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1. Uvod a literarni piehled

1.1.Drosophila Melanogaster jakoZto modelovy organismus
Vyzkum drozofily zapeal uz na z&atku 20. stoleti. Do nejmenSich deigie zndma
morfologie a vyvoj na buiEné arovni. Dnes se snazidci pomoci genetiky popisovat regu-
lacni geny a signalni kaskadyi ptiznych vyvojovych procesech. Prvnim vrcholem byla No
belova cena uslena za fyziologii a medicinu v roce 1995 Christidasslein-Volhardové,
Eri-cu F. Wieschausovi a Edwardu B. Lewisovi,tkteledali mutace a posléze popisovali
geny, &astnici s&asného embryonalniho vyvoje drozofily (Engles W\2800).
Zarazeni:Drosophila melanogaster
RiZe:Animalia (Zivéichové)
Kmen: Arthropodadlenovci)
Trida: Insecta (hmyz)
R&d: Diptera (dvouiidly)
Celed: Drosophilidae (octomilkoviti)
Rod: Drosophila(octomilka)

Druh: Drosophila melanogastdioctomilka obecna)

1.1.1. Zivotni cyklus drozofily

Drozofila se vyviji pes vajéko, larvu, kuklu az
k dosglci (Obr. 1.). Tento vyvoj je proéma dokona-
la (holometabola). Délka Zivota octomilky je asi 30

dn pii 29 °C.Cas vyvoje octomilek je zavisly na te-

wajickol (
embryo

ploté. NejkratSi mozna doba je 7rez je dosazeno
inkubaci pi 28 °C (Ashburner, Thompson 1978; Ash-
burner a kol. 2005).#Pteplot vysSi nez 28 °C se do-

larva pryniho
instaru

larva tFetiho .
instary  lerva druheho ¢

ba prodluzuje visledku tepelného Soku, idealni te- Tty

plotou je 25 °C, p které vyvoj trvd 8,5 din =
(Bloomin-gtonDrosophilaStock Center; Ashburner i~ OPr- 1. Zivotni cyklusD. melanogaster
kol. 1978; Ashburner2005). Pokud se pozaduje prodlouZeni vyvoje, sdZieplota. B 18
°C se vyvoj prodlouzi na dvojnasobek, a trva 18. dfejce jsou dlouh& okolo 0,5 mm a jejich

lihnuti z&ina 20 hodin po nakladenti®5 °C. Larvalni vyvoj trva 4 dny,ébhem nichz se



larvy 2x svléknou (do 2. a 3. instaru). Vyvoj kukiya dalSi 4 dny, &hem nichz pro&a
kukla metamorfézu, po které dagc ukordi vyvoj (Ashburner, Thompson 1978; Ashburner
a kol. 2005). B velkém mnozstvi drozofil pohromade vyvijeji mensi dogfri a ¢as vyvoje
se prodluzuje (Chiang, Hodson 1950; Bakker 196ajniSe je schopna mnoZzeni po 8-12 ho-
dinach po vylihnuti (Pitnick 1996). Délka @Spé kopulace je 30 minutghem které samec
piesune samici par stovek spermii, dlouhych 1,76 (®inick a kol. 1995). Samice si ucho-
vavaji spermie oddkolika samd, a tyto spermie pak sai o oplodini vajec (Clark a kol.
1995; Hughes a kol. 1997). Zda se, Ze jeden kaz@ghto genotyfp sangich spermii neni
vitéz u vSech genotypsamic. Nkteré spermie soédi 1épe o wité genotypy samic (Clark a
kol. 1999).

Kukleni larev je po asi 120 hodinach po nakladexicek.
Samice niZze naklast az 100 vajec denfObr. 2), ale Bzre jich
klade 4-15. Panny jsou schopny snaset vejce, derasterilni.

Po jednom oplozeni fie samika klast oplozena vé&jka

piiblizné 6-8 dri. Kladeni je z velkétasti zavislé na tepldt
kladeni pestava fi teplo& pod 15 °C (Ashburner 1989). Obr. 2. Vajicko drozofily

1.1.2.Drosophila jako modelovy organismus v genetice
Octomilka je jeden z nejvice studovanych orgaiisngenetickém, ale i ve fyzio-

logickém vyzkumu. Divodi pro to je gkolik:

1. Mal& a snadno se chova v laboratornich podminkach.

2. Doba vyvoje je kratka, trvéiplizne dva tydny.

3. Velka produkce vajec (samice s dostatkem potrasgh®pna naklast vice, nez
800 vajec za cely Zivot).
Ma 4 pary chromosoin(jeden péar pohlavnich chromosbm ti autozont).
Samci nemaji meiotickou rekombinaci, coZ velmi ukinge genetické studie.

Ve slinnych zlazach doslych larev se vyskytuji polytenni chromosomy.

N oo g A

Genom byl osekvenovan a poprvé publikovan v ro@@2@dams 2000) a je
piistupny ve Fly base databazi.



1.1.3. GenonDrosophila

Genom drozofily je sestaven &t pamti chromosom, X/Y par a ti pary autosom,

znaené 2., 3., a 4. (je tak maly, a nesouci jen miningeni, a je proto malo studovan)

(http://www.ceolas.org/fly/intro.html)Tento séazeny genom, sloZzeny ze 120 miliopar

bazi obsahujeifblizn¢ 13,767 protein-kddujicich génzahrnujicich 20% genomu a vice nez
60% genomu je DNA, ktera nekdduje zadny proteinl{gn, Keightley 2006).

Okolo 75% znamych lidskych genovych poruch ma ramptelnou shodu v genetickém

kédovani octomilky (Reiter a kol. 2001) a 50% drilgoh proteini ma svou shodu s lidmi.

1.1.4. DileZité genetické nastroje

Polytenni chromosomy -Jde o typ somatickych chromostnvzniklych mnohoné-
sobnou endoreduplikaci. Dochazi k ni v raném stagiwje a vysledkem je vznik
chromoson, majici stovky az tisice neogldnych chromatid. Jde o interfazni chro-
mosomy. Velikost umaije snadné pozorovani a struktura nabizi identfikhro-
mosomovych festaveb a mapovani vyskytu @gerPolytenni chromosomy popsal
Babini v roce 1881 studiem na drozofile. K jejidadiu se vyuzZiva hlavnslinnych
Zlaz. Hraji dilezitou roli v genetickém mapovani a uplagt se v cytogenetice. V data-
bazich se udava udaj pozice vSech mutaci na paoliytechromosomu.

Balancerové chromosomy Jde o chromosomdetnymi inverzemi, které znemidji
rekombinaci mezi balancerovym chromosomem a honakgm protjSkem. Vy-
sledku je dosazeno mnohonasobnymi zlomy a jejicdvarspojenim pomoci radiace.
Nap'. pokud je poZadovano udrzet linie drozofil gitau recesivi letalni mutaci. Ta
muze byt udrzena pouze v heterozygotnim stavu, cdiefebalancerového chromo-
somu obtiZzné. ¥Sina balancerovych chromoséne v homozygotnim stavu letalni a
nese vzdy &aky marker pro rozeznéni. Pokud by tato mutaceylaebpojena s
markerem, bylo by jeji udrZzeni prakticky nemozné& Ipsitomnosti balancerového
chromosomu. Existuji balancerové chromosomy prah$e i chromosomy, kror
¢tvrtého. Usnadéni prace je i diky balancen s GFP.

Markry - Jde o moznost, jak pomoé&thto mutaci rozeznat genotypy. Pomahaji zna-
¢it chromosomy, které hiihledame, nebo je chceme s jejich pomoci ztratérkid/

maji lokace vitiznych ¢astech dla: barva oka, tvarikdel, tvar chluf, pigmentace



kutikuly, atd. Popis kurantnich fenotypmiZzeme najit v Lindsley a Zimm (1992),
nebo v internetoveé verzi FlyBase Consortium 2003.

* P-elementy -Jde o transpozony o délce 2,9 kb, které nesouofiyepotebné pro
syntézu funkni transponazy a maji 31 bp dlouhé invertované iteximi repetice
(nutné, aby doSlo k vyiskeni a zaleréni transpozonu do chromosomu). P-elementy
se vyuzivaji jako fenaS&i DNA sekvenci. Cilena mutageneze pomoci P-elefnent
piedstavuje nedokonaly nastroj, protoZe se jednahwmdrd proces (Engles W.R.
2000).

1.2. Adenozin

Adenozin je endogenni purinovy nukleosid. Ma vyznam roli ve fyziologické
regulaci uvnit a vre burgk. Intracelularni adenosin slouzi jako strukturrdmiponenta
nukleovych kyselin. Extracelularni adenozin hraje v neuromodulaci (Dunwiddie a Masino
2001), vasokonstrikci, ip uvoliovani hormof (Nyce 1999), jako stresovy hormon, uvol-
novany do okoli imunitnich bk béhem systémového a btimého stresu (Hasko a kol.
2002) a jako imunitni modulator. Adenozin vyitvachranu déma zpisoby: sniZuje energeti-
cky narok tkani a né&pmo chrani tkaé zajis€nim priznivého vnitniho prostedi, nap.
vasodilataci (Hasko G Cronstein B.N. 2004).

Adenozin je bd’ uvoliovan z busk, nebo je zformovan extracelulérrV/ této forne se
vaze na specifické adenozinové receptory (RaleBarastock 1998; Fredholm a kol. 2001).
Jsouctyii typy (Al, A2a, A2b, A3) &chto G-protein si@azenych receptaru savdé (Fredholm
a kol. 2001) regulujicich cAMP v hoe (Latiny a Pedata 2001). Extracelutaj@ adenozin
v malém mnozstvi. ZvySeni jeho hladinyide byt stimulovano ndklad hypoxii (Buck
2004), nebo vlivem zatlivych stimuli, kterymi mohou byt bakterialni a houbové produkty
(Bodin a Burnstock 1998).
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Obr. 3. Cyklus adenozinu (Pastor-Anglada M. a kol. 2001)

Intracelularg je adenozin vytv@n purinnim metabolismentigkainové hypoxii, nebo
ischemii. Jakmile hladina adenozinu wiba dosahne vysSi koncentrace, je pomoci nukleo-
sidovych transportérpienasen ven z lily (Pastor-Anglada a kol. 2001).

VyznamrjSi cestou ke zvySeni extracelularniho adenozimgtabolicky stres spojeny
s uvolrenim prekurzoi adeninovych nukleotid (ATP, ADP a AMP) z bugk. Nukleotidy
jsou nasled# extracelularsy katabolisovany, pomoci kaskad ektonukleotidaz [GD
nukleoside triphosphate dedephosphorylase (NTPDLL¥3 (5-ectonucleotidase)] na
adenozin. Tento adenozin je dale katabolisovannoain pomoci adenosin deamindzy a
koneinym stabilnim produktem je kyselina towa (Hasko G. a Cronstein B.N. 2004).

Hlavnimi producenty extracelularniho adenozinu jsodotelialni biikky a neutrofily,
které ho uvaiuji do mist za&u a stresu (Cronstein 1994). A také nervova zédon

v mistech ischemie jsou nezanedbatelnym zdrojerer{&yh a kol. 2000).

1.3. Adenozin deaminaza

Adenozin deaminazy (ADA) jsou metabolické enzymyakaujici ireversibilni deami-
naci nukleosid adenozinu a deoxyadenozinu na inozin a deoxyinoXDA se vyskytuji
v rozpuséné forne jako monomery ve vSech lidskychiiach, ale také jako ,ekto-ADA*
vazané na membranovy glykoprotein CD26/dipeptidptmlazu IV a v této fortnhreguluje
arovei extracelularniho adenozinu (Richard a kol. 2002).

Zakladni komponenty adenozin deaminaz se nachéejsech organismech (Chang a
kol. 1991). Jsou znamy #vodiny adenozin deaminaz v Metazoa. Prvni bona éidenozin



deaminazy jsou proteiny nalezeny ve vSech zkountangcganismech c¢lovek, D.
melanogastermys, Culex eleganta S. cerevisiage(Giblett a kol. 1972). Druhou rodinou je
ADGF, nazyvana také ADGF/CECR1 a mnoh@&chto proteiti ma adenozin deaminazovou
aktivitu (Charlab a kol. 2001; Zurovec a kol. 200Tyto enzymy byly mimo jiné nalezeny u
drozofily (Maier a kol. 2001) &loveéka (Riazi a kol. 2000). Lidsky gen této skupiny je
CECR1 (Cat Eye Critical Region 1), lokalizovany 2 chromozomu (Riazi a kol. 2000).
Diptera obsahuji neobvykle vysoké mnozstvi ADGFig&est ADGF geina jeden bona fide
ADA byly nalezeny v drozofilim genomu (Charlab d.k2000).

DukladrgjSi studie exprese ADGF gerse provadly na drozofile (Maier a kol. 2001,
Zurovec a kol. 2002). Zjistilo se, 7e adenozin deday jsou produkovany geny
ADGF/CECRL1 rodiny, a jednoduchy ADA gen z bona fideliny ukazuje jen na malou
vSudygritomnou expresi. Nejvice exprimovanou formou je ABG ve stew a lymfatickych
Zlazéch jak v larvach, tak v dagpich (Zurovec a kol. 2002) a skaly imaginalnich discich
(nepublikovano). ADGF-D je druh& nejvice produkadaorma v tukovémétese, mozku
s vrcholem exprese u daspi. Adenosin deaminazové aktivity ADGF-A a ADGF-D yso
zésadni pro jejich mitogenni efekt na drozofili t82ky embrya a C18 hiky imaginalniho
disku (Zurovec a kol. 2001, 2002). ADGF-C se vysiiyhlavrs u sam@, u kterych se expri-
muje s pekryvem s ADGF-D. ADGF-B a ADGF-E a ADGF-A2 jsoupexnovany pouze u
samd@. Exprese d&chto # poslednich geh slouzi nejspiSe jako ochrana varlateg
adenozinem/deoxyadenozinem. U lidi je ADA aktivi@iezena u vSech zkoumanych tkani,
nejvice vSak ve vnihostech, lymfatickych uzlindch a brzliku (Hershdieind Mitchell, 2001).
V¢étSina adenozin-deaminazové aktivity jéipgana bona fide ADA z 20. chromosomu
(Daddona a Kelly 1981). Poskozeni lidské ADA vedegakistu ADA produkii adenozinu a
deoxyadenozinu a ma Skodlivy vliv na lymfocyty adeek ,Severe Combined Immuno-
deficiency Disease” (SCID) (Blackburn a kol. 198#&rshfield a Mitchell 2001).

