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Anotace:

Na Drosophila melanogaster (octomilka), klasickém modelovém organismu pouzivaném
v genetickém vyzkumu, byl vytvofen model pro zkoumdani uc¢inku adenosin deaminéz
a dopadu jejich nedostatecné funkce na vitalitu drozofily. Na tomto modelu zacal rozsahly
vyzkum, ktery ma odhalit procesy, na které ma vliv vysokd hladina extracelularniho
adenosinu. Adenosin je dilezitd signalni molekula v mnoha rtznych procesech v télech
riznych ZivoCichii. ZvysSend hladina extraceluldrniho adenosinu vede k nékolika rliznym
defektim az letalit¢. ZvySena hladina adenosinu mtize byt zptisobena nedostate¢nou funkci
enzymu adenosin deaminazy, kterd adenosin odbourava. Cilem této bakalarské prace bylo
zjistit u€inek RNAi na gen ADGF-A. M¢la jsem urcit vitalitu transgentl, kterym by RNAi
méla sniZzovat hladinu enzymu ADGF-A a poté metodou western blot ovéfit miru sniZeni
exprese tohoto enzymu.

Drosophila melanogaster is a classical model organism for genetic studies. The model for
studying an effect of an adenosine deaminases and impact of its malfunction to the fruitfly
vitality was established. Wide research is held using this model. The research aims to reveal
processes which are influenced by high level of the extracellular adenosine. The adenosine is
an important signaling molecule. It influences lot of processes in the body of many animals.
The increased level of the extracellular adenosine causes several defects or lethality. The
malfunction of the enzyme adenosine deaminase may cause these defects because adenosine
is not converted into inosine. The goal of this bachelor thesis is to assess the effects of RNAi
on a gene ADGF-A encoding Drosophila adenosine deaminase. RNAi should decrease the
level of this enzyme. I was supposed to determine the vitality of flies with such activated
RNAI and then verify the expression level of this enzyme
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1. Uvod

1.1 Adenosin a adenosin deaminazy

1.1.1 Adenosin
Adenosin je purinovy nukleosid, ktery se sklada z adeninu a ribozy, které jsou spojené

glykosidickou vazbou. Podili se na mnoha biochemickych dé&jich v bunce: na regulaci
iontovych kandlti a membranového potencialu, ovliviiuje uvoliiovani hormont a plisobi jako
neuromodulator (Borowiec et al., 2006). Jak adenosin pisobi je zavislé na tom, na ktery
receptor plisobi a v jaké je koncentraci (Latini a Pedata 2001). Tyto receptory délime do dvou
tiid: P2X a P2Y. P2X jsou receptory spojené s kanaly, které propousti kationy za ucasti ATP.
P2Y jsou receptory spfazené s G-proteiny. Ty se déli na G, které aktivuji fosfolipazu C a na
Gi, které inhibuji adenylatcyklazu a reguluji iontové kandly a G jejichz antagonisty jsou
xanthiny. (B.B. Fredholm, 2007).

Adenosin prochazi ptes hematoencefalickou bariéru.

Obrazek 1: Adenosin

Adenosin jako slozka ATP (adenosin trifosfatu) pohani procesy, které potfebuji energii,
zatimco extracelularni adenosin je signalni molekula, naptfiklad v nervové soustave,
v gastrointestinalnim traktu a jatrech, ovliviiuje proudéni krve a okyslicovani a imunitni
odpovéd’ (G.G.Yegutkin, 2008) . Puriny a pyrimidiny maji také dlouhodoby t¢inek na déleni
buné¢k a apoptézu (Kumar, Sharma 2009).

1.1.2 Adenosin deaminazy
Adenosin deamindza katalyzuje deaminaci adenosinu na inosin a deoxyadenosin na

deoxyinosin. Adenosin deaminazy jsou evolu¢né¢ konzervované proteiny se soudkovitou

strukturou a atomem zinku v aktivnim misté. Miizeme je rozdé¢lit do dvou raznych skupin.



Prvni skupina ADAI1 je specifickd kratkym N-koncem a vyskytuje se predevSim
v cytoplazmé. Proteiny z této skupiny byly nalezeny u vSech zkoumanych organisma. Mutace
v lidském homologu je spojovana s kombinovanou imunodeficienci (SCID = severe
combined immunodeficiency disease) (Richard, E., 2002).

Druhd skupina adenosin deamindz je nazyvana ADGF/CECRI1 (adenosin-deaminase
related growth factor = rtistovy faktor ptibuzny adenosin deaminazam). Od ADAT1 skupiny se
1181 dlouhym N-koncem, ve kterém je signalni sekvence pro misto ur€eni v butice nebo pro
sekreci. Ne vSechny tyto proteiny maji enzymatickou a mitogenni aktivitu. Lidsky homolog
CECRI pri duplikaci zptisobuje Cat eye syndrom (Maier, S.A., 2001) dédi¢na nemoc spojena

s duplikaci CECRI, projevuje se fyzickymi vadami a lehkou mentalni retardaci.

Obrizek 2: Adenosin deaminaza
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c6/Adenosine_deaminase 1VFL.png)

1.1.2.1 Adenosin deaminazy u D. melanogaster:

Sest ADGF a jeden ADAI gen byly nalezeny u Drosophila melanogaster.
Mutace v genu ADGF-A zptsobuje u drozofily letalni fenotyp. Tento fenotyp je zplsoben
zvysenou hladinou adenosinu a deoxyadenosinu v extracelularnim prostoru. Adenosin je
v ur¢ité koncentraci toxicky pro néckteré buiky, pravdépodobné naruSuje homeostazu
intracelularnich nukleotidi. Nékteré buiiky drozofily jsou odolné k vysSim koncentracim
adenosinu, protoze maji adenosin deamindzy na svém povrchu. Podobné mechanismy maji
i nékteré lidské bunky, naptiklad lymfocyty.

Drozofila ma Sest riznych geni pro tuto skupinu proteinti: ADGF-A, ADGF-B, ADGF-C,
ADGF-D, ADGF-E a ADGF-A2. Tyto geny jsou na chromozomu III a nejsou pfibuzné



s jinymi rustovymi faktory. ADGF-A je z této skupiny nejvice exprimovany protein
u drozofily a je exprimovany ve varlatech, lymfatickych Zlazach a méné v imaginalnich
discich. Je exprimovan ve vSech vyvojovych stadiich. ADGF-D je druhy nejvice exprimovany
homolog a je exprimovany v tukovém télese a mozku. ADGF-B, -E a -A2 jsou exprimovany
u samcu a jejich exprese zafind az v pupalnim stadiu. ADGF-A a -D maji velmi silnou
enzymatickou a mitogenni aktivitu. ADGF-4A2 a ADGF-A sdili prvni netranslatovany exon,
coz ukazuje, ze jde o produkty alternativniho sestfihu. ADGF-A, -C, -D maji sekre¢ni signalni
sekvenci. ADGF-B a -E maji mitochondridlni signdlni sekvenci. ADGF-A2 ma

transmembranovou doménu.

1.1.2.2 Mutanti v ADGF genech:

Mgr. Dolezalovi Ph.D. a jeho kolegim (2003) se podafilo vytvofit mutanty se ztratou
funkce u péti ze Sesti ADGF a riizné jejich kombinace. Zjistili, Ze ztrata funkce ADGF-A je
larvalné letalni, ADGF-C a -D (dvojmutant) je semiletalni v larvalnim a pupalnim stadiu.

Fenotyp adgf-a mutantu je letalni v pozdnim tfetim larvalnim instaru. Jejich larvalni vyvoj
je opozdény. Rozpada se jim tukové téleso a vétSina tfetich instarit ma melanotické tumory.
Drozofily s touto mutaci se malokdy zakukli a maji abnormalni kukly. Ze je tento fenotyp
zpisoben ztratou funkce ADGF-A bylo potvrzeno zachranou fenotypu expresi transgenniho
ADGF-A spousténého heat-shockem a nebo UAS promotorem s actin-Gal4 driverem. Dvojiti
mutanti adgf-c adgf-d vykazuji semiletalni fenotyp v pribéhu larvalniho a pupalniho stadia.
Také maji opozdény vyvoj. Jejich fertilita je niZ8i nez u jejich heterozygotnich sourozenct.
Efekt obou mutaci je pravdépodobné kumulativni, protoze se u jednotlivych mutantii objevuje
s niz§i penetranci. Podobny efekt byl zaznamenan umléenim ADGF-C a ADGF-D genl
pomoci RNAI.

Aby zjistili, ve které tkdni nadbytek adenosinu Skodi nejvice, testovali Dolezal a kol.
zachranu pomoci exprese ADGF-A v riznych tkanich. Pouzili UAS-ADGF-A a aktivovali ho
riznymi Gal4 drivery. Zaméfili se predevs§im na Gal4 driver exprimujici v lymfatickych
zlazach a cirkulujicich hemocytech. Prokazali, ze exprese ADGF-A v lymfatickych zlazéach je
dostacujici k zachrané letalniho fenotypu. Také ovéfili, Ze rozpad tukového télesa je zpisoben
nckterymi hemocyty.

Pomoci homologni rekombinace vytvotila Eva Dolezalové (Dolezal et al., 2005) nulového
mutanta v adenosinovém receptoru (AdoR). Tito mutanti byli zcela Zivotaschopni. Po

zavedeni adoR mutace do adgf-a mutanta, zjistili, ze se zvysil pocet zakuklenych larvicek



a dokonce i1 vylihnutych dospélcii. U mutanti se snizuje pocet melanotickych tumort, ale

rozpad tukového télesa je stejny jako u adgf-a mutanta.

1.2. Drozofila jako model a genetické nastroje

1.2.1 Drosophila melanogaster
Drosophila melanogaster patii mezi modelové organismy pouzivané védci po celém

svete. Jeji vyhodou je kratky generacni ¢as, mnoho morfologickych znakti a malé naklady na
udrZeni linii. M4 ¢tyfi chromosomy. Velikosti chromosomit X, II a III jsou pfiblizné stejné,
IV je asi pétinovy. Genom octomilky nese pfiblizn¢ 14 000 genti. Pohlavi je u drozofily
uréeno pomérem X chromosoml k poctu autosomtl. Samicky maji dva X chromosomy
a jejich pomér k autosomim je 1, u samctl je pomér jednoho X chromosomu ku autosomiim
0,5. Chromosom Y nese jen né¢kolik genl a neni zapotiebi pro vyvoj samce, jen pro spravhou
pohyblivost spermii. U samct chybi meioticka rekombinace.

Dtlezitym znakem jsou polytenni chromosomy. Drozofila je ma ve slinnych Zzlazéach.
Diky nim je mozné vytvofit mapu umisténi genli na chromosomech.

