detailni
znalost molekulové struktury aktivnino mista, cobzqliji objasnilo jeji katalyticky
mechanismus. Je to evohd konzervovany protein s paralelai/f-valcovitou strukturou
s osmi centralnim@ listy a osmi perifernima helixy. V aktivnim centru enzymu se nachazi
atom zinku dastnici se katalytické funkce (Wilson et al., 1991)

Dokorteni sekvenace gendam nékolika modelovych organisin a c¢lovéka a
fylogeneticka analyza podobnych profeinloZzenych v databazi GenBank odhalily existenci
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dvou hlavnich skupin ADA. ¥Sina zkoumanych druh vcetrg D. melanogaster a ¢loveka,
obsahuje geny obogdhto skupin (Dolezelova et al., 2005).

Clenové prvni skupiny, nazvanégna fide ADA* (pravé ADA), maji relativié kratky
N-konec a vyskytuji sefpvazrié v cytoplasnd (DoleZelova et al., 2005). Proteiny et do
této skupiny byly objeveny u vSech zkoumanych oiggaih. Pouze jediny gen z celkem
sedmi drozofilich ADA jerazen do prvni skupiny. M& velmi malou Urévexprese ve vSech
stadiich (Zurovec et al., 2002).

Lidska ADA je jako monomer primégncytosolickd, byla vSak lokalizovana také jako
dimerovy komplex spolu s dipeptidyl-peptidazou DRP-1V, CD26) na buftné membra&
Zde #ejm¢ slouzi kregulaci hladiny extracelularnino adenosiFranco et al.,, 1997;
Weihofen et al., 2004). Absence tohoto enzymu uingy$erinatals letalni (Wakamiya et
al., 1995) a «loveéka je spojena s jednou z forem poruchy imunitnijygiénu zvané ,Severe
Combined Immunodeficiency* — SCID (Giblett et al972; Aldrich et al.,, 2000). Je
vysledkem fsobeni vysokych koncentraci adenosinu a deoxyadenaskrvi a dalSich
tkanich. Bi tomto onemocéni vyrazre ubyva B a T lymfocyt a burgk NK (natural killers),
coz vede k oslabené imudin poklesu produkce imunogloliiBuckley et al., 1997).

Druha skupina enzyinje charakteristickd dlouhym N-koncem, ktefgsto obsahuje
signélni peptid pro specifické umist v buice nebo sekreci (Dolezelova et al., 2005).
Skupina Sesti adenosin deaminaz objevebamelanogaster byla nazvana ADGF (Adenosin
Deaminase-related Growth Factors) pro jejich mitogeaktivitu v bugénych kulturach.
Enzymaticka aktivita &chto proteifi je nutnd pro jejich mitogenni funkctimz jsou
jedinginé mezi dstovymi faktory. Pokud jsou sekretovanyvivo, mohou kontrolovatust
tkani dpravou hladiny extracelularniho adenosinejvide exprimovany ADGF-A byl
nalezen v lymfatickych Zlazach ares, druhy nejhojgjSi ADGF-D je gitomen v mozku
a tukovém dlese. Ostatnélenové proteinové rodiny ADGF jsou hlava santim abdomenu
a jsou ¥ejme spojeni s plodnosti D. melanogaster (Zurovec et al., 2002).

Vedle ochrany butk pied cytotoxickymi dinky vysoké koncentrace Ado ma ADA také
vliv na buré¢né dleni a diferenciaci. Ndfklad diferenciace rakovinnych bék tlustého
streva nize byt pozitive regulovana expresi ADA, tedy uUbytkem extracelul@nAdo
(Dexter et al., 1981; Lelievre et al.,, 1998 a, Bla druhou stranu ffiomnost ukité
fyziologické koncentrace adenosinu je nezbytna @eanstimulovat bugné dleni —
nagiklad u mikroglialnich buék mozku (Gebicke-Haerter et al., 1996).

3.3 Transport adenosinu a adenosinovy receptor

Pohyb hydrofilnich molekul adenosiniieg bugcnou membranu je uskuten dwma
typy transportnich systdm Tim prvnim je ushadma difuze pomoci ekvilibgaich
nukleosidovych fenased, které udrzuji stejny koncentird gradient extra- a intracelularnich
nukleosidi (Belt, 1983; Belt & Noel, 1985). Druhym typem jktiani transport srem do
buiiky fizeny transmembranovym gradientem sodiku */&tkenosin kotransport (Thorn &
Jarvis, 1996). fénasSée pro aktivni transport jsou ¥é rozsteny jen omezeha byly
popsany u specializovanych tkani a #yrjako je epitel seva a ledvin, jatra, pletecévnata,
makrofagy a leukemické kky (Baldwin et al., 1999; Latini & Pedata, 2001).

Ekvilibra¢ni nukleosidové transportéry (ENT) byly nalezenmmooha organisin avSak
vice popsany byly jen dlovéka (Griffiths et al., 1997; Crawford et al., 1998ozofily
(Sankar et al.,, 2002) a diatka (Appleford et al., 2004). Struktura gera sekvence
aminokyselin se mezimito taxony liSi, nicméh z pohledu strukturalnich mofivjsou si
ENT velmi podobné.



Sankar et al. (2002) identifikovali u drozofily pori srovnavaci genomové analy#y t
ENT, byla popsana jejich genova struktura, lok@ézaa chromozomech deplpokladana
strukturélni topologie ¢chto proteii. Podle standardni nomenklatury byly ozeray
DMENT1 (CG11907), DmENT2 (CG11045) a DmENT3 (CGX)0IGeny CG11907 a
CG11045 jsou lokalizovany na 2. chromozomu, gen T0&Q na 3. chromozomu. Drozofili
pienaSeée jsou ve srovnani s lidskymi jednodussi, maji énéxoni a relative malé (nebo
Zadné) introny. ProtoZeigdpokladané proteinové sekvence CG11907 a CG1lKmb i
mezi sebou vice podobné nez s CG11010, je moZznéytdedva geny vznikly v evoluci
duplikaci.

Pomoci DNA¢ipu byla odhadnuta relativni hladina expresghto geri v bunkach CI8+
imaginalnich tatka drozofily. NejvySSi expresi vykazoval gen DmENTR2aopak gen
DmMENT3 ji msl jen velmi slabou (Zurovec, nepublikovano). Sledioim morfologie
transientd transfekovanych bwk CI8+ bylo zjiS€no, Ze potléenim exprese tohoto genu
pomoci RNA interference se pdida vyznamné procento bgk zachranit ped apopt6zou
vyvolanou adenosinem (Steinbauerova, 2005). Tytsledky tak nazraiji, Ze transport
adenosinu by mohl hrat velkou roli v Zivotaschoginlbsnek CI8+.

Ucinky extracelularnino adenosinu nanku jsou v3ak zprostdkovany pedevsim
adenosinovymi receptory (AdoR), které ippado rodiny receptdr spazenych s G proteiny
(G-protein coupled receptors, GPCR). U sajgou tyto receptory rozteny do 4 tyd (AR,
AoaR, AsgR a AR) s rozdilnou tkéove specifickou expresi. Na jednotlivé typy receptor
jsou napojenyizné signalni drahy: aktivace’ka C&* kanah (Haské & Cronstein, 2004),
ovlivnéni aktivity fosfolipazy C a A2 (Hershfield, 2005)klo inhibice (AR a AgR) ci
stimulace (AaR a AjgR) adenylat cyklazy — enzymu zodgdwného za tvorbu cyklického
adenosin monofosfatu (cCAMP), ktery je jako druhysglozodpowdny za dalSi signalizaci
uvnité buiky (Fredholm et al., 2000).