1.3.1 Ztrata ADGF-A u drozofily

Pfinejmensim wkteré proteiny z ADGF rodiny jsou nezbytné prie#ti drozofily.
Ztrata nejvyznami)Si ADGF-A vede ke smrti ve stadiu larvy. Mutaaggf-aziskana homo-
logni rekombinaci (Dolezal a kol. 2003) vede k datiokému naistu adenozinu a deoxy-
adenozinu v larvalni hemolymfa nasledé ke smrti ve stadiu larvy, nebo kukly. U larev
tietiho instaru je patrné rozpadlé tuko#iés$o (Obr. 4A a 4B) a tvorba melanotickych tuthor
(Obr. 4C, 4D). Okolo 60% homozygopro adgf-adosahneittiho instaru, ghem kterého je



VYVOoj zna&né zpomaleny a vylézanéthto homozygotnich larev je o dva dny opé¥al oproti
heterozygaim, ktei lezou paty den. Ménnez 30% larev dosahne stadia kukly a éeez
1% doséahne Uplného da$gho stadia. Tyto projevy jsou spojené s velkym lh@eanim
hemocyli z lymfatickych uzlin a jejich diferenciaci. Larwyetiho instaru mutantadgf-a
obsahuji 7x vice hemodybproti wild type (Dolezal a kol. 2005).

A

Obr. 4. Foto A,B,C,D

1.4. Studium ulohy adenozinu

Jednou moznosti, jak potia efekt zvySeného adenozinu je pouZziti mutantalena-
sinovém receptoruadoR (Dolezelova a kol. 2007). Zachramaagf-a mutantniho fenotypu
pomoci mutace adoR nazn&uje, Ze vyznamn&ast fenotypu je zjsobena signélnim
efektem extracelularniho adenozinu (Dolezal a 2005). DalSi moZznosti je uZziti genetického
skriningu pro nalezeni dominantnich suprésadgf-a fenotypu. K tomutoc¢élu byl pouzit

.Bloomington deficiency kit* (http://flystocks.bimdiana.endu/Browse/df-dp/dfkit-info.htm).



Takto bylo prozkoumano asi 70% chromosok a Il a nasledé identifikovano 11 oblasti

nesouci dominantni supresory adgf-a fendtffpoleZal a Zuberova, nepublikovano a Tab. 1).

Delece Chromosomova 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. Oblasti s geny modifikujicimi adgf-a fenotyp

Predchozi prace také ukazala, Ze ADGF-A interagujelaenim modulatorem
imunitnich reakci, Toll signalizaci. Toll signalcaapravdpodobré vede ke zvySeni hladiny
adenozinu (zejména u stale aktivované Toll sigaakz zisobené mutaci v reguiaim
proteinu cactus) a naslednému zvySeni exprese ARGBelezal nepublikovano), zvlast
v larvalnich hemocytech (Irving a kol. 2005). Te, divy adenozinu v Toll signalizaci jsou
zpisobené extracelularni formou je ukdzano na zaéhmdoR mutace (Fenckova a Dolezal
2007).

1.5. Toll draha

Toll drdha byla fivodre identifikovana pro jeji roli v organizaci dorzovealni osy u
embrii drozofily a naslednpro jeji zapojeni v imunitni odpésli u dosglca (Lemaitre a kol.
1996; Horng a Medzhitov 2001; Tauszig-Delamasutel a2002).

Hlavni drozofili imunita spéiva v produkci antimikrobialnich pepfid (AMPS)
tukovym €lesem a sekretovanych do hemolymfy (Leclerc V. cReart J.M. 2004)Droso-
mycin a metchnikowins jsou natany proti houbam a defensin proti Gram positivnim

bakteriim (Lemaitre a kol. 1997). Houby a gram pwasi bakterie indukuji tvorbu



drosomycinu a stovek dalSich gepies ,Toll drahu® (Lemaitre a kol. 1996; Rutschmann a
kol. 2002).

Rozpoznani a aktivace Toll drahy (Obr. 5) &g gomoci ,pattern recognition receptors
(PRRs)", které jsou imunnimi proteiny, rozpoznésiagouwasti mikroorganisr (Janeway
1989). Jsou nalezeny #uvolné cirkulujici v hemolym& nebo na povrchu imunokom-
petentnich butk (Medzhitov a Janeway 1997). V drozofile jsou idférovany dw rodiny
téchto PRRs: ,, The peptidoglycan recognition prot§iR&RPs) a the Gram-negative binding
protein(GNBPs)“ a oba proteiny rozpoznaji &sti gram-positivnich bakterii a v takto
utvoreném komplexu aktivuji Toll drahu. Toll je transm@dnovy protein obsahujici
intracelularni doménu Toll/IL-1 (TIR). V drozofilimembryu je Toll aktivace spu$ta
kask&dou serinovych proteaz (Gastrulation defe&reggke a Easter) (LeMosy a kol. 2001,
DelLotto Y a DelLotto R 1998). Tato kaskada je ulara roz&tpenim proteinu Spaetzle (spz)
na d¥ molekuly, pojici se s éma molekulami Toll (Weber 2003). Tato dimerizacelee
k posileni komplek sloZzenych z Myd 88, Pelle a Tube. Vysledkem hétenetrického
komplexu je aktivace Pelle kindzy a posléze hydmalgactus inhibitoru (Geisler a kol. 1992).
Aktivita Pellekinasy vede k degradaci cactus. (Towb a kol. 2604chta Anderson 1993).

Degradace cactus je nezbytna, proto7e

jinak je vazany a inhibuje NF-kB/Re

transkrigni faktor, zadrZzenim v cyto-

%a g : Tube
plasné. Genom drozofily obsahuijefit ‘@x Ev' e

geny, kodujici Rel proteiny, jenon - \@

Dorsal a Dorsal-related imunity factor

(DIF) jsou vSak signaly vychéazejic

z Toll drahy (Geisler R a kol. 1992 ’ @, $
Nusslein-Volhard a kol. 1980; Ip a kol

1993; Dushay a kol. 1996). Hydrolyzi  owend o> [
proteinu cactus vede k uvem Dorsal ° .’ st

a DIF, které vstoupi do jadra a aktivu ®e®
expresi antimikrobialnich pepfid(Tau- Obr. 5. Toll draha (Weber A.N., a kol. 2003)

szig-Delamasure a kol. 2002; Belvin a Anderson

1996; Nicolas a kol. 1998). Od napadeni mikrobyozap melanizéni reakce (Soderhall a
Cerenius 1998) a indukce AMPs je velmi rychla. Riypmohou byt nalezeny v hemolyinf
uz 2-4 hodiny po infekci (Meisner a kol. 1997).



2. Cile prace

1. Owfit pozice inzerci P-elemeintdo dvou drozofilich genh (CG 30104a CG 4827
homologickych se s&imi ektonukleotiddzami a testovani jejich efekia mutantni
fenotyp podmiany ztratovou mutaci v gerADGF-A (mutaceadgf-a[karel]).

2. Vypnout postupéi pomoci RNA interference vSechétpgermi homologickych se
sawimi ektonukleotidazami GG30104, CG11883, CG1961, CG11126, CG3827
molekularé owéiit RNAI pomoci semikvantitativni RT-PCR a sledofahotypovy
projev.

3. Testovat hypotézu, Ze aktivace Toll drahy mutagitusvede mimo jiné ke zvyseni
hladiny extracelularniho adenozinu ektonukleotiddiza to pomoci sledovani efektu
RNAI ektonukleotid4dz v nulovém a hypomorfnim mutacactus
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3. Materialy a metody
3.1. Pokusné organismybDrosophila melanogaster
Pouzité markery a balancery: balanCgo - marker ,Green fluorescent protein“ (GFP)
markerScutoid (Sco)
balancer TM3 — Stubble (Sb)
balancer TM3 - marker Serrate (Ser) GFP
balancer TM6B — marker Humerus (Hu) a Tubby)(Tb
Pouzité linie much &etné genotyp viz. Filohac. 6.

3.2. Ziskani vajitek a larvicek

Na cistou Petriho misku spolu s agar6zovym gelem (4% r/ARpcteriological Scharlau)
a natrem kvasnic se nechalyikeni much vyklast ve valcich, po dobu dvou hoBioté byly
mouchy pendany nacgistou misku gerstvym natrem kvasnic. Valce s mouchami byly
uloZeny na 4 hodiny do temnai peplo& 25 °C. Nakladena miska se ponechala v pedst
s teplotou 25 °C. Po 22 hodinach od nakladeni pglavina vajéek promyta lihem a druha
pouze vodou (jen u pokusu s testovanim P-elemeatouyzerci nebyla polovina vagk
promyta lihem, fi vSech dalSich pokusech vzdy doSlo k promytifengany na&isté agarové
misky. Po uplynuti 24 hodin od nakladeni byly lakyi poZzadovanych genotypvybirany
podle exprese GFP pod stereo-mikroskopem s modigthesr. Mouchy s markrem GFP
byly zelerg svitici. Vybirané lareky se umisovaly do vialek s dietou pro octomilky {120 g
kukuricna mouka, 1,2 | kO, 15 g agar, 75 g cukr, 60 g instantni kvasniéem2 konzervant
[10% methylparaben (Sigma)] v etanolu}. 8o vybiranych jedind na vialku viz. tabulky
v prilohach. Dale uéchto larev probhlo kontrolovani p&ta zakuklenych larev a do&pu
sc¢asovym rozestupem jednoho dnu. U testovani efekiA Rnterference gein pro
ektonukleotidazy@G30104, CH11883, CG1961, CG11126, CG4827/49358,826E49359
na fenotyp zfisobeny mutacicactus byly ziskané kukly vyfoceny viz. snimky ¢asti
s vysledky.

3.3.1. Ziskani larev na izolaci RNA

. s ra .+ S5NT Act Gal4
Nejdiive byly mouchy Kzeni=; ———— x * ;=2
+' SNT (TM6B) ~ + ' TMéB

a oregon (jako kontrola)

nechany vyklast na misky s agarem (4% Agar Badtagical Scharlau) a pastou z kvasnic,

aby vykladly gipadna starsi vajka. Poté byly nechany klast ¢ttnacté do osmnacté hodiny
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nacisté misky opt s kvasninou pastou. Tato v&jka byla standardnim apobem promyta po
22 hodinach lihem a rozena naistou agarovou misku. Aby séqulesSlo pitomnosti starSich
jedinai, byly vybirany larviky od 24. — 28. hodiny po nakladenitildizné 500 larev od
kazdého genu a oregona, bylo réledo po 50 jedincich do vialek s dietou pro octamil
Larvy staré 110 — 114 hodin (ve stadiu 3. ingt@ouzity na izolaci RNA. RNA byla ziskana

+. SNT
+' TM6B

pomoci reverzni transkripcégvedena na cDNA.

+
Z oregona;-;
+° Act Gal4

a ze stejnéhoikieni z (jako kontrola).Pozdji byla tato RNA

3.3.2. 1zolace RNA Drosophila
Chemikalie: Trizol (Invitrogen), chloroform, izogwanol, 75% ethanol, DEPC.,8, Ringer
(na 1I: 6 g NaCl, 0,075 g KCl, 0,01 g Ca@,1 g NaHCQ@a doplrno destilovanou vodou).
Pii praci s RNA musi byt dodrzovanastota v podob oSeteni proti RNazam, pracovni
prostor byl oSéen jarem, destilovanou vodou a DEPGCHa také vSechny nastroje byly
oSeteny DEPC HO, pogipac RNaseZagAmbion). Ri praci je pouzivani rukavic nutnosti.
Postup:

1. Na jednu izolaci pouzitdl50 - 100ug zZivecisné tkag (75 larev).

2. Larvy byly vybirany pomoci Ringer roztoku a & byly také naslednocisteny.

3. Larvy byly rozdleny po 35 do dvou 1,5 ml mikro zkumavek (Eppendeyip.)

(RNase-free) a uloZeny na led.
4. Po gidani 0,5 ml Trizolu do 1 epp. byly larvy homogemiany homogenizatorky,
vyrobenymi ze Sgek, pokud bylo pditba larvy kratce steny.

5. Inkubace byla provedena 5 mirfi pokojové teplat (RT).

6. Centrifugace 1200g 10 min. n£@.

7. Supernatant bylielit docisté epp . Oba vzorky se 35 larvami byly slity dohady.

8. Inkubace 5 min.  RT.

9. Pridano 20Qul chloroformu/na 1 ml Trizolu.

10.Vzorek byl protepan a poté inkubovartifiRT 15 min.

11.Centrifugace 1200g 15 min. na 4 °C.

12.Horni vodni faze supernatantu bykepesena do nové epp.

13.Pridano 0,5 ml izopropanolu na 1 ml Trizolu.

14.Promichéano a inkubaceiiRT 10 min.

15. Centrifugace 1200g 8 min. na 4 °C.
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16. Supernatan odlit.

17.RNA omyta 1ml 75 % ethanolu/ 1ml Trizolu

18.Vortex a poté centrifugace 7500g 5 min na 4 °C.

19.Ethanol slit, a promyti ethanolem bylo zopakovamedgj jednou i s naslednou
centrifugaci.

20.Ethanol znovu slit a zbyvajici odpipetovan od pelgbté pelet osychal po dobu 5-10
min, ale nesrl preschnout.