Velmi dalezitym néstrojem pii manipulaci s genomem octomilky jsou balancerové
chromosomy (balancery). Poméhaji pfi mapovani genli a udrzovani recesivné letalnich
mutaci. Tyto chromosomy maji normalni velikost, ale jejich sekvence je pomichana
v disledku mnohacetnych zlomli a znovuspojeni. Balancery nejsou schopné se sparovat
a rekombinovat s jejich homology v pribéhu meiotické profaze. Také obsahuji dominantni
markery, které se daji rozpoznat na fenotypu. Tyto markery jsou vétSinou recesivné letalni,
¢ili v potomstvu vzdy zGstava balancer a jeho homolog. U X chromosomu vét§inou nebyva
recesivni letalita, protoZze se u samcli chromosom X vyskytuje pouze v jedné kopii, ale
vyskytuje se recesivni samici sterilita. Balancery také umoziuji udrzet mutace, které jsou
homozygotné letalni — Cili prezivd heterozygot balancer/homolog nesouci letadlni mutaci.
Existuje mnoho balancert pro X, II a II chromosom. Pro IV chromosom nejsou balancery
potieba, protoze na ném neprobihéd rekombinace. VSechny balancery jsou popsany na webové
strance http://flystocks.bio.indiana.edu

Markerové mutace umoznuji rozpoznani genotypu na zdkladé fenotypu. Je mnoho
markerd pro barvu a tvar oka, tvar kiidla a zilek v ném, barvy a tvaru chloupkl a pigmentace
kutikuly.

Oznaceni genotypu:
Genotyp chromosomu je zapsan pouze, kdyZ je na ném mutace, jinak je chromosom ze

zapisu vynechan. Genotyp je vzdy znacen kurzivou. Malopismenné zkratky jsou pro recesivni


http://flystocks.bio.indiana.edu/

mutace, velkopismenné pro dominantni mutace. Sttednik odd€luje jednotlivé chromosomy,
c¢arky oddéluji jednotlivé mutace na chromosomu. Genotyp zapsany na jednom fadku znaci

homozygota, heterozygot je na dvou fadcich — kazdy fadek pro jeden homolog.

Markery:

W white, bila barva oci

™3 balancer tfetiho chromosomu

Ser serrate, kiidla jsou na vnitini strané vykousnuta

Sb stubble, kratké chloupky

Y yellow, svétla barva kutikuly

Xa spojeny balancer pro druhy a tfeti chromosom

Cyo curly, zakroucend kiidla nahoru, misto aby byly rovné (ve schématech kiizeni
chybné pouzito Cyo)

CyOGFP curly a green fluorescent protein, zakroucena kiidla, fluorescence (ve schématech
ktizeni chybné pouzito CyoGFP)

MKRS balancer tfetiho chromosomu, kratké chloupky

T™6 balancer tfetiho chromosomu

B bar eye, oko je mensi jakoby ledvinkovitého tvaru misto kulatého

Hu humeral, vice chloupkti na rameni

b tubby, tlusté a kratk4 larva i kukla

FM7 balancer prvniho chromosomu, oko ma tvar ledviny

1.2.2 UAS-Gal4

Brand a Perrimon (1993) vytvofili systém pro cilenou expresi genti. Diky tomuto systému
je mozné spoustét expresi geni v urcité tkani nebo v urcité fazi vyvoje. Gal4 driver je
rozdélen od pozadovaného genu pod UAS promotorem do dvou rtiznych transgennich linii.
Gen ziistdva umlceny, protoZe neni aktivovan driverem. V druhé linii je driver pfitomen, ale
nema cilovy gen, ktery by diky nému mohl byt transkribovan. Obé dvé taransgenni linie
zustavaji zivotaschopné. Po zkiizeni téchto linii se u potomstva exprimuje pozadovany gen
pod UAS promoterem aktivaci pomoci Gal4 driveru. Diky této metod¢ je mozné vytvorit
spoustu linii driverd, které piisobi na rizné bunky, tkan€ nebo stadia vyvoje.

Gal4 aktivator je protein, ktery se pfirozené¢ vyskytuje u kvasnic, ale i pfi vysoké expresi
nema zadny vliv na expresi ptirozenych genli Drosophila melanogaster. Vazebné misto pro
Gal4 aktivator bylo mutovano, aby vazalo Gal4 driver s co nejvyssi afinitou (Webster et al.,
1988). Také byly vytvoreny aktivatory s riznou silou exprese (Ma and Ptashne, 1987a,b; Gill
and Ptashne, 1987; Johnston and Dover, 1988). UAS-Gal4 systém muize spoustét transkripci



i u dalSich organismil, naptiklad rostlin i savct, ale pouze u gend s promotorem, ktery ma
Gal4 vazebné misto (Fischer et al., 1988;mA et al., 1988; Kakidani et al., 1988; Webster et
al., 1988; Ornitz et al., 1991).

Bloomington Stock Center
linie s Gald drivery

podtizngmi promotory

rromoror| [ ean || | [ uss =l

Obrazek 3: Schéma funkce systému UAS-Gal4. Octomilka vlevo nese Gal4 driver a octomilka vpravo nese

gen s UAS promotorem. Po zkfizeni téchto much vznikne potomek, u kterého je gen aktivovan diky UAS-Gal4
systému.

Brand a Perrimon (1993) dale pouzili vektory (P-elementy), do kterych mohl byt vlozen
gen za optimalizované vazebné misto pro Gal4 driver — pozd¢ji nazvané UAS (Upstream
Activation Sequence).

Tato cilena exprese je velmi silny nastroj pro zkoumani ucinku genii. UAS-Gal4 systém je
revoluéni v tom, Ze mize zpisobit expresi nebo overexpresi kteréhokoli genu v ur¢itém stadiu

nebo tkani.

1.2.3 RNAIi
RNA interference (RNAi) byla poprvé vyuzita jako zptisob posttranskripéniho umlceni

geni u Coenorhabditis elegans Firem et. al (1998). Ptirozenou funkci RNAi je ochrana
organismu proti mobilnim elementlim jako jsou transpozony a viry. Proteiny pisobici RNAi
jsou si podobné u vSech organismli. RNAi byla dile pozorovana u hmyzu, zab, a dalSich
zivocichl véetné mysi (Kennerdell and Carthew 1998, Oelgeschlager et al. 2000,Svoboda et
al. 2000; Wianny and Zernicka-Goet, 2000 podle Elbashir, S.M., 2001).



Dvouftetézcova RNA spousti pfi RNAi degradaci mRNA komplementarni k jednomu
z vlaken, zni¢enim mRNA se docili toho, Ze se netvoii protein. Je to umlceni genu aniz by
vlastni gen byl v genomu zménén. Ptitom se uplatiiuji nasledujici komponenty:

siRNA (small interfering RNA) mé 21-25 nukleotid. Podoba se produktim $tépenym
RNazou III, ma 5 fosfatovou a 3 "hydroxylovou koncovou skupinu a 2-3 nukleotidové pievisy.

Dicer je protein patfici do rodiny RNaz III. Byl objeven u Drosophila (Bernstein, E., A.
A. Caudy, S. M. Hammond, and G. J. Hannon. 2001) a dokéaze $t€pit dvouvlaknovou RNA na
22 bazi dlouhé useky, které se objevuji pti RNAi. Dicer ma ¢tyti domény: aminoterminalni
doména ma helikdzovou aktivitu, dvé RNaza III domény, které vazi RNA a PAZ doménu
(110 aminokyselin dlouhd doména, ktera je v proteinech Piwi, Argo a Zwille/Pinhead). Dvé
mista v doménach RNaz III jsou nefunkéni a proto dicer $t€pi na dvakrat delsi useky nez
RNaza III.

RISC (RNA induced silencing complex = umlcovaci komplex vyvolany RNA) je
komplex proteint, ktery je RNAi navadén na cilovou sekvenci.

V prvnim kroku je dsRNA stépena dicerem za vzniku siRNA. V druhém kroku se siRNA
vazou na RISC, ktery je aktivovan ATP a tim se po rozvolnéni dvousroubovice exponuje
antisense komplementarni vldkno siRNA a umozni provést RNAi reakci. Vysledkem je
endonukleolytické Stépeni mRNA. Aktivovany RISC $tépi mRNA pfiblizné v poloviné
oblasti duplexu. Rozstépend mRNA je pravdépodobné zni¢ena exoribonukledzami.

RNA dependentni RNA polymerdza u C. elegans vyuZije rozSt€épenou mRNA jako
templat a vytvoii dal§i dsRNA, ta je zpracovana na siRNA. Je to velmi efektivni proces, ktery
zacili mnoho sekvenci na mRNA. Tento jev se nazyva tranzitivni RNAi. Terapeutické vyuziti
RNAi u cloveéka je umoznéno tim, ze tranzitivni RNAi se nevyskytuje u savcl, ani
u drozofily. Kdyby se u ¢loveéka vyskytovala zni¢ila, by vSechny mozné formy RNA,
napiiklad po alternativnim splicingu. RNAi se tkdnémi muze S§ifit jen u rostlin a ¢ervi, jinak

zUstava pouze v transgenni bunice.



2. Cil prace:

Pomoci systému UAS-Gal4 navodit RNA interferenci u genu ADGF-A a stanovit jeji
dopad.

|Gal 4| ® | UAS |ADGF-Amyc| [ UAS|RNAI|

|Ga| 4| | UAS | ADGF-Amyc| | UAS | RNAI |

ADGF-Amyc
FTTETTETT I

ADGF-A Hairpin
FTTETT T T dsRNA

mRNA:

ADGF-Amyc
Il LT
SiRNA

mRNA:
ADGF-A
[ ] HER

siRNA

Obrazek 4: Schéma RNAI. V prvnim kroku k#izim mouchu s Gal4 driverem a mouchu s ADGF-Amyc a RNAi
konstruktem. Vznikne potomstvo, které produkuje jak endogenni ADGF-A tak i Gal4 driverem spustény
ADGF-A smyc tagem (2A). Gal4 driverem je také spuSténa exprese RNAi konstruktu (2B) a tvofi se
vlaseknkova (Hairpin) dsRNA. dsRNA je rozstépena a v tietim kroku se navaze na mRNA pro ADGF-A
i ADGF-A s myc tagem a tuto mRNA zni¢i. Kdyz chybi mRNA, tak se nemutze tvofit protein, ktery se pozd¢ji

snazim detekovat western blotem.



3. Metody

3.1 Péstovani a FiZeni Drosophila melanogaster:
Octomilky péstuyjeme v pokojové teplot¢ 25°C, ve vialkdch - skleni¢kach

s tficentimetrovym primérem, pfiblizné¢ 10cm vysokych. Na dné vialek je ptiblizn¢ 1-2cm
potravy z kukufiéné mouky a agaru. Za téchto podminek se z vajicka vylihne octomilka
priblizn¢ za 10 dni. Linie také mohou byt udrzovany v 18°C, to se jejich generacni Cas
prodlouzi na 19 dni. Pii udrzovani linii, kdy dospélci a potomci maji stejny genotyp, staci
pienést octomilky na novou potravu kazdé dva tydny pii pokojové teploté. Pti udrzovani linii
v 18°C staci prenos kazdé tfi tydny. Pfeneseni mliZeme provést bez uspani much. Sklepeme
octomilky na dno staré vialky, vynddme zatku a octomilky sklepeme do cerstvé vialky
a zazatkujeme je. Vialku vzdy oznacime celym genotypem linie a datem piesypani. Pro linie
s jednou mutaci staci pfiblizné 25-30 octomilek na vialku, pfi vysSim poctu mutaci je lepsi
pocet octomilek alespont zdvojnasobit.

