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1.Uvod
1.1 Charakteristika genudco

Gendiscs overgrown izolovany zDrosophila melanogaster kdduje vysoce
konzervovany homolog subrodiny/k Kasein kindz a je identicky s gen&lwuble-time(
Kloss et al., 1998Na rozdil od hypomorfickych alel gemlouble-time, které ovliviuji pouze
cirkadialni rytmy (Price et al., 1996), mutantrélglgenudiscs overgrown, ukazuji velky
efekt na pezivani busk a kontrolu éistu v imaginalnich discich. Analyzy mutantnich
fenotypl naznéuji, Ze protein genDiscs overgrown je rozhodujici sloZzkou v mechnizmu,
ktery spojuje peziti burtk béhem proliferace a zastavefistu v imaginalnich discich.
Aminokyselinova sekvence a trojrozma struktura b/e kasein kindzovych enzyinje
vysoce konzervovand, coz naZug, Ze tyto proteiny mozna maji funkci v kontraistu

burgk a jejich geziti i v jinych organizmech ( Zilian et al., 1999)

1.2 Uloha genudco béhem vyvoje drozofily

Vhodného @tu burgk ve vyvijejici se tkani je dosazeno koordinacidgaého
déleni a apoptozy. V drozofile séillo vyviji z kiidelniho imaginalniho diskuthem obdobi
rastu a proliferace v larvalnim stadiu za snizenéhozstvi apoptoz, za coz je zodpday
gendco. Expreseadco mize snizovat apoptickou aktivitu hid (Head involutidefective).
Ztrata genudco méa za nasledek dramatickou redukci exprese kagghadnhibitoru DIAP1,
ktera je doprovazena aktivaci kaspaz, coz magladaek masivni mnozstvi apoptoz, a
nasledg fenotypy s malymi disky, viditelné dco mutantechDco reguluje DIAP1
prostednictvim post-transkrimiho mechanizmu bez zavislosti na hid. (Ryoo eél04;
Wang et al., 1999; Yoo et al., 2002). IAP je rodimateini, které se vazi na kaspazy a
inhibuji jejich funkci, katalitickou aktivitu nebschopnost aktivnich kaspaz vazat se na
substrat (Deveraux a Reed, 1999; Tenev et al.,)200BP1 kédovany lokusem thread a ten

je ¢lenem této IAP rodiny (Hay, 2000).

1.3 Gendco kdéduje homolog lidské CKI16 ae

Analyza genomové a cDNA sekvencezakg Ze transkribovari@stdco je sloZzena
zeétyt exoru a i introni. NejdelSi ORF (open reading frame) koduje proteuelikosti 440
aminokyselin z nichz 300 N-koncovych ma vysoky siuproteino-sekveini shody
s katalytickou doménou CKI rodiny. Nejblizélpuzné izoformy jsou lidska CKlae, které
jsou totoZzné z 86% a z 92% az 91% podobné. Tatokaysodobnost se vyskytuje i nizsi
eukaryot jako napp HRR25 v pdicich kvasinkach s 78% podobnosti a agipych z 68%,
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COZ potvzuje, Ze katalyticka doména Dco je vysamezkrvovana (Xu et al., 1995;

Longenecker et al., 1996).

1.4 Casein Kinaza

Sati isoformy kasein kinaz fosforyluji velké mnozstuznych substrétmezi réz
pati klicové proteinové regulatory zahrnuté v kontroledsae diferenciace, proliferace,
chromozomalni segregace a cirkadialnich fytMutace v fosforylénich mistech substrtaa
stejre tak mutace a deregulace aktivitgskterych kinaz a fosfatdz mohou vést k porucham a
onemocgnim kthem vyvoje jako jsou kardiovaskularni choroby, we@generativni
onmocreni, imunodeficience, endokrinni onemeéoha k vyskytu rakoviny.

CKIl reprezentuje unikatni skupinuengaliny serin/thereonin specifickych kasein
kindz, které se vyskytuji ve vSech eukaryotickyafanizmech. Dosud bylo popsano sedm
sawich isoforem CKI ¢, B, y1,v2,v3, 6 ag) a jejich Gzné varianty. Jejich molekularni
hmotnost se pohybuje v rozmezi 37kD @K az 51kD (CK%3). VSechny CKI izoformy
primarni struktée jejich N-konce a C-konce nekatalytickych domémamezi 24 az 200
aminokyselin. Jako fosfatovy donor uzivaji CKI iaohy vyhradig ATP. Dale bylo popsano
n¢kolik forem CKla, CKly, CKle, které byly doupravenyfglanim inzertu o velikosti 28 az
12 aminokyselin do C-konce nebo katalytické domédmkto vzniklé varianty slouzi
k odliSeni v jejich kinazoveé aktivit funkci, subbu&ené lokalizaci a biochemickych

vlastnostech (Knippschild et al., 2004).

1.5 Mutace genudiscs overgrown

Od té doby, co byl gdoo popsan (Jursnich et al., 1990) bylo vy®mo velké
mnoZzstvi novych alel najznéjSimi mutagenetickymiifistupy, tyto mutace se projevuji jako
,Joss of function, i jako ,gain of function“. ¥sina genotyp, zahrnujici alely jiné negco®
adco™, vykazuje Siroky stupeabnormalit z&inajici naprostou néftomnosti disk aZ po
jedince s disky naprosto normalnimi. Nasledek niutagEnudco v imaginalnich discich je
vidét nejnazorgji na kiidelnim disku. Aleladco3 v homozygotnich nebo heteroalelickych
kombinacich s jinou znamou alelou nebo deficiemadiuZuje larvalni obdobi nakolik dni.
Béhem této doby disky rostou neustéale do velikosfolikrat vétSi nez je u divokého typu,

ale \&tSina heteroalelickyctico® kombinaci umaiuje vyvoj do stadia kukly.



