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1.UvoD

1. 1. Imaginal Disc Growth Factors

Rodinaldgf u D. melanogastema Sestlend, jez maji dosti podobnou sekvenci ale
liSi se specificitou exprese. P&vpopsanytlen rodiny byl nazvan DS47 (Kirkpatrick et
al. 1995) a svym biologickym ¢inkem je spiSe podobny ostatnim homolognim
proteinim, které byly popsany u ostatnich skupin Zight, od hmyzu az po obratlovce.
DS47 je produkovan embryonalni inou linii, steji tak velkacast homologickych
geni byla objevena v souvislosti s antibakterialni odjold, nag. genyAgBR1laAgBR2
které se exprimuji jako odp&¥ na bakterialni infekci u komara (Shi and Paskewitz
2004), a homology génldgfl-5 u Glossina morsisitansnorsisitans(Attardo et al.
2006). Na zaklatl DNA-cipové analyzy, provashé exprese génriaznymi stimuly byly
indukce IDGF zji&ny jako sodast odpowdi na infekce gramnegativhimi a
grampozitivnimi bakteriemi i na porami, jako sodast jakéhosi hmyziho ,strupu” po
poraréni i jako geny specifické pro imaginalni d¢ky (IDGF4, DS47) (Karlsson et al.
2004; Irving et al. 2005; Vierstraete et al. 2004).

Bilkoviny podobné IDGF byly nedavno popsany iclovéka: jedna se o dva
podobné proteiny HC-gp39 (kédujici gen chitinasiék&-1) a YKL-40 (kédujici gen
chitinase 3-like 2), které sea@stni zagtlivych proces (Hakala et al. 1993; Hu et al.
1996). Protein HC-gp39 byl nalezen v synovialniutek pacientt s revmatickymi
chorobami a osteoartritidou. Soudi se, Ze vysokgabbtchto proteid souvisi s
udrzovanim homeostazedchto tkanich (Recklies et al. 2002).

Proteiny IDGF byly prva popsané ustové faktory u bezobratlych vykazujici
sekverni piibuznost k chitinazam, ze kterych sejm¢ vyvinuly (Kawamura et al.
1999), a spolu s ostatnimi sekeré pribuznymi homology jeadime mezi Chitinase
Like Proteins (CLP) genové rodiny 18-glykosyl hyidwo (Badariotti et al. 2006).
Nékolik dalSich CLP postradajici enzymatickou aktivitylo popsano u sat¢Chang et
al. 2001; Shackelton et al. 1995; Buhi et al. 1996)

Vyjma diptera, tak u ostatnich skupin hmyzu nalézguuze po jednom zastupci
rodiny Idgf. Paiti sem homologicky gen bource (Tsuzuki et al. 200&poPieris rapae
(Asgari et al. 2004). Zastupce CLP byl objeven meékkysi. Koédovany protein je
funkéné vice podobny homoldgn popsanych u saitmez drozofilimélenam Idgf. Dale

z tohoto srovnani vyplyva, Zeiyod proteii saha az k p@tku evoluce zivéchi.



Béhem evoluce vysSich dipter museli@jm¢ dojit k duplikaci &échto geri, kdy wtSi
pocet ristovych faktol mohl napomoci pro rychlou metamorfézu diptera (@autti et
al. 2006).

Je zndma krystalicka struktutdgf2 (Varela et al. 2002). Srovnanim sekvenci
aminokyselin chitindz a IDGF Ize zjistit, Zddgf2 doSlo v pozici 132 ke zén¢ klicové
skupiny Glu, pitomné v chitinazach, na GIn, coZlm za nasledek ztratu hydrolytické
aktivity. Nezbytnost Glu v aktivnim misfe dok&zana cilenou mutaci provadu na
bakterialnich chitindzach (Sun et al. 2001). Prete¢ nadale zachovalo vazebné misto,
ziskaly novou schopnost vazat se jako lektin nameslozky membranovych protéin
na povrchu buk pripadré patogei (Varela 2002). Obdobnou zé&mu klicové skupiny
nalézame u ostatnich zasttpCLP postradajicich hydrolytickou aktivitu (Sun adt
2001; Fusetti et al. 2003).

Z vyzkumi provadtnych v nasi laboratobylo zjiS€no Ze proteiny IDGF podporuji
rast in vitro (Kawamura et al. 1999). Daleigek proteinu IDGF2 mé za nésledek
aktivace obranych mechanigmjako nap. Antimikrobialnich peptid. Signalni drahy,
které kontroluji spushi obranych mechanizinse zdaji byt moznym cilemigobeni
proteimi IDGF. Bylo zjiS€no, Ze IDGF2 rozpoznava a vaze cukerny motivaGal
3(Fuml-2)Gap1-3GIcNAG. Tohoto poznatku bylo vyuZito pro vytkeni mutantni
verze proteinu IDGF2, kde je Zména aminokyselina aspartamin v pozici 115 na
alanin. V doB, kdy byla vytvdena RTG struktura, nebyl znam vazebny cukr a skupin
se snazila do vazebného centra zabudovat N-aagtglshmin (Varela et al. 2002).

Protoze bylo zjigno, Ze po fidani IDGF2 k biikam dochazi k indukcidgkterych
geni, byly pfipraveny reportérové konstrukty promotor + lucifexd pro sledovani
funkénosti proteinu IDGF2. Ve své praci se snaZzitipravit buré¢né sublinie stabika

exprimujici reportérové konstrukty a zavedeni meestiovani funkce IDGF2.

1. 2. Imunita

Prirozenou obranyschopnost proti patog@nnajdeme u vSech mnohol&inych
organiznti, od hmyzu aZz po savce. Pouze u favalezneme i tzv. ziskanou imunitu,
ktera je zaloZena na produkci protilatekirézena imunita rozeznava konzervované
motivy patogefi jako jsou nap slozky bakteridlnich &b. DalSim spoknym rysem

piirozené imunity je konzervovanost signalnich driteré ji ¥idi, proto lze pouzit



modelovy organizmusDrosophila melanogastempro pochopeni échto burénych
pochodi (De Gregorio 2002).