Pro kiiZeni je potieba vybirat panny, nespafené¢ mouchy. V 25°C se samicky nepafi diive
nez za 8 hodin od vyklubani. Cili je nejlepsi vybrat panny rano a pak za piiblizné 7 hodin
znovu. Réano se vyklube vétsina octomilek. Cerstvé vylihnuta octomilka ma svétlé télicko
a tmavou skvrnu uvnitt prisvitného btiska. Pro zvySeni poctu vybranych panen je vhodné dat
linie pfes noc do 18°C. Vyvoj je zpomalen a samicky se nebudou pafit diive nez za 16 hodin.
Samci mohou byt vybirani kdykoli, ale musi byt alesponi 3 dny stafi, aby se sparili efektivné.

Pro uspani octomilek se pouziva CO,. CO, je pousténo pies diffusery — propustné
desticky, Cili sta¢i malé mnoZzstvi plynu pro udrzeni much uspanych. VéEtsinou jsou octomilky
ve vialce uspany pomoci jehly napojené na CO; nebo vysypany na desticku s diffuserem.
Tradi¢né se octomilky uspavaly éterem v prazdné vialce s vatou namocenou do éteru. Ob¢
dvé metody uspavani oslabi na n¢jaky ¢as nervovou aktivitu.

Vzdy je potieba zalit s dostateénym mnozstvim much, abychom dostali dostate¢né
mnozstvi potomku, ktefi mohou byt méné zivotni, abychom mohli pokracovat v dalSich

pokusech.

Potrava:

120g  kukufi¢nad mouka

1,21  vody

vafime 1h pti 95°C

pfidame 15g agaru rozpusSténého v 300ml vody a vafime dal$i hodinu pti 95°C
pridame 75g cukru

60g instantich kvasnic



nechame zchladnout na 50°C a ptidame 25ml 10% methylparaben v ethanolu
po celou dobu peclivé michdme.

Pro potieby této prace byly pouzity linie uvedené v tabulce 1.

Tabulka 1: Tabulka linii drozofily

Oznaceni linie Genotyp linie Chromosom
v textu
arm-Gal4 w; arm-Gal4 Il
adgf-a"*" w; ADGF-A*"*"/TM3 Act-GFP Ser 1
adgf-a%" w; +/CyO; ADGF-A®""/TM3 Sb Ser 1]
yw; Xa/Cyo,MKRS [+l
ADGF-Amyc w; UAS-ADGF-Amyc2a; karel/TM6B, Tb, Hu H+111
yw yw X
Oregon Oregon-R
RNAI (1) yw P{w+ UAS-RNAI-ADGF-A1b} P{w+ UAS-RNAI-ADGF-A3} | X
yw; xa/CyQO Act>GFP;TM3 Act>GFP, Ser, Sh [1+111
w; cact[E8])/CyOGFP Il
He-Gal4 w; He-Gal4 UAS-GFP I
act-Gal4 act-Gal4/TM6B, Hu, Tb [l
RNAI (2) PMF3-CG5992 I
RNAI (3) PMF3-CG5992 1
AA* FRT 1861%%/FM7 X

3.2 Stanoveni vitality larev a dospélcu
Na misky s agarem (4% agar v dZzusu (musi projit varem) + 1% methylparaben - piidava

se uz do caste¢né zchladlého agaru) potfené Cerstvymi kvasnicemi jsem 4 hodiny nechala
mouchy klast vajicka. Po 12-18 hodindch jsem nakladenéd vajicka oplachla vodou, aby se
odstranily kvasnice a poté promyla ethylalkoholem (1-2 minuty) a pfenesla na Cerstvé misky.
Po 24 hodinach od nakladeni jsem vybirala prvni instary. Do cCerstvé vialky jsem vzdy
pienesla po ptiblizn¢ 35 larvickach. Poté jsem sledovala kdy se zakukli a kdy se lihnou
dospélci.

Pouzivala jsem tfi Gal4 drivery: arm-Gal4, ktery je exprimovan ve vSech butikach,
He-Gal4 ktery je exprimovan v cirkulujicich krevnich bunkéach a act-Gal4 ktery je velmi silné

exprimovan také ve vSech bunkach.

3.3 PCR
V 50ul Squishing pufru jsem homogenizatorem rozdrtila jednu dospélou octomilku

a inkubovala 30 minut pii 37°C. Pak jsem 2 minuty pii 98°C inhibovala proteinazu.
Centrifugovala jsem 5 minut na 2 500g pii 4°C. Odebrala jsem supernatant a pouzila ho do

PCR reakce. Pripravila jsem si 1,5% agarozovy gel (1,5% agaréza v TAE, musi projit varem).
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Po amplifikaci jsem ptidala 4pul loading pufru. Nanesla jsem 10ul vzorkd a Sul markeru na
gel. Elektroforézu jsem poustéla na 90V dokud barvicka loading pufru nedosahne na konec
gelu. Pak jsem gel barvila etidiumbromidem 10 minut na tfepacce. Prebytek etidiumbromidu

jsem vymyla vodou na tiepacce. Gel jsem fotografovala pii UV svétle.

Tab. 2: Seznam primert a jejich sekvenci

doba velikost
annealin- fra-
gu gmentu

kontrola . pouzita
nazev sekvence
obsahu teplota

pUASTforw | TCA ACT GCA ACT ACT GAAATG TG

GCG TCT AGA AGC GAT GGT TGC GGA | 61,1°C 30s 390bp
AG

RNAI (2)
a(3) 50426Rev

Pritom-
nosti AdoR-RTF |CTA CCG GGT CAT CAT CAAACAG 53°C 30s 360bp
DNA | AdoR-RTR3 | A CAT AGC AGT CGG GAC AGA AGG
M D1SarE CGG ACT ACT ACT ACA AAGC
ye 52°C 90s 925b
tagu | MyCtag-Rv | CAA GTC CTC TTC AGA AAT GAG CTT P
TTG
RNAI (1) pUASTforw | TCA ACT GCA ACT ACT GAAATG TG 58°C 40s 500bp
D1Sarw AGG TTC TCATCC ACAGTGG
Squishing pufr:
10mM Tris pH 8,2
1mM EDTA
25mM NaCl

200ul/ml Proteinaza K

20ul pro PCR reakci:
1ul templatova DNA
Tl primer 1
1ul primer 2
2ul ExTag pufr 10x
2ul dNTP 2,5mM
0,4ul ExTag
12,6pul dH,O
PCR reakce:
1. 95°C 5 minut pocate¢ni denaturace
2. 94°C 30s denaturace
3. 7°C s annealing (? viz tabulka 2)
4. 72°C 7s elongace (extenze)
5. 72°C 8 minut dokonceni vsech elongaci

6. 14°C pause
Kroky 2-4 opakujeme 35x.

Pfi denaturaci dochdzi k rozvolnéni vodikovych mistkii a rozvolnéni dvousroubovice.

Annealing je teplota nasedani primeru na komplementarni sekvenci, pocita se podle délky
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primeru a obsahu CG v primeru. Na primer nasedne Taq polymeraza ktera elonguje
(prodluzuje) usek DNA. Cas annealingu a elongace je zavisly na délce primeru a délce

fetézce mezi primery.

TAE 50x

242¢ Tris

57,1ml 99% kys. octova
100ml 0,5M EDTA pH 8,0
3.4 Western blot

Western blot je metoda, ktera pomaha kvantifikovat mnozstvi proteinu diky protilatkam,
které¢ se na dany protein vazi. Primarni protilatka je specificka a vaze se na dany protein,
sekundarni protilatka se vaze na primarni protilatku a je konjugovanéd s enzymem kienovou
peroxiddzou (HRP - horseradish peroxidase). Pii pfidani substratu kifenova peroxidaza
katalyzuje reakci, pii které je emitovano svétlo (chemiluminiscence). Toto svétlo miizeme
zachytit na rentgenovy film nebo pomoci specialniho piistroje v digitalni podobg.

Tti larvicky tretiho instaru jsem oplachovala v roztoku Ringer a homogenizovala v 50ul
Sample pufru. Vzorky jsem drzela na ledu, dale inkubovala 8 minut v 98°C a centrifugovala 5
minut pti 14 000 ot/min.

Ptipravovala jsem si 15% polyakrylamidovy gel. Mezi dvé umyté a ethanolem odmasténa
skla jsem nalila separating gel asi 2 cm pod okraj, prekryla butanolem a nechala ptiblizné ptl
hodiny polymerizovat. Po ptl hodin¢ jsem vyplachla butanol destilovanou vodou a nalila
stacking gel a do n¢j zasunula hfebinek. Pfipravila jsem si elektroforetickou aparaturu
a naplnila ji running pufrem. Do jamek na gelu jsem po vyndani hiebinku nanesla 10ul
vzorkl,, 7ul markeru a pustila elektroforézu na 70V dokud barvicka nezajede do separating
gelu, poté na 120V dokud barvicka nedosahne konce. Kdyz barvicka dosahla konce gelu
zastavila jsem elektroforézu a opatrné rozeviela skla. Odkrojila jsem stacking gel a jeden
ruzek pro oznaceni orientace gelu. Gel jsem inkubovala 5 minut v transfer pufru a mezitim si
vystiithla membranu a 3MM papir podle velikosti gelu. Sestavila jsem elektroblotovaci
aparaturu. Do zaviraci miizky 3mM silnou houbi¢ku, 3MM papir, membranu, gel, 3MM papir
a 6mM silnou houbicku. Vytlacila jsem vSechny bubliny a dala do elektroblotovaci aparatury
tak, aby membrana byla blize ke kladné elektrod¢ nez gel. Nechala jsem prenasSet
1 hodinu za stidlého chlazeni. Po hodin€ pifenosu jsem 5 minut barvenim na tfepacce
v Ponceau ovétovala pfenos proteinil. Poté jsem Ponceau vyplachla opakovanym omytim
destilovanou vodou. Pfes noc ve 4°C jsem na tifepacce blokovala membranu v blocking pufru.