Nikteré fenotypydco® vykazujicasténou duplikaci noZni strukturyiipominajici
fenotypy produkujici noZzni diskové klony, které redrau obdrzet Dpp signal. Pro testovani
klonalni autonomielco® bylo vytvaeeno velké mnoZstvi larvalnich stadii, aviak zadalgte
na Dpp cilovych genech pozorovany nebyl. Ale relficod klori dco(le88), dco® nejenze
pokratovaly v 1istu a proliferaci, ale také nezastavilyisnast, kdyz disky dosahly jejich
normalni velikosti, &oliv velikost jednotlivych bu#k ovlivnéna neni. Tyto vysledky také
z divodu, Ze ¥tSina okolnich larvalnich tkani neproliferuje potdlini indukci, je patrné, Zze
buiiky dco® jsou poskozené ve schopnosti reagovat na sigiséujici dist( Zilian et al.,
1999). V imagindlnich discich j@st u€ovan spise bugnym ristem nez butnou
proliferaci, protoze gibéh buré¢ného cyklu je sila spjat s busnym ristem (Weigmann et
al., 1997; Neufeld et al., 1998)u& je regulovanimo inzulinovymi signaly a népmo
pattermalnimi signaly zahrujici Dpp, Wg a Notchd@a at al., 1996; Horsifield et al., 1998;
Johnson a Edgar et al., 1998). Arstdiski jsou nezbytné jakistové signaly, tak paternové,
jak dokumentujetrstovy nedsgch v mutantnich klonech pro transdukci Dpp a Wagélg
(Burke and Blaster, 1996; Orsulic a Peifer, 1996)adé diskové fenotypy hypomorfickych
insulin receptor mutaft(Chen et al., 1996). &oliv dco hraje dilezitou roli v fistu a
proliferaci, neni to jeho jedind morfogenicka fuakcimaginalnich discich. Gelto hraje
duleZitou roli v Hedgehog signlizaci, v Wnt, pomalsianovit planarni polaritu, podili se na
fosforylaci proteinu p53 a j@Smnoho dalSichipjakémkoliv narusSeni kteréhokoliv &ahto

procesi mize vest k tvorb nadoru.
1.6 Uloha Kasein kinazy v fiznych bunéénych drahach a procesech

1.6.1 Wntp-catenin signalni draha

Nejzna®)Si Wnt draha je vysoce konzervovana \Brtatenin signalizace, ktera
reguluje stabilitu transkrimiho kofaktury3-cateninu a také na¢m zavislou genovou
transkripci. NaruSeni Wnf-catenin signalizace je spojeno s mnoha lidskyneneocrénimi
zahrnujici nadorova onemaan, starnuti a degenerativni oneméun Za nepitomnosti Wnt
ligandu, je koncentrace cytoplazmatickghoateninu velmi nizka, protoze je fosforylovan za
Gcelem na fosforylaci zavislé ubiquitinace a naslediegradaceB-cateninové fosforylace je
provadna pomoci pomoci proteinového komplexu slozenéBasein Kinazi | (CKI) a
glykogen syntetazové kinazy 3 (GSK3), jez jsou mang na komplex drzici protein Axin a

APC (adenomatous polypolis coli), coz je tumor sgprovy protein (Logan a Nusse, 2004;
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Clevers, 2006). Fosforylovar¢catenin je postuginrozpoznavam-Trcp, cozZ je podjednotka
E3 ubiquitinové ligazy a poté je ubiquitinovan gdelovan. Wnt stimulace je zahajena
dvéma rozdilnymi bu&nymi receptory, které se nachazeji na povrchwimamembrany.
Jeden zd&chto receptar je ¢len rodiny zatéenych protein Frizzled (Fz), dalsi je
nizkohmotnostni lipoproteinovy receptdiluzny proteinu 6 (LRP6) a blizcéilpuzny LRP5
(He et al., 2004). Wnt fize prostednictvim Dishvelled(v obratlovcich nazyvany DuDsh

v drozofile) gipojit bunéény GSK3 inhibitor GBP/Frat do degrasfého komplexu a dale
navodit formaci Fz-LRP6 komplexu, ktery odvadi Axio plazmatické membrany, coz ma za
nasledek inhibici fosforylagl-cateninu a jeji naslednou degradaci. Akumulace
stabilizovanéh@-cateninu v jate zpisobi spojeni s TCF/LEF enhancerovym faktorem, coz
vede k vytvdeni komplexu, ktery navodi zvySeni exprese cilowitlgeri (Huang a He,
2008).

1.6.1.1 Noveé slozky, které setastni Wnt/ g-catenin signalizace

Kltovy krok v Wnt signalizaci zahrnuje fosforylaci. &®a CKI nefosforyluji
pouzeB-catenin, ale také Axin a APC. Nedavno byl idektifiana nova konzervovana slozka
dex.komplexu, ubiquitinova protein fasfataza 1 (PIPP1 interaguje s Axin a defosforyluje
jejne rekolika CK1 fosforylovanych serinovych zbytcich,datxinova defosforylace
omezuje Axin-GSK3 interakci, coZ méa za nasledekbichp-cateninové fosforylace (Luo et
al.,2007).

1.6.2 Hedgehog dréha

Rodina Hedgehog sekretovanych pmoteé podili n&izeni bugéného fistu a
tvorke tkani @hem vyvoje u obratlovici bezobratlych (Ingham a McMahon, 2001). Hh
signalizace sdili s Wnt signalizaci velké mnozspal&nych rysi. Regulace transkr§mim
aktivatorem, v tomtoifjpact Cubitus interruptus (Ci, Gli protein u obratldéyge rozhodujici
pro signalizaci (Hoper a Scott, 2005). V riggmnosti Hh je Ci-158ast&n¢ degradovana,
nechavajici polovinu N-konce intaktni.Ci-75 jeepesena do jadra, kde pdatige transkripci
nékterych Hh cilovych gein(Blanc et al., 1997; Methot a Basler, 19983steéna degradace
Ci je podporovana fosforylaci cytoplazmatickym kdexem, ktery zahrnuje na mikrotubuly
se vazajici protein Costal-2 (Cos-2) a seritergnatein kinazu Fuzed. A stejijako
v pripact degradac@-cateninu, fosforylace Ci m& za cil navazani Supmerary limbs
(Slimb), V Drosophile homolo§-Trcp (Dai et al., 2003; Jia et al., 2005), cozesed

k ubiquitinaci SCF E3 ubiquitin ligazoucast&nou proteolyzu proteozomem. Hh signal je
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pienasen sedmkrat membranou protkanym proteinem &emed Smo). V néfiomnosti Hh
signalizace transmembranovy protein Patched (RékXivuje Smo udrzovanim od bigmého
povrchu. Pokud Hh navaze Ptc receptor tato inhijgeiggeruSena a Smo se akumuluje na
burgcném povrchu a interaguje s Co-2, coZz ma za nasletidkici Ci podjednotky na

prestavbu na Ci-155 na potencialni transkirfpktor.