U drozofily se imunitni odpasd sklada ze iech ¢asti: (1) krevnimi bikami
zprostedkovana fagocytdéza a ,,enkapsualizace”, (2) plyteka kaskada vedouci
k tvorbé melaninu a (3) sekrece antimikrobialnich pep(idzou et al. 2002).

Bunéénou odpo¥d zaji'uji krevni buiky nazyvané hemocyty. Podle morfologie se
déli na plasmatocyty, lamellocyty a krystalovéiky. Plasmatocyty jsou nejpetrgjsi
a fagocytuji bakterie a jiné cizoroddéstice. Pro obranu protiétsim paraziim, jako
nag. vajicka parazitickych vos, slouzi kapsule itwoé dlazdicovymi lamellocyty.
Krystalové buky maji ulohu pi tvorbé pro mikroorganizmy toxického melaninu, ktery
je ukladdan kolem okréjran a cizich objekt(Aggarwal and Silverman. 2008).

ProtoZze hmyz jeiiiliS maly pro skr hemocyt a nasledny vyzkumdinnych latek,
které produkuji, je zatim nejlépe pochopena humoradipovd’, konkrét produkce
antimikrobiélnich pepti@l (dale jen AMP) (Lavine and Strand 2002). U drayofi
nalezneme asi 34 AMPs ttioich osm genovych rodin.&koliv se tyto rodiny liSi ve
velikosti a aminokyselinovém sloZeni, daji se aaleklit podle biologické funkce, tedy
odpowd na napadeni houbami nebo gramnegatividingrampozitivnimi bakteriemi.
Jen rkolik hodin po rozpoznani patogena dosahuji mikr@mdch koncentraci
v hemolymg. K produkci AMPs dochazi v tukovéndlése, ekvivalentu s&ich jater
(Hultmark 2003).

Imunitni odpoed u drozofily, tak jako u sawg je fizena d¥mi vyvojowe
nezavislymi signalnimi drahami, které ale spolyisig miry interaguji. Aktivace drahy
Toll je zpisobena fitomnosti grampozitivnich bakterii a hub, oprotinto na infekci
gramnegativnimi bakteriemi odpovida draha Imd (Mieete et al. 2004).

Toll je transmembranovy receptor, pévabjeveny pi embryogenezi, nezbytny pro
vytvoreni dorso-ventralni osy. rifomnost patogena vede aZz k aktivaci dvou
transkrignich faktofi Dif a Dorsal. Uloha Dorsal jefevazr pii embryogenezi, Dif je
vice dilezity pro imunitu a transkripci AMPs (Tauszig &€t 2000). Zatimco u savcse
tato draha &astni vyhradéimunitni odpo¥di, coz je pravépodobré pavodni funkce, u
hmyzu ziskala je&tdalSi Ulohu spjatou s vyvojem (Imler et al. 2004).

Draha Imd (Immune deficiency) vede k aktivaci tiai®niho faktoru Relish, ktery
mimo to také dale inhibuje drahu JNK. Tato dréhaaldivni @i embryogenezi,
konkrétre pii uzavirani embrya, & ktery je podobny procesuriphojeni ran, i némz

je IJNK takeé aktivni. JNK zde né&akuje pi aktivaci AMPs ale jako odp@d’ na stres



vyvolany poragnim afidi expresi jinych gen které jsou spojené s imunitni odgdi
(Ramet et al. 2002, Silverman et al. 2003). Zajiynptiklad toho, Ze regulac&dhto
dvou drah neni doposud zcela pochopena, je regdtBs v zazivacim ustroji a
epitelu trachei u drozofily. Zde je jedinym regol@®m odpowdi draha Imd, ktera zde
piebira roli drahy Toll (Buchon 2009 ).

Pro aktivaci Toll a Imd slouzi rodina receftanzeznavajici konzervované motivy
patogeri. Jsou to komponenty b&mych sén bakterii, tzv. peptidoglykany, které jsou
rozeznavany ,,Peptidoglycan Recognition ProteinGRIP). Houby aktivuji Toll

receptor jinym zppsobem, vedouci rovnou k aktivaci receptoru (Taingile2005).

1. 3. Inzulinova drha

S postupem doby afipyvajicimi poznatky inzulinova drahargstala byt pouze
drahou kontrolujici metabolizmus Zivin. Tato draba zda byt zahrnuta do vSech
burg¢nych &ja, jako je vyvoj, dleni a fst burek, velikost tla, starnuti a smrt.
Molekularni mechanizmy (od aktivace receptoru az zmenu transkripce) jsou
neuwtitelné konzervované, s&v inzulin funguje u zastugcbezobratlych, jako je
modelovy organizmuBrosophilamelanogaste(Garofalo et al. 2002).

Aktivace z&ina navazanim inzulinu na receptor (InR), transnmantdyy
glykoproteid, sloZzeny ze dvou podjednotel dvou podjednoteB. Navazani inzulinu
naa podjednotky zfisobi dimerizaci receptoru. Dojde klgizeni transmembranovych
podjednotekp, a jejich vzdjemné fosforylaci (inzulinovy receptpa¥i do rodiny
receptorovych tyroxine kinase) (McKern et al. 2008ktivovany receptor fosforyluje
svij substrat (u drozofily nazyvanghico) (Bohni et al. 1999). Tenipdava signal dale
a reaguje s PI3K (Phosphatidylinositol  3"-kinas®)J3K katalyzuje fosforylaci
v membras se vyskytujiciho phosphatitilinositol-4,5-fosfgf@lP2) na PIP3. Molekula
PIP3 funguje jako druhy posel a nahla ¢ma jeji koncentraci Zisobi lokalizaci
protein, které maji ve své molekuléipmnou tzv. PH doménu (pleckstrin homology),
ktera se vaze na PIP3 (Varnai et al. 1999). Jedamar supresorovych géne Pten,
jehoz produkt pevraci smir reakce ve prosggh PIP2, je negativnim regulatorem PI3K
(Goberthan et al. 1999). PIP3 aktivuje kindzu AKBP(proteine kinase B), ktera dal
fosforiluje velké mnoZzstvi substfatAktivovana Akt vstupuje do jadra a tam aktivuje
nebo inhibuje zné transkripni faktory. Doposud nejprozkoumgsi cil Akt je
transkrigni faktor FOXO (Forkhead Box class O). Pokudikaihladovi, je inzulinova



draha vypnuta a FOXO je aktivni. FOXO transkribggmy, které v promotoru obsahuiji
Insulin Response Element. Nejznfén jsou represor transkripce 4EBP a samotny
inzulinovy receptor, ktery podléha autoreguladi. Ztnén¢ Zivin je draha citli¢jSi na
aktivaci inzulinem v dsledku zvySenéeho ptu InR (Puig et al. 2005)

