1. Uvod

1.1 Adenosin

Adenosin (Ado) je purinovy nukleosid sloZeny z aukibofuranosy a base
adeninu, které jsou spojen}~Ns-glykosidickou vazbou. Tato hydrofilni molekula
slouzi mimo prekursoru nukleovych kyselin a &sii energetického metabolismu také
jako dilezity extracelularni signél. Funguje naitk&é Urovni a vyznauje se velmi
kratkym pol@asem rozpadu, netige rychle metabolizovana na inosin. Ado oiiliye
buinku piimym a nepimym pisobenim. Hmo do ni vstupuje ies ekvilibr&ni
nukleosidovy transportér — ENT - (Griffiths et al997, Sankar et al., 2002) nebo
aktivnim kotransportem - N&denosin kotransport- (Thorn a Jarvis, 1996) finep
pak pisobi na adenosinové receptory (AdoR).

Ze ti nukleosidovych transporiérnalezenych wDrosophilase u bugk CI.8+
ukazal byt hlavnim ignaséem adenosinu gen CG11045 zvany DmENT2. Petian
exprese tohoto transportéru vioe Cl.8+ lIze zachranit bitky pied apoptézou
vyvolanou vysokou koncentraci adenosinu (Steinkmu#er2005).

AdoR pati do tidy A (Rhodopsin-like) velké skupiny recepiosgazenych
s G-proteiny (Fredholm et al., 2000). Po stimul&iproteinu je podjednotkow
aktivovana adenylat cyklaza, kterd cyklizuje AMPznikly cAMP aktivuje protein
kindzu C a ta dale ovliwje dni v buice (nap. ovliviiuje propustnost Ga kanah
a reguluje transkripci génv jade). U savaé vcetre c¢lovéka rozliSujeme 4 skupiny
AdoR podle odliSnosti sekundarnich gosl podle sensitivity recepiiork riznym
antagonisim a agonistm (Fredholm et al., 2000). Signalizace adenosinovébeptoru
hraje vyznamnou roli ¢hem stresovych podminek jako je hypoxie aézastejreé tak
ma i vliv na bug¢ny cyklus a apoptosu. Drosophila byl dosud objeven 1 homolog
sawiho receptoru, ozkany CG9753 (Dolezelova, 2004). Vysokd koncentrace
adenosinu je pro hiku toxickd. V organismu vznikAd adenosin rozklade&vie,
degradaci RNA z apoptotickych hikn uvolrenim ATP/ADP z buik, jeho hlavnim
zdrojem za fyziologickych podminek je ale defosfacg AMP pomoci

5’-nukleosidazy. Rovnovaha koncentraci je pak uditia jeho fosforylaci na AMP



pomoci adenosin kindzy nebo jeho deaminaci narineprostedkovanou adenosin
deaminazami.

Pokusy na bitkdchDrosophila melanogastarkazuji, Ze boky CI|.8+, S2, BG2-
c6, Mbn-2 a Kc167 tolerujiizné hladiny extracelularniho adenosinu. Pro Cl.&R23ge
hladina extracelularniho adenosinu vy33i nez 100tphitka (Zurovec et al., 2002).
Déle bylo zjiskno, Ze u buék CI.8" pisobi adenosinipdevsim pes transportér ENT2,
mért interaguje s AdoR (Sandovéa, 2008).1iRy imaginalnich tetka CI.8" davaji
vzniknout Ehem metamorfosy orgdm dosglce. Da se &ekavat, Ze embryonalni
buinky S2, embryonalni hematopoetickénky Mbn-2 a embryonalni neuroblasty
BG2-c6 maji odlidny metabolismus neziky imaginalnich tetki CL.8".

Z hlediska lidské mediciny je adenosin zkouman yio na regulaci pitoku
krve a zasobovani myokardu kyslikem (Berne etlB3). Uplatiuje se takeé v stresove
signalizaci a regulaci cyklu spanku &lasti (Nehling, 2004; Ohta a Sitkovsky, 2001).
Dale ma ulohu v procesu zfin a oxid&niho stresu (Ohta a Sitkovsky, 2001, Sitkovsky
a Lukashev, 2005). Nesporny je vyznam adenosind@RAv neurologii, kde hraje roli
u neurodegenerativnich chorob (hap Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby), u
drogovych zavislosti a u schizofrenie (Latini a &ag2001).

Mezi agonisty adenosindadime jak jeho antagonisty, tak i jeho analogy.
Antagonisté adenosinu, jez se vazou na AdoR a [lgdy mohou byt pouzity jako
leky. Mezi r& pati skupina methylxaniin (nejznamdjSi z nich kofein, theophyllin,
theobromin), flavonoidy a mnohé dalSi syntetické&ya(nag. lek carbamazepin)
(Nehling, 2004, Chu, 2002). Agonisté adenosinuaxgadenosinu pé#tnagiklad mezi
antivirotika (Vaghefi, 2005). Napodobuji totiz adsm a tim blokuji dinek adenosin
deaminaz (ADA), funguiji jako tzv. antimetabolitgalifazeny do 6ifd podle chemické
podobnosti a to: 5-substituované 2°-deoxyuridingykéické analogy guanosinu,
analogy pB-D-2°,3"-dideoxynukleositl acyklické nukleosidové fosfonaty, analogy
B-L-nukleosidi a analogy 5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukiéot Ze spektra
preparai zminim ribavirin, pouzivany v &&¢ hepatitidy C, dalSi agonisté adenosinu

se vyuzivaji u nakaz viry herpes simplex (HSV-1, VB, varicela zoster,



cytomegalovirus, u retrovirovych (virus HIV-1, HI®)} a hepadnavirovych infekci
(HBV) (Vaghefi, 2005). B léthé leukémie se pouziva analog deoxykoformycin
(pentostatin), fvodné produkt baktérieStreptomyces antibioticusoz je antimetabolit
branici vzniku ADA (Sauter et al., 2008jada dalSich nav pripravenychéeka na
testovani aidpadné pouziti v e smrtelnych infeknich chorob.

V souladu s rozvojem genomickéhsigiupu a pokrokem v organické syntéze
se sodasny vyzkum ligandl receptoru provadi na modelovych ttkaych kulturach

pomoci jednoduchych kvantifikaci v ramci tzv. ,chieké genetiky".

1.2 Chemicka genetika a jeji nastroje

Cilem ,chemické genetiky” je integrovat chemické b#logické gistupy
za (telem nalezeni aktivnich chemickych glenin, které vyznamnym #pobem
ovliviuji klicové dje a signalni drahy v lige, a pochopit molekularni mechanismus
jejich &inku. Chemickd genetika je tedy z&t®na na hledani malych molekul,
inaktivujicich  proteinovy cil (nafklad adenosinovy receptor). Zakladnim
piedpokladem usgghu je dat dohromady systémy pro testovani a méigio

umozujici paralelni analyzu mnoha vzdarik modelovych tkéovych kulturach.

1.2.1 Hmyzi bunééné linie a jejich zvlastnosti

Péstovani buwpk v tekutych médiich ma své gatky uz v 50. letech minulého
stoleti a jednalo se o linie sAavPro jejich fist je nutna teplota vySSi nez laboratorni
(neba se jedna o hiky teplokrevnych obratlow) a CQ atmosféra (vzhledem
k pufraci tekutin chlorid-bikarbonatovym vymikem). Prvni permanentni hmyzi
buré¢na linie byla stanovena azroku 1962 a jednalo sbutky ovaria motyla
r. AntheraegEchalier, 1997).

Vlastnosti &lnich tekutinDrosophila melanogaster

Oproti sa¥im liniim post&uje hmyzim teplota 18-25°C a nevyzaduji £O

atmosféru, protoZe jsou jejich tekutiny pufrovangahstvim aminokyselin (Echalier a



Ohanessian, 1969, 1970), fosfaty (Seecof, 1971)ingmj pufra&nimi systémy
v hemolymt (Echalier, 1997). SloZeni média také zavisi na, toiha je linie odvozena
z embrya, larvy nebo do&pe, neb6 médium méa co nejvice simulovari tekutinu,
jejiz vlastnosti se v fibéhu ontogenezé®rosophila liSi. Osmoticky tlak hemolymfy
tietiho larvalniho instariDrosophila melanogasteje vice nez 360 mOsm (Echalier,
1997), rozmezi pH je od 6,6 do 7,1 v zavislostistédiu vyvoje. Na rozdil odlhich
tekutin obratlov@, v nichZ jsou vyrazhzastoupeny ionty Ch N&, maji uDrosophila
hlavni podil na osmotickém tlaku aminokyseliny r@éjiorganické slaieniny. Nektefi
autai uvadkji az 40% podil aminokyselin na osmotickém tlakumbgmfy (Begg a
Cruickshank, 1963). Tyto vlastnosti hemolymfy byglyhledrny pfi vyvoji médii, jako
je médium Shields and Sang s pH 6,8 a osmotickgketh 333 mOsm, navrZzené podle
nizsiho obsahu aminokyselin v hemolgmprvniho larvalniho instaru (Chen a
Hanimann, 1965) a Schneiderovo médium (SchneiderBlamenthal, 1978)

optimalizované pro embryonalni S2nby.