Signalizace AdoR hraje vyznamnou roéhlem stresovych podminek jako je hypoxie a
zaret, stejré tak ma vliv na bugny cyklus a apoptozu (Newby, 1984; Cronstein, 1994;
Abbracchio et al., 1995; Apasov et al., 1997). Amktnem indukovany vzestup koncentrace
cAMP je jednim z mechanisinvedoucich k lymfotoxicit (Kizaki et al., 1990). K té rowz
prispiva i ubytek bugnych pyrimidinovych nukleotill zpisobeny adenosinem indukovanou
inhibici fosforibosylace kyseliny orotové (GreenGhaan, 1973; Debatisse & Buttin, 1977).

U drozofily byl dosud objeven pouze jeden homolagiho adenosinového receptoru,
ktery byl ozngen CG9753. Tento gen je prapddobri prvnim objevenym purigennim
GPCR u bezobratlych (Dolezelova, 2004). V pokusechvedenych na CHO Hkach
(Chinese humster ovary cells) se ukazalo, Ze adengs receptor u drozofily dokaze
stimulovat drahy sekundarnich pbstAMP a také iont C&* (DoleZelova et al., 2007).
Vytvoreni jednoduchého bagného systému zaloZzeného na drozofilichkaech obsahujicich
jediny receptor adenosinu by mohlo pomoci k objasnmnoha procds spojenych se
signalem extracelularniho adenosinu nakiou

3.4 RNA interference

RNA interference (RNAI) je procestifkterém dvoiettzcova RNA (dsRNA) po vstupu
do buiky indukuje sekvetné specifickou degradaci mMRNA &itého genu. RNAI byla poprvé
objevena u skupinfNematoda (Fire et al., 1998), avSak podobné jevy post-kap&niho
genového Utlumu (post-transcriptional gene silemcPTGS) byly u mnoha drahrostlin a
hub znamy jiz skolik let (Palauqui & Vaucheret, 1998; Cogoni & Niaa, 2000).

Tento &j byl pozorovdn u mnoha taxénod kvasinek az po savce (Maine, 2000).
UvaZuje se, Ze je torgjmé velmi stary mechanismus obrany hostitele a jehmogei proti



virovym invazim, ale také proti Skodlivym genetiokyelemenim pouZivajicim ve svém
Zivotnim cyklu dsRNA, jakymi jsou¢ba transpozomy (Hanon, 2002; Zamore, 2002).

Po vstupu do hiky je dlouha dsRNA nejprve &tena enzymem Dicer, ktery pato
rodiny RN&z Ill (Knight & Bass, 2001). Tento protebbsahuje mimo jiné helikazovou
doménu vazici se na dsRNA a PAZ doménu, kterdrejexz vaze na konec dsRNA, kde
specificky rozpoznava 3 ggnivajici konce (Bernstein et al., 2001). Enzym Dipestupg
Stipe dlouhou dsRNA na 21-25 nukleotidové fragmeamyvané siRNA (small interfering
RNA) s dinukleotidovymi fesahy na 3"-konci a fosforylovanym 5°-koncem (Hilrast al.,
2001 a).

Po rozstipdni dsRNA se Dicer spojuje s proteinenDR2 vytv&i heterodimerovy
komplex RLC (RISC loading complex) vazajici vznildéRNA. Tento komplex se potée
Gcastni @genosu siRNA na protein Argonaut, ktery je hlavnimpmnentou konsého
komplexu RISC (RNA-induced silencing complex). Tgmostedkovava samotné roZpeni
cilové mRNA (Matranga et al., 2005; Miyoshi et &Q05). RISC pomoci jednoho vldkna
siRNA (guide strand) rozpoznava mRNA obsahujici blmgickou sekvenci a &pi ji
priblizn¢ v polovine homologické oblasti (Bernstein et al., 2001). Schérocesu je uvedeno
v priloze |.

RNA interference existuje také u tzv. mikroRNA (miR). MikroRNA je piepisovana
v jadru pomoci RNA polymerazy Il jako dlouhy (az0D0Ont) transkript zvany pri-miRNA
charakteristicky vlasenkovymi strukturami s Fegmym parovanim (Lee et al., 2004). Tento
prekurzor je dale nastipan na jednotlivé vlasenk®MA (asi 70-100 nt) zvané pre-miRNA.
Transportem se dostavaji do cytoplasmy, kde jsépegl ogt pomoci enzymu Dicer na
konené 19-23 nukleotill dlouhé miRNA. Jedrnettzcové miRNA se #enuji do komplexu
zvaného miRNP (miRNA-protein complex), ktery je mel podobny komplexu RISC
u cesty siRNA (Pasquinelli, 2002; Pasquinelli & Rum, 2002). Schéma procesu je uvedeno
v priloze I.

RNAI zprostedkovana vnesenim dlouhé dsRNA byla vyuzita prdista funkce get
u riznych organisrin — nagiklad u trypanozomy (Ngo et al., 1998) di#ka (Kamath et al.,
2001), drozofily (Kennerdell & Carthew, 1998; Mistja & Paterson, 1999), komafCaplen
et al., 2002), mySich oodyt(Wianny & Zernicka-Goetz, 2000) a dalSich. DloutlgRNA
umoziuje efektivni Utlum genové exprese diky siRNA dikagmi sekvencemi.

Tento gistup je limitovan u sav; kde vneseni dsRNA delSi nez 30 nuklebtittukuje
sekveriné nespecifickou interferonovou odpakl (Elbashir et al., 2001 b). Interferon spousti
degradaci mRNA indukci 2°-5"-oligoadenylat syntaigerd aktivuje RNézu |. Navic
elF2a, coz vede k celkové inhibici translace (Starklgtl®98).

Resenim je vneseni siRNA, syntetizovanéélernebo exprimované z plazmidovych
vekton, ptimo do savich burgk, coz indukuje RNA interferenci bez aktivace iféeonove
odpowdi (Elbashir et al., 2001 b). Je zndmo, Ze siRN&cHjcké k fiznym castem stejného
genu vykazuji variabilitu ve svécinosti (Holen et al., 2002; Miyagishi & Taira, 200
Vickers et al., 2003). Byly tak pouzity enzymy R84 z E. coli nebo rekombinantni lidsky
Dicer ke Stpeniin vitro transkribované dlouhé dsRNA na siRNA, které byansfekovany
do burgk (Calegari et al., 2002; Kawasaki et al., 20033nfb gFistup umo#uje pouziti
SiRNA scetnymi specifitami k cilové mRNA.

Vedle in vitro systéni byly vyvinuty systémy zaloZené naigraw siRNA in vivo
pomoci DNA vektoit. U organisnd a burg¢nych linii s nizkowi nulovou aktivaci interferonu
byl pouzit konstrukt s promotorem RNA polymerazy(pbl Il), kteratidi transkripci RNA
s vlasenkovou strukturou. Ta je nasledigpena na siRNA. Tento systém byl &Sg pouZzit
k Gtlumu genové exprese u mySich oéacfBvoboda et al., 2001), didtka (Tavernarakis et
al., 2000) a drozofily (Kennerdell & Carthew, 2000)



Pomoci pol Il nize byt exprimovana négsreé sparovana vlasenkova sruktura, ktera je
Sttpena pomoci enzymu Dicer na miRNi#lici snizeni genové exprese (Zeng et al., 2002).