Inzulinova draha je slo&itspojena s jinymi drahami, které jsou také vysoce
konzervované a reguluji vyvojist a diferenciaci nebo s&asto podileji § vzniku
nadofi. Na Urovni InR a jeho substratGhico se Kkizi s drdhou Ras/MAPK
(Ras/Mitogen activated proteine kinase pathwayj)o Taaha je vysoce konzervovana a
Gcastni se mnoha prodepri vyvoji organizmu (Oldham et al. 2002). DalSi drxaktera
pavodre kontrolovala bu&ny rist a diferenciaci na zakladlostupnosti Zivin je TOR
(Target Of RapamycinRizeni této drahy setiZi s inzulinovou na Grovni kindzy Akt
(Goberdham et al. 2003). Tato kinazeagstavuje uzel, ve kterém dochazi k interakci s
dalSi drahou, JNK (Jun N-terminal kinase). Ta javak ptfi embryogenezi a hojeni ran,
pii stresu navozuje vstup do apoptdzy, kterou vSajisach okolnosti inhibuje (Luo et
al. 2007).

Velikost organizmu je kontrolovanaldnim a fistem bugk. Mutace v jednotlivych
komponentach signalnich drah maji za nasledek mastdni poet ¢i velikost burgk
nebo oboji. Zji&nim na jakém stupni regulace se stala chyba je mdéaze fisoudit
sttZejni funkci (Sancak 2007). Doposud vSechny popséelg INR jsou embryonan
letalni. To dokazuje nezbytnost drahyi pvyvoji. Fenotyp Chico mutanti je
charakteristicky redukci velikostla, ktera je zfpsobena zmenSenim ¢ia burek tak i
jejich velikosti (Bohni et al. 1999). Obdobmutace v PI3K, PTEN a Akt/PKB vedou
ke znen¢ ve velikosti a p&tu burek. Naopak nadprodukce enzyn®PI3K a Akt vede
pouze k z¥tSeni velikosti buék, jejich paet vSak #stava konstantni. Toto zj&ti
naswdcuje tomu, Ze k aktivaci drah vedouci k prolifergeinutna jest spoluast

ostatnich drah, nejpra¥dodobrji vySe popsanych (Brogiolo et al. 2001).



1. Cile prace

1) Priprava reportérovych konstrukha bazi luciferazy pro detekci funkce IDGF2
2) Priprava stabilnich busdnych linii.

3) Purifikace proteifi IDGF afinitni chromatografii z hmyzich btk

4) Srovnani dinka IDGF2, mutantni formy DGF2 a rostlinnych lektipomoci

reportérovych tefit



2. Materialy a metody
3.1. Pokusné organismy
« Drosophila melanogaster (z chovu na ENTU) dositi pouziti k izolaci DNA
» Escherichia coli kmen DH® byl pouZit k gipraw kompetentnich buk
* Adherentni bu&na linie S2 odvozena z embryonalnich &unDrosophila

melanogaster
3.2. Riprava reportérovych konstrukti

3.2.1. Fiprava konstruktu FOXO-Luc
Sekvence oligonukleotidtvorici Insulin Response Element (IRE), na ktery seevaz
transkrigni faktor FOXO, byla navrzena podle Puig et. alO@0 Na 5" konec byly
pridany nukleotidy tvéici po ,,annealingu”iecnivajici kohezivni konce (sekvence viz
piiloha¢.1).
,»Annealing“ oligonukleotida
SlozZeni reaéni snesi: 1ul primeru IREF (1 ngll) + 1 ul primeru IRER (1 ngil) + 16
ul dd H;O. Sn&s byla inkubovana 1 minip94°C a poté nechana vychladnout.
Fosforylace oligonukleotidi
SloZeni reagni smesi: 1 ul predchozi srssi + 7ul dd H,O + 1ul PNK buffer (Biolab) +
1 ul T4 Polynukleotide kinase (Biolab). Inkubovan@ad&min za pokojové teploty.
Restrikéni Stépeni vektoru pGL2 basic(Promega)
Vektor byl sodasre S€pen restriknimi enzymy Hind 11l a Xbo |
SloZeni restrigni snesi : 66ul dd H,O + 7ul NE Buffer 2 (Biolab) + 1ul BSA (Biolab)
+ 2 ul vektor pGL2 basic (1 ngl) + 2 ul Hind Il (Biolab) + 2 ul Xbo I (Biolab).
Inkubace byla provama ges noc i 37°C, inaktivace enzyin prokshla 20 min. pi
65 C.
Izolace vektoru
NaStipany vektor bykisten provedenim elektroforézy (1,5% agarozovy gel, V120
barveno ethidiumbromidem). Stanoveni velikosti fnegti bylo za pomoci standardu
molekulovych vah (GeneRulét 1 kb DNA Ladder, Fermentas). Vektor byltianut
pod UV lampou a f&cistén pomoci ,,QIAquick Gel Extraction Kit* dle navodu.



Ligace

SloZeni ligé&ni snesi : 3 ul dd H,O + 5ul fosforylovanych oligonukleotidl + 10 pl
vektoru (40ug/ul) + 1 pl ligation buffer (Fermentas) +l ligasa (Fermentas)

Inkubace byla provamha Fes noc fi 16°C, ukorteni reakce praihlo uloZzenim do
-20° C.

Transformace bakterii

Do 100 ul kompetentnich bék Escherichia coli DH5a bylo pridano 2 ul
merkaptoethanolu a 5 pl plazmidu iegchozi reakce, promichano krouzenim.eSm
byla nechana 20 min stat na ledu. Poté byl provadpelny Sok pori@nim na 40
sekund do 4Z horké vodni lazha vracenim na led. Ke $8i bylo gidano 500 pl
tekutého LB média. Ve bylo inkubovano 45-50 min3a’C v trepace.