Réno jsem pftidala primérni protildtku a v pokojové teploté nechala 2 hodiny inkubovat na
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ttepacce. Poté jsem membranu promyvala na tiepacce 5 x 10 minut v TBST. Po promyti se
membrana 1 hodinu inkubovala na tfepacce v pokojové teploté se sekundarni protilatkou. Poté
jsem membranu opét promyvala na tfepacce 5 x 10 minut v TBST. Pfipravila jsem si detekéni
roztoky ECL 1 a 2 a ty jsem pfed detekci smichala. Vyslednym roztokem jsem pokryla
membranu a nechala 2 minuty inkubovat. Po dvou minutich jsem detekéni roztok slila
a osuSila. Membranu jsem zabalila do potravinarské folie a exponovala. Alternativnim
vyvolavanim je pouziti Super Signal Dura West Extenden Duration Substrate, u kterého jsem
smichala 1:1 Peroxide pufr a Luminol Enhancer solution. Tuto smés jsem nechala na
membrané cca 3 minuty, slila a osuSila. Membranu jsem zabalila do potravinaiské folie

a exponovala.

Sample pufr:

250l 1 MTris HCI pH 6,8
500ul 100% glycerol
500ul 20% SDS

500ul 1 MDTT

3,25ml dH,O

1 zrnicko bromphenol blue

Separating pufr: pH 8,8
181g Tris
40ml 10% SDS
doplnit dH,O do 11

Stacking pufr: pH 6,8

30,25¢g Tris

20ml 10% SDS

doplnit dH,O do 500 ml

Stacking gel:

0,593ml Acrylamid (40% AA:bisAA =29:1)
1,41ml Stacking pufr

3,57ml dH,O

45ul APS

15ul TEMED (tetramethyl-ethylene diamine)

Separating gel (15 %):
4,275ml Acrylamid (40% AA:bisAA =29:1)

2,85ml Separating pufr
4,2ml dH,O
84pul APS

16,5ul TEMED (tetramethyl-ethylene diamine)
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APS: (skladovat v -20°C)

0,2g APS

2ml sterilni H,O
10x Running pufr:

30,3g Tris

144¢g glycin

10g SDS

doplnit dH,O do 11

Transfer pufr:

2,9¢ glycin
5,8¢g Tris baze
0,37¢g SDS
200ml methanol

doplnit dH,O do 11

10x Ponceau:

30g kys. trichloroctova
30g kys. sulfosalicilova
2g Ponceau reagencie

doplnit dH,O do 100 ml

10x TBST

125ml 2 MTris HCI pH 7,8
150ml 5M NaCl

10ml 0,5M EDTA

Sml Tween 20

doplnit dH,O do 500 ml

Blocking pufr:

Ix TBST

5% suSené mléko

Detek¢ni reagencie ECL 1:

2,25ml dH,O

250ul 1 MTris-HCI pH 8,5

25ul 250mM Luminol

10ul 90mM kys. kumarova v DMSO
Detek¢ni reagencie ECL 2:

2,25ml dH,O

250ul IM Tris-HCI pH 8,5

1,5ul 30% H,0,
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PBS

8g NaCl
0,2g KCl

1 ,44g NazHPO4
0,24g KH2PO4
800ml dH,O

upravit pH na 7,4 pomoci HCI
doplnit dH,O do 11
0,05% Tween 20

3.5 Dot blot
Dot blot je metoda, kterd slouzi k detekci antigenu navdzaného na membranu bez

piedchozi elektroforetické separace.

Z membrany jsem vystiihla potfebné veliky obdélnik a tuzkou oznacila mista pro vzorky.
Na membranu jsem nanesla 5ul vzorkll a nechala je zaschnout. Promyla jsem membranu na
ttepacce 3x5 minut v TBST a nechala blokovat pies noc na tfepacce v blocking pufru pii 4°C.
Rano jsem pfidala primarni protildtku a 2 hodiny nechala inkubovat na tfepacce
v pokojové teploté. Nasledné¢ jsem membranu 5x 10 minut na tiepace promyvala a poté
ptidala sekundarni protilatku na 1 hodinu na tfepacce. Opét jsem membranu 5x 10 minut na
ttepace promyla v TBST a detekovala pomoci o-diaminobenzidinu (DAB). Bézici reakci

jsem zastavila vodou. Vysledek je viditelny pouhym okem.

Detekce pomoci DAB:

50ml 0,1M Tris (pH 6,7)
12,5mg o-diaminobenzidinu
15 LLI 30% HzOz

Reakce se zastavi 0,5% azidem sodnym nebo vodou
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4. Vysledky:
4.1 Krizeni D. melanogaster

U linie RNAI (1) je pohlavi dileZité, protoZze RNA1 konstrukt je na X chromosomu. Proto
je v obrazcich oznaceno pohlavi kiizenych octomilek. U RNAi (2) a (3) na pohlavi nezalezi.
Vzdy jsem kiizila panny prvni linie se samci druhé linie oddélen¢ od samct prvni linie

kfizenymi s pannami druh¢ linie. Proto pohlavi kiizenych octomilek neni oznaceno.

Gy: Q RNAi (1) ® w;arm-Gald J
G RNAI (1) +
" w ’ arm-Gal4
A
Gy: @ RNAi (1) ® w;He-Gal4 UAS-GFP
G. RNAi (1) 'l' +
" w ’ "He-Gal4 UAS-GFP
B
. \ act-Gal4
G Q RNAi (1) T TMEB, Tb. Hu O
G, + : +
b RNAi (1) ’ act-Gald
C

Obrazek 5: Kiizeni linie RNAI (1) s riznymi drivery pro hodnoceni vitality transgennich much s aktivni RNAi
A,B: Vybirala jsem vSechny larvicky. C: Vybirala jsem vSechny larvicky, protoze v prvnim instaru neni

rozpoznat tlusta a kratka larvicka (Tb). Ale poté jsem odecetla pocty jedincii, kteti byli Tb a Hu.
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G, RNAi (2) (3) ® w;arm-Gal4
G.: + . + . +
b w ' arm-Gal4 ' RNAI(2)(3)
A
G RNAi (2) (3) ® w; He-Gal4 UAS-GFP
G. + l RNAi (2) (3)
v w ’  He-Gal4 UAS-GFP
B
: . act-Gal4
G RNAI (2) 3) ® e 6, Hu
G- RNAI (2) (3)
v act-Gal4
C

Obrazek 6: Kiizeni linii RNAIi (2) a (3) s riznymi drivery pro hodnoceni vitality transgennich much s aktivni
RNAI. A, B: Vybirala jsem vSechny larvicky. C: Vybirala jsem vSechny larvi¢ky, protoZze v prvnim instaru neni

rozpoznat tlusta a kratka larvicka (Tb). Ale poté jsem odecetla pocty jedinct, ktefi byli Tb a Hu.
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. w: _ADGF-A™" = ADGF-A""
o * TM3GFP, Ser l ’ TM3GFP, Ser
G w ; ADGF-A“"
A
. w:_ADGF-A™" =+ __ADGF-A""
o- ’ TMs(j%Cyo > TM3, Sb, Ser
nebo
6.  w._t_._ ADGF-A“" w - _ADGF-A""
v ’ Cyo ’  ADGF-A®*" > ADGF-A®™
B

Obriazek 7: Kfizeni mutantd adgf-a. A: U mutantl adgf-a jsem vybirala jedince, ktefi pod mikroskopem

nevykazovali GFP expresi. B: u larvi¢ek neni poznat curly (CyO) proto vybiram ob& moznosti.
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Obrazek 8:

tagem. V G, generaci jsem podle levé ¢asti obrazku vybirala samce se zakroucenymi kiidly (CyO). Podle pravé
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¢asti obrazku jsem vybirala panny s ledvinitym okem (FM?7), zakroucenymi ktidly (CyO) a kratkymi chloupky
(MKRS). V G, generaci jsem kiizila panny se zakroucenymi kiidly (CyO) a samce s ledvinitym okem (FM7),
zakroucenymi kiidly (CyO) a s vice chloupky na ramenou (Hu). V zavére¢ném kroku jsem vybirala panny
s ledvinitym (FM7) okem a zakroucenymi kiidly (CyO) a samce zakroucenymi kiidly (CyO). Obé pohlavi
musela v ocich produkovat zeleny fluorescencni protein (GFP), ktery jsem zjistovala pod fluorescencnim

mikroskopem.

Xa
CyoGFP ; TM3GFP, Ser, Sb

G, RNAi(2)(3) &® yw;

G —. + .__RNAIi(2)(3) karel
" yw ' CyoGFP '’ TM3GFP, Ser, Sb

® w; UAS-ADGF-Amyc ; TM6B, Tb, Hu

nebo

w _ UAS-ADGF-Amyc . RNAi (2) (3)

G, yw_ CyoGFP ’ TM6B, Tb, Hu
G +  UAS-ADGF-Amyc RNAi (2) (3)
28 w CyoGFP ’ TM6B, Tb, Hu

Obrazek 9: Kiizeni linii RNAIi (2) a (3) pro ziskéni transgennich much s RNAi konstruktem a ADGF-A s myc
tagem. Po dalSim kfizeni tyto octomilky pouziji na western blot. V G; generaci vybiram drozofily se
zakroucenymi (CyO) vykousnutymi (Ser) kiidly a kratkymi chloupky (Sb). V. G2 vybiram mouchy se
zakroucenymi kiidly (CyO) a s vice chloupky na ramenou (Hu).
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, RNAi (1) = UAS-ADGF-Amyc _
Gi @ RNAI (1) UAS-ADGF-Amyc > W;arm-Gal4 d
. RNAi (1) . UAS-ADGF-Amyc
v w ’ arm-Gal4
A
, RNAi (1) . UAS-ADGF-Amyc _
G @ —Rna (1) UAS-ADGFAmyc O WHeGal4 UAS-GFP J
.. RNAI (1) + . +
v w ' UAS-ADGF-Amyc ' He-Gald UAS-GFP
B
Ge © RNAi (1) = UAS-ADGF-Amyc act-Gal4 J
0 RNAi (1) ’ UAS-ADGF-Amyc ,l, TM6B, Tb, Hu
G. + . + . +
" RNAi (1) ’ UAS-ADGF-Amyc ' act-Gal4
C.

Obriazek 10: Kfizeni linie RNAi (1)*ADGF-Amyc s riznymi drivery. Pro kiiZzeni jsem vybirala panny, které
nemély ledvinité oko (FM7) ani zakroucena kiidla (CyO), aby byly homozygotni pro RNAi (1) i pro UAS-
ADGF-Amyc. Z vybranych larvic¢ek jsem udélala lyzaty, které jsem pouzila na western blot.