21.Pelet byl rozpugn v 200ul DEPC HO a inkubovan 10 min na 55 °C.

3.3.3. Méreni koncentrace RNA spektrofotometrem

Jako slepy vzorek byla pouzita PCRMHa vzorky vyizolované RNA byly diadny
(1l vzorku do 99ul PCR HO).
Koncentrace byla gfena i vinové délce 260 nm.

Je-li absorbance rovna 1 260 nm, pak je koncentarce RNA rovna 88 ml.

3.3.4. RT-PCR
3.3.4.1. OSdteni vzorka DNase

Bylo pracovano s RNA, proto byly dodrzeny stejn@mpinky ohleds cistoty, jako u
izolace RNA. Prace byla ¢pprovadna na ledu, pokud neni psano jinak.

Nejdiive bylo poteba utit mnozstvi pidané RNA, pomoci absorbancé 60 nm na
spektrofotometru, pokud vime, Ze poZzadovana vyslekbmcentrace je 10g RNA/50 pl
DEPC HO.

1. Rozpaitani potebnych objena jednotlivych reagencii na celkovy objem |30
Smes: Pokazdé byloilano 5ul pufru (10x), 1yl Turbo Dnas€d Ambion), vypdteny
objem vzorku RNA a doptimo do 50ul DEPC HO
Po namichéani tohoto roztoku byla provedena inkupacgobu 30 min.ip37 °C
Inkubace 10 min. na 75 °C
Precipitace 2,5 v ethanolu/ 100% ledovy
10 min. inkubace na ledu
20 min. centrifugace na maximumi g °C

N o gk~ Db

Vzorky byly promyty 75% ethanolem, poté &oy 10 min. a nasledrvysuseny
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8. Pokrasovani £ retizcovou syntézou RT-PCR

3.3.4.2. Syntéza prvniho viakna cDNA

1. V RNAse - free epp. se smichalo:

2. Zahfato 5 min. na 65 °C.
3. Inkubace naledu 1 min.

4. Vzorky kratce stdeny a pidano:

pl primeru oligo-dT
5 ug total RNA
1l 10 mM dNTPs (TaKaRa)
dd HO do 13yl

4ul 5x First Strand buffer (5x Invitrogen)
0,1 MDTT (0,1M Invitrogen)
Jul RNase Out (Invitrogen) - pouze do + vziork

- Superscript Il Reverse Transkriptase

(200UAl Invitrogen) - pouze do + vzoik

Pipetovanim se vSe promicha.
5. Inkubace 60 min na 50 °C

6. Reakce zastavena zatim na 70 °C 15 min.
7. K odstrarni RNA gidano 0,3ul RNazy H (TaKaRa) a inkubovano 20 min. na 37 °C.

3.3.4.3. Elektroforéza pro o¥ieni RNA z RT-PCR

1. Namichani vzork pro naneseni na gel: Vysledny objem na jafiku12 pl
1) 2 ul 6x loading buffer(0,025% bromphenol blue + 30% glycerol ve &od

2) Koncentrace vzork potteba 2ug (ul), nutno dopéitat z koncentrace vzoikk

[c (vyslednd) = 2/c (vzoiR)]

3) Doplnit na 12ul DNA H,0, naneseni vzotkdo jamek gelu (1,5% Agarose
Serva Premium), zalitého 1x TAE pufrem [20 ml 50AET k 980 ml
destilované KO (dest voda)] 50x TAE [242 g Tris base, 57,1 ndiol& kys.
octove, 100 ml 0,5 M EDTA (ph. 8.0), dopho do 1 | HOJ] a do jamek vedle
vzorka byly pfidany srovnavaci markry (100 bp a 1 Kbp).

2. Elektroforéza pugha nejdive na 50 V na zatdhnuti vzark poté zvySena na 70 V.

3. Po dokhnuti elektroforézy bylo nutno ke geldigat 8 pl/100ml ethidium bromidu

(Sigma) na obarveni difit destilovanou vodu po okraj gelu.
4. Gel byl dan na 15 min. k obarveni iegaku.
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5. Po 15 min. byl obarveny gel promyt 3x vodou a d&t jna 15 min. spolu s vodotepat.

6. Po gchto 15 min. byl vzorek vyfocen pomoci UV a zaznayhzdokumentovan.

3.3.5. Elektroforézy s PCR vzorky

1. Na tyto elektroforézy bylo ke 30l PCR reakce fdano 5ul 6x loading buffer => toto
mnoZstvi st& na d¢ elektroforézy (pokud by doslo ke Spatnému napig@Eiovzorki do
jamek gelu je mozno elektroforézu zopakovat).

2. Do 1 jamky se nanaselo &hto 35ul PCR vzork 15 pl (dalSich 15ul na gipadnou
kontrolu) a vedle se nanesldarovnavaci markr (100 bp).

3. DalSi postup viz. postup 3.3.4.3.

3.3.6. PCR reakce
3.3.6.1. PCR na kontrolu funknosti primeri
Objem vysledné PCR reakemil 20 pl, na reakce byla pouzita DNA genomu yw

(yellow white, jedna se o divoky fenotydt = 255 ngdl), a primery CG11126 F/R,

CG1961 F/R, CG 30104 F/R, CG4827 FIR, CG11883-F#skany od T. Dolezala), reakce

michany na ledu.

1. Na reakce byla namichana &ndo které bylo fidano na 1 vzorek: l Thermo Pol
Buffer (Biolabs 10 x concentartion),[2 dNTP Mix (TaKaRa), Jul DNA, 12, 5ul H,0
(dopaiteno do vysledného objemu 20 na reakci spolu s primery) a Q4 Tag DNA
Polymerase (BioLabs 5000 U/ml, nutnibdat jako posledni, citliva na teplo).

2. Do jednotlivych epp (0,5 ml) napipetovano fiBsmesi a specificky ful primeru
(Forward) a k amu specificky 1ul primer (Reverse).

3. Tyto reakce byly poushy postups na tizné PCR programy.
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3.3.6.1.1. PCR
U vSech prograiihPCR byla nastavena teplota vika 99 °Gealplati.
1. NT55: 94°C....... 5 min

94 °C........ 30s
55 °C........ 30s
72 °C......... 45 s

14 °C......... pauza
Krok 2 az 4 opakovan 26x
2. NT57: 94°C........ 5 min

94 °C........ 30s
57 °C........ 30s
72 °C......... 45 s

14 °C......... pauza
Krok 2 az 4 opakovan 23x

3.NT59: 94°C..... 5 min
94 °C........ 30s
59 °C........ 30s
14 °C......... pauza

Krok 2 az 4 opakovan 29x

3. RT-16: 94°C........ 5 min

94 °C........ 30s
57 °C........ 30s
72 °C......... 45 s

14 °C......... pauza

Krok 2 az 4 opakovan 15x
4. RT- 18: stejné viz. RT-16, pouze krok 2 az 4 opakol7x
5. RT-20: stejné viz. RT-16, pouze krok 2 az 4 opakol/@x
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3.3.7. PCR na owfeni primeri
3.3.7.1. PCR owreni P-elementu na gen€G30104
1. Do reakci se na 1 vzorekigialo: 7,25ul H,0, 1,25ul Thermo Pol Buffer (Biolabs 10 x
koncentrovano), il dNTP Mix (TaKaRa), specificky 0,78l primer (Forward) a ké&mu
specificky, 0,754l primer (Reverse), il DNA a 0,05ul Tag DNA Polymerase (BioLabs
5000 U/ml, nutno pdat jako posledni, citliva na teplo)
2. A. K- (negativni kontrola): kD, pufr, polymeraza, primery (reverzni a P-elemeyito
B. K+ (positivni kontrola): HO, pufr, polymeraza, primery [0 jasanamé délce
vysledného produktu (4300bp)].
C. Forward p¥i t = 61 °C. H,O, pufr, polymeraza, primery (Forward a P-
elementovy), DNA
D. Forward p¥i t = 59 °C: H,0O, pufr, polymeraza, primery (Forward a P-
elementovy), DNA
E. Revers (¥i t = 57 °C. H,O, pufr, polymeraza, primery (reverzni a P-elemeyijto

DNA
F. Revers @i t = 59 °C. H,O, pufr, polymeraza, primery (reverzni a P-elemeyito
DNA
3. PCR (671): 94 °C........ 5 min
94 °C........ 30s
60 °C........ 30s

72 °C......... 1:30 min
14 °C......... pause
Krok 2 az 4 opakovan 34x
4. Elektroforéza, vSe z PCR Hb 10 x loading buffer, vSe naamplifikovano do jangek

vedle 4pl markeru. Déale postup jako uqualeslych elektroforéez.

3.3.7.2. PCR ovieni P-elementu na genG4827

Do reakci se na 1 vzorekigalo: 7,25ul H,0, 1,25ul Thermo Pol Buffer (Biolabs 10 x
koncentrovano), Il dNTP Mix (TaKaRa), specificky 0,7@l primer (Forward) a kému
specificky, 0,754l primer (Reverse), il DNA a 0,05ul Tag DNA Polymerase (BioLabs
5000 U/ml, nutno pidat jako posledni, citliva na teplo).
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1. A. K- (negativni kontrola): kD, pufr, polymeraza, primery (Reverzni a P-element-
ovy)

B. Forward p¥#i t = 57 °C. H,O, pufr, polymeraza, primery (Forward a P-element-
ovy), DNA
C. Forward p¥i t = 55 °C. H,O, pufr, polymeraza, primery (Forward a P-element-
ovy), DNA

D. Revers it = 57 °C. H,0O, pufr, polymeraza, primery (Reverzni a P-elem&jjto
DNA

E. Revers (¥i t = 59 °C. H,O, pufr, polymeraza, primery (Reverzni a P-elemé&})to
DNA

Sekvence primdrviz. Filohac. 1

2. PCR (672): 94 °C........5 min
94 °C.......30 s
61°C.......30 s

14 °C......... pauza
Krok 2 az 4 opakovan 34x

3. Elektroforéza viz. ujedeslé reakce
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4. Metodicky piistup
4.1 P-elementy

Princip P-elemerit— Jde o transpozony o délce 2,9 kb, nesouci 4 exottghmé prc
syntézu funkni transponazy a majici 31 bp dlouhé invertovaménitélni repetice(nutné,
aby doslo kvysttizeni a zalenéni transpozonu do chromosor. K invazi F-elementu ddD.
melanogastedoslo vposlednich 40 letechjiného druhu drozofily. Jako zdroj transpoy
se nefastji vyuziva upraveny . chromosomktery mé stabilni integrovanou transpcou
bez intronu mezi 2. a 3.xenen (bez tohoto upraveni se transponuje pou buikach
zarodeéne linie) a bez jedné terminalni repel (nemobilizovatelnost)Jako mobilizovateln
jednotky se pouziva neautonomr-element, ktery m& nenaruSené korinéaktni), ale vnini
sekvence, fivodre transponazovda, byla nazena viditelnym méarem. Ri kiizeni much
s transponazou nigetim chromosomu a neautonomnit-elementemdochai kontrolovar
k mobilizaci P-etmeniti. Také je mozno vyuzit-elementy jako fenasSée DNA sekveci.
Mutageneze pomoci &ement predstavuje nedokonaly nastrojotoZze se jedna o nahod

r .
proces 27

ke {tfransponazg pb—— 310p

—@—{ Exon0 — Exon1 |— Exon? — Exon 3 }—ﬂb—

Obr. 6. Uspgadani P-elementu

reporterowy gen transponaza A2-3
4-—| mirgwigte I—* —-—I_Eﬁﬂ—l—l Ewn 1 | Ewon 2+ Evon @ I—"’Af—
vl k.
exprese ve viech @ transpozice
buiikach

%f& ShA 23
i L
transpozice P(lacW)

Obr. 7. Princip transpozice P-elementu
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4.2. UAS - GAL4 a RNAI

Princip UAS-GAL4 byl gevzat z genetiky kvasinek. Umafe u drozofily regulovat
expresi gef s jiz znAmou sekvenci. Byla vyttema velka Skala musich linii, které ve svych
genomech nesou podiznymi promotory GAL4 drivery. Uéthto linii jsou ve FlyBazi
informace o jejich expresi. Pokud tedy chceme empwviat utity gen jen v &jaké tkani,
podivame se, zda existuje linie s GAL4 tam, kdagimtjieme. My jsme cBlii mit expresi
zajis€nou v celém organismu, proto se pouzila aktin GAEHkoz aktin se vytvé prakticky
v celém &le. A dale je patba kddujici sekvence zdjmového genu za sekvensi. dde jsme
meli vZdy jeden gen pro ektonukleotidazu. Plazmid b#&i P-elementu umagje tento
pienos konstruktu “UAS — gen* do mouchy. V tomto kdexp je UAS + TATA box +
polylinker, do kterého se zaklonuje kédujici selogerRi kiizeni pak bude gen po navazani
GAL4 na UAS sekvenci exprimovat podle naSiipby.