Na predem pipravené agarové misky (obsahujici tuhé LB médiupfidanym
ampicilinem o konéné koncentraci 100 mg/ml) bylo naneseno po 100 gktdsialni
smési a rovnomdrng rozeteno. Inkubace pratla 15-18 hodin $ 37°C v inkubéatoru
dnem vzliiru (prvni hodinu misky z 2/3 odkryté dnem d@lgro odpa@eni gebyt&né
tekutiny). Na dkaz zaklonovani spravného fragmentu bylo proveddDB.

Pro owieni konstruktu FOXO-Luc byl navrzen primer zahroujb6” koncové
restrikéni misto, do kterého bylo klonovano, aak IRE. Tento primer byl pouzit
v kombinaci s primerem pro vektor pGL2 basic.

Slozeni reakéni smési

PCR reakce #a objem 12,5 pl a obsahovala tyto slozky: 7,281giH,0O + 1,25 ul
10x Ex Taq pufru (TaKaRa) + 1,0 pl dNTP (2,5mM kazdaKaRa) + 0,75 pl Primer
forvard (5 uM) + 0,75 ul Primer revers (5 uM) +0®ul TaKaRa Ex Tag polymerazy
(5 jednotek/ul). Reakce byld@ipravena na ledu,fgani polymerazy byl posledni krok.
Jako templéat poslouzikaast kolonie, ktera byla resuspendovana v 20 ul gd &lcca 5
min povdena pi 94°C.

PCR program

Amplifikace prokghla ve 30 cyklech,ipteplotach 94°C 30 sek., 53°C 30 sek., 72°C
1 min.; s Gvodni denaturaci 94°C 1 min. aé&e&nou extenzi 72°C 5 min. (Biometra
cycler).

Izolace plasmidu z pozitivnich klori

Kolonie byly preneseny do 3 ml tekutého LB média obsahujici ahimpitkone&na
koncentrace 100 mg/ml) a kultivovany 6 hodin37°C v f¥epace. Touto kulturou bylo
naatkovano 200 ml stejného média a kultivovano asid@itn Plazmidy byly izolovany



pomoci kitu firmy Qiagen ,,QIAGEN Plazmid Midi Kit* dle névodu. MnoZstvi
izolovaného plazmidu bylo stanoveno na spektrofetomBioPhotometr (Eppendorf)

Sekvend&ni smés
Pro sekvenovani byl pouzit ,,BigDye Terminator . Lycle Sequencing Kit”.

Ya reakni smes (20 pl)

Slozeni readni snesi: 2,0 pl sekverimiho mixu + 3,0 pl 5x sekve#aiho pufru + 1.0
ul primeru (5 uM) + 0,5 - 1 pg plazmidu, vSe dapio dd HO do 20 pl

Sekvend&ni program
Sekvenani reakce pro&hla v 35 cyklech p teplotach 96°C 30 sek., 50°C 30 sek., 60°C
4 min.; s Uvodni denaturaci 96°C 3 min. (Biometrelar).

PreiSténi sekven&ni reakce pomoci Sephadexu a aerosolovych &gk

Hydratace SephadexuPro gipravu 10 sloupgka bylo rozmichano 0,5 g Sephadex
G-50 v 7 ml MilliQ HO. Bylo ponechano minimaé5 min stat fi 4°C.

Priprava sloup&ku: 1 ml aerosolova Sgka byla @iznuta cca 5 mm pod filtrem a
umiseéna do 1,5 ml mikrozkumavky. Roztok Sephadexu lifdladné promichan. Bylo
naneseno 400ul na kazdy slotgle a byla protléena pebyte&na voda. Bylo naneseno
dalSich 400 pl a steno 2 min p 1 000 g. Sloupgky byly umisény do novych 1,5 ml
mikrozkumavek.

Cisténi sekvena@ni reakce: Sekvenani reakce byla nanesena na sloupek
sephadexu. Povrch by néhobsahovat n@astoty a nenl by byt popraskany. Sloupley
byly umisgny v centrifuze ve stejné orientaci acgoy 2 min. pi 1 000 g. PeciSténa
sekvenani reakce byla vysuSena ve Speed-Vac (cca 20 min).

Vyhodnoceni sekvenci
K vyhodnoceni sekvenci byl pouzit automaticky selater ABI PRISM 3130xl
(Applied Biosystens) (Biologické centrum AR UMBR, Laboratd genomiky).

3.2.2. Fiprava konstrukta obsahujici promotorové oblasti gei ,,Matrix
Mettaloproteinase” (CG4859) afear of intimacy (CG6817)

Byly vybrany geny u kterych byla vlivem IDGF2 zvygeexprese u bgk CI8+
(prace doktora Zurovce a Mgr. Eerové, nepublikované data)

Izolace genomové DNA

Genomova DNA byla izovovana z den starych dixsp pomoci kitu ,,Qiagen

DNeasy Tissue Kit* dle navodu vyrobce.



Amplifikace fragmenta metodou ,,Nested PCR*

Byly navrzeny primery, které zahrnovaly oblast @300 bp ,,upstream” od étku
transkripce. Prvni amplifikace byla za pouzitépgich primet. SloZeni PCR s#isi bylo
viz.nize. Druh& amplifikace prébla z vnitnich primei, které obsahovaly na 5° konci
restrikini mista a jako templat byl pouzit 1 piledchazejici PCR reakce. Sekvence
primert viz piiloha I.

SloZeni PCR snsi

PCR reakce #fa objem 12,5 pl a obsahovala tyto slozky : 6,28qtH0O + 1,25 pl
10x Ex Taq pufru (TaKaRa) + 2,0 pl dNTP (2,5mM kazdaKaRa) + 0,75 pl Primer
forvard (5 uM) + 0,75 pl Primer revers (5 uM) + f0Templatova DNA (100 ng/ul) +
0,05 pl TaKaRa Ex Taqg polymerazy (5 jednotek/ul)0;01 ul Fermentas Pfu
polymerazy (2,5 jednotek/ul). Reakce bylgppavena na ledu,flani polymerazy byl
posledni krok.