Vlastnosti bugik Drosophilaa typy bugénych linii

Vzhledem ktomu, Ze jeDrosophila melanogasteprednttem genetického
vyzkumu jiz od poatku 20. stoleti, i@dstavuje vhodny nastroj molekularni genetiky a
to nejenin vivo, ale takén vitro v podokE buns¢nych linii. Mimo divoké linie jsou za
témei 100 let experimentovani k dispoziciéétné linie mutarit, nepd@itaje mutantni
linie ztracenéDrosophila melanogastgratici meziHomometabolalospiva Bhem 12-
ti dni pres stadium embrya, 3 larvalni stadia a kuklu. Embnyad 2 typy buék
prekursoft specifickych orgain Larvalni buiky, ktere se diferencuji éhem
embryonélniho vyvoje na larvalni organy a prekusony dosglé organy astavajici
béhem embryonélniho vyvoje nediferenciované (asi Q08urek). Po vylihnuti
z vajicka larva roste,ust je vSak jen vysledkem &govani budk (buiky se stanou
polyploidni nebo polytenni). Nediferencované prekuy dosplych buréek se na
druhou stranudi rychle a tvdi, nag. imaginalni tetky, prekurosory optickych neiva
germinalnich bugk (Gateff, 1978b).



Bunééné linie tedy mohou byt odvozenyDrosophila melanogastedivokého
typu nebo z mutafnt a navic kazda jeStz miznych vyvojovych stadii mouchy. Bly

mohou byt navic normalni, nebo nadorové (Echali@®,7).

Vybrané bugi¢né linieDrosophila melanogaster

Prvnich pokusy o izolaci bgdné linie Drosophilabyly zangteny na imaginalni
tercky, ale nakonec byla prvni bé&na linie ziskdna z embryi (Echalier et al., 1965,
Gvozdev a Kakpakov, 1968a,b). Stanoveni permar@mthiugénych linii bylo
zveejréno koncem 70 let (Echalier a Ohanessian, 1969, ,1R@kpakov et al., 1969,
1972; Gvozdev a Kakpakov, 1970).

Bunééna linie K¢ casto uzivanad sublinie Kcl67, byla izolovana Echatie
a Ohanessianem (1969, 1970) a pochagsmnych embryi (8-12 hod),Fgenerace

vzniklé kizenim mutarit ebonya sepia.

Embryonalni bu&nd linie S2(Schneider’s line S2) je odvozena z embryi mutanta

Oregon-Rtésre pred svlékanim. 60 aZz 80% biknje tetraploidnich (Schneider, 1971,
1972). Tato linie, pro niz bylo navrzeno Schneigermédium, pedstavuje celostove
nejrozstergjSi buré¢nou kulturuDrosophila

Bunky CIl.8+ (CME W1) jsou biiky imaginalnich tetka z tretiho instaru larvy mutanta
Oregon-R Tyto buiky vyZaduji klasické Shields and Sang M3 médiunts EBS

a 2,5% extraktem z much. (Currie et al., 1988, Rddllner, 1990).

Mbn-2 (malign blood neoplasm) je larvalni nadorova kigbhaniéna linie, odvozena
od recesivay letadlniho mutanta(2)mbn izolovana Elisabeth Gateff (Gateff, 1978b,
Samakovlis et al., 1992).

Linie BG2-c6 je larvalni nervovd butna odvozena z mozku a ventralnich ganglii

tietiho larvalniho instaru mutangav f mal(Ui et al., 1994).

1.2.2 Transfekce bugtk

Pojem transfekce je vlastnodvozen od pojmu infekce transformaci, tedy
napadeni hiky virem nebo bakteriofagem a tim zavedeni cizi Dii®ebo RNA)

do hostitele. Transfekci genu do iy lze provést metodami biochemickymi,



biologickymi nebo fyzikdlnimi. K biochemickym metéioh pati kalcium-fosfatova
precipitace a lipofekce, k biologickym uziti virasly vektot, k fyzikdlnim metodam
sefadi elektroporace a mikroinjektovani. \&bmetody =zavisi na typu Hkky.
Hematopoetické buwidné linie jsou efektivei transfekovany elektroporaci
nez biochemickymi metodami (McNally, 1988). Naprtiimu jsou biiky, které lépe
piijmou cizi DNA lipidickou transfekci, pro jiné jeleatato metoda toxicka (Master,
2000). Rsre po transfekci, nez je cizi DNA daréna do genomu, tistava volg

v jadre a pokud je translatovana, jedna se o tzv. tratrsigranslaci (Starck et al., 1999;
Radomska et al., 1998; Li et al., 1998). Integia@einaSeného genu do hostitelského
genomu vznikaji stabilni transfekované linie. Tfakee vSak mZze zmsobit

neaiekavané zrny v morfologii cilovych buik.

Precipitace pomoci fosfafeanu vapenatéhje metoda roz&tna pro zavedeni

cizich geri jak do savich, tak do hmyzich bwk. Metoda byla zavedena u s&h
burgk (Graham a Van der Eb, 1973), optimalizované &p@uné protokoly publikoval
Wigler et al., (1978, 1979). U bk Drosophila byla poprvé usggns pouzita v 80.
letech (Bourouis a Jarry, 1983, Sinclair et al83,Rio a Rubin, 1985). Nyni existuje
fada protokal pro ziskani transientnich i stabilnich kiorPrincip metody je tvorba
nerozpustného kalcium-fosfat-DNA komplexu egyceném roztoku. Toho je dosazeno
piidanim roztoku DNA a Cagldo roztoku fosfatového pufru a ponechaninmgsm
dokud se nevytvd precipitat. Sms je nasleddq pridana k bakam v médiu
a inkubovana # 37°C, zpravidla 6-24 hodin. DNA vstoupi doryy endocyt6zou
kalcium-fosfat-DNA komplexu (Master, 2000).

Lipofekce (lipidy zprostedkovana transfekce) je transfekce oblibefedgvsSim
u savich burgk, je to metoda atraktivni také v genové terapiiar§ protokoly
doporwovaly neutralni lipidy, ale nyni se pro vySsi efekost transfekce pouzivaji
kladré nabité lipidy (Gao a Huang, 1995). Po smichanidiips DNA jsou nabité
skupiny gitahovany smrem k fosfatové kot DNA a tvdi se DNA-lipidovy
komplex. Po fdani této suspenze kitkdm jsou klad& nabité skupiny lipid
piitahovany k zaporh nabité buscné membrafy dokud neni komplex pohlcen
endocyt6zou nebo nesplyne s membranou (Master,)20@0tomto principu funguje



fada pouzivanych kom@rich Kkiti, napgiklad Effectene™ Transfection Reagent
(Qiagen), coz je neliposomalni reagencie na baairkl nabitych lipidh a FUGENE®
HD Transfection Reagent (Roche Diagnostic) s poywbsioZzenim.

Elektroporacge exposice buftné suspenze pulznimu elektrickému poli, které
zpisobi gechodny vznik pdr v bure¢né membra& dovolujici vyménu makromolekul.
Poté se poéry samovainuzavou (Zimmerman, 1982). Elektroporaci Ize efekdivn
transfekovat mnohé s&v buiky, pro Drosophila byla tato metoda optimalizovana
v polovirg 90. let jako stabilni transfekce Kc167 Bkr{Cherbas et al., 1994).

DalSimi pouzivanymi metodami jsou transfekce pométddre nabitych
polymefi (DEAE-dextran, polyethylenimin). V genové ¢k jsou aktualni fimé

zpasoby genosu DNA - ,gene guns* a takégmosy pomoci viru (transdukce).