1.6.3 Uloha¢lena rodiny CKI v Wnt a Hh

Clenové CKI rodiny ovliviuji Wnt a Hh signalizaci jak pozitientak negativy
spojenim nebo fosforylaci 8anymi komponenty obou signalnich drah. Cile poaitiv
fosforylace jsou CKI v Wnt jsou Dvl, TCF a LRP6 &lta Smo. A v negativni regulaci CKI
fosforyluje APC g3-catenin a v Hh Ci, kde fosforylace vede k celkne®ocast&né
proteolyzeB-cateninu a Ci. VAstajici hlavni otazka je, jak je CKI schopné regatayto
drahy negativéi pozitivré ve stejnou dobu (Price et al., 2008).

1.6.4 Planarni polarita
Planarni polarita je snadno pozorelvét ve ¥tSiné dosglych musich tkani. Na
kiidlech vyfista z vrcholu kazdé ity jednoduchy trichom zatimco omatidia v oku naljiyva

charakteristickych uskupeni (Eaton a Strutt, 2008)transmembranové proteiny Frizzled,

Strabismus a Flamingo jsou pethné

v ¢asném vyvoji ajsou jediné £ - {E - mm .4 -
komponenty pro mimobuxiné

signalizace polarity. l l l
Bunky, které ztrati bdi Frizzled nebo Wing epithelium

Strambismus jsou neschopn@mpaset Obr&.1 princip vyvoje planarni polarity idle
signdl, coz nazraje jejich dilezitost v komunikaci bitka-buika. Na rozdil od
cytoplazmatickych komponent Dishvelled, Prickleiadw, které k mezibuiiné komunikaci
potreba nejsou (Strutt a Strutt, 2006).

1.6.5 Dco/CKI podporuje jak Wg/B-catenin tak i Fz/PCP signalizaci
Propojeni Wnt-Frizzled(Hz)¢ateninové a Fz/planarni bigmé polarity drahy je
nezbytné pro regulaci velké mnozstvi vyvojovychoas a jsou deregulovany v mnoha

lidskych chorobach. Ghbdrahy pozadujtleny cytoplazmatickych fakt@rrodiny Dsh pro
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pienos signalu Fz receptoMNedavné prace ukazuji, Ze fosforylace Dsh Casiazou |
mohou fungovat jako molekularntgpina, podporujici Wnf-catenin zatimco inhibuje
Fz/PCP signalizaci (Cong et el., 2004).

1.6.6 Uloha CKI v nadorovych onemocé#ni

U savicCKId navysuje své mnozstvfigpoSkozeni DNA a fosforyluje p53, jez méa
funkci tumor supresorového proteinu (Knippschildlet 1997). Tumor supresorovy protein
p53 je kItovy regul&ni protein, ktery fedchazi proliferaci butk s poSkozenou DNA tim, Ze
zastavi bu&ny cyklus nebo navodi apoptézu (Weber et al., 2002ktivace p53 vede
k nekontrolovanému bé&inému fistu a k genomové stabéjtcoz je pozorovano u zhruba
50% vSech lidskych nadorovych oneméai p53 integruje signalyiznych drah
posttranslani modifikaci. K plreni této fiznorodé funkce jsou p@ba zndny v mistech
fosforylace, coz hrajetdkezitou roli v tpra¥ odpowdi p53 (Xu, 2003). Zriny ve stavu
fosforylace fosforylénich mist N-konce p53 batném (stresu) ovlikujici transkrigni
aktivitu a interakce s bitinymi proteiny jako onkoprotein Mdm2. Datéylo identifikovano
nekolik kinaz, které fosforyluji N-konec p53 (Meel)@). Zejména CKl se zda mit
dulezitou roli v regulaci funkce p53 (Knippschildadt, 1997). Existuje Gvaha, Z& p
poSkozeni DNA se p53 vaze kgluSnému elementuigodpde CKI3, coz indukuje CKd,
kterd postuptifosforyluje p53 stejijako jiné proteiny, jimz upravuje jejich aktivitu.



1.7 Cil prace

1. Ovit fenotyp linie s mutaafico®

2. Vytvdit pomoci GAL4-UAS systému klony bk v kiidelnim disku, které
budou homozygotni pro mutecp®

3. Vytvdit pomoci GAL4-UAS systému klony bak v oénim disku, které budou
homozygotni pro mutadio®



2 Material a metody

2.1 Seznam genotymrozofil

Genotyp zdroj

yw; xa/Cyo Act>GFP;TM3 Ser Hoana Marcu
w; Sco/Cyo; adgf-a[karel[/TM6B Tomas Dolezal

y1l w*; P{w+mC=UAS-FLP1.D}JD1 Bloomington #493
w[*]; P{w[+mW.hs]=GawB}459.2 Bloomington #5818
yw ; FRT82 dco[3] / TM6B, Tb Markus Noll
w*; P{w+mC=GAL4-ninaE.GMR}12 Peter Vilmos
yw; P{w+mW.hs=UAS-GFP} Hoana Marcu

Genotypw[*]; P{w[+mW.hs]=GawB}459.2 je dale oznéen jakowd-Gal4 a genotyp
w*; P{iw+mC=GAL4-ninaE.GMR}12 jako GMR-Gal4.
2.2 Popis manipilace s drozofilou

Drozofila se v laboratornich podn&iok uchovava v kultivai nadobce, ktera je
zhruba z jednéghiny naplréna kultiva&tnim médiem, které slouzi k vy&idrozofily a také
jako vhodné prosedi, kam santky drozofily kladou vajtka. Tyto nakladena vaka
piechazeji po &kolika dnech do stadia larvy, ktera se 2kalik dni pohybuje v médiu a
vyZivuje se jim dokud nedosahne stadia 3.instaak,ge pesune na 8hu, kde se zakukly a
podstupuje metamorfozu.