Bloomington Stock Center

line ¢ Gald dnvery "‘ ®
podriiznymi promotory P

promotor - Gal4

A
| [Promoror] [§ [ et || [E\Cl:ﬁ?H ecen  |l§ |

Obr. 8. Princip UAS-Gal4

Princip RNA interference je zaloZzen na schopnosRMA iniciovat degradaci
endogenni RNA, ktera ma stejnou sekvenci, a taigbedr vypnout utity gen. Princip neni
zcela objasén, vi se, Ze dsRNA vstupuje do ribonukleotidovébmpglexu, ktery rozgpuje
endogenni RNA na malé fragmenty. V naSefipgt se Stpily produkty ektonukleotidaz.
V drozofile je mozno fpravit +cDNA a —cDNA konstrukt pomoci P-elemérd pod ugi-
tym promotorem. Poté je mozné vyvolat expresi dsRi&pisem +cDNA a —cDNA, vyuZzi-

tim UAS-GAL4 systému a takto inaktivovatity gen.
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[ vas  +cDna - cona @

exprese dsEINA v zavislost
na Gald drniveru

Regulovatelna inaktivace genu in vivo

Obr. 9. Exprese dsRNA

Centrum ,Vienna Drosophila RNAi Cente (http://stockcenter.vdrc.at/control/m)
vyviji drozofili transgenni RNAI knihovnu. RNAIi pomaha \inat jednotlivégeny v drozofile
pomoci konstruktu UASSAL4. Dnes je pokrto pres 85% drozofiliho genon Princip:
GAL4/UAS je pouzivany Kizeni exprese hpRNA(vlasenka RNA) po zaklonovani kratky
(300400bp) fragmerit ve fornme invertovanych opalvani za UAS sekvencTato dvoute-
tézcova RNA je zpracovana do formy siRNA, kteéfdi sekvern¢é specifickou degrada
cilové mRNA.

tissue-, cell-, or stage-
specific promoter

dogenous
300-400bp s JTRT v
inverted repeat mOF?NA

W gy e O A At T e i T

Obr. 10. UAS-GAL4
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5. Vysledky

5.1. Zachranaadgf-a[karel] mutantniho fenotypu inzeknimi mutacemi v genech
potencialné kddujicich ektonukleotidazy

Byly zkoumany d¥ z psti ektonukleotidaz s gen¢€G30104a CG4827 Mouchy s P-
elementovou inzerci a mutaadgf-a[karel] byly jiz vytvoreny a objednany z Bloomington

Stock centra.

671 karel

Pouzité linie: ;
CyO TM3-Ser

672 karel
Cy0’ TM3-Ser

Vyswvétlivky:  671:w[1118]; P{w[+mC]=XP}CG30104[d00824]
672:y[1] w[67c23]; P{w[+mC] y[+mDint2]=EPgy2}CG4827[EYDP176]

5.1.1. O¥ieni P-elementovych inzerci

Nejdiive bylo nutné ogfit, zda jsou P-elementové inzerce na spravnémenfdsia se
nalézaji opravdu v genech proédestované ektonukleotidazy). Bylo nutné navrhromto
P-elementm primery a s nimi pomoci PCR &t délku produki, z nichz se Wi, zda maji
spravnou polohu.

Jako kontroly @i ovérovani byly pouzity K- (negativni kontrola bez vzorRNA) a K+

(positivni kontrola s primery o délce vyslednéhoduktu 4300 bp, a také bez DNA).
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forward

10 Kb
revers
revers
4_
forward
V
’_’ CG4827
2306 Kb 1356 Kb
revers 7,303 Kb forward
revers
forward ¢ |
CG 30104
1555 bp 1564 bp

Obr. 11. Rozvrzeni primer a délky produkt - ukdzka polohy P-elemenftrojuhelniky), ohrardiené
palindromickymi sekvencemifpdstavujici vichto gipadech revers a forward primery. Sipky jsou uénist

pouzitych primeili vigi primerim P-elementovym. P-element je namma v poloze, ve které se v genomu
nachazi.

Primery a délky vyslednych sekvenci vizil6hac. 1

,
13370k

| |
13380k, 13390k,
Gene Span
CGES20 CG4E27 CG30104 CG30103 CG14479
= L [
54844
| —
CG18431
| —
nRHA
CGA520-RA CG4527-RA CG30104-RE CG30103-RA CG14479-R
I L} DG <]
CG3010d-RA CG4gdd-F
[+ P g )
CG18431-
O+
CGES20-PA CG4527-PA CG30A0d4-PR  CG30103-PA CG14479-P
CG3010d4-PE CG15431
Transgene insertion site
P{Mae-UAS .6 . 11 ADOGTZ PEac{RE}e02113 PBac{PEMGI0104[c03860] PBac{RE}e01861
PEac{WH} 07653 PLAPRCG30A04 [at082d] PBac{PEICG30104[c03593] PBac{WH}FO7
P{lach}1(2)5HI742[SH1742 PBac{WH}CG30104 [F07E11] Mi{ET1}CO30LOIIMECL 774 ] PLRPICGL:
P{RS5F5-HA-1409 PEac{WH (7055 P{SUPar-t

P{RE3}UM-5259-3
P{EPguz}CGAG2TIEV02176]
P{GawB}NP1197

P{laclmthl3lk10408]

Obr. 12. Cytologick&d mapa rozloZeni ge€G30104a CG4827s pouzitymi P-elementy (zvyrazme)
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Provedena PCR gér©G30104aCG4827

R59 R57 k1 F59 F61

Obr. 13. PCR na o#feni polohy P-elementu u geG4827pomoci primel pii riznych
teplotach nasednuti.
R59 - revers (59 °C)R57 — revers (57 °C), k1 — negativni kontrata— 1Kb marker (délky
produkti:10; 8; 6; 5; 4; 3; 2; 1;5; 1; 0,5KH}2 positivni kontrolafF59 — forward (59 °C)F61 — forward (61 °C)
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R57 F57 F55 Kk

Obr. 14. Owieni P-elementu na ge@G30104
R59 - revers (59°C)R57 — revers (57 °C)-57 — forward (57 °C)F55 — forvard (55 °C)k — negativni
kontrola,m — 1 Kb marker (délky produktlO; 8; 6; 5; 4; 3; 2; 1,5; 1; 0,5Kb)

Z délek produki vyplyva, Ze P-elementy lezi na genech pro ektatidazy, i kdyz
neni na snimku produkt z ge@&30104pro revers primer, stanam délka forward, ktera je

spravna, a proto bylo provedenideni, ze kterého byly pozorovany fenotypové prpjev

5.1.2. Fenotypové projevy
Pomoci nasledujiciho genetickéhidZeni jsme ziskali jedince homozygotni pro mutaci

adgf-alkarella heterozygotni pro kazdou inzerci zwlaBebo transheterozygotni pro &b

inzerce:

K¥iZzeni provedena trojiho typu: poZadovany genotyp

1 671 | karel 672 | karel = 671 _ karel

CyO GFP ' TM3-Ser GFP ~ Cyo GFP ' TM3-Ser GFP 672 ' karel

672 | karel + karel - 671 _ karel

CyO GFP ' TM3-Ser GFP~ + ' TM3-Ser GFP + ' karel

672 | karel X + karel - 672 _ karel

CyO0 GFP ' TM3-Ser GFP =~ + ' TM3-Ser GFP + ' karel
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Jako kontroly pouzity u kontrola

1 671 _ karel - 671/672 karel
" 672 karel Cy0 ' TM3GFP ser
2 671 _ karel - 671/+ . karel
"+ " karel CyO GFP ' TM3 GFP ser
672 _ karel - 672/+ . karel
+ ' karel CyO GFP ' TM3 GFP ser

A souasre byl jako kontrola pouzit homozygotadgf-a[karel], jehoz vysledky byly ziskany

od Moniky Zuberové.

Vysvétlivky:  671w[1118]; P{w[+mC]=XP}CG30104d00824]
672y[1] w[67c23]; P{w[+mC] y[+mDint2]=EPgy2EG4827TEY02176]
182 +/+;karel/TM3-ser GFP
Zpoctend mnozstvi jedinic kiizeni viz. Riloha ¢. 2 a znazorni téchto hodnot uvedeno

v grafech¢. 1 a 2.

100

90

a0 [

70

60
OKukly

50 @Dospélci

——

40

30

20

10
0 L comm = 0l

672/4 ., 671/ ., 672 672x 182x 671x karg
ol gaRar e o e e

Graf 1. Vitalita mutanti po promyti lihem.

V Grafu¢.1 jsou uvedeny mérné procentudlni podily vyvoje kukel a deke z
pienesenych larev a standartni chyby.
Genotypy vys¥tleny viz. vySe
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Graf 2. Vitalita mutanti bez promyti lihem.

V Grafu¢. 2 jsou uvedeny pmerné procentualni podily vyvoje kukel a déksi z
pienesenych larev a standartni chyby.
Genotypy vys¥tleny viz. vySe

5.1.3. Vysledek pokusu
Z vysledki vyplyva, Ze mutace v ektonukleotidazachig@30104a CG4827nemaji
na homozygotni mutaeidgf-a[karel] positivni vliv, naopak spiSe dochazi ke snizetality.

Je patrné, Ze promyti lihem ma positivni vliv nikkoeé prezivani.

5.2. Owrovani molekularnino efektu RNA interference @#ti gena s potencialni
ektonukleotidazovou ulohou a fenotypova analyza
5.2.1. ,Knock-down"“ geni pro ektonukleotiddzy (NT)

K dispozici bylo 6 linii drozofil s genotypy vizal. 2 ziskanych z centra ,Vienbao-
sophila RNAi Center* (http://stockcenter.vdrc.at/controdim) Drozofily mely RNAI
konstrukt pro 5 gein
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VDRC GEN RNAI konstrukt Genotyp Cisla

LINIE ID stocki

10051 CG30104 2052 wiw; +/+; UAS-2052/UAS- 1047
2052

38590 CG11883 2418 wiw; +/+; UAS-7418/UAS- 1048
7418

40161 CG1961 9688 wiw; +/+; UAS-9688/TM3-SH 1049

47397 CG11126 7906 wiw; +/+; UAS-7206/UAS- 1050
7206

49358 CG4827 5294 wiw; +/+; UAS-5294/UAS- 1052
5294

49359 CGa827 5204 W/W; +/+; L;;;SZ%/UAS- 1053

Tab. 2: 5 drozofilich RNAI linii
Linie s genenCG1961byla poteba gebalancovat n?sn%, jelikoz by pozdji v kiizeni
nebylo mozno rozeznat mouchy s konstruk% od ostatnich.

a. KtiZzeni: gebalancovanCG1961

. SNT + | karel
’ TM3 Sb +’ TM6B

+
+

e P 5NT
b. KfiZeni: na genotyp——-

RNAI byla indukovana pomoci Gal4 driveru pod aktijim promotorem (Act Gal4),
ktery se exprimuje ve&sSiné burgk a tudiz pak ve atSine burek spousti expresi RNAI

konstruktu za UAS sekvenci. Genotyp Gal4 driver nad

. , , + . S5NT + . Act Gal4
UAS-RNAi (5NT) byl rozpoznan na zakladabsence % syrirmesy < T' 7Tmes
TM6B balanceru, tj. jako hubené latky/kuklicky, ¢

+. _5NT
+' ActGals
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protoZze TM6B nese na sbdominantnmarker Tubby, ktery sergjevuje ztlustnim &€la.

5.2.2. O¥reni ekktu RNAI na molekularni Grovni

T

RNA ziskana zrozofil genotyji: oregon (kontrol), } ; Ac‘i}:’;am a ze stejnéhoikeni :

. 5NT
' TM6B

f (jako kontrola). Pro dalSi ozéeni u jednotlivych gefhpouiityprof ; A;ZM Cisla

geni a pro kontroly}; % pouzita¢isla getd < K (pt. CG30104K).
Efekt RNAI na molekularni trovni jsme &¥i pomoci izolace RNA a semikvativni
RT-PCR.

Ziskand RNA bylaotestovana pomc elektroforézy.Pouzita koncerrace RNA byla

2ug/ul.

m 1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 Or m2

Obr. 15. Otestovani RNA

m1l — 100bp marker, 1€G30104Kontrola (K) TM6B/5NT, 2- CG30104Act Gal4/5NT, 3- CG11883

K TM6B/5NT, 4 -CG11883Act Gal4/5NT, 5~ CG1961K TM6B/5NT, 6 -CG1961Act Gal4/5NT, 7-
CG11126K TM6B/5NT, 8CG1112¢ Act Gal4/5NT, 9 -CG4827/49358 TM6B/SNT, 10- CG4827/49358
Act Gal4/5NT, 11 -€G4827/4935K TM6B/5NT, 12 -CG4827/4935%ct Gald/5NT , O oregon, m2 — 1Kb
marker

Aby bylo mozno zjistit, kolik se exprimovalaipodni RNA a :toho se pozgi odvodil
efekt RNAI, bylo nutno srovnat koncentrace vSedkamych vzork, aby pozdji byly patrné

kvantitativni rozdily.
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Koncentrace

(Mo 11714 1,113 0,4220,334| 2,033 0,828 1.368 1,379 0,992 0524649 | 2,698 1,284

Tab. 3: koncentarce vzotkRNA

5.2.3.Kontrola optimalni Tm nasedani primera pro jednotlivé nukleotidazy
Nukleotidazy bylyziskany od TomasSe Dolezala, kont byla provedena na vzorci
DNA genomu yellow whiteyw) (c = 255 ngil).
Teploty vazani primérbyly pouZzity na prvni Pcz poznatki Tomase Dolezala, ktery

mél jiz zavedené. VSechny fragmenty jsou delSi, sekvence RNAkonstrukf.