Krome pol 1l mohou byt siRNA exprimovany také RNA polyraeou Il (pol Ill), a to
jednak pouzitim konstruktu s tandémavspdadanymi promotory pol Ill, kdy vznikagense
a antisense vlakna siRNA spojujici se trans orientaci (Miyagishi & Taira, 2002; Lee et al.,
2002) nebo pouzitim konstruktu s jednim promotorpah Ill, kdy vznika kratkd RNA
s vlaskovou strukturou obsahujisnse a antisense vlakna siRNA asociujici ¢is orientaci
(Hemann et al., 2003; Paddison & Hannon, 2002; Bnetkamp et al., 2002). Schémata jsou
uvedena v filoze I.

Objev procesu RNA interference znamenal revoluobhasti genetiky a molekularni
biologie. Spolu s vysledky z genomovych projekiam metoda potéeni genové exprese
dava moznost dit funkci kazdého jednotlivého genu, ktery je viibe exprimovan.

3.5 Bioluminescence a stelné systémy

Néazev bioluminiscence pochazireckého slovabios (Zivy) a latinského slovéumen
(swtlo). Tento pojem ozrje produkci a emisi $la Zijicimi organismy jako vysledek
enzymem katalyzované chemické reakceéheéBn tohoto procesu se velkast vytvdaené
energie (udava se 92-98 %) uvolni jako viditelngerg zbytek energie se&gmeni v teplo.
Proto se také bioluminiscémi swtlo ozn&uje jako "studené so".

Swtlo je emitovano jako vysledek oxidace drubospecifickych latek (alkohdl
aldehydi apod.) molekulovym kyslikem; tyto latky se nazyJagiferiny. Oxidaci luciferiri
katalyzuji Siroce rozEné enzymy luciferdzy za vzniku oxyluciferinu a rgme v podok
swtla (Gates & Deluca, 1975; Henry et al, 1975; Mokl& DelLuca, 1983). Novy luciferin
je bud’ regenerovan z oxyluciferinu, syntetizovan nebigirpan potravou. Nkteré luciferiny
vyzaduji pro oxidaci fitomnost ko-faktai jako C&*, Mg®*, ATP nebo iizné organické latky
(Cormier et al., 1967; Shimomura & Johnson, 197&n&& Kajiyama, 2001).

Nekdy jsou luciferin, luciferdza a kyslik (pokud jeba jako ko-faktor) vazany v jednu
molekulu zvanou fotoprotein. Produkce ¢d& je spoudina navazanim titého iontu
(neiastji vapniku). Rikladem je fotoprotein aequorin. ¢které organismy vyuzZivaji
specializované hiky zvané fotocyty, kde jsou eHdatky syntetizovany. Takové hky jsou
bud’ rozmistény ve tkanich organismu nebo seskupené ve speagtidbrganech fotoforech.
V radk pripadi jsou pivodci s\vtla bakterie, které se usidlily v organech rybabhoZzd.

Luciferin a luciferaza nejsou specifické molekulato oznaeni jsou obech platné
terminy pro substrat a jeho katalyticky enzyngéktdré organismy (nd&fklad brouci rodiny
Elateridae) maji rekolik odlisnych luciferdz, pcemz kazda rive produkovat jinou barvu
swtla z jednoho typu luciferinu.BstoZze bioluminiscence byla nalezena ve stovkachadr
organisni, je dosud znamo pouzétakladnich typ lucifering:

» bakterialni luciferin je redukovany riboflavin fosfatFMNH,), ktery je za fitomnosti
kysliku oxidovan spolu s aldehydem mastnych kys@ko ko-faktorem (Ulitzur &
Hastings, 1978; Nealson & Hastings, 19yl nalezen nejen u vodrzijicich, ale také
u parazitickych a symbiotickych baktérikterych ryb, olihni, kory&a salp .

* |uciferin obrn ének ma strukturu velmi podobnou porfyrinové skupahlorofylu. U rodu
Gonyaulax je luciferin chragn pied luciferazou navdzanym proteinerfi pH 8, [i
pH pod 7 se luciferin uvolni a podstupuje oxid&do(se et al., 1989).

* benzothiazol je luciferin nalezeny vyhradnu swtluSek @hotinus neboluciola). Jako
ko-faktor pro peménu na aktivni luciferin pdebuje ATP (Gomi & Kajiyama, 2001).
Diky tomu se uZiva jako bioindikator hladiny energie standardnich ATP testech
(Neufeld et al., 1975; Bumgardner et al., 1995).



« vargulin je imidazolopyrazin nalezeny u lasturnatigrgula hilgendorfii a u ryb rodu
Porichthys a tidy Pampheridae. Zde je patrna potravni zavislost - ryba ma schepn
luminiscence az poifpmu potravy, kterou je lasturnatka (Cormier et 8967).

» coelenterazinje nejznanyjSi luciferin objeveny v mnoha zi¢gnych kmenech. Pouziva
se evazi jako swtelny emitor aequorinu a jemu podobnych fotopratgeijjichz
aktivita je zavisla na Gaiontech (Shimomura & Johnson, 1978; Haddock e2aD1).
Vyuziva se vSak i v jinych luciferin-luciferazovydystémech (Oba et al., 2004; Inouye
& Shimomura, 1997).

Luciferazy nalezneme u baktérii, hub, abmek, nfizovai a asi 17 kmei eukaryot se

700 gevazre morskymi rody (Hastings, 1983; Thomson et al., 19%¥§)ogenetické analyzy

nazn&uji, Ze luciferin-luciferdzové systémy se vyvinalgi z 30 nezavislych zdifofWilson

& Hastings, 1998). Néastji pouzivanymi luciferazami jsou:

» bakterialni luciferazy — izolovany z bakterii mskych, sladkovodnich i suchozemskych
druhi. Jsou znéné odlisné, ale vSechny maji heterodimerickou stnukta vysokou
specifitu kK FMNH a aldehydm mastnych kyselin (Hastings & Nealson, 1977; Nmals
& Hastings, 1979; Engebrecht & Silverman, 1984; IBoyet al., 1985).

» |uciferdza swtluSek — vlastnosti a aktivni mista byly zkoumany jieg@ 38 lety (Lee &
McElroy, 1969).

» |uciferdza pérovniku Renilla reniformis — vlastnosti a struktura byly popsany jiz v roce
1966 (Hori & Cormier, 1966). Aktivita luciferazy ime byt inhibovana stlem,
samotny s¥telny luciferin-luciferazovy systém zahrnuje oxidaf produkci CQ (Kreis
& Cormier, 1967; DelLuca et al., 1971). P&gdylo zjiSténo, Ze tento systém, stéjn
jako aequorin, je aktivovan €aionty, které indukuji vypushi luciferinu vazaného
specialnim proteinem BP-THcalcium-triggered luciferin-binding protein). Literin je
poté v gitomnosti luciferazy a kysliku oxidovan, coz vedesérbeé oxyluciferinu, CQ
a modrého zZ&ni (Anderson et al., 1974; Charbonneau & Cormiéi79). Zdeni je
zachyceno proteinem GFP (green fluorescence pjotaary poté emituje zelené&io
(Ward & Cormier, 1979).

e aequorin — tento fotoprotein byl poprvé extrahovan z medissguorea victoria
(Shimomura et al.,, 1962). Kyslik a luciferin codtmazin je jiz vazan k proteinu
apoaequorinu, ktery tak kombinuje funkci BP-T#l luciferazy. Po navazani vapniku
podstupuje fotoprotein konforrai zmeény vedouci k oxidaci luciferinu a rozpadu
molekuly na apoaequorin, G@ coelenteramid (Shimomura, 1985jité¢n je uvolréno
modré s¥tlo, jehoz¢ast je opt zachycena proteinem GFP pro emisi zelenélitiasv
(Morise et al., 1974).