1.2.3 Reportérove systémy a #iteni aktivity signalnich drah
Pro testovani velkého mnozstvi steunin je poteba zavést jednoduché levné testy

s presnou kvantifikaci, pokud mozno pomoci luminiscence

Bioluminiscence a s¥elné systémy

Pojem bioluminiscence oz&ie produkci a emisi $tla Zivymi organismy.
Nazev je odvozen ieckéhaobios (Zivy) a latinskéhdumen (swtlo). Behem enzymem
katalyzované chemické reakce se vellat energie uvolni jako viditelnéizai a jen
zbytek (udava se 2-8%) séepeni na teplo. Existuje dkolik typu luminiscenich
systéni, ale vSechny se v zasadkladaji ze substratu luciferinu a enzymu lucigra
Razné druhow specifické substraty jsou diky katalyze enzymemidavany
molekulovym kyslikem za vzniku oxyluciferinu a eger (Hastings, 1983).
Luminiscence byla nalezena jiz ve stovkach drohganisni, viadk piipadi jsou ale
pavodci svtla baktérie usidlené na nebo v hostitelich. Luife délime podle jejich
chemické podstaty na¢pzakladnich typ. Bakterialni luciferin (Ulitzur a Hastings,
1978), luciferin obranek (Morse et al., 1989), benzothiazol neboli keigif swtluSek
rodi Photinus a Luciola (Neufeld et al., 1975; Bumgardner et al., 1995rgulin



z lasturnatky Vargula hilgendorfii (Cormier et al., 1967) a nejzn&$i luciferin
coelterazin (Shimomura a Johnson, 1975).

Swtelné systémy maji v molekularni biologii Sirokéugdi, nebd je |ze dobe
kvantifikovat. K nepimému ngeni hladiny ATP v biice se pouziva gen s luciferazou
swtlusek, u nichZz je k luminiscenci nutna zvySenadima ATP v buice (Gomi
a Kajiyama, 2001).

AMP requl&ni element

Regul&ni elementy (RE) jsou sekvémi moduly, k nimZ se vazou transkiip
faktory aktivni jen za witého fyziologického stavu hiky (faktory reguléni nebo
inducibilni). Regulani moduly jsou kratké sekvence promotoru gedasto silg
konservovany u celych skupin eukaryot.

Pomoci reportérového konstruktu CRE-Luc (CAMP ragnil element) lze
sledovat aktivitu receptorspazenych s G-proteinyitdy E, které vykazuji uvobmi
cyklického adenosin monofosfatu (CAMP) wioe a k nimz pdi i AdoR. Risobenim
na AdoR (G-protein receptor) je podjednotkewaktivovana adenylat cyklaza, ktera
cyklizuje AMP. Vznikly cAMP aktivuje protein kindz«€ a ta déale ovlikuje dEni
v buice - ovliiiuje propustnost Ga kanati, reguluje transkripci genu v jégl nebo
muze u bugk s transfekovanym CRE motivem spat&wtelnou reakci — (DoleZelova
et al., 2005, 2007). V naSi laboraitge pouzivan konstrukt s genem pro luciferazu
swtlusky pod kontrolou cAMP response elementu - reEgowy konstrukt CRE-Luc,
ktery lze pouzit pro népmé sledovani bustné odpo¥di na Ado. Pomoci komé&niho
kitu a luminometru je gfena luminiscence v lige, ktera je proporcionalni stimulaci
AdoR.



2. Cile prace

Zaveést metodu #teni odpo¥di adenosinoveho receptoru na extracelularni adeaos

jeho analogy.

- srovnani mnozstvi cAMP vzniklého jako odgdwna stimulaci AdoR viiznych
typech bugk.

- zavedeni levného testu pro sledovani mnozstvi cCAMP.



3. Material a metody
3.1. Organicky material a pokusné organismy

- plasmidovy konstrukt adenosinovy receptor AdoRiclfy, 2007) ve vektoru
pPACc5.1/V5-HisA (Invitrogen) s promotorem Ac5 a ri&nci na antibiotikum ampicilin.
- pCoHygro pro rezistenci k antibiotiku hygromycimpCopidRenilla s genem
pro luciferazu l&ékovce

- pCopCRE-Luc (Novartis, Dan Garza) obsahujici 4pi&o CRE sekvence,
TGGCGTCA, hsp70 minimélni promotor z pUAST a lucifeu z pTAL (luciferaza
switlusky Photinus pyrali¥

- pGFP s luciferdzoAequorea victoria

- Escherichia colt kmen DH5« byl pouZit pro pipravu kompetentnich bek.

- adherentni buggné linie Cl.8+ (pouzity paséze 60 az 75), Mbn-2a S

3.2 Chemikalie a média

Byly pouzity tyto chemikélie od Sigma Aldrich CO:dénosin (A4036), dypiridamol
(D9766), uridin (U3003), forskolin (F6886). Praskowadenosin a uridin byly
uchovavany i 4°C a jejich pracovni roztoky byly fipraveny rozpushim
v minimalnim médiu (MM) jako 10 mM a uchovanyi p20°C. Dipyridamol jako
prasek i jako 1 mM a 10 mM zasobni roztok v DMSQ bghovavan fi -20°C.
Forskolin jako prasek byl uchovavati paboratorni teplat, po rozpudmni v MM byl
250uM zésobni roztok uchovéavartii p20°C.

Deoxykoformycin (pentostatin) (Tocris 2033) byl ostavan pi laboratorni teplat,

a zasobni 1 mM roztokfipraveny rozpugnim v MM byl uchovan $ -20°C.
Pro pstovani bakterialnich kultur bylo pouzito tekutébaguhé médium LB (Luria-

Broth) se 100 pg/ml ampicilinu (Sigma A 9393), €loZa piprava média je uvedena

v Priloze Il.

10



Pro gstovani busk CI.8+ bylo pouZzito kompletni médium ,CM1“, jeh@zkladem je
médium Shields a Sang (Sigma S 8398), 2% FBS a 2)4fakt z much a dalSi slozky.

SloZzeni média a postup préigravu extraktru Drosophilajsou uvedeny vifloze II.

Pro pstovani busk Mbn-2 bylo pouZito kompletni médium ,CM2“ tipravené
z média M3 (Sigma S 8398), 10% FBS a dalSich |&&kzeni je v Hloze Il.

Pro gstovani busk S2 bylo pouzito kompletni médium ,CM3*, coz jelBeiderovo
médium (Sigma S 9895) s 10% FBS a ostatniffsgolami. SloZeni je viffoze Il
Pro selekci stabilnich linii bylo toto médium obokao antibiotikem Hygromycin B
(Sigma H 0654) v koncentraci 300 pg/ml.

Pro rekterd ngieni a pro rozpoudti nekterych chemikdlii bylo pouZito minimalni
médium MM (S 8523). SloZeni je iPze Il.

3.3 Réstovani bunék Drosophila

P rozmrazeni butk byly buiky vyjmuty z -196°C, rozmrazeny &gneseny na misku
s kompletnim médiem. Asi po 1 hod bylo médium ¥gmo za noveé.

Bunky byly nagstovany na 10 cm miskach v kompletnim médiu, payioRa plochy
dna misky bylo staré médium odstan, buiky stazeny pomoci 3 ml nového média

a rozatleny do novych misek. Takto byly bky byly pasazovany kazdé 2-3 dny.

Koncentrace butk byla paitdna pomoci hemocytometru a mikroskopu (Leica
Microsystems Type 090-135-001).

Pfi zamrazovani byly hiky nagstovany, stazeny pomoci 3 ml nového CM s 10%
DMSO a rozdleny do zamrazovacich zkumavek. By byly nejprve pes noc

zamrazeny v -80°C a druhy defepeseny do -196°C (tekuty dusik).

11



3.4 NamnoZeni konstrukfi pro overexpresi

3.4.1 Transformace konstruikdlo burgk E. coli

Byla provedena amplifikace plasmidovych konstiukfdoROVER, pCopCRE-Luc,
pCoHygro, pCopiaRenilla, pGFP

kompetentni biiky E.coli— kmen DH% 100 pl
merkaptoethanol 1l
DNA konstrukt vysledna koncentrace 0,1 ng/ul

Pred vlastni transformaci byly bky vyjmuty z -80°C a ponechany 10 min na ledu, aby
se obnovila bu&na stna. K gipravenym biikam byl gidan merkaptoethanol a DNA
a snts byla ponechana 15 min na ledu. Poté byl proveepelny Sok 45 s inkubaci
na termobloku P teplo& 41,5°C. Smis burgk byla pomoci pipety 1ml s ustenou
Spickou penesena do zkumavky s 0,5 ml LB média a inkubovEnanin @i 37°C

ve tepace. Asi 150 ul z butk narostlych vtekutém LB médiu bylorgmeseno
na misku s tuhym LB médiem a rogmio sterilni hokejkou. Bakterie byly inkubovany
12-18 hod p 37°C v termostatu. Vybrané narostlé kolonie bpigneseny na novou
misku a inkubovany dalSich 12-18 hadl ®7°C.