PCR program
Amplifikace protéhla ve 30 cyklech, ip teplotach 94°C 30 sek., 5 30 sek., 7 2
min.; s Gvodni denaturaci 94°C 1 min. a&é&snou extenzi 72°C 10 min. (Biometra
cycler).

Restrikce acisténi PCR produkti
Slozeni reakni snesi: 50 pl PCR produktu + 6 pul NE Buffer 2 (Biolab)l pl BSA
(Biolab) + 1,5ul Hind 111 (Biolab) + 1,5ul Xbo | (Biolab)

Inkubace byla provagha gres noc ji 37°C, inaktivace enzyinprokshla 20 min. pi
65C. Nastipané PCR produkty byly adehy provedenim elektroforézy (1,5%
agarézovy gel, 120V, barveno ethidiumbromidemangveni velikosti fragmetitbylo
za pomoci standardu molekulovych vah (GeneRUYldr kb DNA Ladder, Fermentas).
Fragmenty byly viiznuty pod UV lampou a igisteny pomoci ,,QIAquick Gel

Extraction Kit* dle navodu.

Nasledujici kroky byly shodné jakdimpiipraw konstruktu FOXO-Luc. Pro @veni
spravnosti konstrulit bylo opst pouzito ,,Nested PCR". Prvni amplifikace pfbla
z vrejSich primed pro vektor pGL2, druhé kolo amplifikace, sloZzeeakni snesi a

PCR program byly stejné jakdimmplifikaci fragmeni.
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3.3. Prace s biikami

3.3.1. Média

S2 buiky byly péstovany v Schneider’'s medium (Sigma) obsahujicRd@-BS,
1 % penicilin a streptomycin a insulin 0,125 [U/(8ligma) (dale jen CM). Minimalni
médium (MM) neobsahovalo FBS ani insulin a sklada@ Schneider's medium a 1 %
penicilin a streptomycin. Pro izolaci prot@inDGF byly buiky péstovany v médiu o
sloZzeni shodném s CM jen na misto FBS obsahovals 18sect medium supplement
(Serum supplement medium SSM) (Sigma)

Média byly sterilizovany pomoci fillrs porozitou 0,22 um (Biotech)

3.3.2. Rozmrazovani buik S2

Bunky v 10% DMSO byly vyjmuty z tekutého dusiku, rozbeni (zativanim
v dlani) a geneseny na sterilni misku s CM. P#ichyceni busk ke dnu misky
(maximalré 1hod) bylo médium obsahujici DMSO vyméno za noveé. Biky byly

péstovany pi 25°C a pasazovany kazdé 2-3 dny.

3.3.3. Pasazovani bufk

Poté, co bitky porostou celé dno misky jéeba je rozdit, jinak by buiky zataly
pieristat a naslednvolné plavat. Pi tom mize dochazet k nezaddoucim &mam na
arovni fenotypu i genotypu kiky. Dale se dopokiuje menit meédium nejdéle podh
dnech, protoZe pak dochézi k hrom@dodpadnich produitburék a osmotické zime
média.

Staré médium je odstr&mo serologickou pipetou a fky jsou staZzeny z povrchu
misky cca. 1 ml nového média pouhym pipetovaninsletuje rozéleni suspenze

burék na nové misky.

3.3.4. Zamrazovani bugk

Bunky v exponencialnitstové fazi, poté co pokryji ze 70-80% dno 10cm misk
jsou zbaveny meédia a stazeny 1 ml nového. Hdapi 10% DMSO jsou hiky
rozdkleny po 1,1 ml do vidlek, nejprve zamrazeny v -8@@o 24 h feneseny do

tekutého dusiku.
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3.3.5. Transfekce buik S2

3.3.5.1. Lipofekce a selekce béhk (priklad pro FOXO-Luc konstrukt)

Bunky S2 byly nasazeny derigal transfekci na 6 cm misku v celkové koncentraci 6
8x1(P. i lipofekeni reakci bylo smichano 0,8g konstruktu FOXO-Luc, 0,059
pCoHydro a 0,04ug CopiaRenillaa doplno EC pufrem do objemu 150. Ke snesi
bylo pridano 8ul Enhanceru, kratce zvortexovano a nechano inkubosa 5 min fi
pokojové teplat. Dale bylo gidano 25ul transfekni reagencie Effectene a vortexovano
10 sec. Sws byla inkubovana cca. 10 min. za pokojové tepldezitim bylo
odstragno staré CM, biiky promyty 1x PBS a bylyfidany 4 ml nového CM. Ke stai
byl pifidan 1 ml CM, celé reakce byla promichana a po &epktidana k bitkdm. Do
maximalre 24 hod. bylo médium vysméno za nové. Pro selekci bylo po 48 hod. od
lipofekce médium vymnéno za CM obsahujici antibiotikum Hygromycin B
(300pug/ml). Selekce trvala 2-3 tydny, vima média byla provéda kazdé 3-4 dny.

3.3.5.2. Transfekce pomoci precipitace DNA s fosfor&ianem vapenatym
(priklad pro expresni vektor IDGF2)

Piiprava roztoku A : bylo smichano 18g plazmidu IDGF2 + Jug pCoHydro +
36 ul 2M CaCl a doplréno na 30Qul dd HO.

Roztok B (2x HEPES buffered saline pH 7,1)

Priprava roztoku: 1,6 g NaCl + 0,074 g KCI + 0,027gMPO, + 0,2 g glukoza +
1,0 g Hepes. Doptmo do 100 ml dd kD, pH upraveno pomoci NaOH/HCI,
sterilizovano pomoci filtru s porozitou 0,22 pmdgich) a rozéleno na alikvoty.

Transfekce : K 300 ul roztoku B byl za stalého michani provztioganim pomoci
serologické pipety pozvolnafigapavan roztok A. Sis se nechala inkubovat cca. 40
min a poté byla fidana k bitkam, nasazeni bgk, vyména média, doba inkubace a
selekce byla shodna jaké ppofekci.

3.3.6. Purifikace proteini IDGF

Slozeni pufi je uvedeno viloze Il. VSechny kroky byly prova&ay pri 4°C. Pro
produkci rekombinantnich protéinbyly buiky nasazeny do suspenze bezsérového
média a pstovany za staléhoepéni pi 25°C 7-8 di.