Swtelné systémy jsou v dnesni dohojré vyuzivany v mnoha oblastech genetiky a
molekularni biologie. Nasyntetizované geny lucifes2 mohou snadno zavést do orgafism
nebo transfekovat do béky kde se pozfji vyuZivaji k monitorovani celych organism
bunéénych populaci v organismu nebo jednotlivych &unych linii. Vyvolana luminiscence
se poté snima pomoci citlivychizzeni jako je CCD kamera, luminometr nebo modiféay
opticky mikroskop.



4. Metodika
4.1 Material a média

4.1.1 Organicky material a pokusné organismy

» vektory s cDNA pro gen AdoR (v plazmidu pcDNA+), BMNT2 (v plazmidu pOT2) a
CAT (Chloramfenicol acetyltransferaza; v plazmid@TB7) ziskané od Research
Genetics byly pouzity k amplifikaci celych ge(overexpreseji jejich ¢asti (RNAI)

e pAc5.1/V5-HisA — 5,4 kb vektor s aktinovym 5C prom@m (Ac5) a rezistenci na
ampicilin (Invitrogen)

* liga¢ni kit ,pGEM-T Easy Vector system |* (Promega)

» Escherichia coli - kmen DH% byl pouzit pro pipravu kompetentnich bk,

* adherentni butna linie CI8+ odvozena z'klelnich imaginalnich tékia Drosophila
melanogaster

4.1.2 Media

Pro gstovani baktérii E. coli bylo pouzito médium LuBasth (LB). Médium bylo
sterilizovano v autoklavu (20 min, 125°C). Antibiatm (ampicilin @i 100 mg/l nebo
chloramfenikol pi 30 mg/l) bylo gidano az po vychladnuti média.

Ke kultivaci burg¢nych linii CI8+D. melanogaster bylo pouzito Shields and Sang M3
médium (Sigma). Médium bylo sterilizovano pomodiirii s pérozitou 0,22um (Nalgene).
Detailni sloZeni pouzitych médii je uvedenorilqze IV.

4.2 Hiprava konstrukta pro overexpresi

4.2.1 Amplifikace celych geida AdoR a DmENT2

Primery byly navrZzeny tak, aby na koncich produlyla restrikni mista pro enzymy
Kpnl a EcoRI a fed stop kodony kotva c-Myc. Reakce byly réedy do dvou krok, kdy
vV prvnim se fipojilo misto pro Kpnl aést kotvy, v druhém pomoci spéteeho primeru R2
zbytek kotvy a misto pro EcoRI na 3"-konci (seznéech primek je uveden v filoze V).

1. PCR reakce: PCR program:

2,5ul 10x Pfu PCR pufru - MgS® 95°C 2 min 30 sec
1,5ul MgSO;, (25 mM) 95°C 30 sec

2,5ul ANTP mixu (10 mM) 55°C 30 sec
1,0ul + 1,0ul primeri F a R1 (1QuM) 72°C 2 min

1,0 ul vektoru s cDNA daného genu (60 ng) kroky 2-4lapany 30x
0,5ul Pfu DNA polymerazy (2,5 Uil) 72°C 5 min

15 ul ddH,O

Pro ovteni vysledku jsem gl vzorku analyzoval na 0,75 % agar6zovém gelu.



2. PCR reakce: PCR program:

5,0l 10x Pfu PCR pufru - MgS® 95°C 2 min 30 sec
3,0ul MgSO; (25 mM) 95°C 30 sec

5,0ul ANTP mixu (10 mM) 55°C 30 sec
1,5ul + 1,5ul primeni F a R2 (1QuM) 72°C 2 min

1,0ul z prvni PCR reakce kroky 2-4 opakovany 30x
0,5ul Pfu DNA polymerazy (2,5 Uil) 72°C 5 min

32,5ul ddH,O

Pro owieni vysledku jsem @l vzorku analyzoval na 0,75 % agar6zovém gelu. Beak
byly provedeny naifstroji T3 Thermocycler (Biometfa

4.2.2 Elektroforéza PCR produki

Ke vzorku z PCR reakce jsemigal nanaseci barvu (0,25 % bromfenolova im80 %
glycerol) v pongru 1:4 a promichal.

Pro 0,75 % agarézovy gel jserfidal do 20 ml 1x TAE pufru 0,15 g agarozy (Senza),
tepla rozpustil, pdal ethidiumbromid do koncentrace O)g/ml a gel nalil do formy
s rozdlovacimi Hebinky. Ztuhly gel jsem potibdo elektroforézni nadoby s 1x TAE pufrem
a do jamek nanesl fipravené vzorky spolu se standardem molekulovychothosti
(GeneRule™ 1kb DNA Ladder, Fermentas)

Gel jsem poust pii 65-70 V/cm a vysledky od@etl pomoci UV-transiluminatoru.

4.2.3 Extrakce a purifikace PCR produkii

Do vzorku z PCR reakce jsentigal stejny objem s#si fenol/chloroform (porér 1:1).
Smes jsem stéel 10 min @i 14 000 rpm ve 4°C pro separaci organické a vddne.

Horni fzi jsem odebral,fjgal k ni stejny objem chloroformu a &pst&el pri 14 000
rpm ve 4°C 10 min.

Znovu jsem odebral horni fazi &gsrazel ji pdanim 1/10 objemu 3 M NaAc a dvou
objemi 100 % etanolu. Sés jsem ponechal 0,5-1 hod v -80°C a poté tgéael 20 min i
14 000 rpm ve 4°C.

Odstranil jsem horni fazi, k peletu jsefidal 100ul 75 % etanolu a afp st&el 5 min
pii 14 000 rpm ve 4°C.

Znovu jsem odstranil horni fazi a pelet susil 5 mia vakuové odpgavace
Concentrator 5301 (Eppendorf). Produkty jsem rotipusl5-20 ul ddH,O a vysledek oskil
elektroforézou Ll vzorku na 0,75 % agar6zovém gelu.

VSechny stéeci kroky byly provedeny na centrifuze EBA 12-R {fité).

4.2.4 Restrikéni reakce PCR produkiti a plazmidu pAc5.1/V5-HisA

Stépeni PCR produkta plazmidu jsem proved| nejprve pomoci Kpnl, getéRI.

1. S&€peni pAc5.1: 1. $peni precisSténych PCR produktii:
1,0ug plazmidu pAc5.1 3,0g PCR produktu
1,5ul pufru 10xL (Takara) 2,4l pufru 10xL (Takara)
1,5ul enzymu Kpnl (TaKaRa, 10 W) 1,5ul enzymu Kpnl (TaKaRa, 10 W)
doplntno pomoci ddbiO do 15ul doplntno pomoci ddbiO do 20ul
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Reakce jsem inkuboval po dobu 4 hodii teplo& 37°C, poté odebral {il od obou
reakci (pro kontrolu 8peni elektroforézou v 0,75 % agar6zovém gelu) &afmé z reakci
piidal nasledujici komponenty:

2. S€peni pAch.1: 2. $peni pretisténych PCR produkti:
1,5ul 1 M Nacl 2,ul 1 M NacCl
0,5ul 1 M Trisu (pH 7,4) 0,7l 1 M Trisu (pH 7,4)
1,5ul pufru 10xH (Takara) 2,0l pufru 10xH (Takara)
1,5ul enzymu EcoRI (TaKaRa, 15 ) 1,5ul enzymu EcoRI (TaKaRa, 15 ()
doplreno pomoci ddkO do 20ul doplreno pomoci ddkO do 25ul

Reakce jsem nechal po dobu dalSich 4 hotliteplot 37°C a poté zamrazil do —20°C.