2.3 Preparace imaginalnich disk a priprava preparati:

Larvy, které dosahly stadia 3.inst@ou odebrany z kultiéai nadoby a vloZeny na
mikroskopické skiiko, k nim se fida nékolik kapek pufru PBS, ktery sniZzuje degradaci
tkani. A poté uz nasleduje samotné vypreparovékiidi
2.4 Slozeni médii a pufé

2.4.1SloZeni potravy progstovani drozofil: 120g kukii¢né mouky do 1,21 vody,
15 g Bactoagar, 759 cukru, 60g instantni kvasrabe)l metyl paraben (konzervant)

2.4.2 Slozeni 1 litru PBS pufrv 800ml destilované vody je rozptso 8g NacCl;
0,2g KCI; 1,44g NgHPQy; 0,249 KHPQ,, dale pomoci HCI doupravit pH na 7,4 a dale
doplini destilovanou vodou na objem 1000ml.



3 Vysledky
3.1 Owteni fenotypu linie s mutacidco®

Nejdiive bylo nezbytné otestovat linie drozofily, jejichenom ndl mit na tetim

chromozomu lokalizovanou mutadio® a jako swj homolog balancerovy chromozom

TM6B. Toto ow¥teni jsem proved!| progdnictvim genetickéhoriZeni, @i némz jsem zkizil

jedince linie s genotypenico® / TM6B s jedinci z stejné linie. Larvy z tohotéiZeni byly

dvojiho druhu, ty s genotypedto® / dco® (tj. homozygotni mutant prdco® mutaci), a

s genotypenalco® / TM6B, které diky pitomnosti balanceru TM6B vykazovaly v larvalnim

stadium vytvéi zkraceny tvar larvy (TM6B nese dominantni markebby). Z larev, které

mely marker Tubby jsem vypreparovaii#telni disky. Zarovie jsem vypreparovalikdelni

imaginalni disky z divokého typu, jeZ slouzily kualnimu porovnani velikosti a tvaru

studovanych disk Porovnani diskjsem zdokumentoval i fotograficky (viz.nize)

1.
FRT 82 dco3
TM6B

[1I.
FRT 82 dco3
TM6B

>
N2

1.
FRT 82 dco3
TM6B

[1I.
FRT 82 dco3
FRT 82 dco3

[1I.
TM6B
TM6B

Obrg. 2 Schémaikzeni s cilem ziskat drozofilu s homozygotni sesiiaWRT 82dco’.

Obrg.3
Napravo se
nachazi
imaginélni
kridelni disk
Z drozofily
divokého typu,
nalevo se
nachazi
kiidelni disk
drozofily

S genotypem
FRT 82 dco’/
FRT 82 dco’.



3.2 K¥izeni pro kontrolu funkénosti Gal4 driveru.
Toto ¥Zeni n¢lo za cil vyzkouSet furdnost Gal4 driveru. BylaikZzena drozofila
s genotypem wd-Gal4/wd-Gal4 s drozofilou, kterdangenotyp UAS-GFP/UAS-GFP.

wid-Gald UAS-GFP
wid-Gald >< UAS-GFP

\”

wid-Gal4
UAS-GFP

Obré.4 SchémaikZeni s cilem ziskani drozofily s genotypem, kiemozni kontrolu
futikosti wd-Gal4 driveru.

Z tohoto kizeni vznikali pouze jedinci s genotypem wdGal4/\G%F. Bhem jejich
larvalnich z nich byly vypreparovaniidelni disky a byla fundnost Gal4 byla potvrzena.

Obre.5 Zde jsou vidt kiidelni imaginarni disky pod GFP mikroskopem dikyitp Ze se v nich

exprimuje GFP protein.
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3.3 Tvorba klonii bungk v kiidelnim disku, které budou homozygotni pro mutacilco®
Pro tvorbu klanv kiidelnich bitkach bylo pateba vytvdit Drosophilu, jeZ bude mit
ve svém genomu konstitugichto geti wd-Gal4, UASFLP Il a FRT 82 dco®, FRT 82 GFP.
Konstrukt wd-GAL-4 obsahuje promotktery je totoZny s promotorem gerkterée
se aktivuji pouze vikdle. Proto k jeho expresi dojde pouze vikach diferencujicich se na
kiidlo.V téchto buik&ch vznikaji jeho proteinové produkty, které sgivéa UAS sekvenci, a
tim navodi expresi genu, jez se nachazi za nimdjpriJAS-Gal4 systému olsr7).

Gen, ktery se nachazel UAS sekvencFh II.. Ten vytvdi protein flipazu, ktera
katalyzuje rekombinaci dvou Ugek genomu, které jsou oz¢eny FRT mistem. V tomto
piipack byla jednim FRT mistem ozéena mutaceco® a druhym FRT mistem byl ozéen
gen kéduijici protein GFP.

Vysledkem této genové spoluprace je; Bankach, které se diferencuji jakaeidtelni
bude dochazet k rekombinci v mistech, kde se nagedzkédujici GFP a mutadeo®. Po
této rekombinaci budou mitézou vznikatiby, které budou mit ve svém genomu gen GFP
homozygot# a buiky, které budou mit mutadico® homozygots, ale také biiky ve kterych

k rekombinaci nedoslo a bude v nich zachovaneg@ni skladba gen

FRT misto

- - ——
e dco3
B —

- - _.—
(——)

- R — mitoza
(~—- -i\—q

\

- - —— -~ -—
® -_— e
bufiky s obéma alelalmi GFP buriky s obéma alelami dco3

Obr¢.6 V tmaw zelenych ramizich se nachazi masikda butka, ve které dochazi k rekombinaci
Useki ozn&enych FRT sekvenci a naslédamitoze.
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Obr&.7 Zde je vidt fungovani UAS-
Gal4 systému. Promotorova sekvence
je stejna jako u gdintkars ve které
chceme, aby doslo k aktivaci UAS
systemu. V této tkani se diky
promotoru specifického pro danou
tkan transkribuje Gal4 konstrukt a z
n¢j vznikly protein funguje jako
transkrigni faktor pro UAS sekvenci,

kterd navodi expresi genu, ktery se
nachazi za nim.
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3.3.1 Genotypu wd-Gal4, UAS FLP Il a FRT 82ico® GFP bylo dosaZeno nasledujicim
kiizenim

3.3.1.1 Prvni krok EiZenibyl provagn mezi déma liniemi - prvni z nich byla
homozygotni pro druhy chromozom nesouci konstruddGal-4, ktery exprimuje Gal4 driver
pouze v kidelnim disku. Druha linie #ta na druhém chromozomu dominantni marker Sco,
ktery zpisobuje nefitomnost chloupk na zadnim okraji thoraxu a balancer CyO, ktery
vytvéari na drozofile typické zahnutiiklel. Na tetim chromozomu ma tato linie recesivn

letalni mutaci adgf-a a balancerovy chromozom TM6B.

wd-Gal-4 Sco - adgf-a
wd-Gal-4 CyO | TM6B
1. 1. Il. 1.
wd-Gal-4 - adgf-a wd-Gal-4 . TM6B
Sco | +

wd-Gal-4 . adgf-a
CyO -

Obr.8 Schémaikzenic.1, které ma za cil ziskat drozofilu s genotypenGedd a +/TM6B

Vysledkem tohotdikeni byli potomci sétyfmi riznymi genotypy. Ja jsem vybiral
ten, ktery ve svém fenotypu vykazoval zndmkiggmnosti dominantnich marker
balancerovych chromozanCyO a TM6B Tubby.