A, B: Vybirala jsem vSechny larvicky ve tfetim instaru. C: Vybirala jsem pouze larvicky, které nejsou kratké ani

tlusté (Tb).
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, UAS-ADGF-Amyc . RNAI (2) (3) _
Gy UAS-ADGF-Amyc ' RNAi (2) (3) -2 W arm-Gald
G + _ UAS-ADGF-Amyc | -
b w arm-Gal4 ’ RNAI (2) (3)
A
_ UAS-ADGF-Amyc . RNAi (2) (3) _
G,: UAS-ADGF-Amyc ' RNAI (i)(y ® w; He-Gal4 UAS-GFP
. + + RNA. (2) (3)
" w ' UAS-ADGF-Amyc ' He-Gal4 UAS-GFP
B
G. _UAS-ADGF-Amyc . RNAI(2)(3) act-Gald
“  UAS-ADGF-Amyc ’ RNAi (j& TM6B, Tb, Hu
. + RNAi (2) (3)
b UAS-ADGF-Amyc '  act-Gal4
C

Obrazek 11: Kiizeni linii RNAi (2)+ADGF-Amyc a RNAi (3)*ADGF-Amyc s riznymi drivery. Pro kiizeni

jsem vybirala octomilky, které nemély zakroucena kiidla (CyO) ani vice chloupkii na ramenou, aby byly

homozygotni pro RNAi (2) nebo (3) i pro UAS-ADGF-Amyc. Z vybranych larvi¢ek jsem udélala lyzaty, které

jsem pouzila na western blot.

A, B: Vybirala jsem vSechny larvicky ve tfetim instaru. C: Vybirala jsem pouze larvicky, které nejsou kratké ani

tlusté (Tb).
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, ) ] karel .
G, w ; UAS-ADGF-Amyc ; TM6B, Tb ,‘Hu/ ® w; arm-Gal4
G. W UAS-ADGF-Amyc =+
" ’ arm-Gal4 ’ Karel
A
_ . . karel act-Gal4
Gt w; UAS-ADGF-Amye ; e Hu T TM6B, Th, Hu
G.: + + . karel
v w ' UAS-ADGF-Amyc ’ act-Gal4
B

Obrazek 12: Kfizeni linie ADGF-Amyc s riznymi drivery. Z vybranych larvicek jsem ud¢lala lyzaty, které jsem
pouzila na western blot. A: Vybirala jsem vSechny larviéky ve tfetim instaru. B: Vybirala jsem pouze larvicky,

které nejsou kratké a tlusté (Tb).

Mnou pouzité RNAi konstrukty ni¢ci mRNA genu ADGF-A, proto by se nemél tvofit
enzym ADGF-A s adenosin deaminazovou aktivitou a adenosin by se mél hromadit v téle
octomilky a zplsobit snizeni vitality. Efekt RNAi jsem pozorovala dvéma zplsoby:
hodnocenim vitality transgenit s RNAi konstruktem aktivovanym Gal 4 driverem
a stanovenim mnozstvi proteinu pomoci western blotu.

Pro hodnoceni vitality transgeni s RNAi konstruktem jsem kiizila linie RNAi1 (1), (2)
a (3) s liniemi obsahujicimi rtizné drivery (obr. 4 a 5). arm-Gal4 je exprimovan ve vSech
bunikach, He-Gal4 je exprimovan v cirkulujicich krevnich bunikach a act-Gal4 je velmi silné
exprimovan také ve vSech bunkach.

Pro kvantifikaci abytku ADGF-A proteinu pomoci western blotu jsem musela vykiizit
drozfily (obr. 7 a 8), které maji tento protein oznaceny myc tagem, protoze protilatka proti
samotnému ADGF-A proteinu nebyla dostupnd. Protilatka proti myc tagu je komeréné
vyrabéna.

Transgenni gen ADGF-A s myc tagem ma stejnou sekvenci jako endogenni ADGF-A, jen
ma piidanou koncovou sekvenci myc tagu. ADGF-A s myc tagem je exprimovan pouze po
aktivaci Gal4 driverem (obr. 12). Proto jsem musela octomilky dale kiizit s Gal4 drivery (obr.
9 a 10), abych indukovala RNAI i expresi transgenniho proteinu ADGF-A s myc tagem. Gal4
driver spusti expresi mRNA pro ADGF-A s myc tagem a zarovenn RNAi1 konstruktu. RNAi
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konstrukt ni¢i mRNA endogenniho i transgenniho ADGF-A proteinu. Proto by pti detekci
melo byt viditelné mensi mnozstvi transgenniho proteinu nez u kontrol, u kterych dochazi
k expresi transgenniho ADGF-A bez indukce RNAi. Tim nepiimo pozoruji efekt RNAi.
Kontroly jsem také kfizila s Gal4 drivery (obr. 11).

4.2 Stanoveni vitality pri aktivaci RNAi u genu ADGF-A
Pro sledovani vitality pfi aktivaci RNAi jsem vykfizila mouchy tak, jak je uvedeno

v predchozi ¢asti, vybrala larvicky piislusSnych genotypti a sledovala miru zakukleni a pocty
dospélcu. Pouzivala jsem pozitivni kontrolu Oregon R, negativni kontrolu nulového mutanta
adgf-a a aktivaci RNAi pomoci tfi riznych Gal4 driver: armadillo (arm-Gal4), ktery je
exprimovan ve vSech bunikach, Hemese (He-Gal4) ktery je exprimovan v cirkulujicich
krevnich bunkach a actin (act-Gal4), ktery je velmi silné exprimovan také ve vSech buiikach.

Pokusy jsem dvakrat opakovala. Vytvoftila jsem tabulky a veSkeré hodnoty jsem pievedla
na procenta. Déle jsem vytvofila priméry obou pokust a z nich grafy, s vloZenou standardni
chybou (tab. 1, Grafy 1, 2, a 3). Casové osa kukleni a lihnuti je vlozena do tabulek a grafi
(ptiloha, tabulky 3 a 4, grafy 4, 5 a 6)

Tabulka 3: Vitalita transgenti

Linie Kikly | Dospdlc

Oregon 80,00 76,67
+/RNAI(1);+/arm-Gal4 75,35| 71,07
+/RNAI(1);+/He-Gal4 7713| 72,33
+/RNAI(1);+/act-Gal4 33,04| 2945
+/arm-Gal4;+/RNAi(2) 71,26| 64,83
RNAIi(2)/He-Gal4 69,92| 67,13
RNAI(2)/act-Gal4 58,60| 51,51
+/arm-Gal4;+/RNAI(3) 69,86| 61,13
RNAI(3)/He-Gal4 69,89| 67,29
RNAI(3)/act-Gal4 66,34| 63,89
ADGF-A""®/ADGF-A"" 7,52 0,00
ADGF-A*"®/ADGF-A%®"® | 2957| 1556
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Graf 1: Kontrola vitality transgennich linii aktivovanych armadillo driverem.
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Graf 2: Kontrola vitality transgennich linii aktivovanych hemese driverem.
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Graf 3: Kontrola vitality transgennich linii aktivovanych actin driverem.

4.3 PCR
Pomoci PCR (polymerase chain reaction) jsem ovétrovala spravné vykiizeni octomilek pro

pouziti na western blot. Pouzivala jsem ¢tyfi dvojice primerd. Prvni jako pozitivni kontrolu
funk¢nosti PCR reakce pro konkrétni templatovou DNA, druhou a tieti k ovéfeni pfitomnosti

RNALI konstruktu a ¢tvrtou k ovéteni pfitomnosti ADGF-Amyc.
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PCR 1 — optimalizace teploty primerti pro konstrukty RNAi (2) a RNAi (3)
Pouzity templat RNAi (2)

Primer 1: pUASTforw

Primer 2: 50426Rev

Predpokladana délka fragmentu: 390bp.

100 bp-

Obrazek 13: Optimalizace teploty primert. 1. jamka - 100bp DNA Ladder] 2. jamka - 55,5°C]| 3. jamka - 56,9°C]
4. jamka - 58,6°C| 5. jamka - 61,1°C| 6. jamka - 62,5°C| 7. jamka - prazdna

Vybrala jsem teplotu 61,1°C

PCR 2 - kontrola vyktiZzenych linii na pfitomnost myc tagu.

Pouzité templaty: ADGF-A myc, RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 1-5 a RNAi (3)+ADGF-Amyc
linie 1-5 vzeslych z kiiZeni na obrazku 9.

Kontrola vykiizenych linii na pfitomnost konstruktu ADGF-Amyc-tag:
Primer 1: D1SarE

Primer 2: MY Ctag-RV

Predpokladand délka fragmentu: 925bp

Kontrola pfitomnosti templatové DNA:

Primer 1: AdoR-RTF

Primer 2: AdoR-RTR3

Ptedpokladand délka fragmentu: 360bp.
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100 hp-

100 hp-

Obrazek 14: Kontrola vykiizenych linii na Myc tag.

A: 1. jamka - 100bp DNA Ladder| 2. jamka - kontrola templatu ADGF-Amyc| 3. jamka - kontrola pfitomnosti
Myc tagu u ADGF-Amyc| 4. jamka - kontrola templatu RNAi (2)*ADGF-Amyc linie 1]
5. jamka - kontrola pfitomnosti Myc tagu u RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 1| 6. jamka - kontrola templatu RNAi
(2)+ADGF-Amyc linie 2| 7. jamka - kontrola pfitomnosti Myc tagu u RNAi (2)+tADGF-Amyc linie 2|
8. jamka - kontrola templatu RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 3| 9. jamka - kontrola pfitomnosti Myc tagu u RNAi
(2)+ADGF-Amyc linie 3| 10. jamka - kontrola templatu RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 4| 11. jamka - kontrola
pritomnosti Myc tagu u RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 4| 12. jamka - kontrola templatu RNAi (2)+ADGF-Amyc
linie 5| 13. jamka - kontrola pfitomnosti Myc tagu u RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 5| 14. jamka - kontrola
templatu RNAi (3)+ADGF-Amyc linie 1| 15. jamka - kontrola pfitomnosti Myc tagu u RNAi (3)+ADGF-Amyc
liniel| 16. jamka — prazdna

B: 1. jamka - 100bp DNA Ladder| 2. jamka - kontrola templdtu RNAi (3)+ADGF-Amyc linie 2|
3. jamka - kontrola pfitomnosti Myc tagu u RNAi (3)+ADGF-Amyc linie 2| 4. jamka - kontrola templatu RNAi
(3)+ADGF-Amyc linie 3| 5. jamka - kontrola pfitomnosti Myc tagu u RNAi (3)+ADGF-Amyc linie 3|
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6. jamka - kontrola templatu RNAi (3)+ADGF-Amyc linie 4| 7. jamka - kontrola pfitomnosti Myc tagu u RNAi
(3)+ADGF-Amyc linic 4| 8. jamka - kontrola templatu RNAi (3)+ADGF-Amyc linie 5| 9. jamka - kontrola
pritomnosti Myc tagu u RNAi (3)+ADGF-Amyc linie 5| 10. — 16. jamky prazdné.

Konstrukt ADGF-Amyc obsahuji nasledujici linie: RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 1, 3,4 a 5
a RNAi (3)+ADGF-Amyc linie 2 a 4, se kterymi jsem dale pokracovala

PCR 3 - kontrola na pfitomnost RNA1 (2) a (3) konstruktu

Pouzité templaty: RNAi (2), ADGF-A myc, RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 1, 3, 4 a 5 a RNAi
(3)+ADGF-Amyc linie 2 a 4vzeslych z kiizeni na obrazku 9.