3.4.2 Izolace plasmidu pomoci kitu Qiagen

Byly pouZity pufry, které jsou s@asti kitu ,QIAGEN’ Plasmid Midi Kit* — P1 (ped
pouzitim gidana Rnaza), P2, P3, kalibra pufr QBT, promyvaci pufr QC, vymyvaci
pufr QF, 100% isopropanol, 70% ethanol; a dalettekB médium; ampicilin; dbD

Vybrana kolonie byla ieatkovana sterilni bakteriologickou EkEkou z misky
do zkumavky s 3 ml tekutého LB média s ampicilind®0 pg/ml) a inkubovana 6 hod
pii 37°C ve tepace. Poté byl 1 ml z narostlé suspenzenpsen do Erlenmayerovy
baiky s 50 ml tekutého LB média, tky byly kultivovany 12 hod f 37°C za stalého
trepani. Nakultivované hiky byly ziskdny 15 min centrifugacitipp 000 g @i 4°C
(centrifuga Du Pont Instruments Sorval RC-5B).

12



Izolace plasmidu byla provedena pomoci kitu ,QIAGERIasmid Midi Kit*. Postup
byl proveden podle navodu kitu. Vyizolovany plasrid rozpustn asi ve 200 pl pufru
TE, pH 8,0. VSechny stéci kroky byly provedeny na centrifuze Jouan KR22i.

3.4.3. Fenol/chloroformové extrakce a ethanoloetipitace plasmidu

S ohledem na mozZnou kontaminaci roztoku DNA ba&téri coZ neni fipustné
pro dalSi pouziti  transfekci busk D. melanogasterbyl roztok plasmidu ziskany

izolaci v boa 3.4.2 jest preciStén podle nasledujiciho protokolu.

Ke vzorku byl gidan stejny objem s#&si fenol/chloroform (1:1) a sé&s byla
po dikladném pratepéni centrifugovana 2 mirfill3 000 rpm. Poté byla vodni (horni)
faze genesena do nové mikrozkumavky a k ni byitmlgna 1/10 objemu 3M acetéatu
sodného, pH 5,2 a st byla dobe vortexovana. Dale bykigan dvojnasobek ledového
100% ethanolu a pri@pana sis byla genesena nejméma 15 min do -80°C (nebo na
30 min do -20°C). Po vysréazZeni v chladu byl roztektrifugovan 5 min na maximum,
supernatant odsan digan 1 ml 70% chlazeného ethanolu. Nasledovakt Bpmin
centrifugace na maximum a odséati supernatantu.k¥bgthanolu se nechaly kratce
odpdit na vzduchu a DNA byla rozpu$ia v giméieném mnozstvi TE (100-300 pl).
Staeni bylo provedeno na centrifuze Eppendorf CergafG415R.

3.4.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentracenpidu

Koncentrace je #fena v oblasti UV sitla o vinové délce 260 a 280 nm. Plati vztah:
Axsonm=1 ;pak gspna=50 pg/mi

Vypocet koncentrace: 1 (6. A) /R,

kde g je mefena koncentrace,,;cde koncentrace ip Ao = 1 (tedy koncentrace
50 ug/ml), A je narérend absorbancetip280 nm, R je poRr mnozstvi pouzitého
méieného roztoku DNA a mnozstvi rozpawa (ddHO). Mereni byla provedena

na spektrofotometru BioPhotometer (Eppendorf).
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3.5 Transfekce konstrukii do bunék Mbn-2 a S2

3.5.1. Transfekce konstrukti do bunék Mbn-2
Pokus o optimalizaci transfekce @nMbn-2 pomoci plasmidu s GFP byl proveden
tiemi zpisoby. GFP (green fluorescent protein) obsahujerdiion, ktery po osviceni

modrym s¥tlem emituje zelené.

3.5.1.1 Transfekce pomoci kitu ,QIAGEN Effect&nEransfection Reagent*
Buitky Mbn-2 byly pged transfekci nasazeny na 6 cm misku v koncenttati®

burék/ml a pstovany pes noc v CM2.
Ve sterilni 2 ml mikrozkumavce byly smichany pladavié DNA rozpu&né v TE
pufru (pH 8,0), aby celkové mnozstvi DNA bylo 1 pg.

Smes DNA byla doplgna pufrem EC na objem 150 ul. Déle byladano 8 ul pufru
Enhancer, s&s byla promichana a inkubovana 2-5 miin Ipboratorni teplat Bylo
piidano 25 pl pufru Effectene a obsah ependorfky figmichan 5x pipetovanim
nahoru dai. Transfekni komplex byl inkubovan 5-10 minfiplaboratorni teplat
Mezitim bylo opatrty odsato médium z S2 b&ky buiky byly oplachnuty 4 ml 1x PBS
(pH 7,4) a byly pidany 4 micerstvého média. Po utkeni transfekniho komplexu byl
do ependorfky pdan 1 ml média, sis byla kratce promichana a okamztomalu
piikapana na misku s blkkami a médiem. Obsah misky byl promichan jejim e
ot&enim a takto byly hiky kultivovany. Po 24-48 hod bylo vynéno médium za
cerstvé CM2 a vysledky transfekce byly zhodnocenym@a fluorescentniho

mikroskopu.

3.5.1.2 Transfekce pomoci kitu ,FUGERE HD Transfection Reagent*

(Roche Diagnostic)

Bunky Mbn-2 byly ged transfekci nasazeny na 96-jamkovou dests kulatymi dny
v koncentraci 1x10 bursk/ml, 100 pl v kazdé jamce, agiovany pes noc v CM2.
Bylo smichano 16 pug DNA s 800 pl dgbl (DNA 20 ng/ul), 100 ul této s#ai bylo
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dano do kazdé z Sesti jamek 96-jamkové degtiDo jamek bylo gidano fizné
mnoZstvi FUGENE HD Transfection Reagent — Obr.1:

DNA ddH,0 transfekni reagencie
A 2 ug 100 ul 8 ul
B 2 ug 100 pl 7 ul
C 2ug 100 pl 6 pl
D 2 ug 100 pl 5 pul
E 2 ug 100 pl 4 ul
F 2 ug 100 pl 3ul

Takto namichany tr. komplex 8anym pongérem DNA a tr. reagencie (A-F) byl:

a) ihned gidan k buikam
b) inkubovan 10-15 min a potéigan k buikdm
C) inkubovan 20-25 min a poté&igan k buikam

ato v mnozstvi 8, 6 a 4 pl podle nize uvedenéksbuObr. 2.

0 min inkubace 10-15 min inkubace 20-25 min inlagha

8 ul 6 ul 4 ul 8 ul 6 ul 4 ul 8 ul 6 ul 4 ul
8 ul 6 ul 4 ul 8 ul 6 pul 4 ul 8 ul 6 ul 4 ul
8 ul 6 pl 4 ul 8 ul 6 ul 4 ul 8 ul 6 pl 4 pl
8 ul 6 pl 4 pl 8 ul 6 pl 4 ul 8 ul 6 pl 4 ul
8 ul 6 pl 4 ul 8 ul 6 pl 4 ul 8 ul 6 pul 4 pl
F 8 ul 6 ul 4 ul 8 ul 6 ul 4 ul 8 ul 6 ul 4 ul
Bunky byly inkubovany 30 hod a poté byly vysledky s#ekce zhodnoceny pomoci

fluorescentniho mikroskopu.

m O| 0| ®™ >

3.5.1.3 Transfekce pomoci HEPES a GacCl

Buitky Mbn-2 byly pged transfekci nasazeny na 6 cm misku v koncenttati®
burgk/ml a gstovany pes noc v CM2 médiu.

V mikrozkumavce byl fipraven roztok A: 36 ul 2 M Cagl 19 ug DNA GFP,
doplreno ddHO na celkovy objem 300 pl.

V druhé mikrozkumavce bylipraven roztok B: 300 pl 2x HEPES-Buffered Saline
(50 MM HEPES, 1,5 mM N&lPO,, 280 mM NacCl)

Pomoci 1 ml Pasteurovy pipety byly feay bublinky do roztoku B a poést pipety
byl pipetou pikapavan roztok A. Cely proces byl velmi pomalynaat 1-2 min. Roztok

byl ponechéan 30-40 minfidaboratorni teplat, aby se vytviil precipitat. Staré médium

15



z burgk bylo odséato, biiky byly oplachnuty 1x PBS (pH 7,4), bylofigdno 5 ml
nového CM2 média. Na taktdipravené biiky byla nakapana transfé&ki snes. Buiky
byly inkubovany 16-24 hod a poté byl&innost transfekce zhodnocena pomoci

fotografii paizenych na fluorescentnim mikroskopu.

3.5.2 Transfekce bukk S2 pomoci kitu ,QIAGEN Effectene® Transfection
Reagent®

Buitky S2 byly fred transfekci nasazeny na 6 cm misku v koncenttadio/ml
a pestovany pes noc v CM3.