3.3.1.2 Druhy krok k¥izenibyl provagn mezi déma liniemi.

Prvni linie obsahovala ve svém gypatgpojeny druhy d&eti chromozom, zri@ny
dominantnim markerem Xa, coZ ma za nasledek tpii 2eitotické nebo meiotické segregaci
se tyto dva chromozomy se budou vZzdy nachazeeyeésticéinné buice. Jejich homologni
chromozomy jsou druhy balancerovy chromozom CyO @®&Eeti balancerovy chromozom
TM3 Ser, jez se ve fenotypu projevuje vykrojeristi Kidla. Druha linie ma naatim

chromozomu mutaaico® spolu s FRT sekvenci v chromozomalni oblasti & sjouzi
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jako rozeznavaci sekvence pro enzym Flipaza agadomolog ma balancerovy

chromozom TMG6B.

Il. 1. [I.
Xa FRT 82 dco3

. TMG6B
CyO GFP | TM3 Ser >

J

I . I 1.
x4 xa
+ | FRT 82 dco3 + | TM6B

CyO GFP. TM3 Ser

CyO GFP . TM3 Ser
+ | FRT82dco

+ "TvieB

Obrﬁ.%Schémaﬂ{Zenié.Z, které nilo za cil ziskat drozofilu s genotypem CyO GFP a3T8ér/ FRT
82dco

Potomci tohota‘izeni mohou miktyii rizné genotypy, z nichz jsem vybiral ty,
které nEly ve fenotypu viditelny balancer CyO a TM3 Seiotdnci, kté¢i méli genotyp TM3
Ser/ TM6B se ubec neobjevili nebo jerridka, neb pritomnost tech balancérzpisobuje
velmi nizkou vitalitu a zbyvajici 8 markery pro balancer Xa, jeZ je vykrojefdisti Kidel z

VvNn&jSi strany.

3.3.1.3 Treti krok k¥izenibyl provaén mezi deéma liniemi.

Ta prvni gla na druhém chromozomu gen kodujici enzym flipgapxed nim UAS
sekvenci. Toto genové uskupeni se nachazelo v hgyobdm stavu, takze kazdy jejich
potomeki mél ve svém genotypu UAS-FLP II. Druha linie nesladnahém chromozomu
marker Sco a jeho balancer byl CyO. Katitn chromozomu mutaci adgf-a jako homologni

chromozom balancer TM6B.
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I, I, 11
UAS-FLP I CyO | adgf-a
UAS-FLP I Sco ' TM6B

J

UAS-FLP Il adgfa ~ UAS-FLP Il | TMEB
Cyo |+ CyO n

UAS-FLP Il . adgf-a
Sco [

UAS-FLP Il . TM6EB

Sco | +

Obr¢.10 Schéma 3tkeni s cilem ziskat drozofilu s genotypem UAS-FILEco a TM6B

Zde vznikalyctyii fenotypy, z nichz jsem vybiral ten, jez vykazozabmky pitomnosti

balanceru TM6B a markeru Sco.

3.3.1.4Ctvrty krok k ¥iZenibyl proveden mezi dima liniemi. Prvni obsahovala gen pro
GFP, ktery byl ozngen FRT sekvenci, jeZ slouZi pro rozeznani enzymigrdzeu. Druha
linie byla s balancerovym chromozomem Xa, kteryjgeadruhy aiteti do jednoho. A jeho
homology byly na druhém chromozomu balancer Cy@ #atim TM3 Ser.

Il. 1. 1.
xa FRT 82 GFP
CyO iTM3 Ser FRT 82 GFP

>

J

I, . . .
xa CYyO  FRT 82 GFP
+ | FRT 82 dco3 + '~ TM3 Ser

Obrg.11 Schéma 4ikzeni s cilem ziskat drozofilu s genotypem CyO a
FTR 82 GFP/TM& S

Zde vznikaly pouze dva genotypy a ja jsem vybeal ktery ndl ve fenotypu viditelny

balancerovy chromozom CyO a TM3 Ser.
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3.3.1.5 Paty krok KiZenibyl prova@n mezi déma liniemi. Prvni z nich byli potomci
z kiizenic.1, ktei meli genotypwd-Gal-4/CyO; +/ TM6B. Druzi byli potomci z kiZzeni¢.2,
ktefi meli genotyp+/CyO; FRT 82.

I 1. I Il
wd-Gal-d =+ + . FRT 82 dco3
CyO | TM6B .~ CYyOGFP T TM3 Ser

. 1. J/ . 1.

(Wd-Ga|-4 FRT 82 dco3 | wd-Gal-4, FRT 82 dco3

Lc,yo GFP' TM6B + TM6GB
wd-Gal4 .FRT 82 dco3  wd-Gal-4 FRT 82 dco3
CyO GFP!™ TM3 Ser + | TTM3 Ser
CyO FRT82dco3 _CyO  FRT 82dco3
CyO GFP TMBB CyO GFP' TM3 Ser
CyO | FRT 82 dco3 CyQ | FRT 82 dco3
n TMGB + TM3 Ser
wd-Gakd .+ wd-Gal-4 . TM6B
CyO GFP ' TM3 Ser CyO GFP ' TM3 Ser
wd-Gal-4 =+ wd-Gal-4 +
CyO GFP 'FRT82dco3 CyO GFP ! TM3 Ser
CyO -+ CyO - TMGB
CyO GFP | TM6 B CyO GFP | TM3 Ser
CFO . + CYO - +
—+ | FRT82dco3 + | T3 Ser

Obrg.12 Schéma 5ikzeni, které o za cil ziskat drozofilu s genotypem wd-Gal4/CyO
GFP a FRT @@’

V tomto Kizeni vznikalo skolik raznych genotyp, ja jsem vybiral mouchy, kterésy
genotyp wd-Gal/ CyO a FRT &Ro’/ TM6B. Poznal jsem je podle markeru Hu, ktery se

projevuje zvySenym pisem chloupki za okem a zahnutycHikiel typickych pro marker CyO.
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3.3.1.6 Sesty krok Kizenibyl prova@n mezi linii, které byla ziskanatmem 3.kizeni a
kterd ntla genotyp UAS-FLP Il / Sco; +/ TM6B a mezi liniskanou z KZeni¢.4, kter4
méla genotyp +/ CyO-GFP; FRT 82 GFP/ TM3 Ser.