Kontrola vyktizenych linii RNA1 (2) a RNAi (3):

Primer 1: pUASTforw

Primer 2: 50426Rev

Predpokladana délka fragmentu: 390bp.

Kontrola pfitomnosti templatové DNA:
Primer 1: AdoR-RTF

Primer 2: AdoR-RTR3

Predpokladana délka fragmentu: 360 bp

Obrazek 15: Kontrola vykfizenych linii RNAi (2) a RNAi (3). 1. jamka - 100bp DNA Ladder|
2. jamka - kontrola templatu RNAi (2)| 3. jamka - kontrola pfitomnosti RNAi konstruktu u RNAi (2)]
4. jamka - kontrola templatu RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 1] 5. jamka - kontrola pfitomnosti RNAi konstruktu u
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RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 1| 6. jamka - kontrola templatu RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 3]
7. jamka - kontrola pfitomnosti RNAi konstruktu u RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 3| 8. jamka - kontrola
templatu RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 4| 9. jamka - kontrola pfitomnosti RNAi1 konstruktu u RNAi (2)+ADGF-
Amyc linie 4| 10. jamka - kontrola templatu RNAi (3)+ADGF-Amyc linie 2| 11. jamka - kontrola pfitomnosti
RNAI konstruktu u RNAi (3)+ADGF-Amyc linie 2| 12. jamka - kontrola templatu RNAIi (3)+ADGF-Amyc linie
4| 13. jamka - kontrola pfitomnosti RNAi konstruktu u RNAi (3)+ADGF-Amyc linie 4| 14. jamka - kontrola
templatu RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 5| 15. jamka - kontrola pfitomnosti RNAi konstruktu u RNAi
(2)+ADGF-Amyc linie 5| 16. jamka - prazdna.

Na zakladé tohoto vysledku jsem vybrala RNAi (2)+ADGF-Amyc linie 1 a 4, tyto linie
jsem smisila dohromady a pouzivala je déale jako jedinou linii "RNAi (2)+ADGF-Amyc".
Z RNAI (3)+ADGF-Amyc jsem vybrala a dale pouzivala linii 2.

PCR 4 - optimalizace teploty primerti pro RNAi (1)
Pouzity templat: RNAi (1)

Primer 1: pUASTforw

Primer 2: D1SarW

Predpokladand délka fragmentu: 500bp

Obriazek 16: Optimalizace teploty primerti pro RNAI (1). 1. jamka - 1kbp Ladder| 2. jamka - 58°C| 3. jamka -
60°C| 4.-6. jamka - prazdné.

Vybrala jsem teplotu 58°C.
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PCR 5 — kontrola vykfizenych linii na RNAi (1) a Myc tag
Pouzité templaty: RNAi (1) ; UAS-ADGF-A myc, linie 1 a 4-8, RNAi (1) vzeslych z kiizeni na
obrazku 8. a ADGF-Amyc

Kontrola myc tagu:

Primer 1: D1SarE

Primer 2: MY Ctag-RV

Ptedpokladand délka fragmentu: 925bp.

Kontrola RNAI (1):

Primer 1: pUASTforw

Primer 2: D1SarWPfedpokladana délka fragmentu: 500bp
Kontrola pfitomnosti templatové DNA:

Primer 1: AdoR-RTF

Primer 2: AdoR-RTR3

Predpokladana délka fragmentu: 360bp.

Obrizek 17: kontrola vykiizenych linii na RNAIi (1) a Myc tag.
A: 1. jamka - 100bp DNA Ladder| 2. jamka - kontrola pfitomnosti myc tagu u RNAi (1)+ADGF-Amyc linie 1|

3. jamka - kontrola pritomnosti RNAi (1) konstruktu u RNAi (1)*ADGF-Amyc linie 1]
4. jamka - kontrola templatu RNAi (1)+ADGF-Amyc linie 1| 5. jamka - kontrola pfitomnosti myc tagu u ADGF-
Amyc| 6. jamka - kontrola templatu ADGF-Amyc| 7. jamka - kontrola pfitomnosti RNAi konstruktu u RNAi (1)]
8. jamka - kontrola templatu RNAi (1)| 9. jamka - kontrola pfitomnosti myc tagu u RNAi (1)+ADGF-Amyc linie
4| 10. jamka - kontrola ptitomnosti RNAi (1) konstruktu u RNAi (1)*ADGF-Amyc linie 4| 11. jamka - kontrola
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templatu RNAi (1)+ADGF-Amyc linie 4| 12. jamka - kontrola pfitomnosti myc tagu u RNAi (1)+ADGF-Amyc
linie 5|

B: 1. jamka - 100bp DNA Ladder| 2. jamka - kontrola pfitomnosti RNAi (1) konstruktu u RNAi (1)+ADGF-
Amyc linie 5| 3. jamka - kontrola templatu RNAi (1)+ADGF-Amyc linie 5| 4. jamka - kontrola pfitomnosti myc
tagu u RNAi (1)+ADGF-Amyc linie 6| 5. jamka - kontrola pfitomnosti RNAi (1) konstruktu
u RNAi (1)*ADGF-Amyc linie 6| 6. jamka - kontrola templatu RNAi (1)+ADGF-Amyc linie 4|
7. jamka - kontrola pfitomnosti myc tagu u RNAi (1)*ADGF-Amyc linie 7| 8. jamka - kontrola ptitomnosti
RNAI (1) konstruktu u RNAi (1)*ADGF-Amyec linie 7| 9. jamka - kontrola templatu RNAi (1)+ADGF-Amyc
linie 7| 10. jamka - kontrola pfitomnosti myc tagu u RNAi (1)*ADGF-Amyc linie 8 11. jamka - kontrola
pritomnosti RNAi (1) konstruktu u RNAi (1)+ADGF-Amyc linie 8| 12. jamka - kontrola templatu RNAi
(1)+ADGF-Amyc linie 8.

Bohuzel se mi u obrdzku 17 opakované nepodafilo vymyt etidiumbromid a ladder je
Spatné Citelny. OvSem velikosti fragmentli odpovidaji a jsou dobie Citelné a tak jsem na
zékladé tohoto vysledku vybrala RNAi (1)+ADGF-Amyc linie 1, 4 a 7, tyto linie jsem smisila
dohromady a pouzivala je dale jako jedinou linii "RNAi (1)+ADGF-Amyc".

4.4 Western blot a dot blot
Meéla jsem zjistit, zda funguje RNAi - zda bude viditelny ubytek proteinu ADGF-A.

Abych mohla ADGF-A detekovat, musela jsem vykiiZit octomilky, které maji zarovenn RNAi
konstrukt a protein ADGF-A oznaceny myc tagem, na ktery je vytvofena monoklonalni
primarni protilatka. Proti primarni protilatce je sekundarni protilatka, ktera je konjugovana
s enzymem kfenovou peroxidazou (HRP - horseradish peroxidase). Pfi pfidani substratu
kienova peroxidaza katalyzuje reakci, pfi které je emitovano svétlo (chemiluminiscence).
Toto svétlo miizeme zachytit na rentgenovy film nebo pomoci specialniho pfistroje v digitalni
podobg.

Velikost fragmentu ADGF-A s myc tagem je 64kDa. Ovéteni se mi nedatilo a proto jsem

mnoho ¢asu stravila eliminaci chyb a opakovanim pokust.

Western blot 1

Protilatky: primarni: Anti c-Myc, antibody (SIGMA), fedéni 1:2 000
sekundarni: Stabilized Goat anti Mouse HRP conjugated (PIERCE), fedéni 1:2 500
Vyvoléavala jsem roztoky ECL - Zadny signal.

Pozd¢ji mi Skolitel fekl, ze zjistil, ze byla Spatnd sekundarni protilatka.
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Western blot 2
Protilatky: primérni: Anti c-Myc antibody, fedéni 1:2 000
sekundarni: Anti Mouse IgG (whole molecule) Peroxidase antibody produced in Rabbit
(SIGMA), fedéni 1:5 000
Pienos na membranu probehl spravné - kontrolni barveni Ponceau

Vyvolani Dura West - signélu je hodné¢, ale je rozmazany.

Western blot 3

Stejny postup jako u 2. western blotu, jen zkousim jiné fedéni sekundarni protilatky: 1:8
000 a 1: 20 000
Vyvolani Dura West - zddny signal (AZ pozdé&ji jsem zjistila, Zze Dura West nefunguje. To

bohuzel platilo i pro nasledujici pokusy).

Odstranovani problému a chyb
Namichala jsem vSechny roztoky nové, z novych chemikalii. Postupné jsem zkousela

jednotlivé protilatky a jejich fedéni.

Dot blot 1

Na malé ¢tverecky membrany jsem nakdpla po 2ul primarni protilatky (Anti c-Myc
antibody). Blokovala jsem 30 minut v pokojové teploté a nechala jsem inkubovat s rizné
fedénou sekundarni protilatkou (Anti Mouse IgG (whole molecule) Peroxidase antibody
produced in Rabbit).
Redéni sekundarni protilatky: 1:6 000, 1: 8 000, 1:40 000 a 1:80 000

Vyvolavala jsem pomoci Dura West - zadny signal.

Dot blot 2

Zopakovala jsem dot blot s plijcenymi roztoky, které jsou funkéni. Pouzila jsem PBST
misto TBST. Také jsem pouzila nasi a ptijcenou membranu. Na obé membrany jsem nanesla
2ul primarni protilatky (Anti c-Myc antibody), nechala blokovat 30 minut v pokojové teplote.
Na hodinu jsem ptidala sekundarni protilatku (Anti Mouse IgG (whole molecule) Peroxidase
antibody produced in Rabbit) na 1 hodinu a néasledné¢ promyvala 5x 10 minut
v PBST.

Vyvolavala jsem pomoci Dura West - zadny signal.
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Dot blot 3

Chtéla jsem vyzkouSet detekci, kterd je vidét pouhym okem. Proto jsem vyvolavala
pomoci DAB. Znovu pouZzivam ptijcenou i nasi membranu. Na obé membrany jsem nanesla
po 2ul riizné¢ nafedéné primarni protilatky (Anti c-Myc antibody) 1:10, 1:100, 1:1 000
a 1:10 000. Také jsem nanesla 2ul sekundarni protilatky (Anti Mouse IgG (whole molecule)
Peroxidase antibody produced in Rabbit) na naSi membranu a na pij¢enou membranu jsem
nanesla ptjenou sekundarni protilatku (bohuzel nevim nazev ani vyrobce). Membrany jsem
promyla 3x5 minut v PBST a 30 minut blokovala. Néasledné jsem pfidala sekundarni
protilatku. K nasi membrané nasi sekundarni protilditku fedénou 1:6 000. K pijcené
membran¢ ptij¢enou sekundarni protilatku fedénou 1:500. Nechala jsem inkubovat 1 hodinu.
V nésledujicim kroku jsem membrany promyla 5x 10 minut v PBST a vyvolavala DAB.