Ve sterilni 2 ml mikrozkumavce byly smichany pladové DNA rozpu&né v TE
pufru (pH 8,0), aby celkové mnoZstvi DNA bylo 1 ug.

popCRE-Luc 0,094 pg/ul 3,5 ul 0,329 ug
AdoR OVER 0,090 pg/ul 4,2 ul 0,378 ug
copiaRenilla 0,050 pg/ul 4,0 pl 0,200 pg
pCOHygro 0,100 pg/ul 1,0 pl 0,100 pg
celkem 12,7 pl 1,007 pg

Dale byl postup shodny jako v bv8.5.1.1.

Po 24-48 hod bylo vygméno médium zaerstvé CM3 obsahujici navic antibiotikum
Hygromycin B v koncentraci 300 pug/ml. Tak byly astsic selektovany stabilni linie
burgk obsahujici vSechny vySe uvedené plasmidyakBubyly nagstovany, pouzity

k meteni a také zamrazeny.

3.6 Méreni hladiny cAMP v buiice
Pro zjis€ni inka adenosinu na liky S2 byly transfekci ffpraveny stabilni klony
S2 s overexpresi AdoR a reportérovym luciferdzovikonstruktem pro greni

luminiscence (bod 3.6.2).
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Bunky byly nasazeny na 96-jamkovou misku z bilého eegtného plastu Assay Plate,
96 Well, Flat Bottom, White Polystyren (Costar

V prvnim pipad byla pouZita koncentrace 1¥¥1Burgk na jamku (1x10bursk/ml,
100 pl na jamku), hiky byly aplikovany do MM 5 hod iigdem a ped @idanim
adenosinu bylo 80 % média vg¢néno za nové MM.

V druhém pipads byla pouzita koncentrace 1xX16ursk na jamku (1x1®bunsk/ml,
100 ul na jamku) a kiky byly aplikovany &sré pied gidanim adenosinu déerstveho
CM3.

Byl aplikovan 50 uM a 100 uM adenosin (pro zjigtodpoedi AdoR u burk S2)

a 10 uM forskolin (jako pozitivni kontrola, aktiwujadenylat cyklazu a spousti
luminiscenci buwgk). Méteni hladiny cAMP v biikkach transfekovanych plasmidy
s geny pro luciferasu CRE-Luc bylo provedeno ponkitci Dual-Luciferase Reporter
Assay Systém (Promega). Protokol dogomany vyrobcem byl optimalizovan

a upraven.

Pred méfenim bylo z jamky odsato 20 pl média a nastepiidano 20 pl 5x Passive
Lysis Buffer (PLB). Buiky byly nechany 15 min lyzovat za kyvavého pohyka n
3D trepace.

Destika byla umistna do luminometru Orion 1l (Berthold Detection Sysb)
a luminiscence luciferazy byla Ziena pomoci programu Simplicity 4 (program DLR,
Berthold Detection Systems) a roztoku LAR Il (100 geagencie na jamku).
Luminiscence kotransfekovaného gdRenillanebyla n¢iena.

Hladina cAMP v biice byla n¢fena v zavislosti ngase, a to po 4, 6 a 8 hodinach

pusobeni chemikalii.

3.7 Ristoveé Kivky

Bunky v cerstvém kompletnim meédiu byly aplikovany na 12-jand&k misky
v koncentraci 4x10bunsk/ml. Tam, kde byl pouZit dipyridamol (Dipy), bykgveden
20 min pretreatment Dipy, a poté byligany ostatni chemikalie.
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Proliferace bu#k CIl.8+ a S2 byla hodnocendimym paitanim bugk na digitalnich
fotografiich, které byly piézeny vyfotografovanim vzdy stejnéhocisého mista, a to
kazdych 24 hod po dobu 5 dni, (mikroskop Leica Blgstems, Type 090-135-001,
fotoaparat Olympus Camedia C3030).

Proliferace bugk Mbn-2 byla hodnocena stazenim Bkiz povrchu jamky a gotanim

v hemocytometru, nelfose tyto biiky pii rastu uvohovaly do média a tak je nebylo
mozné spditat @i zaosteni na dno.

Bunky byly vystaveny dmto chemikaliim v koncentracich uvedenych v zavorce
adenosin (Ado) (50 uM), Ado (100 uM), dipyridambigy) (10 uM), Dipy (10 nM),
Dipy (100 nM), uridin (Uro) (100 uM), deoxykoformiyc(pentostatin) (dCF) (1 uM).

Bunky Cl.8+ byly péstovany v CM1 a vystavenyapobeni&chto chemikalii:

kontrola (CTR) - jen médium, Ado50 uM, Ado 100 pMUro 100 puM,
Uro 100 uM + Ado 100 puM, Dipy 10 nM, Dipy 10 nM +da 100 puM, Dipy 100 nM,
Dipy 100 nM + Ado 100 uM, Dipy 10 uM, Dipy 10 uM €& 100 uM, dCF 1 uM,
dCF 1 uM + Ado 100 puM.

Buriky Mbn-2 byly péstovany v CM2 a vystavenyapobeni&chto chemikalii:

kontrola (CTR) — jen médium, Ado 50 pM, Ado 100 pNUro 100 upM,
Uro 100 uM + Ado 100 puM , Dipy 100 nM, Dipy 100 nMAdo 100 uM, dCF 1 uM,
dCF 1 uM + Ado 100 puM.

Bunky S2byly péstovany v CM3 a vystavenyipobeni &hto chemikalii:
kontrola (CTR) — jen médium, Ado 50 pM, Ado 100 pNUro 100 pM,
Uro 100 uM + Ado 100 puM, Dipy 10 uM, Dipy 10 uM +da 100 uM
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4. Vysledky

Adenosinovy receptorDrosophila po aktivaci spousti uvodni vapniku z ER
a stimulaci produkce cAMP (Dolezelova et al., 200/ pusobeni na hiky vSak
rovréZz dochazi k transportu adenosinu do ddua ovlivréni energetické homeostaze
(Fleischmannovda, nepublikovano). ProtoZze s$ené typy busk svou odpowdi

k adenosinu zr@e liSi (nag. adenosin je préadu burk toxicky), je poteba vyzkouSet

n¢kolik typta burek, srovnat jejich odpaidi a vyzkouSet atizné podminky réreni.
4.1 Sledovani toxicity adenosinu - &inky adenosinu na st bunék

Byl sledovan st burgk CI.8+, Mbn-2 a S2 po dobup dni. Jednotlivé biky
se liSi velikosti, metabolismem a rychlosistu. P@atesni koncentrace vSech htkn
byla 4x1G burgk/ml a byly gstovany v kompletnich médiich (CM1, CM2, CM3 podle
typu burgk). U kontroly se po §i dnech péet burgk CI.8+ zvysil 4,3x, pdet Mbn-2
burgk 6,7x a pdet S2 busk jen 3,3x {erné Kivky CTR u Grafi 1 az 13). Navic se
mezi sebou hiky liSi velikosti, nej¥tSi jsou Mbn-2 biikky, pak S2 a Cl.8+.

Grafy 1 az 13 jsou sa@asti Filohy Ill. az V.

Ve srovnani s kontrolou vykazovalyitky s 50 uM i 100 uM adenosinem (Ado)
nizSi st a do 24 hodin jicltast apoptovala (Graf 1, 7, 11). Nejmiéodolné vidi
100 uM adenosinu se jevily tiky Cl.8+ (Graf 1), kde byl pget burgk paty den o 16%
nizsi nez p nasazeni, a pak bky S2 (Graf 7), kterérostly do patého dne o 70%.
Buniky Mbn-2 byly wva¢i toxicit¢ 100 uM adenosinu nejod@j8i a paty den irastek
predstavoval 360%. (Graf 11). Toxicita 50 uM adenosiiGGraf 1, 7, 11) byla
srovnatelnd s toxicitou 100 uM Ado a i zde st bugk posSkozena do 24 hodin.
NejvétsSi rozdil mezi psobenim 50 a 100 uM Ado byl u kiknCIl.8+, kde budk
se 50 uM adenosinem bylo 2x vice, kdeztodkuB2 jen 1,6x vice a btk Mbn-2 jen
1,2x vice nez ¥ nasazeni, ale to nenigiazné s ohledem na grodatnou odchylku.
Toxicity 50 a 100 uM adenosinu s#lig nelisi.
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V tomto ohledu pedstavuji nejvhod#)5i model pro testovani adenosinu a jeho
analogi buiky Mbn-2, dale bilky S2 a nejméh vhodné jsou hiky Cl.8+. Po
24 hodinach jsou jiz znamy toxick&idky 100 uM i 50 uM Ado, a tak je peba
testovat funkci receptoru po podstakmatSiméasovém useku, nez se projevi poSkozeni

bursk.