UAS-FLP Il ot + - _FRT 82 GFP
Sco TMGB CyO GFP | T3 Ser

J

Il 1. ' 1. 1.
UAS-FLP Il FRT82GFP| UAS-FLPII.FRT 82 GFP

CyoGFP | TM6B CyOGFP '™+
UAS-FLP Il . TM3 Ser UAS-FLPII . +
CyOGFP '~ TMm6B Cyo GFP ' TM3 Ser
UAS-FLP Il . FRT 82 GFP + FRT 82 GFP
+ T TM6GB CyO GFP | n
UAS-FLP Il . TM3 Ser + 4
+ | TTmeB CyO GFP | "TM3 Ser
+  FRT 82 GFP + . FRT82GFP
Sco TMERB Sco +
+ - _TM3 Ser + | +
Sco | T TMmeB Sco TM3 Ser
UAS-FLP Il . FRT 82 GFP +  FRT 82 GFP
+ | + CyO GFP TMGB
UAS-FLP Il - + + . TM3 Ser
n | TM3 Ser CyO GFP TM6B

Obr¢.13 SchémaiZenic.6 s cilem ziskat drozofilu s genotypem
UAS FLP 1l/CyO &F 82 GFP/TM6B

Béhem tohoto kKZeni vznikalo #kolik riznych potomk, vybirany byly ty s genotypem
UAS-FLP II/ CyO GFP; FRT 82 GFP/ TM6B.
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3.3.1.7 Sedmy krok Kizenimél za cil vyselektovat jedince s genotypem wd-Gaté#®@al-4
a FRT 82 dco3/TM6B. KZeni byli potomci patéhorkeni mezi sebou, takZze to byly mouchy
s genotypem wd-Gal-4/ Cyo GFP; FRT 82 dco3/ TM&Basichami se stejnym genotypem.

I. . I. .
' wd-Gal4  FRT82dco3  wd-Gal4 . FRT 82 dco3
CyO GFP | TM6B CyO GFP'  TM6B

N

Il. [I. 1. 1.
wd-Gal-4 . FRT 82 dco3 [Wd-GaI-4 - FRT 82 dco3

wd-Gal-4 | FRT 82 dco3 | wd-Gal-4 '~ TM6B

wd-Gal-4 | FRT 82 dco3 wd-Gal-4 . FRT 82 dco3
CyO GFP  FRT 82 dco3 CyO GFP | TM6B

wd-Gal-4 i TM6EB wd-Gal-4 | TM6B
wd-Gal-4 TM6B CyO GFP ° TM6EB

CyO GFP ; FRT 82dco3  CyO GFP . FRT 82 dco3
CyO GFP | FRT82dco3  CyO GFP!'~ TM6B

CyO GFP - TM6B
CyO GFP | TM6B

Obrg.14 SchémailZenic¢.7 s cilem vyselektovat drozofilu s genotypem wd4Ged-Gal4 a
FRT 820°

V tomto Kizeni vznikalo gkolik riznych genotyf. Byly vybirany ty mouchy, které nesly

znaky pouze fitomnosti balanceru TM6B, ktery se nachazel v é@lmouse tohotoikzeni.
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3.3.1.8 Osmy krok Wizeni

Tento krok byl prové&d s cilem vyselektovani jediis genotypem UAS FLP II/
UAS FLP Il a FRT 82 GFP/FRT 82 GFRiKeni byli potomci z Sestéhdikeni mezi sebou,
jejichz genotyp je UAS-FLP II/ CyO GFP a FRT 82 GHIRI6B.

Il. 1. Il. [
UAS-FLP Il ; FRT 82 GFP UAS-FLP I | FRT 82 GFP
CyO GFP TM6B ><Cy0 GFP TM6B

Il 1. \\/ 1. Il.

UAS-FLP Il . FRT 82 GFP | UAS-FLP Il . FRT 82 GFP

UAS-FLP Il '~ TM6B UAS-FLP Il | FRT 82 GFP
UAS-FLP Il FRT82GFP ~ UAS-FLP Il FRT 82 GFP
CyOGFP !~ TM6B CyO GFP 'FRT 82 GFP
UAS-FLPIl - TM6B UAS-FLP Il . TM6B
CyoGFP | Tmee CyOGFP | TMm6B

CyO GFP | FRT 82 GFP  CyO GFP Il - FRT 82 GFP
CyO GFP TM6B CyO GFP I |'FRT 82 GFP

CyO GFP . TM6B
CyO GFP ' TM6B

Obrg.15 Schémaikzenic.8, které nilo cil vyselektovat drozofilu s genotypem UAS-FUP |
UAS FLP Il a FRT 82 GFRT 82 GFP

Vytvaielo se zde gkolik riznych genotyp ze kterych byly vybirdny mouchy, kterelyn
wild-type fenotyp, protoZze odpovidal genotypu UASPRI/ UAS FLP II; FRT 82 GFP/
FRT 82 GFP.
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Prehled vybiranych genotym a jejich krizeni

Il. Il. 1. 1. 1. 1.
wd-Gal-4 . Sco . adgf-a xa FRT 82 dco3

wd-Gal-4 \Qyolmss CyO GFP TM3 S?X TM6B

we-Gak4  TM6B . CyO GFP, T3 Ser
Cyo ¥ P + | FRT 82 dco3

wd-Gal-4 iFRT 82 dco3 X wd-Gal-4 iFRT 82 dco3
CyOGFP  TMEB 1 CyOGFP  TMEB

wd-Gal-4 | FRT 82 dco3
wd-Gal-4 TMEB

Obr&.16 Souhrn vybiranych &ieny drozofil popsanych na ob8,9,12 a 14.