Bunééna suspenze byla sena (10 min, 1000g) a médium bylo dialyzovano
(Spektra/Pdt Membrane) v Lysis buffer. Poté bylaiggno 2 ml Ni-NTA agarose
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(Qiagen) a inkubovano za mirného michani 1-2 h@slédlovalo steni (5 min, 500g),
a tekuta faze byla odstrama. Ni-NTA agarose byla rozpégh v Wash buffer a
pienesena na kolonku. Kolonka byla promyta Wash buf& opticka hustota protéin
v ,,Flow-throw" byla 0,01 (r&feno @i 280 nm). Rekombinantni protein byl eluovan
pomoci Elution buffer, jednotlivé elni frakce byly sbirany po cca. 1 ml. Alikvoty
jednotlivych frakci byly uchovany pro po%di SDS-PAGE analyzu (dle manualu
OxyBlot™ Proteine Oxidation Detection Kit, Chemicon intefomal). Eluni frakce
byly zbaveny imidazolu dialyzou v 1x PBS (pH 7 d3sled& koncentrovany pouzitim
latek absorbujici vodu (Aquacide 1I-A, Calbiocherdhncentrace proteinbyla ugena

pomoci Bradford assay (Bradford 1976).

3.3.7. Méreni Winka IDGF proteint pomoci reportérovych konstruktia

3.3.7.1. Meéreni vlivu IDGF2 na imunitni drahu (Att-Luc konstruk t)

CM bylo nahrazenoippasazi CM : MM 1 : 4 a hiky byly nechanyist do dalSiho
dne. Red pokusem bylo odstramo staré medium, llky byly promyty 1x PBS aby si
nemohly vytvdit specifické prosedi a stazeny z povrchu MM médiem. Koncentrace
burgk byla spditana pomoci Birkerovy kolrky a na&edtna v MM médiu na
koncentraci 1x 10 burtk/ml. Suspenze bwk byla nasazena na 96-jamkovou
nepiiisvitnou misku v mnozstvi 1Q0 na jamku.

Do jednotlivych jamek bylailana @inna latka:

» IDGF2 (vysledna koncentrace 15 mg/ml)

* mutantni IDGF2A (vysledna koncentrace 15 mg/ml)

« IDGF2 + protilatka proti IDGF2 (nadbytek protilatky
predchézela 1 h inkubace v chladu za mirného micréassi)

o 3yl protilatky proti IDGF2 pro kontrolu

e 10ul 1xPBS jako negativni kontrola

» tepelny lyzat bakterie E. colli jako pozitivni koola

» lektin Griffonia
Inkubace probihala 4 hodiny.

Do kazdé jamky bylo potéfidano 28ul 5x Passive lysis buffer a bky byly
lyzovany 15 minut nai¢pace polymax 1040 (Heidolph).
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96-jamkova miska byla umista do luminometru Orion Il (Berthold Detection
Systém) a pomoci programu Simplicity 4 (delay Z0feasurement 10,0 s, volume 50
ul, Berthold Detection Systém) byla #Zfena luminiscence luciferdzy. Byl &dn
pramér hodnot jednotlivych fd meéfeni. Hodnoty byly normalizovany vzhledem

k hodnot negativni kontroly.

3.3.7.2. Transientni transfekce a ®reni Winku IDGF2 pomoci konstruktu
obsahujici promotor genufear of intimacy

Byla provedena lipofekce stejnym tgmbem jako v baf 4.7.1. Byl vSak pouzit
pouze lug reportérového konstruktu. Po 15 h. od transfékdée médium vyninéno za
smés CM: MM 1: 4, buiky byly nechanyist do dalSiho dne, kdy byl provadpokus
(postup byl jiz stejny jako vipdchozim bog).

3.3.7.3. Méieni vlivu IDGF2 na insulinovou drahu

CM bylo nahrazeno za MM a bky byly nechany hladas alespa 48h. Red
pokusem bylo odstr@no staré MM, biiky promyty 1x PBS a stazeny novym MM.
Suspenze o koncentraci 1x°1ursk/ml byla rozdlena na 96-jamkovou nejsvitnou
misku po 100ul na jamku. Do jednotlivych jamek byltiddn inzulin (koné&na
koncentrace nig/ml) nebo IDGF2 (15 mg/ml). Inkubace probihalaoglin.

DalSi kroky jsou jiz stejné jako wgdchozim bo#l4.9.1.

3.3.8. Kiprava nativnich preparatu pro konfokalni mikroskopii
(burgénd linie PH : GFP)

Na dno jamky v 6-jamkové misce byly poloZzeny krgkla (sterilizovany UV
z&enim) na které se nechalfighytit bunky. V den pokusu bylo CM vysméno za MM
a buiky byly nechany hladas po dobu 3 hod. Poté byl do jamkyidan inzulin
(konen& koncentrace pg/ml) Po dvou minutové inkubaci bylo kryci sklo tne
vyjmuto sterilni pinzetou, spodni strana osuSenstranou s bikami priklopeno na
sterilni podlozni sklo (sterilizovano UV ignim) obsahujici kapku téhoz média. Takto
hotovy preparat byl pouzit na konfokalni mikroskogirovadnou Mgr. Lucii
Kucéerovou. Stejnym zjsobem byly zhotoveny preparaty MM beZdavku inzulinu a
buiky v CM slouzici jako positivni kontrola. Pro vIlDGF2 byly buiky inkubovany
v MM po dobu 4 hod, IDGF2 (15 mg/ml) bytigan 1 hod po vygné CM za MM.
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3. Vysledky

4.1. Hiprava konstruktu

Pred vlastnim r&enim &inku proteinu IDGF2 byloieba gipravit odpovidajici
konstrukty. Promotorové oblasti byly zaklonovany wktoru pGL2 basic (Promega).
Konstrukty, které byly ziskany darem, byl@la namnozit. Navizolovana DNA se

diky superspiralizované forépe \lenuje do genomu transfekovanych kkn

4.2. Stabilni buré¢né linie
Pro vytvaeni stabilnich linii byly pouzity dv transfekni metody ( lipofekce
pomoci ,,Effecterfétransfection Reagent* (Qiagen) a precipitace DNids$or&sianem

vapenatym). Binnost obou metod byla u bénS2 srovnatelna.