Obr. 1€. Kontrola optimalni teploty (Tm) nasedani priri

1-CG11126(55 °C),2 - CG1961(55 °C),3— CG30104(55 °C),4 — CG4827(59 °C),5-CG11883( 59 °C),
m —100bp marker (délky produki1,517; 1,2; 1; 0,9; 0,8; 0,7; 0,6; 0,5; 0,4; @32; 0,1 Kb
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Obr. 17. Kontrola optimalni teploty (Tm) nasedani prirner

1-CG1961(56 °C),2 —CG1961(54 °C),3—CG30104(55 °C),4 — CG30104(57 °C),m — 100bp marker
(délky produkt: 1,517; 1,2; 1; 0,9; 0,8; 0,7; 0,6; 0,5; 0,4; @2; 0,1 Kb)

Provadéna PCR
Teploty nejlepSiho navazani prinder 55 °C -CG11126, CG1961PCR NT55
57 °C -CG30104 PCR NT57
59 °C -CG4827, CG11883PCR NT59

5.2.4. Testovani optimalniho pé&u cykla pro RP49

Nyni nasledovalo nastaveni g cykli opakovani PCR, a zji&to, @i kterém jsou
vysledné prouzky z elektroforézy dost viditelné toa aby bylo mozné pozi srovnani
PCR, i kterém by se rozliSilo, kolik bylo na patku templatu RNA. Pro toto rozliSeni bylo
dulezité zajistit optimalni pet cykli PCR, kdy produkt jeStnarista, ale stale ho neni tolik,
aby se nerozliSilatvodni mnozstvi mMRNA, které bylo vyizolovano z drizo

Jako kontrola p nastaveni cykl byla pouzita DNA s minus (-) vzorky, u kterych
nedoSlo k reverzni transkripci, a proto se #lena gelu ukazat zadny band. U positivnich

vzorka mé¢la byt jiz pfitomna DNA. U plus vzonk dosSlo k reverzni transkripci (+).
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1+ 1+ 1+ 2+ 2+ 2+ 8+ 8+ 8+ 1 Dis
RT16 RT18 RT20 RT16 RT18 RT20 RT16 RT18 RT20 RT20 RT20

10+ 10+ 10+ 11+ 11+ 11+ 7+ 7+ 7+ m 11 - 10 -
RT16 RT18 RT20 RT16 RT18 RT20 RT16 RT18 RT20 RT20 RT20

13+ 13+ 13+ 14+ 14+ 14+ 5+ 5+ 5+ m 14- 13 -
RT16 RT18 RT20 RT16 RT18 RT20 RT16 RT18 RT20 RT20 RT20

16+ 16+ 16+ 17+ 17+ 117+ 4+ 4+ 4+ m 17- 16-
RT16 RT18 RT20 RT16 RT18 RT20 RT16 RT18 RT20 RT20 RT20

Obr. 18, 19, 20, 2Trestovani optimalniho @tu cykli pro RP49




Or+ Or+ Or +
RT20 RT18 RT16

5- 4 - m 8- 7 -
RT20 RT20 RT20 RT20

Obr. 22, 23 Testovani optimalniho @tu cykli pro RP49

Cislovani pro obrazky 18-24, 26 a 27 je shodné. RB,18 a 200znauje nastaveni PCR 0znauje negativni
vzorky a + positivni. U Zadného negativniho vzoskuneukazal zadny prouzek, coz ukazuje néitospnost
DNA. VSechny — vzorky byly pudhy pouze na RT20.

1 -CG30104Act Gal4/5NT2 —CG30104K TM6B/5NT 4 —CG11883Act Gal4/5NT,5—-CG11883

K TM6B/5NT, 7— CG1961Act Gal4/5NT,8 - CG1961K TM6B/5NT, 10— CG11126 Act Gal4/5NT,11 -
CG11126K TM6B/5NT, 13— CG4827/4935@ct Gal4/5NT,14 - CG4827/4935&K TM6B/5NT, 16 —
CG4827/49359Act Gal4/5NT,17—- CG4827/4935K TM6B/5NT Or — oregon, m— 100 bp marker

Zjisténo, Ze cDNA se namnoZi na poZzadované mnoZstvi myKi8ch.
Dale nutno srovnat amplifikovana mnoZzstvi cDNA dakci, aby vysledné prouzkyip

elektroforéze byly stefnznatelné.
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9 7 -8 101

13 14 16 17 Or1 Or2

Obr. 24. Srovnani amplifikovanych mnozstvi pro jednotlxzorky (zawrecna reakce)

Mnozstvi pouzité cDNA viz ,, zji#n& nastaveni mnozstvi cDNAL.— CG30104Act Gal4/5NT2 —CG30104
K TM6B/5NT 4 —CG11883Act Gal4/5NT,5—-CG11883K TM6B/5NT, 7— CG1961Act Gal4/5NT,8 —
CG1961K TM6B/5NT, 10— CG11126 Act Gal4/5NT,11- CG11126K TM6B/5NT, 13— CG4827/49358\ct
Gal4/5NT,14 - CG4827/4935& TM6B/5NT, 16 — CG4827/49359Act Gal4/5NT, 17— CG4827/49359

K TM6B/5NT Orl (cDNA O,8l), Or2 (cDNA 0,9ul), m — 100 bp marker

MnoZstvi cDNA (ul) na reakci PCR uZisobené podle gelu na Obr. 24:

CG11126K -0,8
CG11126 -0,8
CG30104K -1
CG30104 -1
CG1961K -1
CG1961 -1

CG4827/4935&K  -1,15
CG4827/49358 -0,9
CG4827/4935K  -1,15
CG4827/49359 -1,1
Oregon -0,9
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5.2.5. Nastaveni pétu cykli pro jednotlivé geny
Reakce byly provaghy se vzorky cDNA oregona pro mensi plytvani vioskcDNA

pro nukleotidazy (také vyuzita cDNA oregona od Miely Fenckové). Tyto reakce prove-

deny na PCR NT 55, 57, B9primery pro specifické geny nukleotidaz.

Obr. 25. Nastaveni cykl PCR s pouzitim oregona a nukleotidazovych primer

1-CG11126(24 a 27 cyM), 2 - CG1961(22 a 24 cyM), 3 —-CG11883(24 a 27 cykl), 4 —CG4827(20 a 22
cykli), 5 —-CG30104(22 a 24 cyki), m — 100bp marker

Vysledky nastaveni cyll CG11883 35

CG1961 24
CG1126 27
CG4827 20
CG30104 24

5.2.6. O¥ieni efektu RNAi pomoci RT-PCR

Posledni reakci PCR byly vzorky cDNA nukleotid4zolsp s odpovidajicimi
nukleotidazovymi primery. Reakce PCR byla poatna PCR NT 55, 57, 59, do kterych bylo
pfidano mnoZstvi cDNA podle zji&tych objent a paty cykla také podle tive zjiSenych
vysledki. K témto reakcim byly pdany jes¢ vzorky oregona (c DNA, ve spravnych

mnozZstvich taktéz s primery pro nukleotidazy).
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10 11 12 13 14 15 16 17

Obr. 26. Koneiné owieni efektu RNAi pomoci RT-PCR
1 -CG30104Act Gal4/5NT2 —CG30104K TM6B/5NT, 3 — Or (CG30104, 4 —CG11883Act Gal4/5NT,5 —

CG11883K TM6B/5NT, 6 — Or (CG11883, 7 —CG1961Act Gal4/5NT,8 —CG1961K TM6B/5NT, 9 — Or
(CG196), 10-CG11126Act Gal4/5NT,11- CG11126K TM6B/5NT, 12— Or CG11126, 13-
CG4827/4935&ct Gal4/5NT,14 - CG4827/4935& TM6B/5NT, 15— Or (CG4827, 16 - CG4827/49359Act
Gal4/5NT,17- CG4827/4935K TM6B/5NT, m — 100 bp marker

16 17 Or

7 8 10 11 13 14

Obr. 27. K Obr. 26 vytvéena sodasré konena kontrola v podabRP 49

Srovnani amplifikovanych mnozstvi pro jednotlivéoxkay

1 - CG30104Act Gal4/5NT2 —CG30104K TM6B/5NT 4 — CG11883Act Gal4/5NT,5 - CG11883

K TM6B/5NT, 7 —CG1961Act Gal4/5NT,8 — CG1961K TM6B/5NT, 10—~ CG11126Act Gal4/5NT,11 -
CG11126K TM6B/5NT, 13— CG4827/49358\ct Gal4/5NT,14 - CG4827/4935&K TM6B/SNT, 16 -
CG4827/4935%ct Gal4/5NT,17- CG4827/4935K TM6EB/5NT, Or, m — 100 bp marker
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5.2.7. Vysledky pokusu

Pti kontrole vysledk z RT-PCR se zjistilo, Ze RNAI efekt funkuje

 CG1961 kontrola (K) TM6B/5SNT RNAi sama 0 se¢bnijak vyznamg nesniZzuje
transkribt genu, ale GG1961Act Gal4/5NT se pottalje produkce genu, tudiZz neni
detekovatelny.

« CG30104K TM6B/SNT RNAIi i sama o sab castén¢ funguje a sniZzuje trochu
transkribt,CG30104Act Gal4/5NT vSak potké transkribt jedt vice.

« CG11126 K TM6B/5NT sama RNAI ot cast&€né tlumi transkribt genu, ale u
CG1126Act Gal4/5NT je utlumen Upin

« U CG4827/4935&K TM6B/5NT by efekt potléeni transkribtu mohl byt oéoo wtsi,
jelikoz pri kontrole RP49 bylo templatu oéto mér, nez ostatnich RNA.
CG4827/4935& ct Gal4/5NT tlumi transkribt Uptn

e U CG4827/49358K TM6B/5NT spolu €G4827/4935%ochazi k velkému snizeni
transkribtu uz jen s RNAICG4827/493589 Act Gal4/5NT a spolu s Act Gal4 je

transkribt utlumen Upkh

5.2.8. Fenotypovy projev RNAI

Larvy na tento pokus ziskany spolu s izolaci na RR&ty vybranych larev prvnich

instafi, spolu s jejich fenotypovym projeveﬁﬁ; A;ZM viz. tabulka (Filoha ¢.3), jako

S5NT
TM6B

kontrola ogt pouzit oregon i_atc ;

Pokus sledovan 14 dni. Larvy a dé@ispbyli od sebe rozeznany viz. fenotypové projevy
jejich znaki [Genotyp Gal4 driver nad UAS-RNAI (5NT) byl rozpwmn na zaklatlabsence
TM6B balanceru, tj. jako hubené latky/kuklicky, protoze TM6B nese na sbdominantni
marker Tubby, ktery se projevuje ztlésim €la a u dos@ict se marker Humerus (Hu)
projevuje stejnocennymi chloupky naredohrudi oproti standardnim &wa vyraznym
chloupkim].

Kukleni jedind provagno s dennim rozestupem. Vysledky jsou uvedeny fegna:.

3-10 a v tabulkach (viz.tRoha¢. 3) den prvni znamen&tpdni od nakladeni. U graf2-8

~ p: ~ . +, 5NT . , + S5NT
sledovan&asoveé rozlozeni kukleri ; oproti kontrolam- ; —— a oregonu. V grafu
+ ° Act Gal4 + TM6B
v P ~ . S v o T S5NT . , + S5NT
¢. 10 sledovanéasové rozlozeni vylézani daspi — ; ———, oproti kontrolam- ; a
+ ° Act Gal4 +  TM6B

oregonu.
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O+/+; TM6B/5NT

@+/+ ; TMBB/NT CG 1961 (Act Gal4)

CG4827/49358 B+/+ ; Act-Gal4/NT B+/+ ; Act-Gal4/NT
100 100
90 20
80 80
70 70
60 60

40 40
30 30
20 20 T T
10 - 10
0 n 0 ‘—- T
1 2 3 4

1 2 3 4 5 6
Dny kukleni Dny kukleni

Graf 3. Caso¥ sledované kukleni Graf 4. Casow sledované kukleni

O+/+; TM6B/5NT

O0rg
CG 11883 B+/+; Act-Gald/NT 199 o1

100
90 90
80 80
70 70

60 60

50 50

40 40

30 30

20 = 20

10 A 10 A

0 0 - . . .

1 2 3

1 2 3 4 5 6 4
Dny kukleni Dny kukleni
Graf 5. Caso sledované kukleni Graf 6. Caso sledované kukleni

V Grafué¢. 3, 4, 5, 6 jsou uvedenyipnérné procentudlni podily vyvoje kukel remesenych
larev a standartni chyby.
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O+/+; TM6B/5NT O+/+ ; TM6B/5SNT
CG 30104 B4/ : ACtGAI4INT CG 4827/49359 g\ . act-GalaNT
100 100

90 90
80 80
70
60
50
40
30
20
10 A

1 2 3 1 2 3 4
Dny kukleni Dny kukleni

Graf 7. Caso sledované kukleni Graf 8. Caso sledované kukleni

O+/+ ; TM6B/5SNT
B +/+ ; Act-Gal4/NT

CG 11126

100
90
80
70
60
50
40
30
20 -
10 -

1 2 3 4 5

Dny kukleni
Graf 9. Caso sledované kukleni

V Grafu¢. 7, 8, 9 jsou uvedenymérné procentualni podily vyvoje kukel ¥emesenych
larev a standartni chyby.
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O+/+; TM6B/SNT a u CG1961

Srovnani véech stockd véetnd Oregona - Dospélci @ maceming

+

B 1

B

CG 30194 ©C 11853 CG1967 CC 1115 CC 4827/49305§ 4827/49305\:9g

Graf 10. Porovnani dosfictu

V Grafu¢.10 jsou uvedeny pmérné procentualni podily vyvoje dadpia z p‘enesenych
larev a standartni chyby.

5.2.9. Vysledky pokusu

DoSlo ke sniZeni Zivotaschopnosti jedina vSech analyzovanych dgera to i
v pripadt samotného RNAI bez indukce, tj. bez Gal4 drivier,uiw%.