4.2.5 Ligace v nizkotajici agar6ze (low melt agare}

Do Sepnych reakci jsemipal nanaSeci barvu a cely objem jsem nanesl n&dlgel
Z nizkotajici agarézy (NUSIEVE) stejnym tgobem jako v bafl 4.2.2. Fragmenty
pozadované velikosti jsem iyl z gelu pod UV sétlem a genesl do 1,5 ml zkumavky.

Zkumavky jsem nejprve po dobu 10 min #ahbl pfi 70°C a poté smichal vektor
(naStipany plazmid pAc5.1) a insert (naStipany P@8dukt jednoho genu) v molarnim
poneru 1:10-15 (vektor:insert). S¥ui jsem nechal dalSich 10 min v 70°C, kratce odhfzal
ledu a pidal stejny objem ligéni snesi slozené z 10x ligmiho pufru (Fermentas), T4 DNA
ligazy (5 U/ul, Fermentas) a ddi®. Kratce promichal a dal na 1-2 min na led.

Liga¢ni snesi jsem inkuboval f&s noc p 14-16°C.

4.2.6 Transformace lig&nich smési

Kompetentni bitky DH5a jsem nechal na ledu rozmrazit, poté k nifidal 2 ul 1,22 M
B-merkaptoetanoluBtME) a nechal na ledu dalSich 10 min. Mezitim jsgath ligatni snesi
na 5-10 min do 70°C.

K pripravenym biikdm jsem pidal max. 5ul ligaéni snesi na 100ul burgk a nechal 20
minut inkubovat na ledu. Poté jsem proved| tepe&iol (45 sec ip teplot 42°C) a ihned
pienes| biiky zpst na led. K bitkam jsem gidal 0,5 ml tekutého LB média a nechal vSe
tiepat po dobu 45 minfp37°C.

Na predem pipravené misky s tuhym LB médiem a ampicilinem (1a@ml) jsem
pienes| asi 20Qul bakterialni smsi/misku, rozeel hokejkou a nechalies noc inkubovat
v 37°C. Narostlé kolonie jsentipti den penesl na novou agarovou misku s ampicilinem.

4.2.7 Analyza pozitivnich kloni metodou PCR

Oweieni zaklonovani spravného fragmentu od obouigeam provedl pomoci PCR
s primerem Ac5Frw (A) pro vektor pAc5.1 a primer&2 spolénym pro oba geny (seznam
vSech primel je uveden v filoze V).

PCR reakce: PCR program:

1.5ul 10x Taq PCR pufru — MgGl 94°C 2 min 30 sec
1,0ul MgCl; (25 mM) 94°C 30 sec

1,5ul dNTP mixu (10 mM) 57°C 30 sec
1,0ul + 1,0pl primerd A a R2 (10uM) 72°C 2 min 15 sec

11



0,3 ul Tag DNA polymerazy (5 Uil) kroky 2-4 opakovany 30x
3,7ul ddHO 72°C 7 min
cast kolonie rozpushé v 5ul ddH,O

Pro owieni spravné velikosti amplifikovanych fragménsem reakce analyzoval na
0,75 % agar6zovém gelu. Reakce byly provedenyisargji T3 Thermocycler (Biometfa

4.2.8 lzolace plazmid

Vybrané kolonie jsemignesl do 3 ml tekutého LB média s ampicilinem vdeaariraci
100 ug/ml a nechal kultivovat po dobu 12 hotl B7°C za staleéhorépani. Narostlé hiky
jsem st@il 1 min pii 7000 rpm a pelet byl pouZit na izolaci plazfigdomoci kitu firmy
Qiagen ,QlAprep Spin Miniprep Kit* podle instrukejrobce.

VSechny stéeci kroky byly provedeny na centrifuze EBA 12-R f{titd). MnoZstvi
izolovaného plazmidu jsem stanovil pomoci spektmfeetru BioPhotometer (Eppendorf).

4.2.9 Sekvenace pozitivnich klain

Pro sekveni reakci jsem pouZil kit od firmy Applied Biosysts ,BigDye”
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit* a primeryadfieké jak pro vektor pAc5.1 (Ac5Frw,
pMT-Rev), tak pro dany gen (F, R2), abych pokrybaesekvenci jednotlivych gén(seznam
vSech primel je uveden v filoze V).

PCR reakce: PCR program:

750 ng DNA (vektor) 94°C 1 min 30 sec
4,0l 2,5x BigDye sekvenmi pufr 94°C 15 sec

2,0l sekvenéani RR snés 55°C 15 sec

1,0yl primeru (10uM) 60°C 4 min
doplntno pomoci ddkiO do 20ul kroky 2-4 opakovany 35x

Reakce byly provedeny néigtroji T3 Thermocycler (Biometfa.

Vzorky jsem poté fesrazel 8Qul 75 % isopropanolu a ponechal 30 mii pokojové
teplo€. Smes jsem sté&el 20 min @ 14 000 rpm ve 4°C. Odstranil jsem supernatang¢latp
promyl 200ul 75 % isopropanolu. S& jsem opt st&el 5 min @i 14 000 rpm ve 4°C,
odstranil supernatant a pelet nechal vysusit veiea& odpéovasce.

VSechny stéeci kroky byly provedeny na centrifuze EBA 12-R f{iitd). Vzorky byly
analyzovany na kapilarnim automatickém sekven&d@iuPrism 310 (Perkin Elmer).

4.2.10 Izolace hotovych plazmidovych konstruki

Kolonii se spravhym osekvenovanym konstruktem jggemes| do 3 ml tekutého LB
média s ampicilinem (10Qg/ml) a za staléhorépani nechal inkubovat asi 8 hod ve 37°C.
Touto kulturou jsem natoval 50 ml stejného média a za stalétepéni inkuboval asi 16
hod ve 37°C. Plazmidy jsem poté izoloval pomoci Kitmy Qiagen ,QIAGEN Plasmid
Midi Kit* podle instrukci vyrobce.

MnozZstvi izolovaného plazmidu jsem stanovil na smd&tometru BioPhotometer
(Eppendorf). VSechny stéci kroky prokhly na vysokorychlostni chlazené centrifuze RC-5B
(Servalf) s rotorem HB-6.
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4.3 Hiprava konstrukta pro RNA interferenci

4.3.1 Amplifikace Useki geni pro AdoR a DmENT2 a celého genu pro CAT

Pro stabilni RNAIi geth AdoR a DmENT jsem pouZil metodu s vlasenkovoukstmou
v DNA vektoru slozenou z asi 400-500 nt dlouhé&bose a antisense vlakna daného genu,
mezi které jsem vloZil sekvenci pro gen CAT.

Nejprve bylo teba namnozit jednotlivé Useky geAdoR a DmENT a cely gen CAT
pomoci 11 primer navrZzenych tak, aby na koncich fragnielyla bul’ restrikini mista nebo
homologické sekvence s vedlejSim fragmentem. Ddkyut jsem mohl jednotlivé fragmenty
spojit a zaklonovat do plazmidu pAc5.1 tak, abytramskripci celé sekvence byla vytena
vlasenkova struktura pro dany gen (seznam vSeaotefirije uveden v filoze V).