4.2.1. Reportéroveé linie a linie s GFP

Pro monitorovani aktivace inzulinové signalni dréiyyy pripraveny bugéné linie
stabilre nesouci dva konstrukty. Prvni nes&e@ reportérovym genem (luciferdza
swtlusky) promotorovou oblast nazyvanou ,,Insulin pese Element* (Puig et al.
2003). Druha linie obsahuje fuzni protein PH domer@FP. RBi aktivaci této drahy
dochazi k lokalizaci tohoto proteinu na plazmatiokémbrag buiky. Pokud neni tato
drdha aktivovana, nachazi se tento protein v cgiwmml. Pomoci sledovanitesunu
fazniho proteinu PH-GFP je mozZno vizualizovat aktivéto drahy (Britton et al. 2002).

Vliv proteind IDGF na indukci exprese gérbyl studovan na linii, u které do
konstruktu obsahujici luciferdzu &hsky, byla zaklonovana cca. 2500 pb dlouha
,,upstream* oblast genu CG4859, ktery byl vybranzaklad vysledki z DNA ¢ipa
(Zurovec a Kderova, nepublikovana data). Dale pro tentel ibyly pouZity konstrukty
se sekvenci promotbr Antimikrobialnich peptid (Attacin, Dipterin, Defensin a

Cecropin) (Tzou et al. 2000). Seznam a bliZSi plpisje uveden v tabulce. 1.
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Plazmldovy vektor pGL2 pGL3 pGL3
Typ konstruktu reportérovy
Promotor genu CG4859| Diptericin | Attacin

Reportérovy gen Luciferasa s#tlusky
Referedni konstruk CopiaRenilla

Rezistence pCoHydro

Tabulka €. 1: Prehled gipravenych reportérovych b&mych linii. Tabulka uvadi
nézev linie, pouzity plazmid, typ o jaky konstridd jednd, promotor jakého genu byl
pouzit, reportérovy gen pouzity v konstruktu, koukt pro referetni meieni a
konstrukt pro rezistenci.

4.2.2. Linie produkujici proteiny IDGF

Pro purifikaci rekombinantnich proté&inDGF byly vytvareny stabilni linie, které
mely geny IDGF zaklonované do vektoru pAcb5.1 Zde dmihk vysoké kontinualni
transkripci inzertu vlivem silného aktinového praora (5C). DalSi vyhodou tohoto
vektoru je histidinova kotika, které se vyuZivéripselektivni purifikaci proteinu (dar

od doktora Zurovce). Seznam a charakterizaceuirétlen v tabulcg. 2.

m per2| ipGr2a | iDGF4]

Produkovany protei

Plazmidovy vektor

Typ konstruktu expresni

Rezistence pCoHydro

Tabulka €. 2: Prehled gipravenych expresnich b&gnych linii. Tabulka uvadi
nazev linie, pouzity plaznid, typ o jaky konstrgit jedna a pouzitou rezistenci.

4.3. Purifikace rekombinantnich proteina IDGF

Po selekci bukk bylo nejprve nutné a¥it produkované proteiny. Byla provedena
purifikace rekombinantnich IDGF protéinz 1x10 bunsk, rostoucich v bezsérovém
médiu na 10 cm misce, pomoci afinitni chromatografiednotlivé frakce byly
analyzovany metodou SDS-PAGE (obrazky az 6)

Pro produkci proteifn byly buiky péstovany v suspenzi bezsérového meédia za

stalehottepani. Po fechodu na bezsérové mediumiky rostou zpodatku pomaleji a po
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4-5 dnech zé&naji plavat a tvit shluky. Trepanim se zabranilo tvarishluki. Pokus,
pii kterém byla srovnavana expresivita Bkipéstovanych na misce a btknv suspenzi
dokéazal, Ze ob metody davaji stejné Witky (srovnani pomoci SDS-PAGE, zeaé
protilatkou) (Obrg. 5).

Byla provedena izolace prot&nDGF2 a mutantni formy IDGF2. Celkem bylo
ziskano 1,0 mg proteinu IDGF2Zispoteke 800 ml SSM. Mutované verze IDGF2 se
poddilo izolovat 0,5 mg fi celkové spatehs 400 ml SSM.

kba SM FT W1 W2 W3 W5 E1 EZ3 E4

L =
250

130
100
70

55

35
25
15 ;i

10 F

Obrazek ¢. 1. SDS-PAGE (barveni pomoci Commasie blue)¢i®ni produkce
IDGF2. SM - standard molekulovych vah (Sigma), Fir#okova frakce, W1-W5 —
promyvaci frakce, E1-E4 — elni frakce

FT w1 W2 W5 E1l1 E2 E3 E4

39 kba —hipe s
e

Obrazek ¢. 2. SDS-PAGE (zn&eni protilatkou). Osteni produkce IDGF2. FT -
pratokova frakce, W1-W5 — promyvaci frakce, E1-E4 uéei frakce
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SM FT W1 W2 W3 W5 E1 E2E3
250
130
100
70
55
40
35

25

189 L)

15
Obrazek ¢. 3. SDS-PAGE (barveni pomoci Commasie blue)éi®ni produkce
mutantni formy IDGF2. SM — standard molekulovyclh y&igma), FT - pitokova

frakce, W1-W5 — promyvaci frakce, E1-E3 —@ilufrakce

ES E4 E3 E2 El W5 W2 W1 FT

39 kDa —ii,
- ——

Obrazek ¢. 4. SDS-PAGE (znéeni protilatkou). O¥teni produkce mutantni formy
IDGF2. FT - piitokova frakce, W1-W5 — promyvaci frakce, E1-E5u¢mri frakce

E3r E3 EZ EZ E¥ El Wa Wiy

39 kDa mw -—

Obrazek ¢. 5. SDS-PAGE (zn&eni protilatkou). Srovnani produkce IDGF2. W5 -
promyvaci frakce, E1-E3 — &lni frakce (T — biiky péstované v suspenzi z@pani, M

— buiky péstované na misce)
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FT w1 W2 W3 W5 El1 E2 E3 E4

39 kDa s T

Obrazek ¢. 6. SDS-PAGE (znéeni protilatkou). O¥teni produkce IDGF4. FT -
pratokové frakce, W1-W5 — promyvaci frakce, E1-E4 u¢rl frakce

5.4. Zkoumani &inka proteinu IDGF2
Byl zkouman dinek IDGF2 pomoci reportérovych konstriktve stabil@
exprimujicich brikach.