Déle bylo dokazano, Ze toxicitu adenosinu naikidch nelze zachranit
pusobenim dipyridamolu (Dipy) v koncentracich 10 0 nM ani 10 uM, nehbjiz
samotny dipyridamol # na rist burgk negativni vliv (Graf 2, 3, 4, 8, 12)iFpouZziti
1 mM a 10 mM zasobniho roztoku byla koncentraceaoagtdla DMSO v jamce 1%
nebo 0,1% a podle zkuSenostiiky toleruji DMSO do koncentrace 0,5%eBto byla
pozorovana toxicita i u 0,1% DMSO vjamce. U &inCl.8+ byly vyzkouSeny
koncentrace 10 nM, 100 nM i 10 uM Dipy (Graf 2,43, Kladny vliv na fist burgk
Cl.8+ n¥la jen kombinace 10 uM dipyridamolu a 100 uM adenogGraf 4), ovSem
paty den pokusu ipdstavoval firistek tchto burk jen 27% pirastku kontroly,

a zarové asi jen 0 90% vice nez prvni den. Déle udku@l.8+ byl 10 nM a 100 nM
dipyridamol mén toxicky nez 100 uM Ado, ale v kombinaci Dipy + 10 Ado
buiky apoptovaly podokinjako @i pasobeni samotného 100 uM adenosinuink§u
Mbn-2 nelze zachranitigd toxicitou 100 uM adenosinu 100 nM dipyridamolem,
protoZe tyto biiky prirostly do patého dne jen o 250%, kdeZtailbbujen se 100 uM
adenosinem o 360%. Byla zde totiz koncentrace DM$a na samotnych bkach se
100 nM dipyridamolem odpovidala jeho toxicita tacS0 UM adenosinu. U bek S2
se projevila toxicita 10 uM dipyridamoluftiplizn¢ stejré jako toxicita 100 uM
adenosinu (do patého dnirstek 70%) a v kombinaci 10 uM Dipy a 100 uM Ado byl
celkovy girastek paty den jen 62%. Praypgbdobre se nepoddo zablokovat
transportér ENT pomoci dipyridamolu, a pokud anojqvily se na bitkach vlivem
poruSeni transportu jiné toxické€idky. S nizkou pravgpodobnosti by se dipyridamol
mohl rozlozit na toxické produkty.

Ani 100 pM uridinem (Uro) nelze zachranititiy vystavené 100 um adenosinu,
protoZe transport puninje zZejmé silngjSi nez transport pyrimidin a nelze tedy
zablokovat jejich transport pyrimidinem. VSechiytypy burek vystavené fisobeni
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100 uM uridinu pirastaly dokonce je&to réco vice nez kontrola (Graf 5, 9, 13), ale
v kombinaci 100 uM Uro a 100 uM Ado bylst burgk témei stejny jako st burgk se
samotnym 100 puM Ado. Vliv uridinu byl v tomto ohledgrovnatelny u buk CI.8+,
Mbn-2 i S2.

Pro inhibici adenosin deamindz byl pouzit 1 uM agal adenosinu
deoxykoformycin (dCF), ficemz byla zji&na vysoka toxicita samotného dCF, takze
I v pfipact, Ze dCF u buk Drosophilainhibuje adenosin deaminazy,ivtoxicité jej
neni mozné pouzivat jako inhibitor. ProtoZe bylaumk CI.8+ zjiS€na vysoka toxicita
dCF (Ubytek bu#k predstavoval téwt 80%), nebyl pokus s deoxykoformycinem
opakovan u bu¥k S2. Pro bitky Mbn-2, které jsou obeé&nodolrsjSi, predstavovala

toxicita 1 ©M deoxykoformycinuijblizné stejnou zatez jako vliv 100 uM adenosinu.

Priristky a ubytky bugk byly sledovany pomoci zjisvani jejich koncentrace
v 1 ml. RestoZe je vyjagbni pa@&tu burek v 1 ml spolehlivou a ffgsnou metodou, je
pravdEpodobné, Ze pro srovnani @nCl.8+, Mbn-2 a S2, jejichZ velikost se vyr&zn
pusobeni adenosinu jsouri ppocateini koncentraci biiky Mbn-2, naopak toxicit
adenosinu nejvice podlehly itky Cl.8+. ZvySenda proliferace bék Mbn-2 miZze byt
dana i jejich velikosti a tedy schopnosti vyivcsi vice adenosin deaminaz (pro
rozloZeni adenosinu) ale ustovych faktod (Echalier et al., 1997). Naopak iky
Cl.8+, které jsou ze trojice uvedenych Bkimejmensi, tuto vyhodu nemaji. Dale je
nutno vzit v tvahu jpvod burgk — buiky Cl.8+ pochazeji z imaginalnich t&f, které
se lkkhem vyvoje Drosophila masivie mnozi a maji velmi aktivni metabolismus.
To vSak neplati ani pro larvalni Mbn-2, ani pro gomalni S2 biiky (Echalier et al.,
1997, Gateff, 1978b).

Bylo zjisteno, Ze nejvhod¥)Sim modelem pran vitro testovani funkce AdoR
receptoru jsou hiky Mbn-2, které jsou odolné i toxicit¢ 100 uM adenosinu. Paty
den se peéet burgk Mbn-2 vystaveny 100 uM Ado znasobil 4x, kdeztdurck S2
vystavenych 100 uM Ado jen 1,7x. U knCl.8+ vystavenych 100 uM adenosinu
doslo k Ubytku p&u burek na 0,8 ndsobekipodniho patu.
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4.2  Vysledky optimalizace transfekce konstrukfi do bunék Mbn-2

Jak bylo zjistno @i sledovani toxicity adenosinu (viz bod 4.1),nky Mbn-2
jsou nejvhodgjSim modelem pran vitro testovani funkce AdoR receptoru, jelikoZ jsou
odolné i wg¢i toxicit¢ 100 uM adenosinu. Pro zesileni odgivAdoR v buikach je
nutné receptor overexprimovat a dale zavést |uifry reportérovy konstrukt
CRE-Luc pro nefimé nefeni odpo¥di receptoru.

Byla provedena transfekce hiknMbn-2 plasmidem s GFP a vysledky byly
zhodnoceny pomoci fluorescentnino mikroskopunkupo transfekci byly staZzeny
z misky, byly z nich fipraveny preparaty, které byly sledovany pomociroskopu.
Byly porizeny fotografie v UV sitle a ve fazovém kontrastu. Jemky, do kterych se
dostal gen s GFP, v UV &\le svitily. Tak bylo zjistno, kolik procent bu¢k bylo

transients transfekovano a tena uspsnost transfekce.

4.2.1 Transfekce pomoci kitu ,QIAGEN EffecténEransfection Reagent*

Touto metodou bylo transfekovano 1,05% &unMetoda neni vhodna pro transfekci
konstrukfi do burgk Mbn-2.

4.2.2 Transfekce pomoci kitu ,FUGERE HD Transfection Reagent*

(Roche Diagnostic)

0 min inkubace 10-15 min inkubace 20-25 min inlagba

0,00% | 0,00% | 0,00%| 0,00% 0,00% 0,00% 1,756 1,07%,41%

0,00% | 0,00% | 0,00%| 0,004 0,00% 0,00% 2,22%  0,83%55%

0,00% | 0,00% | 0,00%| 0,00&%9 0,00% 0,00%3,91% | 0,32% | 1,05%

0,00% | 0,00% | 0,00%| 0,009%q 0,00% 0,00% 1,36%  0,00%,710%

0,00% | 0,00% | 0,00%| 0,00% 0,00% 0,00 0,53% 0,34%00%

M m| O O W >

0,00% | 0,00% | 0,00%| 0,00% 0,00%  0,00%0,85% | 0,00% | 0,00%

Obr. 3. Procentudlni Usgnost transfekce pomoci kitu FUGENBd A k F klesa koncentrace transfiek
reagencie i DNACasteny Usgich byl dosaZzen u delsi inkubace, aleddspst nefesahla 4%. resny
pomer reagencie a DNA je v tabulce na str. 15. (Obr. 2)
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Obr. 4. Fotografie butk Mbn-2 transfekovanych GFP, vlevo foceno v UV,anar ve fazovém kontrastu.
Tato metoda neni vhodna pro transfekci konstrdkt burgk Mbn-2.

4.2.3 Transfekce pomoci HEPES a CaCl
Precipitaci fosfor&enanem vapenatym bylo transfekovano 2,07%ékuMetoda neni
vhodna pro transfekci konstrukto burgk Mbn-2.