PCR reakce prosense/antisense vliakna: PCR program:

5,0l 10x Pfu PCR pufru - MgS® 95°C 2 min 30 sec
3,0ul MgSO, (25 mM) 95°C 30 sec

5,0ul ANTP mixu (10 mM) 59-61°C 30 sec
1,0ul + 1,0ul primeni F1/F3 a R1/R3 (14M) 72°C 1 min 15 sec
1,0 ul vektoru s cDNA daného genu (60 ng) kroky 2-4lapany 30x
0,5ul Pfu DNA polymerazy (2,5 Uil) 72°C 5 min

33,5ul ddH,O

PCR reakce pro gen CAT: PCR program:

5,0 ul 10x Pfu PCR pufru - MgS® 95°C 2 min 30 sec
3,0ul MgSO, (25 mM) 95°C 30 sec

5,0ul dNTP mixu (10 mM) 59°C 30 sec
1,0ul + 1,0ul primeri F2 a R2 (1QuM) 72°C 2 min

1,0 ul vektoru s cDNA daného genu (60 ng) kroky 2-4lapany 30x
0,5ul Pfu DNA polymerazy (2,5 Uil) 72°C 5 min

33,5ul ddH,O

Po prokhnuti reakci jsem proved! elektroforézu produka 0,75 % agar6zovém gelu.
Reakce byly provedeny naigtroji T3 Thermocycler (Biometfa.

4.3.2 Extrakce DNA fragmenti z agar6zového gelu

Elektroforézou PCR redkich sn&si na 0,75 % agar6zovém gelu jsem @ddNA
fragmenty od zbytku regkich snési, fragmenty dané velikosti jsemiigl z gelu pod UV
swtlem a genesl do 1,5 ml zkumavek. Izolace fragnielyla provedena pomoci kitu firmy
Qiagen ,QIAquick Gel Extraction Kit* podle instrukci vyrobce.

Vysledek jsem poté @il na 0,75 % agarézovém gelu. VSechnycsta kroky byly
provedeny na centrifuze EBA 12-R (Hettich).

4.3.3 Restrikéni reakceantisense vlaken a vektoru pAc5.1/V5-HisA
Protoze primery prantisense vlakna, vytvdena v bod 4.3.1, obsahovala restéiki

mista pro enzymy EcoRI a Xhol, provedl jsemypéni tchto fragment spolu s vektorem
pAc5.1 v jednom kroku.
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Stépeni pAc5.1: Stpeni pretisténych PCR fragmenti:

2,5ug plazmidu pAc5.1 3,0g precistené DNA

3,0l pufru 10xH (Takara) 3,bl pufru 10xL (Takara)

0,5ul 0,1 % BSA pufru (Takara) 048 0,1 % BSA pufru (Takara)
1,5ul enzymu EcoRI (TaKaRa, 15 ) 1,5ul enzymu EcoRlI (TaKaRa, 15 ()
1,5ul enzymu Xhol (TaKaRa, 10 i) 1,5ul enzymu Xhol (TaKaRa, 15 W)
doplntno pomoci ddkiO do 30ul doplntno pomoci ddbiO do 35ul

Reakce jsem inkuboval po dobu 4 hodiin tgplot 37°C a po prohnuti reakci jsem
proved| elektroforézu produkina 0,75 % agarézovem gelu.

4.3.4 Extrakce DNA fragmenti z agar6zového gelu

Byl pouZit stejny zfisob jako v bo&4.3.2.

4.3.5 Ligace nadtpenych fragmenti

Nastipané a igcistené fragmenty gntisense vlidkna a plazmid pAc5.1) jsem spojil
pomoci T4 DNA ligazy, picemz molarni porr vektor:insert byl 1:20-25.
Ligaéni smeés:
6,0 ul St¢penéhaantisense vlidkna daného genu
2,0l Sttpeného vektoru pAc5.1

1,0ul 10x ligatniho pufru (Fermentas)
1,0ul T4 DNA ligazy (5 U/ul, Fermentas)

Ligacni snesi jsem inkuboval fes noc p 14-16°C.

4.3.6 Transformace lig&nich smési

Byl pouzit stejny zpisob jako v bod 4.2.6.

4.3.7 Analyza pozitivnich klomi metodou PCR

Byl pouzit stejny zpsob jako v bo# 4.2.7. PCR jsem provedl pomoci primeru Ac5Frv
pro vektor pAc5.1 a primeru R1 pamtisense vlakno daného genu (seznam vSech phinmer
uveden v floze IV).

4.3.8 Izolace plazmid

Byl pouzit stejny zpisob jako v bod 4.2.8.

4.3.9 Rekombinantni PCR a amplifikace vzniklych prdukti

Spojenisense vlaken danych gens genem pro CAT jsem provedl pomoci PCR reakce
bez pouziti primer. Diky navrzenym primé&m obsahovaly fragmenty, vytiené v bod
4.3.1, na svém koncsénse vliakna) a nebo na patku (gen pro CAT) homologickou sekvenci
k druhému fragmentu. Tytorgkryvy jsem vyuZil jako primery k dosyntetizovartyzajiciho
retézce, icemz gen pro CAT byl umi&t vzdy na 3'- konec rekombinantniho produktu.
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Rekombinantni PCR reakce: PCR program:

2,5ul 10x Pfu PCR pufru - MgS® 95°C 2 min 30 sec
1,5ul MgSO;, (25 mM) 95°C 45 sec

2,5ul ANTP mixu (10 mM) 50°C 30 sec
1,5ul sense vlakna daného genu (150 ng) 72°C 2 min
1,5ul genu pro CAT (150 ng) kroky 2-4 opakovany 15x
0,5ul Pfu DNA polymerazy (2,5 Uil) 72°C 5 min

16 ul ddH,O

Rekombinantni produkty z prvni PCR reakce jsem piikoval stejnymi primery (F1
a R2) jako v p&ateeni PCR reakci v bagd4.3.1. Tyto primery obsahovaly mista pro restrik
enzymy Kpnl a Nhel (seznam vSech prithgr uveden v filoze 1V).

PCR reakce: PCR program:

5,0ul 10x Taq PCR pufru — MgGl 95°C 2 min 30 sec
3,0ul MgCl, (25 mM) 95°C 45 sec

5,0ul dNTP mixu (10 mM) 59°C 30 sec
1,0ul + 1,0pl primerd F1 a R2 (1QuM) 72°C 2 min 30 sec
3,0ul z rekombinantni PCR reakce kroky 2-4 opakovaby
0,5ul Tag DNA polymerazy (2,5 Uil) 72°C 7 min

31,5ul ddH,O

Pro owteni vysledku jsem @l vzorku analyzoval na 0,75 % agar6zovém gelu. Beak
byly provedeny naifistroji T3 Thermocycler (Biometfa

4.3.10 Extrakce a purifikace PCR produkfi

Byl pouZit stejny zfyisob jako v bo&4.2.3.

4.3.11 Ligace

PreciSténé rekombinantni fragmenty byly zaligovany do velstpGEM-T Easy pomoci
ligacniho kitu firmy Promega ,pGEM-T Easy Vector systém

Ligaéni smés:
3,0 ul precisttné DNA
1,0 ul vektoru pGEM-T Easy (50 ng)
5,0l 2x liga¢niho pufru
1,0ul T4 DNA ligazy (3 Ufl)

Liga¢ni snesi jsem inkuboval f&s noc p 4°C.

4.3.12 Transformace ligé&nich smési

Byl pouzit stejny zpsob jako v bod 4.2.6, ale na misky s LB médiem a ampicilinem
(100 ug/ml) jsem nanesl jeS60 ul latky X-Gal (20 mg/ml v dimethylformamidu) pro paiti
modro-bilé selekce na utilizaci galaktozy.
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4.3.13 Analyza pozitivnich kloi metodou PCR
Byl pouzit stejny zfisob jako v bod 4.2.7, vykér kolonii byl usnadén modro-bilou

selekci. PCR reakci jsem provedl pomoci primeryiic/ vektor pGEM-T Easy a primeru R2
spole&ného pro rekombinantni produkty (seznam vSech piigeeuveden v filoze 1V).

4.3.14 lzolace plazmid

Byl pouzit stejny zpisob jako v bod 4.2.8.