|l. Il. 1. Il. 1. 1.
UAS-FLP I % CyO | adgf-a Xa P FRT 82 GFP
UAS-FLP I \S\?D TME6B CyO iTI‘HJIB SEP/ FRT 82 GFP

UAS-FLP Il i TMEB Y CyO . FRT 82 GFP

Sco + + " TM3 Ser
2N\

UAS-FLP Il | FRT 82 GFPXUAS-FLF’ 1 i FRT 82 GFP
Cyo GFP TMGB \I/Cyﬂ GFP TMGB

UAS-FLP Il . FRT 82 GFP
UAS-FLP Il | FRT 82 GFP

Obi.17 Souhrn vybiranych &ikenych drozofil popsanych na ab10,11,13,15

3.3.1.9 Posledni krok kizeni

Zde bylaizena moucha, ktera byla ziskana ze sedm#éherk s genotypem wd-
Gal4/wd-Gal4 a FRT 88co® TM6B s mouchou z osméhaikeni s genotypem UAS-FLP
[I/UAS-FLP Il a FRT 82 GFP/FRT 82 GFP.
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1. 1. Il. 1.
wd-Gal4  FRT 82 dco3 UAS-FLP Il ; FRT 82 GFP

wd-Gal4 |~ TM6B . UAS-FLP II | FRT 82 GFP

wd-Gal4 __ FRT 82 GFP
UAS-FLP II' FRT 82 dco3

Obk.18 Schémaiiizeni, které ma za cil ziskat drozofilu s genotypetrGal4/UAS-FLP I

a FRT 82 GFP/FRT&®®

Zde vznikaly pouze mouchy dvotiznych genotyp, tu, u které se neprojevil dominantni
marker Tubby balanceru TM6B a tudiZ nesla jak FEEP@&ak FRTdco® jsem pouZil pro

dalSi experimentélni zkoumani. Na podloZnimékiijsem z nich vypreparovatiklelni disky
a vzhledem k tomu, ze jsem k vizualizaci Kiggouzil GFP protein, tak jsem disky pozoroval

pod s¥tlem o vinové délce 480nmyifkterém se GFP protein stava zeldloreskujicim.

Obr.19 viditelnaterna a zelena mista znaaji oblasti kde do3lo k tvoikloni. Cerna mista
znazotiuji buiky jeZ maji mutacilco® homozygots, naopak mista vyra#reelena znazau;ji ty
buniky, které maji gen GFP homozygétn
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Obr&.20 Viditelnagerna a zelena mista znamaji oblasti kde do3lo k tvodkloni. Cerna mista
znazotiuji buiky jeZ maji mutaciico® homozygots, naopak mista vyra#reelena znazau;ji ty

buiky, které maji gen GFP homozygdéiMNa této fotografii jsou takeé viditelné oblastiawm zelena, to
jsou buiky ve kterych k rekombinaci nedoslo.

Fenotypové projevy jsou patrné i na kidlech dosglci.

Obr¢.21 Kidlo z divokého typu drozofily
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Obr&.22 Znazotuje Kidlo z mutanta, ktery ma wikile buiky homozygotni pro mutacico® a
homozygotni pro gen GFP. V porovnaniigllem z divkého typu ma poskozenou cévku pvs(sfmjuj
dw¢ podélné cévky).

Obr¢.23 V oblasti, ke které sttuje Sipka, je vidt poSkozend planarni polarita
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Obr¢.24 Lze vidt poSkozeni siru orientace chlougkplanarni polarity.
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3.4 K¥izeni pro kontrolu GMR-Gal4 driveru.

Toto KZeni n€lo za cil vyzkouSet funinost GMR-Gal4 driveru. Bylaikzena
drozofila s genotypem GMR-Gal4/GMR-Gal4 s drozafilbgenotypem UAS-GFP/UAS-
GFP.

GMR-Gal4 UAS-GFP
GMR-Gal4 < TUAS-GFP

J

UAS-GFP
GMR-Gal4

Obr¢.25 SchémalilZeni s cilem ziskat drozofilu s genotypem, kteanpiioval kontrolu funknosti
GMR-Gal4 driveru.

V tomto Kizeni vznikali pouze jedinci s genotypem UAS-GFPf&GK3al4.

Obr.26 Zde je vidt zelerg svitici @ni disk, v #mz se exprimuje GFP protein a potvrzuje tim
funknost GMR-Gal4.
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3.5 Tvorba klonit bunék v o&nim disku, které budou homozygotni pro mutacidco®

Pro vytvieni drozofily, ktera by gla mit mitotické klony homozygotni pro mutaci
dco® v oku, bylo teba vytvdit mouchu s genotypeBMR-Gal4 , UASFLP Il a FRT 82 dco’,
FRT 82 GFP. K vytvoreni drozofily s timto genotypem byla pouzita soust&iZzeni obdobna
s rozdilem, Ze misto vychozi drozofily s genotypedhGal4/wd-Gal4 byla pouzita moucha
s genotypem GMR-Gal4/GMR-Gal4.

Il. .1l I Il Il

GMR.-Gald > Sco - adgf-a ¥a % FRT 82 dco3
GMR-Gal4 \c\yo | TMBB CyO GFP TM3 Sy TMEB

GMR-Gal4 i TMIEB XCyO GFP. TM3 Ser

|
Cyo + + FRT 82 dco3
£ ™

GMR-Gal4, FRT 82 dco , GMR-Gald FRT 82 dco3
CYOGFP' TMEB /) CyO GFP'~ TM6B

GMR-Gald i FRT 82 dco3
GMR-Gal4 TM6EB

Obr¢.27 Schéma znaziwjici soustavu kZeni, kterou byla ziskana drozofila s genotypemRGM
Gal4/GMR-Gal4 a FRT 88co’ /TM6B.

Il. [1I. Il. 1.
GMR-Gal4 FRT 82 dco3 e UAS-FLP |l i FRT 82 GFP
GMR-Gal4'~ TMm6B UAS-FLP Il ' FRT 82 GFP

GMR.-Gal4 | FRT 82 GFP
UAS-FLP II' FRT 82 dco3

Obr¢.28 SchémaikZeni, které rélo za cil vzniknou drozofile s genotypem GMR-GalA&IFLP Il a
FRT 82 GFP/FRT 82c0’.