Ve trech gipadech vede indukce Gal4 driverem k dalSimu shizigntaschopnosti a
to u geri: CG 4827/49358, CG11888CG1961

SNT .+ . 5NT
proti—; .
Act GAL4 + 'TM6 B

S5NT
Act GAL4

Ve vSech pipadech je také patrné opché kuklenE ;

.+ S5NT > PORT
proti — —— uz ve stadiu

U CG1961a CG4827/49358e patrna Ietalita_\t- ;

kukleni
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5.3. Efekt vypnuti ektonukelotidaz u nulové a hyporarfni mutace cactus
5.3.1. Fenotypovy projev RNAI s mutac€actus

Zkoumano 5 ektonukleotidaz:

| Geny ektonukleotidaz| CG 30104] CG 11883 CG 1961| CG 11126] CG 4827
CG4827/49359nzerce v tomto lokusu nepouzivanatwadu Spatné vitality v @ibéhu

kiizeni.
IIG | actGal4 D13 . actGal4
Cyo GFP ' TM3 GFP Ser ~ Cyo GFP ' TM3 GFP Ser

Tyto linie, které vykiZzila Michaela

Fenckova obsahuji alely gemactus které v kombinaci s alelocactu$® tvoii hypomorfni
mutaci cactus'®/cactu$®) a nulovou mutacidactu$*¥/cactus®) pro gencactus

Déle byla vykizena alelacactu$® spolu s jednotlivymi liniemi pro RNAi viechsp
ektonukleotidaz:

S5NT X Sco . A’
5NT CyO0 GFP ' TM3 GFP Ser

/

Sco A’ + SNT E8 +

; X ; X
CyO GFP ' TM6B CyO GFP ' TM3 GFP Ser CyO GFP CyO GFP ;TM3 GFP Ser
Sco . 5NT X E8 i +
CyO GFP ' TM6B CyO GFP ' TM3 GFP Ser
E8 . 5NT 1IG . ActGal4a
CyO GFP ' TM3 GFP Ser "CyO0 GFP ' TM3 GFP Ser
D13 | ActGal4

CyoOGFP ' TM3 GFP Ser

-~ P p: HIG S5NT D13 5NT
Z tohoto KiZeni vybrany genotypy: s— ; —_—;
E8 Act Gal4 E8 Act Gal4

nesvitici), které obsahovaly hypomorfni nebo nulovoutaci genucactus spolu s RNAI
indukovanou Gal4 driverem pod aktinovym promotorem.

(pod GFP vybrany jako

. - E8 . + 1IG (D13) .

Jako kontrola mutaft cactus byla vykiizena linie 628 (CyOGFP ; :) S Zocrr
_Actteal 7 tohoto kizeni vybrany hypomorfrii nulovy mutanticactuse 212 - At (6
TM3 GFP Ser E8 +

GFP vybrany jako nesvitici).
Jako positivni kontrola pouZit oregon. \&kja byla ogt promyta lihem.
Zpoctend mnozstvi jedirickiizeni viz. Rilohac¢. 4 a znazorni téchto hodnot jsou uvedena

v grafech¢. 11 a¢. 12 a sodasre jsou fenotypy kukel zdokumentovany (Obr. 28 a 29).
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O Kukly
Nulovy cactus mDospélci
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90
80
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0 - ‘ T .

CG 30194 ©G 1961 ©C 11126 G 4827/4%%81 1883 “2Ct Eg/p 3 f(gAct/
+

Graf 11: obsahujici jedince genotypd= ; N

(CG30104, CG11883, CG1961, CG11126, CG48iKo

kontrolu DE—? : % a oregon (Org)
V Grafu¢. 11 a 12 jsou uvedenypnérné procentudlni podily vyvoje kukel a déki z

prenesenych larev a standartni chyby.
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Hypomorfa cactus B Dospélci
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CG 30104 CC 1967 CG 11124 € 4827/4903(§J 1883 “act ES/I//GO)fQi\ct/
+

Graf 12: obsahujici jedince genotypI\Iisllsg ; a;‘gﬂ

111G _ Act Gal4
E8 ' +

(CG30104, CG11883, CG1961, CG11126, CG4827

jako kontrolu a oregon (Org)

42






CG11883 cactE8/IIIG ; 5NT/act Gal4 pohled na

vaiic¢ka v nriihéhu vwbirani CaCtES/D13 g +/act Gal4

L

Obr. 29. Foto kukel srovnani tvorby melanotikych turhqroti
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5.3.2. Vysledky pokusu

i §)13/E8

Z kiizeni jediné s nulovym mutantencactu u vSech geins RNAI je patrné

,w 2 , . 13  Act
zvysSené zakuleni, oproti kontroliE%— e

§IG/E8 §)13/E8

Z ktizeni jedind s mutacicactu je oproti cactu shizend vitalita uz ve

JORT ., 111G SNT v .. , .
stadiu kukel. Jedinc— ; , Co se dozili dosfosti je také minimum, pokud
E8 act Gal4
o . 111G 5NT . e v, . 111G . Act . .
vubec.Oproti — ; , je sowasre vidét lepsivitalita kontroly— ; 22 U které byli
E8 act Gal4 E8 +

i dosglci. Oregon mé standardmlobry vysledek.
Z fotografii kukel je patrny &Si vyskyt tumoit u jedind u nulového mutanta, nez u
hypomorfy, coZz odpovida publikovanym z&m. OvSem indukce RNAi ektonu-

kleotidaz celko¥ zmenSuje tumory na pozadi nulovéaztusmutanta.
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6. Diskuze

6.1. Zachrana adgf-a mutantniho fenotypu inzefnimi mutacemi v genech potencialé
kodujicich ektonukleotidazy

Pti genetickém skrininku,ipkterém se hledaly delece pdilgici projevy mutacedgf-

a, byla mimo jiné izolovana oblast Df(2R)robl-c $ 48 geny, z nichZz dva €G30104a
CG4827 — kbéduji homologické geny k s&m ektonukleotiddzam. Protoze tyto geny by
mohly byt spojeny s tvorbou adenozinu, jevily skojgpotencionalni geny zodp&né za
potlaujici inek delece Df(2R)robl-c. Pro &keni této hypotézy byly ziskany &wP-
elementové inzerce ¥dhto genech. Pomoci PCR bylatena pesna polohasthto dvou P-
elementovych inzerci na molekularni arovni.

Ohk¢ P-elementové inzerce jsou homozygotitalni, takze samy o sélmemaji Zadny
shadno zjistitelny efekt na vyvojgzivani. To mze byt zgisobeno i tim, Ze inzerce nemusi
vést ke kompletni ztratfunkce nebo expreseichto geri. Inzerce v genuCG4827 je
v nekodujici¢asti prvniho exonu a v gendG30104je v promotoru. | kdyz efekt inzerci
nebyl dosud fesré stanoven, jejich umi&ti s velkou pravépodobnosti ovlisiuje kon€nou
expresi échto ger.

Tyto inzegni mutace byly dale vykeny s mutacadgf-a (karel) a byl sledovan efekt

P ~ 1z , 1021 | karel 672 | karel
heterozygotni inzerce v kazdém genu zlvl(9c§— e & T

) a transheterozygotni v

obou genech% ; %) na mutantni fenotyp Agobeny homozygotni mutaatigf-a (karel).
Namisto potléeni fenotypu, jak nazdavaly vysledky skrininku, se projevily mutace ve
vSech konstitucich spiSe zhorSenim fenotypu, kdgetleow sniZilo procentu zakuklenych
jedinai.

Predpoklad, Ze by prosté vypnuti gepro ektonukleotidazu vedlo ke snizeni produkce
adenozinu a tak k potlani adgf-afenotypu se tak nepotvrdilo. Naopak se zda, Zenwiip
dvou dilezitych regulatar hladiny adenozinu najednou vedeilip velkému rozhozeni me-

Je teba dodat, Ze dalSi zkoumani delece Df(2R)robldtovie identifikaci jiného genu v
této oblasti CG14478, ktery je skuténé¢ zodpowdny za potléeni fenotypu a i@sné
namapovani hranicetapodni delece vylotilo dvé zkoumané ektonukleotidazy z oblasti
potlaiujici fenotypadgf-a(Zuberova, nepublikovano).

U tohoto pokusu byl je§tzkouman pipadny vliv promyvani vajek pred vylihnutim
pomoci lihu. Zde se ukazalo nepatrné zlepSenitaditvi | kdyZ bylo zjiS€no, Ze promyvani
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je lepsi variantou pro analyziegzivani, na vysledek vySe diskutovaného pokusuzigg@ni
vliv nenglo. Toto zlepSeni bylo nejspiSe tgobeno eliminaci fjppadnych nakaz tauz
v podolg raznych bakterii¢i plisni. A proto v dalSich pokusech bylo promyvalittem
pokazdé.

6.2. Owieni molekularniho efektu RNA interference [ti geni s potencialni ektonuke-
lotiddzovou ulohou a fenotypova analyza

Druhym cilem prace bylo na molekularni drovni odest, zda-li je mozné
vypnout/potl&it expresi vSech 5 drozofilich géftomologickych se s&imi ektonukleotida-
zami pomoci RNA interference, a zjistitipadny fenotypovy efektipvypnuti. PouZili jsme
RNAI linie z VDRC centra a pomoci ubikvitniho akivého Gal4 driveru jsme indukovali
interferenci ve ¥tSiné burek vyvijejicich se drozofil. Pomoci semikvantitaiiRT-PCR se
poddilo prokazat usgsnou RNA interferenci pro 4 z 5 genFi zavadni metody jsme
optimalizovali p@et cykli PCR, kdy produkt jeStnarista, ale stale ho neni tolik, aby se
saturovala reakce. Ve 4ipadech byl fitomen PCR produkt kontroly, tj. RNA izolované z
divokého typu bez RNAI. V jednomiipadct, u genuCG11883 je Zejm¢ transkripce filis
nizka, kdy transkript nebylo mozZzno ve vyvojovémdaia v jakém jsme detekovali i
transkripty ostatnich géndetekovat.

Ve vSech 4 detekovatelnychipadech prokazala tato metoda, Ze indukce RNAI mdmo
act-Gal4 potlauje expresi ektonukleotidaz, kdy na rozdil od kolytrse na gelu neobjevil
Zadny PCR produkt. Kontrola pomoci house-keepinguge@P49 byla ve vSechiipadech
srovnatelna s divokym typem bez RNAIi. Ni&mme bohuZelici, zda doslo k uplné
degradaci transkriptu, nebo jen ke snizeni podkdettelnou hranici, nicménve vSech
piipadech doslo k vyraznému a jastetekovatelnému potiani.

Zajimaw dopadla dalSi kontrola u larev, které sice obsalyokonstrukt pro RNAI, ale
nently Gal4 driver, tudiz by neéto dochazet k indukci RNAI. Nicménve tech gripadech
bylo i u €chto organism detekovanaast&né snizeni transkriptu. Nejvice se to projevilo u
genuCG4827v obou inzercich (49358, 49359). U ¢eiG30104a CG11126téZ doSlo ke
snizeni exprese bez indukce. Tento efekt nienmé&mi gekvapujici, velmiasto se stava, ze
exprese je ovlivéna mistem, kam se konstrukt pro RNAI vloZil - dadhiétzv. podteéeni a
casténé expresi konstruktu, aniz bych indukoval jehoregppomoci GAL4 driveru. Snad az
naCG4827je mozné konstatovat, Ze indukce GAL4 driveremevkannohem vyrazii§imu

efektu RNAIi na molekularni Grovni.
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Analyza efektu RNAIi na fenotypové urovni ukazal&sni Zivotaschopnosti jeditia

vSech analyzovanych g&énJe teba ale konstatovat, Ze i RNAI bez indukce, tj. k4

. A+ 5NT
driveru € ;
+ TM6B

), vedla ve vSechifpadech ke snizeni Zivotaschopnosti. To by na prvni

pohled mohlo byt v dobrém souladu s vySe uvedenolekualarni analyzou, ktera naznge
podtékani RNAI konstrukt OvSem ve #Sin¢ piipadi vedla indukce Gal4 driverem ke

zvySeni efektu RNAiI na molekularni Urovni, coZz sepmjevuje ve vSechiipadech na

SNT

fenotypové arovni {(; ActGAH). Pouze veitech gipadech vede indukce Gal4 driverem

k dalSimu sniZeni Zivotaschopnosti. Z toho u jedngénu je vysledek rozporuplny, kdy byly

pouzity d¥ rizné inzerce toho samého konstruktu (RNAiI @@4827. U obou inzerci byl
prokazan efekt na molekularni drovni, #efto se na fenotypové Urovni tyto inzerce

vyzname iSi. Je fteba poznamenat, Ze pro zjednoduSetfiieki byly jako kontroly bez

indukce pouzity mouchy s RNAIi konstruktem proti TBIGalancerovému chromozomu,
namisto Gal4 driveruf( %). Mouchy heterozygotni pro TM6B prospivaji norntlale

dalSi mutace nebo z4t (jako napiklad RNAi) mohou spolu s TM6B&kdy vést ke snizeni
Zivotaschopnosti. TudiZz nelze vylby Ze do jisté miry za sniZzeni Zivotaschopnostitka
muze pra¥¢ TM6B balancer. Bylo by tedy zagebi dale otestovat heterozygoty pro RNAI
konstrukty bez balanceru. Vime, Ze i homozygotujgivotaschopni, ale nebylo gtano
piesné procento ipzivSich much. V tuto chvili tedy imeme konstatovat pouze to, Ze
potlateni exprese génCG1961a CG11883by vzhledem k porovnani kontroly bez indukce a
s indukci RNAi mohlo vést ke snizeni zivotaschopind$ genuCG1961by to bylo jiz na
arovni larvalnich stadii, kdy se zakukli méjedindi, nez u kontroly bez indukce, u genu
CG11883spiSe az na urovni metamorfézy, kdy vznika niidcento dosglci. DalSi prace

ovSem bude nutnd pro &eni a lepSi objagni dosazenych vysledk

6.3. Efekt vypnuti ektonukelotiddz u nulové a hyporarfni mutace cactus

Vysledky uvedené v Dolezal a kol. (2005) vedly lpbtgze, Ze ektopicka aktivace
drahy Toll (nap. mutaci v genwactug by mohla vést ke zvySené hladiadenozinu. Over-
exprese ADGF-A, kterd hladinu adenozinu sniZujeleviecast&né zachrat mutanfi cactus
(Dolezal a kol. 2005). Proto jsme se rozhodli testohypotézu, Ze zabrém tvorks
adenozinu ektonukleotidazami by mohlo podolmést k zachrah mutanti cactus VyuZzili
jsme o@gt RNAI linie pro v8ech @& drozofilich gef homologickych satim
ektonukleotidazam.
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Ziskané vysledky jsou peékud pekvapujici. Zatimco u nulovéhoactus mutanta
(cacP™¥cacf?®) skuteéns dochazi vypinanim ektonukleotidaz k mirné zachmanutantniho
fenotypu, jak pedpovida hypotéza, u hypomorisact'®/cact®) dochéazi naopak ke zhorseni.
Zde bychom spiSeredpokladali, Ze pokud budéhec dochazet k&pké zachra#y bude této
zachrany dosazeno snaze grav hypomorfy, neZz u nulového cactus mutanta, kregy
mnohem drastiéjSi projev. Pedchozi vysledky s prostym vypinanim ektonukleatida
jinak normalnich podminek nazhai, Ze tato deregulace tvorby adenozinu spiSe qmj&
jinak normalni jedince. Je mozné, Ze hypomorfni aoetv genucactusje blize tomuto
piipadu, kdy poSkozeni mutacactusneni tak drastické a vypnuti ektonukleotidaz spiSe
organismus dale posSkozuje. Az tigadt nulové mutace v genwcactus se pmvodns
poSkozujici efekt deregulace adenozinu za drastitkyodminek zjsobenych nulovou
mutaci cactus projevi jako kompenzujici mechanismus. V tomto dbuleby mohlo byt
zajimavé to, Ze nejvysSi zachranou se projevujeawymprae CG1961 ktery se v larvalnich
stadiich projevuje nejsiéisim efektem u jinak normalnich jedinc

Jako problematické se mohou zdat zachrany nulogédbtusmutanta vypinanim gén
CG30104a CG4827 jejichz inzeéni mutace vedou ke zhorSeni fenotypu na pozadicauta
adgf-a Zde je feba si u¢domit, Zecactusmutant ma schopnost regulace hladiny adenozinu
degradaci pomoci ADGF-A, narozdil od adgf-a mutaat@&které vysledky potvrzuji, Ze tato
regulace wcactusmutanti je dilezita (Dolezal, osobni komunikace).