4.3.15 Restrikéni reakce izolovanych plazmidovych konstruki

Plazmidové konstrukty izolované v bodu 4.3.8 (pAcS.antisense vlakny) a v bodu
4.3.14 (pGEM-T Easy s produkty rekombinantni PCGiR)j nastipal pomoci enzyrKpnl a
EcoRI. Tim jsem z vektér pGEM-T Easy vy&ipil rekombinantni produkty, které jsem
v dalSim kroku zaligovalied jiZz zaklonovan@ntisense vidkna ve vektoru pAc5.1 nastiplého
stejnymi enzymy.

Byl pouzit stejny zfisob jako je popsano v bédt.2.4, tedy Stipani jsem provedl ve
dvou krocich, nejprve pomoci Kpnl a poté pomocifco

4.3.16 Ligace v nizkotajici agardze (low melt agase)

Byl pouzit stejny zfisob jako v bod 4.2.5, kdy insert f@dstavoval rekombinantni
produkt vyStipnuty z pGEM-T Easy a vektor nastigmiazmid pAc5.1 sintisense vidknem.

4.3.17 Transformace ligé&nich smési
Byl pouZit stejny zfisob jako v bo& 4.2.6, avSak do tuhého LB média jsem pouzil jako

antibiotikum chloramfenikol (3qug/ml) pro selekci klofi obsahujicich pozadovany insert,
tedy rekombinantni produkt s genem CAT.

4.3.18 Analyza pozitivnich klomi metodou PCR
Byl pouzit stejny zpsob jako v bod 4.2.7, vylér kolonii byl usnadén jejich rezistenci
na chloramfenikol. PCR reakce jsem provedl pomaoigri Ac5Frv pro vektor pAc5.1 a

primeru R2 spokného pro oba rekombinantni produkty (seznam vSeichep: je uveden
v priloze V).

4.3.19 lzolace plazmid

Byl pouZit stejny zfyisob jako v bo&4.2.8.

4.3.20 Sekvenace
Byl pouZit stejny zpsob jako v bod 4.2.10, pouZzil jsem primery Ac5Frw a pMT-Rev

pro plasmid pAc5.1 k osekvenovani obou koncovycimdiogickych sekvenci hotovych
konstruk®i.
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4.3.21 lzolace hotovych plazmidovych konstruki

Byl pouzit stejny zfisob jako v bo& 4.2.11.

4.4 Hriprava bunék CI8+ a jejich transfekce

4.4.1 Rozmrazeni buk CI8+

Pred kultivaci jsem hitky vyjmul z tekutého dusiku, rozmrazil aepesl na sterilni
misku s kompletnim médiem (CM). Pdighyceni buk ke dnu misky (1-2 hod) jsem je
promyl novym médiem a pot@&gtoval ve 25°C s pasazi kazdé 2-3 dny.

4.4.2 Nasazeni aifjprava bunék CI8+

Pred kazdym pokusem jsemitky zbavil starého média a stahl z povrchu miskyynov
médiem. Koncentraci bdk jsem spéital pomoci Burkerovy koiirky, naedil v médiu na
poZzadovanou koncentraci a nasadilisipSném objemu do jamek misky. iy jsem nechal
prichytit k misce po dobudkolika hodin.

Pred vlastnim pokusem jsem itky nejprve dvakrat promyl médiem, aby sinky
nemohli vytvdit specifické prosedi pro rezistenci k Ado vybovanim adenosin deaminaz,
teprve poté jsemifmal médium s uitou koncentraci Ado.

4.4.3 Lipofekce a selekce stabilnich linii

Pro lipofekci bugk jsem pouzil kit od firmy Qiagen ,Efectene Trangfen Reagent"”.

Pro selekci stabilnich linii jsem spolu s plazmigiov konstrukty kotransfekoval selektivni

plazmid pCoHygro obsahujici gen HPH (hygromycin{i®gphotransferase) pro rezistenci na

antibiotikum Hygromycin B (Invitrogen).
Krome toho jsem do butk kotransfekoval také reportérové plazmidy:

» pro mefeni hladiny cAMP — kotransfekce plazmidu s genem fpeni protein CRE-Luc
(,cCAMP response element” s luciferdzouegusky) a plazmidu s genem pro luciferazu
copiaRenilla; oba geny byly pod aktinovym promotorem pro koudimi expresy

« pro mefeni hladiny ioni C&* - kotransfekce plazmidu s genem peGalaktosidazu
a plazmidu s genem pro fotoprotein aequorin, olog gest pod aktinovym promotorem

Pro jednu transfeii reakci se peet plazmidi kotransfekovanych do bgk pohyboval
mezi 2-5 podle typu pozadované linie. Poméchto plazmid jsem transfekoval a nasledn
vyselektoval asi 24 stabilnich bigmych linii CL8+ s iznou kombinaci uvedenych plazraid

(seznam vSechtpravenych linii je uveden v tabulce 1 v 8dsl2).

Lipofekce a selekce (piklad pro kotransfekci 4 plazmida pro méieni hladiny cAMP):

Buiiky CI8+ jsem nasadil na 6-jamkové misky v koncerit@x1G bursk/ml, celkovy
objem média v jamce byl 2 ml. Nasazeni &#ujsem proved| denipd lipofekci.

Pri lipofekeni reakcei jsem nejprve smichal Qu§ plazmidové DNAredné v TE pufru
s pH 7,6 (0,1ug plazmidu pCoHygro, 0,3g plazmidu pro RNAIci overexpresi, 0,39
plazmidu s genem CRE-Luc a 08 plazmidu s generaopia Renilla). Snes jsem pidal
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k DNA kondenzanimu pufru EC do celkového objemu 1Q0 a pidal 7,2 ul roztoku
Enhancer. Ve jsem kratce zvortexoval a inkubokighgkojové teplot 5 min.

Ke snesim jsem pdal 22,5ul transfekni reagencie Effectene a vortexoval 10fivie
Vzorky byly inkubovany fi pokojové teplot asi 10 min. Mezitim jsemdera gipravené
buiky promyl pomoci 1x PBS (pH 7,4) aigial 1,5 ml nového CM.

Ke smésim jsem pidal 600ul CM, promichal a fidal po kapkach k promytym kkam.
Nasledovala inkubace po dobu 30 hodinalBujsem poté dvakrat promyl pomoci 1x PBS, do
kazdé jamky fidal 2 mil¢erstvého média a inkuboval dalSich 24 hod.

Pro selekci stabilnich linii jsem k tkém gFidal nové CM s antibiotikem Hygromycin B
v koncentraci 30Qug/ml. Selekci bugk jsem provad po dobu asi 2-3 tydn kdy vymEnu
média s antibiotikem jsem provédazde 2-3 dny.

4.4.4 Zamrazeni stabilnich linii

Bunky jsem nasadil na 10 cm kult&a misku se 7 ml CM aifidavkem antibiotika a
nechal nakst asi ze 70-80 %. Bty jsem poté zbavil starého média a stahl z povraisky
ve 3 ml nového CM. Porjgani 10 % DMSO jsem liky rozclil do t¥i zkumavek po 1,1 ml.
Bunky byly nejprve zamrazeny v —70°C a dalSi dempseny do tekutého dusiku.

4.5 Méreni vlivu adenosinu na buiky CI8+

4.5.1 Mefeni vitality mitochondrii
45.1.1 MTS test

Buiiky jsem nasadil na 96-jamkovou misku v koncentBadi® bunsk/ml v celkovém
objemu 10Qul na jamku zgsobem uvedenym v béd.4.2.