Zde vznikaly pouze mouchy dvémnych genotyf, tu, u které se neprojevil
dominantni marker Tubby balanceru TM6B a tudiza@# FRT GFP, tak FRdlco®, jsem
vybiral, vypreparoval z nich¢ai disky a pozoroval pod &tlem vinové délky 480nm. AvSak
Zadné znamkyiftomnosti mitotickych klofi jsem nezjistil a to ani ve fenotypu deékii.
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4 Diskuze

Cilem moji bakatké prace bylo studium mutadeo®. Tato mutace je recesign
letalni Testovani této vlastnosti bylo prvnim krokem méprd/zajemnym kzenim linie
drozofil, ktera obsahovala mutaitto® heterozygoti jsem ziskal jedince, ktemgli mutaci
dco® homozygoti ve vech biikach svéhoda. Tito jedinci geZili viechny larvalni stadia
(instary), avSak &hem metamorfézy doslo k jejich zaniku. &olika téchto jediné
s homozygotni sestavou mutaime® jsem hem larvalniho vyvoje vypreparovaiiételni
imaginalni disky. Jejich velikost byla&kolikrat vétSi nez velikost diskz drozofil divokého
typu, které jsem vypreparoval idvvizualnimu porovnéni velikosti disk ZvétSena velikost
potvrzuje, pitomnost mutaceco® v ziskané linii, protoZe tato mutace je sknterecesivig
letalni a také projevuje nadoroveé vlastnosti, kelhdva schopnost gewlgo zastavit #ist
v dobs spravné velikosti digka grepnout proliferaci na diferenciaci.

DalSi ukol sgdval v tvorke mitotickych kloni v kiidelnim disku. Moucha gmito
mitotickymi klony byla vysledkemilzeni Sestitznych linii, které jsem mezi sebotil a
nasleds také rekolik generaci jejich potonik Diky ttmto klomim jsem doséahl toho, Ze jsem
mohl pozorovat tki&v Zivém dosplci drozofily, kde byly shluky bugk nesouci mutaaico®
homozygot&. CoZ by jinak nebylo moZné vzhledem k letéfitutacedco®. Indukci tvorby
somatickych klof pomoci Gal4/UAS a FLT/FRT systérse v Kidelnim disku nachazely
buiiky, které nély homozygots bud’ gen pro GFP nebo homozygdtico® mutaci.

Imaginalni disky kidel, kde se nachazely vySe z#ria klony jsem vypreparoval a pozoroval
pod GFP mikroskopem, kde oblastidta, ve kterych se nachazelyitby, které

obsahovaly geny pro GFP, byly rozeznatelné podengdluorescence. Naopak oblasti
kifidelniho disku, kde se nachazelyiky, ve kterych byla homozygotrmutacedco®

nesvitily. Timto jsem potvrdil, Ze k tvattmitotickych klori skute&né doslo. Nasledhjsem
pod mikroskopem pozorovatiklla dosglcu, ktefi v nich n€li utvoiené mitotické klony.

V porovnani s Kdly drozofil divokého typu tytoidla mely urcité viditeIné znény. Prvni

z nich byla znina usp#adani cévek, které prolinaji celddo. Negastji dosSlo k poskozeni
cévky oznéené jako pvc, ktera slouzi jako spojovaci cévkaimezma podélnymi cévkami.
Nejprav@&podobrjSi divod je, Ze proteinovy produkt geduao, ktery hraje vyznamnou roli
cilovych geir, které se podileji na tvatistruktury kidla. Jde hlavéio drahy Wnt a Hh, které
jsou spojeny s ustanovovanim gradientu BMP, jebzé@odujici pi tvorbé struktury cévek
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kiidla a jeho naruSenitme vyvolat uvedené ziny ve struktiie cévek, které se nachazeji
v misg, kde jsou biiky homozygotni praico®.

DalSi z#na, kterou jsem zde pozoroval byla naruSené plapatarita v tkolika
mistech kidla. To si Ize vysétlit tim, Ze gerdco se podili na@lezité roli Wnt drahy,ktera je
spojena s ustanovenim receptoru Fz, jez interagugmusedni hilkou a dava ji signal,

v jakém mist na buice ma vydst trichom a zarovena gesném mistvytvéi i ona Fz
receptor a tak dava signal zase dalSi vedlefgdtak dochazi kettzovému penosu této
informace a ustanovuje se tak planarni polarita.pfipact naruSeni ustanoveni Fz receptoru
dochéazi k poSkozeni planarni polarity, jakor\ppd much, které jsem zkoumal.

Posledni Ukol, ktery jsem pro¥hbyl obdobny s pedchozim, pouze s rozdilem, Ze
jsem se pokousel vytvib mitotické klony v oku a ne vikdle. AvSak pi pozorovani
vypreparovanych digkjsem zjistil, Ze mitotické klony se v disku nevgitMi ani v disky, tak
ani nebyly patrné zadné 2ny v ccich dosglcu. Testoval jsem funinost GMR-Gal4 driveru
ve vysledné linii a ta byla v padku. JelikoZ linie nesouci FLP a FRT/GFP fungosaled-
Gal4 a stejna linie byla pouzita i pro GMR-Gal4skbotedy pravépodobré k néjaké zneéngé
na chromozomu lll, kdyzipktizeni s GMR-Gal4 vypadl chromozom nesouci FRT spolu

dco®. Toto bude nutné a¥it a piipadré znovu vykiZit.
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5 Zaveér

Proved! jseni soustavy kiZeni, jejichz progednictvim jsem zjigoval vliv
homozygotni sestavy mutadeo® na fFislusnou tké mouchyDrosophila melanogaster.
Nejdiive jsem zkoumal jednice, kfemgli mutacidco® homozygots ve vSech bikach svého
téla, coz zfisobilo nekontrolovanou proliferaci imaginalnichldis smrt ve stadiu kukly.
Mouchy, které nily homozygotni sestavou mutagden® pouze v wité skupiré bursk,
vykazovaly pouze specifické odchylky v daném mikteré byly viditelné jak &hem
larvalniho stadia v imaginalnich discich, tak upmhtsi. Tyto odchylky se vi#dle projevily

jako posSkozeni cévek wiklle a naruseni planarni polarity.
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