Je nutné ziraznit, Ze dosazené vysledky (analyzazpvani) mohou byt ovlivmy
podminkami experimentu, u kterych je velmi obtizaéranit variabili (DoleZal a Zuberova,
osobni komunikace). To nazfhge i variabilita gezivani kontrol s divokym typem. Na
druhou stranu mutantni fenotyp gepivani kontrol nulového a hypomorfniho mutacaatus
bez RNAI jsou v souladu sgdchozimi vysledky (Qiu a kol. 1998 a Dolezal a. k05).
Z&achranny efekt u nulového mutanta je navic minektef na pezivani, ktery fece jen neni
tak vyrazny, dale podpen analyzou fenotypu, kdy u nulového mutangetus dochazi
k vyrazné tvorb melanotickych tumdr, zatimco vypnuti ektonukelotidaz patlge i tento
efekt (Obr. 28, 29).

Tyto vysledky tedy nazraiji, Ze v extrémnim ifjpact nulovéhocactusmutanta mze
vypnuti ektonukleotidaz fungovat jako kompetfrdamutace. Toto je pit#ba dale o¥fit,
zejména se vygadat s variabilitou podminek a pokusit se o d&dng/tk&ove specifické

interakce mezi Toll drahou a regulaci adenozinu.
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7. Zawer
1. U Drosophila melanogastebyla owtena poloha P-elementovych inzerci v genech
CG30104aCG48Z, homologickych sasim ektonukleotidazam.

U téchto mutani bylo provedeno #zZeni s mutacadgf-a[karel] pro drozofili
adenozin deaminazu. U potoinkomozygotnich pradgf-amutaci a heterozygotnich
pro kazdy z geih CG30104a CG4827nebo transheterozygotnich pro tyto geny byl
zkouméan fenotypovy projev, ze kterého bylo 2zjét, Ze mutace wthto genech
nezachrauje adgf-a mutantni fenotyp. f#dpoklad, Ze by prosté vypnuti gepro
ektonukleotidazu vedlo ke snizeni produkce ademozntak k potléeni adgf-a
fenotypu, se tak nepotvrdil. Naopak se zda, Ze wiipdvou dilezitych regulatar

hladiny adenozinu najednou vedeilip velkému rozhozeni metabolismu adenozinu,

VY A 4

2. Byla izolovana celkovd RNA z linii s indukovanou RiNpro geny ektonukleotidaz
(CG30104, CG11883, CG1961, CG111262G4827) a pomoci semikvantitativni
RT-PCR se poddo prokazat, Ze indukce pomoci act-Gal4 patle jejich expresi.
Pouze gercG11883 ziejme kvili nizké transkripci, nebylo mozné analyzovat. &ji§
byl také cast&ény efekt RNAiI bez indukce Gal4 driverem, pr&pddobré kvili
podtékani RNAI konstrukt Potla&eni exprese g&nCG1961 a CG11883 pomoci
RNAI pravEpodobrg vede ke snizeni zivotaschopnosthém larvalnich, resp.
kuklovych stadii. Bude ovSem geba dalSi odeni dosazenych vysletlk

fenotypovych studii.

3. Protoze ektopicka aktivace drahy Toll by mohla uéstzvySené hladinadenozinu,
rozhodli jsme se testovat hypotézu, Ze zabratvorké adenozinu ektonukleotidazami
(opet pomoci RNAI) by mohlo vést k zachkamutanti cactus Vysledky naznéuiji,
Ze v extrémnim ipadt nulového cactus mutanta nize vypnuti ektonukleotidaz

fungovat jako kompenzai mutace a zvySovat jehaégZivani.

50



8. Pouzita literatura

Adams M.D., Celniker S.E., Holt R.A., a kol. (2000)The genome sequence Dfosophila
melanogasterScience 287 (5461): 2185-95.

Ashburner M. (1989) Drosophilaa laboratory handbook. Cold Spring Harbor Laboyateress,
Cold Spring Harbor, N. Y.

Ashburner M., Golic K.G., Hawley R.S. 2005:Drosophila A Laboratory Handbook., 2nd ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press 162-4.

Ashburner M., Thompson J.N. (1978)The laboratory culture dbrosophila In: The genetics and
biology of Drosophila (Ashburner M, Wright TRF (eds.)). Academic Pr2as 1-81.

Bakker K. (1961) "An analysis of factors which determine successampetition for food among
larvae ofDrosophila melanogaster Archives Neerlandaises de Zoologie 14: 200-81.

Belvin M.P., Anderson K.V. (1996)A conserved signaling pathway: tBeosophilatoll-dorsal
pathway. Annu Rev Cell Dev Biol 12: 393-416.

Blackburn M.R., Datta S.K., Kellems R.E. (1998) Adenosine deaminase-deficient mice
generated using a two-stage genetic engineeriategir exhibit a combined immunodeficiency. J Biol
Chem 273(9): 5093.00.

Bodin P., Burnstock G. (1998)Increased release of ATP from endothelial cellanduacute
inflammation. Inflamm Res 47: 35354.

Buck L.T. (2004) Adenosine as a signal for ion channel arrest oxi@atolerant organisms. Comp
Biochem Physiol B Biochem Mol Biol 139(3): 4a14.

Clark A.G., Aguade M., Prout T., Harshman L.G., a Langley C.H. (1995)Variation in sperm
displacement and its association with accessorpdglarotein loci inDrosophila melanogaster
Genetics 139: 18201.

Clark A.G., Begun D.J., a Prout T. (1999)Female X Male interactions iBrosophila sperm
competition. Science 283: 24220.

Cronstein B.N. 1994:Adenosine, an endogenous anti-inflammatory agemppl. Physiol 76: 5—
13.

Daddona P.E., Kelley W.N. (1981 haracteristics of an aminohydrolase distinct flmtenosine
deaminase in cultured human lymphoblasts. Biochgiaphys. Acta 14: 280—-290.

Delotto Y., DeLotto R. (1998)Proteolytic processing of tHerosophilaSpatzle protein by easter
generates a dimeric NGF-like molecule with vensraly activity. Mech Dev 72: 141-148.

Dolezal T., Dolezelova E., Zurovec M., Bryant P.J2005) A role for adenosine deaminase in
Drosophilalarval development. PLoS Biol 3(7): 1213-1224.

51



Dolezal T., Gazi M., Zurovec M., Bryant P.J. (2003Genetic analysis of the ADGF multigene
family by homologous recombination and gene corigaris Drosophila Genetics 165(2): 6586.

DoleZelova E., Nothacker H.P., Civelli O., Bryant B., Zurovec M. (2007)A Drosophila
adenosine receptor activates cAMP and calcium kigndnsect Biochem Mol Biol 37(4): 3329.

Dunwiddie T.V., Masino S.A. (2001)The role and regulation of adenosine in the cenga/ous
system. Annu Rev Neurosci 24:-8b.

Dushay M.S., Asling B., Hultmark D. (1996)Origins of immunity: Relish, a compound Rel-like
gene in the antibacterial defensebwbsophila Proc Natl Acad Sci USA 93: 10343-10347.

Engles WR. (2000) Science 288

Fenckova M., DoleZzal T. (2007)Genetic interaction of Toll signaling pathway aadenosine
signaling in Drosophila Program and Abstracts. 48th Annuafosophila Research Conference,
Philadelphia, PA.

Fredholm B.B. a kol. (2001)International union of pharmacology. XXV. Nomenal® and
classification of adenosine receptors. Pharmaaml. 33: 527-552

Geisler R., Bergmann A., Hiromi Y., Nusslein-Volhad C. (1992)Cactus a gene involved in
dorsoventral pattern formation &frosophilg is related to the | kappa B gene family of verabs.
Cell 71: 613-621.

Giblett E.R., Anderson J.E., Cohen F., Pollara B.,Meuwissen H.J., (1972)Adenosine
deaminase deficiency in two patients with seveiralyaired cellular immunity. Lancet 2: 1067-1069.
Halligan D.L., Keightley P.D. (2006)"Ubiquitous selective constraints in tbeosophilagenome

revealed by a genome-wide interspecies comparisgeriome Res 16 (7): 875-84.

Hasko G. a Cronstein B.N. (2004)Adenosine: an endogenous regulator of innate inmywun
Trends in Immunology 25(1)

Hasko G., Deitch E.A., Szabo C., Nemeth Z.H., Vi&.S. (2002)Adenosine: a potential mediator
of immunosuppression in multiple organ failure. GDpin Pharmacol 2: 44@44.

Hecht P.M., Anderson K.V. (1993)Genetic characterization of tube and pelle, geegsired for
signaling between Toll and dorsal in the specifirabf the dorsalventral pattern of tBeosophila
embryo. Genetics 135: 405-417.

Hershfield M.S., Mitchell B.S. (2001) Immunodeficiency Diseases Caused by Adenosine
Deaminase Deficiency and Purine Nucleoside Phostasa Deficiency. In: Vogelstein B, editor. The
Metabolic and Molecular Bases of Inherited Dise&iav York: Mc Graw-Hill 25852611.

Horng T., Medzhitov R. (2001)DrosophilaMyD88 is an adapter in the Toll signaling pathway.
Proc Natl Acad Sci USA 98: 12654-12658.

Hughes K.A. (1997)Quantitative genetics of sperm precedenceéDinsophila melanogaster
Genetics 145: 13951.

52



Chang, Z.Y., Nygaard, P., Chinault, A.C., KellemsR.E. (1991)Deduced amino acid sequence
of Escherichia coliadenosine deaminase reveals evolutionarily coedemamino acid residues:
implications for catalytic function. Biochemistr:32273-2280.

Charlab R., Rowton E.D., Ribeiro J.M. (2000)The salivary adenosine deaminase from the sand
fly Lutzomyia longipalpisExp. Parasitol. 95: 45-53.

Charlab R., Valenzuela J.G., Andersen J., Ribeiro M. (2001) The invertebrate growth
factor/CECR1 subfamily of adenosine deaminase at&ene 267: 13-22.

Chiang H.C., Hodson A.C. (1950)'An analytical study of population growth iDrosophila
melanogastef. Ecological Monographs 20: 173—-206.

Ip Y., a kol. 1993: Dif, a dorsal-related gene that mediates an immmesponse irDrosophila
Cell 75: 753-763.

Irving P., Ubeda J.M., Doucet D., Troxler L., Lagueix M., Zachary D., Hoffmann J.A., Hetru
C. a Meister M. (2005)New insights intdDrosophilalarval haemocyte functions through genome-
wide analysis Cellular Microbiology 7 (3): 335-350.

Janeway C. (1989Fvolution and revolution in immunology. Cold Sgirlarb Symp Quant Biol
54: 1-13.

Latini S., Pedata F. (2001)Adenosine in the central nervous system: releasehamisms and
extracellular concentrations. J Neurochem. 79(83-84.

Leclerc V., Reichhart J.M. (2004) The immune response dDrosophila melanogaster
Immunological Rewiews 198: 591.

Lemaitre B., Nicolas E., Michaut L., Reichhart J.M, Hoffmann J.A. (1996) The dorsoventral
regulatory gene cassette spaetzle/Toll/cactus @snthe potent antifungal response Dmosophila
adults. Cell 86: 973-983.

Lemaitre B., Reichhart J.M., Hoffmann J.A. (1997) Drosophila host defense: differential
induction of antimicrobial peptide genes after atien by various classes of microorganisms. Proc
Natl Acad Sci USA 94: 14614-146109.

LeMosy E K, Tan Y Q , Hashimoto C. (2001)Activation of a protease cascade involved in
patterning thédrosophilaembryo. Proc Natl Acad Sci USA 98: 5055-5060.

Lewis E.B., Thomas Hunt Morgan and His Legacycit. 20. dubna 2007]. Dostupné na internetu:
<http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/aestlewis/index.html>

Maier S.A., Podemski L., Graham S.W., McDermid H.E, Locke J. (2001)Characterization of
the adenosine deaminase-related growth factor (AR®BRe family inDrosophila Gene 280: 27—-36.