Po 4 hod inkubace ve 25°C jsem kikam gidal médium s Ado o koreé koncentraci
5, 10, 15, 30, 50 a 1g@M. Jako kontrolu jsem pouzil iley v médiu bez Ado a jako blank
médium bez butk. VSechny koncentrace bylyipraveny ve 3 opakovanich. Takto dgee
bunky jsem inkuboval ve 25°C po dobu 24 hod.

Do kazdeé jamky jsem poté&igal 20 ul roztoku ,CellTiter 96 AQueous One Solution
Reagent” (Promega) a tky jsem inkuboval dalsi 3-4 hodi25°C.

Absorbance jsem z#til na pristroji Elisa-readeripvinové délce 490 nm.

45.1.2 Meni mnozstvi ATP v buice

Meieni ATP v buikadch jsem provedl pomoci kitu ,CellTiter-Glo Lumseent Cell
Viability Assay* (Promega).

Buiiky jsem nasadil na 96-jamkovou misku v koncentBadi® bursk/ml v celkovém
objemu 10Qul na jamku zgsobem uvedenym v béd.4.2.

Po 4 hod inkubace ve 25°C jsem kikam gidal médium s Ado o koreé koncentraci
10, 30 a 10QuM. Jako kontrolu jsem pouzil kily v médiu bez Ado a jako blank médium bez
burgk. VSechny koncentrace a kontrolu jserfippavil ve 3 opakovanich. Takto oEeté
buiky jsem inkuboval ve 25°C po dobu 24 hod.

Do kazdé jamky jsem potérigal 100 ul roztoku ,CellTiter-Glo Reagent” a liky
nechal lyzovat na orbitalni miate MW-23 (Major Science) po dobu 5 min.
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Obsah jamek jsem promichal pipetou, cely objefanesl do negisvitnych jamek
Microlite™ 2+ (Thermo) a inkuboval 10 minutiippokojové teplat k ustaleni signalu.
Luminiscenci jsem z#&fil pomoci luminometru Orion Il a programu Simplic# (Berthold
Detection Systems)&sem proréreni jednoho vzorku 3 sec.

MnozZstvi ATP v biice jsem nitil také v zavislosti n&ase, kdy média s jednotlivymi
koncentracemi Ado (10, 30 a 1QM) jsem nenil v prtedem danyclasovych intervalech.
Patatek nefeni jsem stanovil jako prvni vignu meédia, ktera zaroxiepiedstavovala vzorek
po 24 hod. Pro jednotlivé koncentrace jsem tak gfdrhladinu ATP véase 1, 2, 4, 8, 12
a 24 hod po fidani Ado k biikdm. VSechny koncentrace a kontrolu jsefpravil opst ve 3
opakovanich.

4.5.2 Mefeni hladiny cAMP v buiice

Méieni hladiny cAMP v biikach transfekovanych plazmidy s geny pro lucifer@RE-
Luc a copiaRenilla jsem provedl pomoci kitu ,Dual-Luciferase Reporfessay System*
(Promega).

Buiiky jsem nasadil na 24-jamkovou misku v koncentadi® bursk/ml v celkovém
objemu 30Qul na jamku zgsobem uvedenym v béd.4.2.

Hladinu cAMP v buice jsem il v zavislosti nacase, kdy média obsahujici Ado
v konené koncentraci 10, 30 a 1QM jsem nenil v predem danyckEasovych intervalech.
Jako pdatek ngreni jsem stanovil prvni vyénu média, ktera zaroxigedstavovala vzorek
po 24 hod. Progiil jsem tak hladinu ATP pro jednotlivé koncentracéase 4, 8, 12 a 24 hod
po pidani Ado k buiitkdm. VSechny koncentrace a kontrolu jsetipravil ve 3 opakovéanich.

Takto oSatené buiky jsem poté oplachl pomoci 1x PBSi&dpl 100ul lyza¢cniho pufru
1xPLB (Passive Lysis Buffer).iipravené lyzaty busk jsem genesl do 0,5 ml zkumavek,
kratce zvortexoval a stél pri 12 000 g po dobu 1 min. Od kazdého lyzatu jseal pp 20pl
supernatantu a napipetoval do rieitnych jamek Microlitd” 2+ (Thermo).

Desticku s jamkami jsem umistil do luminometru OrionBlefthold Detection Systems)
a pomoci programu Simplicity 4 (program DLR; Betth®etection Systems) byla ziena
nejprve luminiscence luciferazy CRE-luc, poté ladiizyRenilla.

4.5.3 Meteni hladiny C&" iontii v butice

Mé&teni hladiny C& jsem proved! v bitkach kotransfekovanych plazmidy s geny pro
luciferdzu aequorin a enzyfrGalaktosidazu.

Buiiky jedné linie jsem nasadil na 10 cm misku v komeai 5x16 bunsk/ml
v celkovém objemu 6 ml na miskuigmbem uvedenym v bdédt.4.2. K butkdm jsem gdal
luciferin coelenterazin v kogaé koncentraci 2pM. Takto oSatené buiky jsem nechal 14-
16 hodin ve 25°C.

Buiiky jsem stahl ve stejném médiu z povrchu misky dodentrace 2,5xX(unsk/ml
a poté je rozpipetoval po 1¢0do 12 nepisvitnych jamek Microlit” 2+ (Thermo).

Destiku s jamkami jsem umistil do luminometru Orion lpeogramem Simplicity 4
(oba od firmy Berthold Detection Systems) jsem najneiil pozadi luminiscence u vSech
vzorka s¢asem pror&eni 3 sec.

Poté bylo vsfiknuto do kazdé z 12 jamek 10 média s konégnou koncentraci Ado 0
(kontrola), 10, 30 a 10QM. lhned po aplikaci média bylo zahajen@ieni luminiscence
luciferdzyAequorin ve 2 sec intervalech po dobu 1 min a 40 sec. Rzddu koncentraci byly
pouzity 3 jamky.
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5. Vysledky

5.1 Friprava reportérovych a expresnich plazmid

Pred vlastnimi testy byloi¢ba gipravit plazmidové konstrukty ovliwjici hladinu
exprese gah DMENT2 a AdoR. Proffipravu overexpresnich vekfobyla pouzita cDNA
cilovych geri (ziskany od Research Genetics), ke které byla pofdfGR metody ipojena
sekvence pro kotvu c-Myc na 3"-konec konstruktuokatva by v pipact poteby usnadnila
ovéreni exprese proteinu v iice jejim navazanim protilatkami a naslednou izgbeoteini.

Pro inaktivaci testovanych gérsem vybral metodu ,hairpin RNAI* s tvorbou dlouhé
vlasenkové dsRNA transkripci plazmidového konstruktbuice. Tato vlasenkova dsRNA
poté nastupuje cestu RNAigs SiRNA. Pro vytvieni vldsenky byly vybrany asi 500 nt
dlouhé Useky od obou gi&nkteré byly pouzity k tvor® sense a antisense vliakna budouciho
konstruktu. Mezi & byl vloZzen gen pro rezistenci na chloramfenikdé&ri tvail nejen ohyb
vlasenky, ale také byl vyuzit pro selekci pozitemkloni s hotovymi expresnimi vektory.

VSechny pipravené expresni konstrukty byly zaklonovany dkterel pAc5.1/V5-HisA
(Invitrogen), ktery obsahuje gen pro rezistenciandibiotikum ampicilin a dale aktinovy 5C
promotor (Ac5) podporujici vysokou kontinualni tsaripci inserti. Tento 5,4 kb dlouhy
vektor byl vytvden pro expresni systémy drozofily (DES, Invitrogetle po kotransfekci se
seleknim vektorem dovoluje selekci 