PrestoZze vysledky testovani toxicity adenosinu ukgazaé by nejvhodSim
bunéénym modelem pro sledovani funkce receptoru AdoR byiky Mbn-2, zatim se
nam nepodélo tyto buiky transfekovat ani jednou z vySe uvedenych mettebg ani

pouzit pro ndieni nepimé odpo¥di na AdoR — hladiny cAMP pomoci luminiscence.

4.3 Test funkce receptoru AdoR zaniieny na CAMP

Jako hlavni nastroj byl pouzit CRE-Luc reportérokpnstrukt stabila
exprimovany v bitkkdch S2. Tyto bitky mohly ¢asto je&t overexprimovat receptor.

NamnoZeni plasmidovych konstriikbylo provedeno pomoci bakterialniho expresniho
systému a poté byly plasmidy vyizolovany. Spektiafeetricky zn¢tené koncentrace
vyizolovanych plasmidl byly: AdoRover/pAc 900 ng/ul, CRE-Luc (Novartis)
935 ng/ul, pCoHygro 1000 ng/ul a pCoRenilla 500Quhg

Test funkce receptoru AdoR z#&iany na cAMPbyl proveden naifpravenych bitkach

S2 soverexpresi AdoR a s reportérovym luciferamowonstruktem pro gfeni
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luminiscence (bod 3.5.2). Transfekce &kn$2 byla Usggna a poddo se vyselektovat
stabilni linii. Byly stanoveny optimélni podminkygoméieni odpo¥di AdoR. Byla
meéiena odpovd’ na 50 uM a 100 pM adenosin a také na 10 uM foirskaktivator
adenylat cyklazy, slouzil jako pozitivni kontrolainkce luciferazového reportéru
v buikéch).

V prvnim pipads (Graf 14, 15) byla pouzita koncentrace 1%h0nsk na jamku
(1x10" burgk/ml, 100 pl na jamku) a tiky byly aplikovany do MM asi 5 hodiedem,
aby se biiky usadily na dno, aipd gidanim adenosinu bylo 80 % média wmino za
nové MM. Bylo pouZzito minimalni bezsérové médiunterk neobsahuje adenosin
deaminazy ale ve kterémiiky pravd&podobré nemaji fyziologické podminky.

Ve druhém pipads byla pouZita koncentrace 1xX10bursk na jamku
(1x1C bursk/ml, 100 pl na jamku) a fiky byly aplikovany &sns pied gidanim
adenosinu docerstvého CM3 (aby bylo co nejvice zamezeno vznikienasin
deaminaz). Graf 16 ilustruje odpal po 4 hodinach {sobeni, kdy je odp@d’ na
stimulaci receptoru AdoR nejvyssi, fakticky byla&ema luminiscence 1xI®ursk,
ale v Grafu 16 je luminiscencégpastena na 1x10 bursk, pro srovnani siedchozimi

grafy.

100

0 Graf 14. Rsobeni 50 uM adenosinu a 100 uM
%0 adenosinu na biky S2 s overexpresi

I adenosinového receptoru v MM. Nejvyssi

i odpowd byla mezi 4 a 6 hodinoutpobeni, pak

Qsh

sshi] mnoZstvi cAMP v biice klesalo, 1x10P bungk
Qsh

50

40

y na jamku

Luminiscence (x10%

20

10

A0S0 ‘ Ado100
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Graf 15.(A) Uginky (A) 50 uM Ado, (B) 100 uM

a (C) 250 puM forskolinu na produkci cAMP v CM
po 4, 6 a 8 hodinach apobeni, biikky S2

s overexpresi AdoR a s luciferdzovym reportérovym
konstruktem. Mieni bylo provagno v MM, 1x1¢°

bunék na jamku.

Graf 16. UWinky adenosinu a forskolinu
na produkci cAMP v CM po 4 hodinacligobeni,
buiky S2 s overexpresi AdoR a s luciferazovym
reportérovymonstruktem. &leni bylo prova&no

v CM, pii koncentracilx1® bunék na jamku,

v grafu je uvedena luminiscence odpovidajici
1x1¢ bunék na jamku

Pro mefeni &inku adenosinu na receptor je vhodné pouZitikipu S2

s overexpresi AdoR. Jako nejlepSi se ukazalo nabatky o pa:ateni koncentraci
1x1C bursk na jamku v CM3 do bilych 96-jamkovych dést. K buikam byly ihned

N 1

po aplikaci pidany chemikalie. NejvysSi odp&¥ burek na adenosin, aniz by se

projevila toxicita, je po 4 hodinachigobeni.
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5. Diskuse

Velké mnozstvi informaci o proceseéfzenych extracelularnim adenosinem
bylo shroméazého studiemi na sa&ich tkaovych kulturach. Bylo zjigho, Ze adenosin
v nizké koncentraci (hM gM) pusobi na biiky (nM a M) fyziologicky (pozitivre ¢i
negativrg), a @i vysSich koncentracich (mM) ma cytotoxickéinky. To mize byt
zpisobeno naruSenim rovnovahy mezi vnitralitnymi nukleotidy (Schrier et al.,
2001; Merighi et al., 2002), alefgsny mechanismus cytotoxity neni znam. Hranice
toxicity adenosinu se &ni v zavislosti na typu bwk. Pro lidské makrofagy je adenosin
toxicky jiz v 3 uM koncentraci (Hasko et al., 2000), &iné cleni neuroblastofn
mysSi je vSak zastaveno a# A00 uM koncentraci (Schrier et al., 2001). Endotelialni
buiky ¢lovéka jsou stimulovany k proliferaci fyziologickou keentraci 1 az 1AM, ale
100 uM adenosin zfisobuje u &chto burtk apoptdézu (Meininger et al., 1988; Ethier et
al., 1993). Také izné typy buwsk Drosophila maji miznou odpowd’ na hladinu
extracelularni adenosinu. Pro Cl.8+ a S2 je hladiteacelularnino 100 uM adenosinu
toxicka a ma vliv na jejich morfologii (Zurovec a&t, 2002).

Pro objastni funce signalizace extracelularniho adenosinugamismu je
zapotebi metabolicky stabilnich analibgantagonist a agonist), které je mozné
pouzit proin vivo pokusy naDrosophilaa dalSim hmyzu. Vyvojem a syntézou novych
agonist adenosinu se u nas zabyvajgni chemici z UOCHB AVUR, ktei maji velky
zdjem na poznaniinki now vytvorenych slodgenin. Pro zji&tni biologické aktivity je
nezbytné latky testovat na jednoduchém modelu. 8oka biikdch Kecka (CHO)

s vlozenym drozofilim genem pro AdoR ukazaly aktivinekterych testovanych
agonist a antagonist (Zurovec et al., nepublikovano). Pro snizeni rdiklg vhodné
dalSi testovani funkce novych latek pro#tascha tkd@ovych kulturdchDrosophila

Nain vitro modelu Ize lev#i a spolehli¥ testovat vliv velkého mnozZstvi anatog

na receptor AdoR.

Jako model je vhodné pouzititky s overexpresi AdoR a CRE &ifih neprimou
odpowd receptoru sledovanim luminiscence, ktera je vysed stimulace AdoR,

konkrétre produkce cAMP. Tichy (2007), ktery testoval funkeceptoru na hikach
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ClL.8+ s overexpresi AdoR a luciferdzovym reportgrovkonstruktem CRE, zjistil
nejvySsi naist tvorby cAMP jen asi o 90%fippasobeni 100 uM extracelularniho

adenosinu.