Obé& nanesené sekundarni protilatky zrizovély na obou membranach. Primarni protilatka
s navazanou sekundarni slabé zrtizovéla pouze u fedéni 1:10 na obou membranach.

To znamena, 7e¢ nase membrana v poiadku vaZe proteiny.Ze neni problém ve vazbé

sekundarni protilatky na primarni. A hlavné, ze primarni protilatka je Spatna.

Dot blot 4

Stale jsem pouzivala ptijcené chemikalie, ale nasi membranu. Na membranu jsem nanesla
Sul vzorka - lyzaty z drozofilich S2 bunék od Jana RyneSe (protein znaCeny Myc tagem)
a lyzaty octomilek ziskanych kiizenim z obrazkd 10, 11 a 12 a nechala je zaschnout.
Membranu jsem promyla 3x5 minut v PBST a nechala blokovat pfes noc v 4°C. Rano jsem
pridala primarni protilitku v fedéni 1:500 a nechala inkubovat 2 hodiny
v pokojové teploté. Dale jsem membranu promyvala 5x 10 minut v PBST a poté jsem ptidala
na 1 hodinu sekundérni protilatku fedénou 1:6 000. Po hodiné jsem membranu promyvala 5x
10 minut v PBST a vyvolédvala ECL.

Pouzité lyzaty: lyzaty bunék "Myc Tc T600", "Myc TcSS", "Myc C2", "Myc™, vykiizené
mouchy zobrazku 11: +/w;UAS-ADGF-Amyc/arm-Gal4;+/RNAi(2), +/UAS-ADGF-
Amyc;RNAi(2)/act-Gal4, +/w;UAS-ADGF-Amyc/arm-Gal4;+/RNAi(3), +/UAS-ADGF-
Amyc;RNAi(3)/act-Gal4, vykiizené mouchy zobrazku 10: RNAi(1)/w;UAS-ADGF-
Amyc/arm-Gal4, +/RNAi(1);+/UAS-ADGF-Amyc;+/act-Gal4, RNAi(1), RNAi(2), RNAi(3)
a ADGF-Amyec.
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Obrizek 18: Dot blot s pouzitim pijcenych chemikalii, nasi membrany a naSich protilatek. 1 - lyzat bun¢k "Myc
Tc T600"| 2 - lyzat bun€k "Myc TcSS"| 3 - lyzat bun¢k "Myc C2"| 4 - lyzat bun¢k "Myc™| 5 - +/w;UAS-ADGF-
Amyc/arm-Gal4;+/RNAi(2)| 6 - +/UAS-ADGF-Amyc;RNAi(2)/act-Gal4| 7 - RNAi(2)| 8 - RNAi(l)/w;UAS-
ADGF-Amyc/arm-Gal4| 9 - +/RNAi(1);+/UAS-ADGF-Amyc;+/act-Gal4| 10 - RNAi(1)| 11 - +/w;UAS-ADGF-
Amyc/arm-Gal4;+/RNAi(3)| 12 - +/UAS-ADGF-Amyc;RNAi(3)/act-Gal4| 13 - RNAI(3), 14 - ADGF-Amyc.

Dot blot 5

Déle jsem chtéla vyzkouSet zda funguji naSe roztoky a také rizné detek¢ni metody.
Pouzivala jsem naSe roztoky a naSi membranu. Na 3 ¢tverecky membrany jsem nanesla po
2ul priméarni protilatky fedéné 1:10, nechala zaschnout a 3x5 minut promyla v TBST.
Blokovala jsem membrany 30 minut v pokojové teploté a nasledné inkubovala se sekundarni
protilatkou fedénou 1:6 000. Promyla 5x 10 minut v TBST a vyvolavala 1) ECL, 2) Dura
West, 3) DAB.

Membréna s ECL dava krasny signdl. Membrana s Dura West nedava zadny signal.
A u vyvolavani pomoci DAB nebylo vidét nic, ale vim, ze pii 3. dot blotu bylo toto fedéni
velmi slabé viditelné.

Zjistila jsem, ze naSe roztoky jsou v pofadku a ze Dura West detekce nefunguje. Pfi

vyvolavani jsem zjistila, ze Dura West nefunguje, byla prosla.
Dot blot 6

Pouzila jsem naSe roztoky a plij¢enou primarni protilatku (Mouse anti-myc IgG, SIGMA)

Priméarni protilatku jsem fedila 1:5 000 a sekundérni 1:6 000 a vyvolavala ECL.
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Pouzité lyzaty: lyzaty bunek "Myc Tc T600", "Myc TcSS", "Myc C2", "Myc™, vyktizené
mouchy zobrazku 11: +/w;UAS-ADGF-Amyc/arm-Gal4;+/RNAi(2), +/UAS-ADGF-
Amyc;RNAi(2)/act-Gal4, +/w;UAS-ADGF-Amyc/arm-Gal4;+/RNAi(3), +/UAS-ADGF-
Amyc;RNAi(3)/act-Gal4, vykiizené mouchy zobrazku 10: RNAi(1)/w;UAS-ADGF-
Amyc/arm-Gal4, +/RNAi(1);+/UAS-ADGF-Amyc;+/act-Gal4, RNAi(1), RNAi(2), RNAi(3)
a ADGF-Amyc.

Obrazek 19: Dot blot s pouzitim naSich chemikalii, nas$i membrany a ptjéené primarni protilatky. 1 - lyzat
bun¢k "Myc Tc T600"| 2 - lyzat bun¢k "Myc TcSS"| 3 - lyzat bunék "Myc C2"| 4 - lyzat bunék "Myc™|
5 - ADGF-Amyc| 6 -RNAi(1)] 7 -+/RNAi(1);+/UAS-ADGF-Amyc;+/act-Gal4| 8 - RNAi(1)/w;UAS-ADGF-
Amyc/arm-Gal4| 9 - RNAi(2)| 10 - +/UAS-ADGF-Amyc;RNAi(2)/act-Gal4| 11 - +/w;UAS-ADGF-Amyc/arm-
Gal4;+/RNAi(2)| 12 - RNAI(3)| 13 - +/UAS-ADGF-Amyc;RNAi(3)/act-Gal4| 14 - +/w;UAS-ADGF-Amyc/arm-
Gal4;+/RNAi(3).

Western blot 4

Po nékolika dalSich netspé$nych pokusech jsem si vzorky pfenesla do jiné laboratote
a pouzila veskeré jejich roztoky. Pouzila jsem predpfipraveny gradientovy 5-17,5%
polyakrylamidovy gel. Nanesla jsem 20ul markeru a po 10ul vzorkt. Transfer probihal 1h pfti
250mA. Blokovala jsem 2,5 hodiny v 5% sunaru v pokojové teploté. Promyla jsem
v PBST 3x5 minut na tfepacce. Primarni protilatka (Mouse anti-myc IgG, SIGMA) fedéna
1:5 000 se inkubovala ptes noc pii 4°C. Réno jsem membranu promyla 5x 10 minut v PBST

a nechala 1 hodinu inkubovat se sekundarni protildtkou (Anti Mouse IgG (whole molecule)
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Peroxidase antibody produced in Rabbit) fedénou 1:6 000. Promyla jsem membranu
5x 10 minut v PBST a vyvolavala ECL.

Pouzit¢ lyzaty: vykiizené mouchy =zobrazku 11: +/w;UAS-ADGF-Amyc/arm-
Gal4;+/RNAi(2), +/UAS-ADGF-Amyc;RNAi(2)/act-Gal4, +/w;UAS-ADGF-Amyc/arm-
Gal4;+/RNAi(3), +/UAS-ADGF-Amyc;RNAi(3)/act-Gal4, vykiizené mouchy z obrazku
10: RNAI(1)/w;UAS-ADGF-Amyc/arm-Gal4, +/RNAi(1);+/UAS-ADGF-Amyc;+/act-Gal4,
vykiizené mouchy zobrazku 12: w;UAS-ADGF-Amyc/arm-Gal4;+/karel, +/w;+/UAS-
ADGF-Amyc;karel/act-Gal4 a ADGF-Amyc.

Obriazek 20: Western blot. 1. jamka - +/UAS-ADGF-Amyc;RNAi(3)/act-Gal4| 2. jamka - +/RNAi(1);+/UAS-
ADGF-Amyc;+/act-Gal4| 3. jamka - +/UAS-ADGF-Amyc;RNAi(2)/act-Gal4| 4. jamka - +/w;+/UAS-ADGF-
Amyc;karel/act-Gal4| 5. jamka - +/w;UAS-ADGF-Amyc/arm-Gal4;+/RNAi(3)| 6. jamka - +/w;UAS-ADGF-
Amyc/arm-Gal4;+/RNAi(2)| 7. jamka - RNAi(1)/w;UAS-ADGF-Amyc/arm-Gal4| 8. jamka - w;UAS-ADGF-
Amyc/arm-Gal4;+/karel| 9. jamka - ADGF-Amyc| 10. jamka - LMW marker.
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5. Diskuse:

Podaftilo se mi vykfizit transgenni mouchy s RNAi (1), (2) i (3) konstrukty a ADGF-A
s myc tagem. Pomoci PCR jsem ov¢éfila a vybrala pouze linie nesouci oba dva konstrukty.

Meéla jsem ovéiit dopad RNAi na gen ADGF-A pomoci dvou metod. Prvni metodou bylo
pocitani vitality transgentt s RNAi aktivovanou riznymi Gal4 drivery (Obr 5 a 6), (grafy
1, 2 a 3). Z grafl je zfetelné, ze vitalita téchto mutanti je sniZena minimalné. Vitalitu nejvice
snizuje RNAI aktivovana actin Gal4 driverem, nejmén¢ pak armadillo Gal4 driverem. Hemese
Gal4 driver snizuje vitalitu vice nez armadillo driver, coz naznacuje, Ze exprese v krevnich
bunkach je dilezita. Snizeni vitality je ale nevyrazné, je v ramci chybové odchylky. Pouze
u konstruktu RNAi (1) aktivovaného actin Gal4 driverem byla vitalita vyrazné sniZena.
Konstrukt RNAI (1) byl pfipraven nasi laboratoti (Dolezal, nepublikovéano) a lisi se sekvenci
od konstruktu RNAi (2) a (3) ptipravenych centrem VDRC. Méfeni vitality tudiz naznacuje,
ze nami pripraveny konstrukt ma silnéjsi tcinek piti RNAi, ovSem pouze pfi silné indukci ve
vSech builkach organismu pomoci actin Gal4 driveru. V takové kombinaci je efekt RNAi na
prezivani larev skoro srovnatelny s nulovou mutaci v genu ADGF-A (Dolezal et al. 2005
a tabulka 3), efekt na prezivani do dospélosti je pak jiz v porovnani s nulovou mutaci slabsi.