Medzhitov R. a Janeway C.A. (1997)nnate immunity: the virtues of a nonclonal systefn
recognition. Cell 91: 29898.

MEISTER M., LEMAITRE B. a HOFFMANN J.A. (1997) Antimicrobial peptide defense in
Drosophila. Bioessay49: 1019-1026.

53



Nicolas E., Reichhart J., Hoffmann J., Lemaitre B.(1998) In vivo regulation of the IkB
homologue cactus during the immune respongaro$ophila J Biol Chem 273: 10463-10469.

Nusslein-Volhard C., Lohs-Schardin M., Sander K., @mer C. (1980)A dorso-ventral shift of
embryonic primordia in a new maternaleffect mutafribrosophila Nature 283: 474-476.

Nyce.J.W. (1999 Insight into adenosine receptor function usingsemse and gene- knockout
approaches. Trends Pharmacol. Sci. 26839

Pastor-Anglada M. a kol. (2001)Complex regulation of nucleoside transporter esgign in
epithelial and immune system cells. Mol. Membr.|B1®: 81-85.

Pitnick S. (1996) "Investment in testes and the cost of making Ispgrm inDrosophila”.
American Naturalist 148: 57-80.

Pitnick S., Spicer G.S, a Markow T.A. (199b How long is a giant sperm? Nature 375: 109.

Ralevic V. a Burnstock G. (1998)Receptors for purines and pyrimidines. PharmaRek. 50:
413-492.

Reiter a kol. (2001)Genome Research 11(6): 1125.

Riazi M.A., Brinkman-Mills P., Nguyen T., Pan H., Fhan S., Ying F., Roe B.A., Tochigi J.,
Shimizu Y., Minoshima S., Shimizu N., Buchwald M.,McDermid H.E. (2000) The human
homolog of insect-derived growth factor, CECR1,aiscandidate gene for features of cat eye
syndrome. Genomics 64: 277-285.

Richard E., Alam S.M., Arredondo-Vega F.X., Patel DD., Hershfield M.S. (2002)Clustered
charged amino acids of human adenosine deaminasprise a functional epitope for binding the
adenosine deaminase complexing protein CD26/digydppieptidase IV. J Biol Chem 277: 19720
19726.

Rutschmann S., Kilinc A., Ferrandon D. (2002) The Toll pathway is required for resistance to
gram positive bacterial infections Drosophila J Immunol 168: 1542—-1546.

Soderhall K., Cerenius L. (1998)Role of the prophenoloxidase-activating systermugrtebrate
immunity. Curr Opin Immunol 10: 23-28.

Sperlagh B. a kol. (2000)Ischemic-like condition releases norepinephrind gurines from
different sources in superfused rat spleen stlipeuroimmunol. 111: 45-54.

Tauszig-Delamasure S., Bilak H., Capovilla M., Hofhann J.A., Imler J.L. (2002) Drosophila
MyD88 is required for the response to fungal andn®positive bacterial infections. Nat Immunol 3:
91-97.

Tauszig-Delamasure S., Bilak H., Capovilla M., Hofhann J.A., Imler J.L. (2002) Drosophila
MyD88 is required for the response to fungal andn&positive bacterial infections. Nat Immunol 3:
91-97.

54



Towb P., Bergmann A., Wasserman S.A. (200I)he protein kinase Pelle mediates feedback
regulation in thédrosophilaToll signaling pathway. Development 128: 4729-4736.

Weber A.N., a kol. (2003)Binding of the Drosophila cytokine Spatzle to Toll is direct and
establishes signaling. Nat Immunol 4: 794-800.

Zurovec M., DoleZal T., Gazi M., Pavlova E., BryanP.J. (2001)ADGFs- growth factors with
enzymatic activity. AnnudbrosophilaResearch Conference 42: 69.

Zurovec M., Dolezal T., Gazi M., Pavlova E., Bryant.J. (2002)Adenosine deaminaserelated
growth factors stimulate cell proliferation rosophilaby depleting extracellular adenosine. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 99: 4403-4408.

55



9. Prilohy

Piiloha ¢. 1

Seznam a sekvence pouZitych pritner
1. Primery pouzité pro kontrolu polohy P-elementoviicterci v genech pro
ektonukleotidazy@G30104aCG4827

A. Pro genCG4827
Forward primer -€G 4827forward x P-elementovy (revers)
Oc¢ekavany produkt o délce: 2306 bp
Sekvence primeru CTC TTC GAT CGG CAC TTC CC
Teplota nasedani primeru: 61-2 =59 °C

Revers primer €G4827revers x P - elementovy (forward)

Oc¢ekavany produkt o délce: 1430 bp

Sekvence primeru GAT AAC GCC AAC CTT CAC CC

Teplota nasedani primeru: 59-2 = 57 °C
P-element je z obou stran ohrgem kratkymi opakujicimi se sekvencemi (forward\aers
primery), jejichz sekvence je palindromickda CGA CGAC CAC CTT ATG TTATTT
CAT CAT G

B. Pro genCG30104
Forward primer -€G30104forward x P-elementovy (revers)
Oc¢ekavany produkt o délce: 1555 bp
Sekvence primeru TAG AGA TGG CAT ATC ATT GGG
Teplota nasedani primeru: 57-2 = 55 °C

Revers primer €G30104revers x P-elementovy (forward)

Oc¢ekavany produkt o délce: 1564 bp

Sekvence primeru TTG TTG GAG GTA GCG GGG C

Teplota nasedani primeru: 59-2 = 57 °C
P-element je z obou stran ohrgem kratkymi opakujicimi se sekvencemi (forward\aers
primery), jejich sekvence je palindromickda CGA CGBC CAC CTT ATG TTATTT CAT
CAT G
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Ptiloha é. 2

Jako kontroly pouzity u

671 , karel _
1. —; =>
672 " karel
671 _ karel
1. —; =>
+ karel
672 _ karel
2. =, =>
+ karel

kontrola

671/672 karel

Cyo ' TM3 GFP ser
671/+ karel

Cyo GFP ' TM3 GFP ser
672/+ karel

Cyo GFP ' TM3 GFP ser

Vysvétlinky : 671w[1118]; P{w[+mC]=XP}CG30104[d00824]
672y[1] w[67c23]; P{w[+mC] y[+mDint2]=EPgy2}CG4827[EYR176]
182 +/+ ; karel/TM3 GFP ser

671/+ ; karel/karel| Larvy | Kukly | Dospélci | 672x182 kontrolg Larvy | Kukly | Dospglci
25 0 0 25 14 12
25 0 0 25 14 14
25 0 0 25 16 15
25 0 0 182x671 kontrol
25 0 0 25 5 5
25 0 0 25 4 2

672/+ ; karel/karel 25 4 2
25 0 0 671x672 kontrolg
25 0 0 25 11 11
25 0 0 25 14 14
25 0 0 25 20 20
25 0 0
25 0 0

672/671 ; karel/karg

25 0 0
25 0 0
25 0 0
25 0 0
25 0 0
25 0 0

Tab. 4. Nepromyto lihem
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671/+ ; karel/karel| Larvy | Kukly | Dospélci | 672x182 kontrolg Larvy | Kukly | Dospglci
25 1 0 25 14 14
25 0 0 25 23 22
25 1 0 25 21 21
25 0 0 182x671 kontrolz
25 0 0 25 18 15
25 0 0 25 15 13

672/+ ; karel/karel 25 12 10
25 1 0 671x672 kontrolg
25 0 0 25 14 13
25 1 0 25 11 11
25 0 0 25 13 13
25 0 0
25 0 0

672/671 ; karel/karg

25 0 0
25 2 0
25 2 0
25 0 0
25 0 0
25 0 0

Tab. 5. Promyto lihem
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Ptiloha €. 3

Geny Larvy | Kukly Dospélci Kukly Dospélci
+ . 5NT + . 5NT + . SNT + . SNT
+ 'TM6 B + 'TM6 B + 'Act GAL4 + 'Act GAL4
CG4827/4935¢ 50 18 18 9 0
50 30 24 13 0
50 22 18 16 1
50 27 24 13 0
50 22 21 11 0
CG11883 50 18 15 13 4
50 11 10 14 3
50 11 11 11 2
50 11 10 14 7
CG11126 50 12 11 21 20
50 18 16 18 16
50 21 19 13 13
50 16 16 18 13
CG4827/49359 50 19 15 20 16
50 16 15 24 22
50 19 14 25 18
50 16 10 31 22
CG1961* 45 19 18 11 11
45 23 15 9 9
45 21 17 9 9
50 29 20 5 4
CG30104 45 22 20 17 20
45 20 16 18 18
45 24 19 20 20
45 24 21 15 15

Tab. 6A: Patty kontrolovanych jedint

*1049 u tohoto kiZeni je 2:1 prawgpodobnost $tSiho mnozstvi TM6 B, nez GAL4, viz.
KiiZzeni obsazené ve vysledkoséssti.

Oregon Larvy Kukly

oregon

Dospélci
oregon

50
50

44
44

44
39

Tab. 6B: Paty kontrolovanych jedint

Kukleni jedin@ provadno s dennim rozestupem. A vysledky uvedeny v ghafec
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Ptilohaé. 4

Larvy Kukly Dospélci Larvy Kukly DospElci
CG30104 CG11126
16 7 0 11 7 1
30 7 0 18 3 0
5 0 0 25 13 0
30 12 0 17 13 0
27 12 1 19 9 0
25 9 1 17 8 0
20 5 0 8 4 1
25 8 2 4 2 0
14 9 2
25 12 0
19 11 0
27 12 1
18 7 0
14 7 1
CG11883 CG4827/4935§
12 3 0 23 1 0
27 4 1 25 3 0
2 0 0 5 2 0
4 2 0 30 4 0
8 1 0 15 1 0
22 2 0 25 4 0
4 0 0 20 1 0
9 2 0 28 0 0
15 2 0 20 0 0
12 2 0 27 3 0
8 4 0 7 4 0
18 6 0
CG1961 | larvae pupae adults
22 8 1
13 3 0
30 9 3
14 5 3
25 11 0
14 4 0
25 10 3
4 2 0
8 1 0
9 7 1

Tab. 7. AIIIG/E8 ; 5NT/Act-Gal4
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Larvy Kukly | Dospélci
Org
25 21 21
25 22 22
25 22 22
25 23 22
25 20 20
25 20 20
25 21 21
25 22 22
25 18 18
IIG/ES8 ; Act/+

25 19 6
25 17 8
25 20 3
25 15 4
30 20 7
30 20 7
30 19 10
30 21 7
25 19 4
30 22 9
30 25 4
30 21 9
35 23 9
25 19 5
25 19 0
30 27 6

Tab. 7. BKontrola lIG/E8 ; Act/+, Org-oregon
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Larvy Kukly Dospélci Larvy Kukly DospElci
CG30104 CG11126
9 8 0 25 15 0
25 7 0 25 13 0
25 13 0 20 10 0
1 1 0 20 10 0
25 13 0 25 13 0
25 15 0 14 9 0
25 16 0 25 16 0
6 3 0 10 6 0
35 24 0 30 19 0
10 4 0 14 7 0
30 8 0 30 15 0
18 6 0 14 7 0
15 10 0 21 12 0
CG11883 18 8 0
7 2 0
10 7 0
15 15 0
17 9 0
31 21 0
20 11 0
15 5 0
7 2 0
24 10 0
15 4 0
10 2 0
16 10 0
CG1961 CG4827/4935§
25 18 0 25 9 0
20 10 0 8 4 0
25 18 0 17 12 0
25 17 0 30 19 0
25 12 0 30 13 0
20 7 0 28 23 0
25 11 0 11 3 0
15 10 0 27 14 0
30 15 0 20 8 0
30 22 0 30 22 0
30 24 0 18 11 0
30 16 0
25 15 0
24 12 0

Tab. 8. AD13/E8 ; 5NT/Act-Gal4
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Larvy | Kukly Dosp élci
Org
25 9 8
25 9 8
25 15 15
25 12 11
25 12 12
25 19 19
25 16 15
25 16 15
25 16 16
25 18 18
25 18 18
25 12 12
25 12 12
25 14 14
25 23 23
D13/E8 ; Act/+

25 10 0
25 13 0
25 6 0
25 10 0
40 10 0
30 10 0
30 5 0
30 8 0
20 6 0
30 8 0
30 16 0
30 14 0
35 18 0
16 10 0

Tab. 8. B.Kontrola D13/E8 ; Act/+, Org- oregon
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Pfilohaé.5  Seznam pouZitych zkratek:
cDNA.............. Komplementarni DNA

DEPC HO.....1mlI DEPC + 1l bD a vyklavovano

DEPC.............. Diethylpyrokarbonét

[=1o] o Eppendorfka (mikrozkumavka)
RT..ooiiiiiieiiiins Pokojova teplota

(o] o JU Paru bazi

PCR................ Polymerézoigtézova reakce
dNTP.............. Deoxi nukleotid trifosfat

PCR HO........ Dedestilovana @

Priloha¢. 6 Seznam pouzitych stékDrosophila

Laboratorniislo Genotyp
linie
604 Xa/CyOGFP ; TM3GFP
628 w; cact[E8]/CyoGFP
671 CG30104 w[1118]; P{w[+mC]=XP}CG30104[d00§24
672 CG4827

y[1]w[67c23];P{w[+mC]y[+mDint2]=EPgy2}CG4827[EY0216]

1047 CG30104 wiw; +/+; UAS-2052/UAS-2052
1048 CG11883 wiw; +/+; UAS-7418/UAS-7418
1049 CG1961 wiw; +/+; UAS-9688/TM3-Sb
1050 CG11126 wiw; +/+; UAS-7206/UAS-7206
1052 CG4827/49358 wiw; +/+; UAS-5294/UAS-5294
1053 CG4827/49359 wiw; +/+; UAS-5294/UAS-5294
1018 act-Gal4/TM6B, Hu, Tb
182 w; ADGF-A®"®/TM3 Act-GFP Ser
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