Pro testovani funkce transportéru ENT a receptayPAd ostatnich buik byly
provedeny podobné pokusy také nakach Mnb-2 a S2 a zopakovany u BkirCl.8+.
Byl sledovan #ist burgk Cl.8+, Mbn-2 a S2 po dobutp dni. Jednotlivé biky se [isi
velikosti, metabolismem a rychlostiistu. P@ateini koncentrace vSech btk byla
4x10° bursk/ml a byly pstovany v kompletnich médiich a vystavenyinkim
adenosinu, uridinu, dipyridamolu a deoxykoformycinu

Bylo zjisttno, Ze se jiz po 24 hodinacligmbeni 100 uM i 50 uM adenosinu
projevuji jeho toxické &inky. V tomto ohledu jsou hiky CIl.8+ nejmén odolné (po
péti dnech Ubytek 16%). Naopak nejod§i se ukazaly byt biky Mbn-2, jejichz
pocet predstavoval paty degtyrnasobek fivodniho pétu. Embryonalni biky S2 jsou
vaci adenosinu odokjsi nez Cl.8+, ale nejvhodjsi model z hlediska odolnosti pro
testovani adenosinu a jeho andlqgedstavuji biiky Mbn-2. Po 4 hodinach jsou jiz
znamy toxické &inky 100 uM i 50 uM Ado (Zurovec et al., 2002), ak tie poteba
testovat funkci receptoru je geba pro testovat dasovém useku podstétkratSim nez
je 24 hodin, nez se projevi poskozenidun

Sandové (2008), ktera testovakinky dipyridamolu na biiky Cl.8+ dokéazala,
Ze jeho g@sobeni snizuje hladinu ATP v fice. Také zjistila, Ze hitky Cl.8+ pistované
s 10uM dipyridamolem a 10@M adenosinem, jsouied toxickymi &inky adenosinu

ochrargny. Dokazala, Ze dipyridamol blokoval transportédTE ktery ma tedy

Mriviw s

V naSich podminkéach jsme vSak pozitividinky dipyrimidamolu nepotvrdili
a k ist a k zachrannedochazelo v rozsahu koncentraci 10 nM, 100 nMLanuM,
neba’ jiz samotny dipyridamol # na rist burgk negativni vliv. Pravébodobré se
nepod#ilo zablokovat transportér ENT. Je zde také teckatimoznost rozloZeni
zé&sobniho praskového dipyridamolu na nefimila toxické produkty. Pokudigsto ke
zablokovani transportéru ENT doSlo, je mozné Zpregvily osmotické potiZze viivem
poruseni rovnovahy nukleosida sodnych iorit, neba zde funguje i N&Ado
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kotransport. Jedinou odlignosti ofegdchozich pokusSandové byld@islo pasaZze buk
Cl.8+, Sandovéa pouzivalaitky s pasazi 90 az 110, my jsme pouZili pasaze 6%az

Daéle jsem pokusila zachranitiiky pied toxicitou adenosinuigobenim 100 uM
uridinu. Testy na spojivce kralika ukazaly, Ze Natkleosidovy transport jerpvazre
selektivni pro puriny a méndochazi k transportu pyrimidin Transport uridinu Ize
snhadno inhibovat adenosinem, guanosinem a inosiaEme thymidinem (Hosoya et
al, 1998). Samotny uridin ¢hv naSich podminkach nést a morfologii busk dokonce
mirny pozitivni vliv, ale pi pasobeni se 100 uM adenosinenttogiochazelo k busgné
smrti. Vliv uridinu byl v tomto ohledu totozny u btk CI.8+, Mbn-2 i S2.

Vzhledem k tomu, Ze na bkiach Drosophila jiz testovany inhibitor adenosin
deaminazy 1, EHNA (erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl-ad®), nefungoval - neihiboval
deaminazy - (Fleischmannovéa, nepublikovano), bgtaean jiny purinovy analog
deoxykoformycin (pentostatin). UWrosophila totiz znamo #kolik typtu adenosin
deaminaz (Zurovec et al., 2002), které mohou bijibiovany fiznymi inhibitory. Byla
zjisténa vysoka toxicita 1 pM dCF, mikroskopicky dochaz&lvyraznému zitSeni
burgk a pak k apoptoze. | pokud dCF u Bkibrosophilainhibuje adenosin deaminazy,
kvuli toxicité jej neni mozné pouZzivat.

Jako model je vhodné pouzititky odolné toxici¢ Ado, s overexpresi AdoR a
CRE. Bylo zjis¢no, Ze z hlediska odolnosti btknje nejvhodijSim modelem pro
in vitro testovani funkce AdoR receptoru jsouiky Mbn-2, které jsou odolné iai
toxicit¢ 100 uM adenosinu. Paty den segtoburgk Mbn-2 vystaveny 100 uM Ado
znasobil 4x, kdezto u bgk S2 vystavenych 100 uM Ado jen 1,7x. U BkrCl.8+
vystavenych 100 uM adenosinu doslo k Ubytketpdurek na 0,8 ndsobekipodniho
poctu. Je ale nutné zohlednit metodu sledovani pralie. Rirastky a ubytky buék
byly sledovany pomoci koncentrace v 1 ml, ale #ilse velikost butk Cl.8+, Mbn-2

viN

V navaznosti na vysledky Tichého (2007), ktery pkaat s butkami CI.8+, jsem
se pokusila ppravit obdobni linie bugk Mbn-2 a S2.

PrestoZe jsou z literatury znamy @Spé transfekce bék Mbn-2 precipitace
fosfor&énanem vapenatym (Rosseto et al., 1995), McNally8§l9uvadi, ze
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hematopoetické butiné linie jsou efektiviji transfekovany elektroporaci. Nepdida

se ipravit stabilni transfekované linie b&kn Mbn-2 biochemickymi metodami
transfekce. Transientni transfekce &umbn-2 plasmidem s GFP pomocitkiQiagen

a FuGene (princip lipidy zpragtdkované transfekce), ani precipitaci fosfosnem
vapenatym nebyla U&pna. Transfekované bky byly pozorovany v modrém &tle a
buiky exprimujici gen pro GFP emitovaly zelenééthv Pouzitim kitu Qiagen
Effecten& Tr. Reagent bylo dosaZeno 1% &&posti, kalcium-fosfatovou koprecipitaci
2% Uspsnosti a pomoci kitu FuGefeHD Transfection Reagent (Roche D.) asi 4%
aspEsSnosti. Pestoze by bitky Mbn-2 mohly pedstavovat zajimavy model pro testovani
analogi adenosinu, v nasi labor#éitse je dosud nepotibp Uspsdne transfekovat. Je

zajimave, Ze i sav krevni buiky je velky problém transfekovat (Mazda et al., 799

Naproti tomu biiky S2 ochota prijimaji cizi DNA (lipidickou transfekci i
pomoci fosforénanu vapenatého). Byldipravena stabilni linie butk S2 s overexpresi
AdoR a s luciferazovym reportérovym konstruktenumihometricky ndtena odpovd’
na stimulaci AdoR. NejvysSi odp&di na adenosin dosahovaly tyto nby po 4
hodinach psobeni p péstovani v kompletnim médiu, kdyrteustavoval rozdil
v luminiscenci kontroly a butk se 100 uM adenosinem asi 175%. Dalsi testy pibgyrd
Ze po vice nez 6 hodinach u 50 uM adenosinu a aekaa po 4 hodinach u 100 uM
adenosinu, uz nedochazi k dalSimuastr hladiny cAMP v biice. Receptor jergjmeé
natolik zahlcen, Ze se jeho funkceposu signalu dasre inaktivuje. Vitalita této linie
vSak byla nizSi nez u zakladni netransfekovanée i8R, biiky pomaleji rostly,
neadherovaly, ale uvitdbvaly se do média. Byly nachy8i k osmotickym a teplotnim

znémam.

Tyto problémy byly vyeSeny pstovanim a m&enim bugk v bilych
96-jamkovych destkach, kdy se spttba bugk, média a ostatniho materialu vyrazn
snizila, a dale byl upraven protokol praieni luminiscence, konkrétnyze burgk.
Po nasazeni bgk o znamé koncentraci s nimi uz nedochazelo k méagp a tak
odpadlo ngieni luciferazyRenilla pro zjis€ni paitu burék. Bunky S2 s overexpresi
AdoR a optimalizovany protokol prodfeni luminiscence jsou vhodnym prigstkem
pro testovani analdggadenosinu.
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6. Zaveér

- rast burgk Cl1.8+ a S2 je 50 uM i 100 uM adenosinem owivmegativié, po
péti dnech misobeni 100 uM adenosinu dgad burgk CI1.8+ klesl o 16% a pet burgk
S2 vzrostl 0 70%

- toxické &inky adenosinu nelze zachraniigobenim dipyridamolu na bky
Cl.8+, Mbn-2 ani S2

- toxické &inky adenosinu nelze zachranitaigpbenim 100 M uridinu,

ani pisobenim 1 uM deoxykoformycinu

- byla vytvaena stabilni linie butk S2 s overexpresi receptoru AdoR
a luciferazovym reportérovym konstruktem

- byl zaveden optimalizovany protokol proéfani odpowdi AdoR nepimo,
sledovanim hladiny cAMP w¢hto burk a to: pouziti bilych 96-jamkovych desk,
aplikace 1x10bunsk na jamku v kompletnim médiu, maximalni odpdvna pisobeni
po 4 hodinach

- odpowdi buiky S2 na gsobeni extracelularniho adenosinu je zvySeni hjadin
CAMP o0 175% oproti kontrole; nejvysSi odgov bylo dosaZzeno po 4 hodinach
pusobeni, poté byl adenosin prapddobr rozloZzen deamindzami uveéimymi z burgk

do média
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