Pti vybirani larev +/arm-Gal4;RNAi (3) je spousta mrtvych vajicek a malé mnozstvi
zivych larev. Ovéfovala jsem, zda RNA1 v tomto konstruktu nemtize mit dalsi cil (off target).
Pomoci vyhleddvani moznych cili jsem na www.flybase.org zjistila, Ze jeden mozny cil
existuje. Je to neprozkoumany gen oznaCovany Dmel\CG14855, nachazi se na chromosomu
IIT a podle sekventni podobnosti je jeho pifedpovidana funkce spojena s kationovymi
transmembranovymi pienaseci. Ale konstrukt RNAi (2) mé stejnou sekvenci a tento jev se
u larev +/arm-Gal4;RNAi (2) nevyskytl. RNAIi (2) a (3) se li$i mistem inserce konstruktu do
genomu, coz muze ovlivnit, jak silné se konstrukt aktivuje, tudiz mohou i rtizné siln¢ vypinat
cile.

Druhou metodou mélo byt ovéteni pomoci western blotu — detekei a kvantifikaci mnozstvi
enzymu adenosin deamindzy. Prace s western bloty nebyla GispéSnd, protoze jsem opakované
meéla technické problémy. Tyto problémy souvisely stim, ze jsem pracovala s vadnymi
chemikaliemi, coz netusil ani nikdo jiny v laboratofi. Na vysledcich z dot bloti bohuzel
nemohu nic odhadnout, protoze jsem pouzivala nevhodné kontroly. Ze zacatku jsem nevédéla,
ze transgenni ADGF-A s myc tagem také musi byt aktivovan Gal4 driverem a pouZzivala jsem

jako kontrolu lyzat larev ADGF-Amyc, které ale transgenni protein skoro neexprimuji.
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A kdyz jsem na poslednim western blotu kone¢né¢ ziskala néjaky vysledek, tak jsem
bohuzel jiz neméla vzorky ani ¢as octomilky znovu vyktizit, abych mohla optimalizovat
fedéni protilatek a ziskat lepsi vysledek.

Vzhledem k tomu, Ze se mi nepodafilo kvantifikovat a¢inek RNAi pomoci western blotu,
mohu pouze spekulovat, zda RNAi v téchto pfipadech nefunguje nebo zda RNAIi neni tak
ucinna a exprimovany protein sta¢i na udrzeni normalniho fenotypu.

Zabyvala jsem se také otazkou, jak dalece je nutné ¢ekat na vylihnuti much a zda nestaci
pracovat jen spoCtem zakuklenych larev. Zjistila jsem, Ze rozdil mezi témito pocty je
minimalni. Bude-li tento néalez potvrzen na jiném pracovisti mize to vyrazn¢ zkratit dobu
podobnych experiment.

Nemdm moznost porovnat své vysledky s vysledky jinych laboratofi, protoze jsem
v dostupné literatufe nenasla praci sledujici vliv G€¢inku RNAIi na expresi enzymu adenosin
deaminazy. Mohu tedy pfedpokladat, ze téma této prace navrzené Skolitelem dosud nebylo

Zpracovano.

6. Zavér:

Rozdil ve vitalit¢ mezi kontrolnimi liniemi a liniemi s aktivaci RNAi je minimdlni.
Vzhledem k velikosti tohoto rozdilu nelze vyloucit, Ze jde o ndhodny rozdil. Vyjimkou je
aktivace pomoci actin-Gal4 driveru, kde doslo k vyraznéjSimu snizeni vitality. Toto plati
pouze pro linii RNAI (1). Rozdil u linii RNAi (2) a (3) je mensi. Tudiz kombinace act-Gal4
RNAI (1) se jevi jako slibny néstroj pro aktivaci RNAi u genu ADGF-A.

Zjistila jsem, Ze je jasny vztah mezi zakuklenim a vitalitou — kdyZ uz se moucha zakukli,
tak prezije. Nalez, ze rozdil mezi poctem zakuklenych a vylihnutych drozofil je tak
minimalni, Ze pfi praci s touto metodou fesici podobnou otazku se nemusi ¢ekat na vylihnuti,

kdyby se tento nélez potvrdil na jiném pracovisti.

38



7. Pouzité zkratky:

Act...ccoenennee. actin Gal4 driver

ADGF.......... adenosinedeaminase related growth factor = rtstovy faktor ptibuzny adenosin
deaminaze

ADP............ adenosin difosfat

AMP........... adenosin monofosfat

Arm.............. armadillo Gal4 driver

ATP............ adenosin trifosfat

DAB ............ o-diaminobenzidin

dH,0............. destilovana voda

DNA............ deoxiribonukleova kyselina

dsRNA.......dvouvldknova RNA

ECL.............. roztok pro vyvolani chemiluminiscence

GFP.............. green fluorescence protein = zeleny fluoreskujici protein

He..oooovvienenne hemese Gal4 driver

HRP.............. horseradish peroxidase = kfenova peroxidaza

ot/min........... otac¢ek za minutu

P2X, P2Y, AdoR.......adenosinové receptory

PCR.............. polymerase chain reaction

RISC.......... RNA induced silencing complex = uml¢ovaci komplex vyvolany RNA

RNA.......... ribonukleova kyselina

RNA.I......... RNA interference

RNaza........ enzym Stépici RNA

SCID........... severe combined immunodeficiency disease = vazna kombinovana
imunodeficience

siRNA........ small interfering RNA = kratka interferujici RNA

ssRNA........jednovldknova RNA

UAS........... Upstream Activation Sequence
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9. Prilohy:

Casové osy kukleni a lihnuti drozofil.

Tabulka 4: Casova osa kukleni a lihnuti, prvni pokus

D %
Linie 120h 144h 168h 192h |Dospélci
Yw 30,85 61,70 63,74 65,22 57,56
+/RNAi(1);+/arm-Gal4 49,21 71,48 71,48 71,48 64,13
+/RNAi(1);+/He-Gal4  |36,90 69,77 70,27 70,27 62,67
+/arm-Gal4;+/RNAi(2) | 24,54 60,37 72,31 72,87 63,00
RNAIi(2)/He-Gal4 29,17 68,19 69,86 69,86 65,60
+/arm-Gal4;+/RNAi(3) 41,80 70,08 73,89 74,37 64,41
RNAI(3)/He-Gal4 20,40 68,00 72,00 72,67 68,00
ADGF-A*"/ADGF-A**" | 14,50 22,00 23,00 24,00 0,00

¢asova osa kukleni

120h

144h

168h 192h | Dospélci

D %

Oyw

B +/RNAIi(1);+/arm-Gal4

E +/RNAIi(1);+/He-Gal4

@ +/arm-Gal4;+/RNAi(2)

@ RNAI(2)/He-Gal4

B +/arm-Gal4;+/RNAI(3)

@ RNAI(3)/He-Gal4

m ADGF-Akarel/ADGF-Akarel

Graf 4: Casova osa kukleni a lihnuti, prvni pokus
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Tabulka 5: Casova osa kukleni a lihnuti, druhy pokus

Kukly
D %
Linie 120h | 132h | 144h | 156h | 168h | 180h | 192h
Oregon 0,00 | 56,67 | 80,00| 80,00| 80,00| 80,00| 80,00
RNAI(1) 2,00| 70,67 | 78,00 | 82,00 82,00 | 82,00 | 82,00
+/RNAi(1);+/arm-Gal4 0,67 | 67,33| 77,33 | 79,33 | 80,00 | 80,00 | 80,00
+/RNAI(1);+/He-Gal4 8,00 | 75,33 | 80,00 | 82,67 | 84,00| 84,00 84,00
+/RNAI(1);+/act-Gal4 2,34| 26,79| 32,16 | 33,04 | 33,04 | 33,04 | 33,04
+/arm-Gal4;+/RNAi(2) 1,33| 65,33 | 66,67 | 68,67 | 68,67 | 69,33 | 69,33
RNAI(2)/He-Gal4 6,00 | 64,67 | 65,33| 70,00| 70,00| 70,00| 70,00
RNAI(2)/act-Gal4 7,04 | 44,70 | 55,75| 58,60 | 58,60 | 58,60 | 58,60
+/arm-Gal4;+/RNAi(3) 3,70| 52,31 | 54,54 | 59,35| 59,35| 59,35| 59,35
RNAI(3)/He-Gal4 8,33 | 57,99| 60,52 | 63,85| 65,57 | 66,42 | 66,42
RNAI(3)/act-Gal4 0,00 | 46,55 | 64,52 | 66,34 | 66,34 | 66,34 | 66,34
ADGF-A“"®/ADGF-A%"" 0,00| 5,64|24,96| 27,82| 27,82| 29,02 | 29,57
Dospélci
D %
Linie 216h | 228h | 240h | 252h | 264h | 276h | 288h | 300h | 312h | 324h
Oregon 0,00 | 18,89 50,00 | 70,00 | 76,67 | 76,67 | 76,67 | 76,67 | 76,67 | 76,67
RNAI(1) 0,00 | 16,00 | 66,67 | 76,67 | 78,67 | 78,67 | 78,67 | 78,67 | 78,67 | 78,67
+/RNAi(1);+/arm-Gal4 0,00| 8,67|50,00]|72,00|76,67|77,33|77,33|77,33|77,33|78,00
+/RNAi(1);+/He-Gal4 0,00 | 16,00 | 66,00 | 76,00 | 79,33 | 79,33 | 80,00 | 81,33 | 81,33 | 82,00
+/RNAIi(1);+/act-Gal4 0,62| 8,82|25,15|26,03|26,90 | 28,66 | 29,45 | 29,45 | 29,45 | 29,45
+/arm-Gal4;+/RNAi(2) 0,00| 6,00|56,67|62,67|65,33|65,33|66,67 | 66,67 | 66,67 | 66,67
RNAIi(2)/He-Gal4 0,00|11,33|60,00 | 65,33 | 66,00 | 67,33 | 68,00 | 68,00 | 68,67 | 68,67
RNAI(2)/act-Gal4 0,00| 1,79]22,70|37,07|50,27 | 50,27 | 50,27 | 50,27 | 50,89 | 51,51
+/arm-Gal4;+/RNAi(3) 0,00| 1,11]42,22|49,72|51,94|51,94 | 55,65 | 55,65 | 55,65 | 55,65
RNAI(3)/He-Gal4 0,00|15,03|51,24 | 61,35 | 63,02 | 64,74 | 65,57 | 66,41 | 66,41 | 66,41
RNAI(3)/act-Gal4 0,00| 0,00|23,14|51,19|61,52|63,89 | 63,89 | 63,89 | 63,89 | 63,89
ADGF-A“"®/ADGF-A%"" 0,00| 0,00| 3,33|12,22|13,89|15,56 | 15,56 | 15,56 | 15,56 | 15,56
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