4.4.1. Detekce &inku IDGF2

Pro detekci &inku proteinu IDGF2 poslouzila batna linie nesouci konstrukt
s promotorovou oblasti genu Att. Exprese luciferéaeypo stimulaci butk proteinem
IDGF2 zvySila asi o 60 % (Graf 1). Oproti tomu Diipie nevykazovala Zadnou
odpowd (Graf 2).

Dale bylo pomoci linie sreportérem Att-Luc studovaliv mutantni formy
IDGF2A. Tento protein obsahuje misto aminokyseksypartamin v pozici 115 alanin.
Zameéna této aminokyseliny Zgobila ztratu dinku proteinu (Graf 3).

DalSi moznosti bylo pouzit protilatku k zablokovdmnkce IDGF2. Srs IDGF2 a
protilatky nevykazovala zadnycinek na aktivaci Att drahy, ba dokonce expresi
luciferazy jeSt snizovala. Voln& protilatky po figani k bulkdm zejm¢ vyvazala
molekuly IDGF2. Produkce protainIDGF proteiri se zda byt pro hiky Zivotng
dulezita. Aktivita luciferazy u bugk slouzici jako kontrola je Zigobena touto hladinou
IDGF2 proteinu, ktery si hiky sami produkuji (Graf 3).

Rostliny lektin Griffonia simplicifolia neni sekvetné pribuzny s rodinou Idgf.
Tento lektin také rozpoznava a vaze stejny cukenofiv jako IDGF2 (Lescar et al.
2002). Z pokus se ukazalo, Ze protein IDGF2 jéinny az od koncentrace 1igy/ml.
Lektin Griffonia simplicifolia byl &¢inny az za pouzité koncentrace h@/ml, kdy
zvySoval aktivitu reportéru asi jen o 20 %, opraimu IDGF2 zvySoval aktivitu
luciferazy o 60 %. Kontrolni lektiny, které vazinyi cukerny motiv vykazovaly row
cca 20 % dinek. Sojovy lektin (molekulovA hmotnost cca. 32ajDkinkoval od
koncentrace 2Qg/ml, lektin zRicinus communigmolekulova hmotnost 120 kDa) od
30 ug/ml (Graf 4).
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Vliv IDGF2 na Att

200
180
160 =
140 ~
120 ~
100 +
80
60
40 ~
20 ~

HH

H—

Luminiscence (%0)

K IDGF2 LPS

Graf 1: Oweteni &inku IDGF2 na reportérovy konstrukt Att-Luc. (K -ertrola,
IDGF2 — 15ug/ml, LPS — lipopolysacharid, pozitivni kontrola)
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Graf 2: Oweteni &inku IDGF2 na reportérovy konstrukt Att-Luc. (K -ettrola,
IDGF2 — 15ug/ml).
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Vliiv IDGF2 na Att
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Graf 3: Srovnéni dginku IDGF2, mutantni formy a vliv protilatky na aktivagit-

Luc. (K — kontrola, IDGF2 — 1ng/ml, IDGF2A — mutamtni forma, 1pg/ml, AB —
protilatka).
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200
180
160

g 140 - _I_

8 120 T ] Lo

e T . N o méfeni 1.
8 100 T ] | sieni Il
E 80 1 | | @ mereni Il.
E 60 |

|

40 + -

K IDGF2 G15 G30 G50 S15 S20 S30 Ri15 R30

Graf 4: Srovnani dinku IDGF2 a rostlinnych lektin (G — Griffonia simplicifolia,

S — sojovy lektin, R — lektin Ricinus communjgisla udavaji koncentracipg/ml).

4.4.2. Linie nesouci luciferazové reportérové kongtkty pod promotory geni
CG4859 a CG6817.

Bunky nesouci konstrukt s promotorem ,,Matrix Mettatipinase” (CG4859)
neodpovidala na stimulaci proteinem IDGF2, na Hozdlivysledk z DNA ¢ipu u burgk
CI8+, dochazelo zde naopak k mirnému poklesu trggwk Burgénou linii obsahujici
reportér s promotorem gerfear of intimacy(CG6817)se nepoddo piipravit. Tento
konstrukt byl vyzkouSen pouze transiefjtale vysledky byly stejné jako u linie nesouci

konstrukt s promotorem ,,Matrix Mettaloproteinagérafy 5 a 6)
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Vliv IDGF2 na CG4859
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Graf 5: Vliv proteinu IDGF2na konstrukt s promotorovou oblasti genu CG4859 (K
— kontrola, IDGF2 — 1g/ml).

Vliv IDGF2 na CG6817
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Graf 6: Vliv proteinu IDGF2na konstrukt s promotorovou oblasti genu CG6817 (K
— kontrola, IDGF2 — 1ng/ml, IDGF2A — mutamtni forma, Liog/ml).

4.4.3. Vliv IDGF2 na inzulinovou drahu

Pro studium inzulinové signalizace byl ziskan régorny konstrukt (Slade et al.
2007). Ri kontrole konstruktu sekvenovanim se ukazalo, 2ebsahuje regutai
oblast. Do reportérového konstruktu byla protoimatd (telem vloZzena sekvence IRE
(Puig et al. 2003)

Na paatku bylo nutné zopakovat pokus uUbytku aktivityifieidzy po stimulaci
inzulinem, bugk nesouci reportérovy konstrukt s promotorovou stiblaeagujici na

inzulin (Puig et al. 2003) a dale zkoum&ingk IDGF2 na tuto drdhu. Reportérovy
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konstrukt vSak neodpovidaly na stimulaci inzulindidavek proteinu IDGF2 sice
snizoval expresi luciferazy asi o 1/5, ale prot@ge nepoddo zopakovat popsany
pokus, nedaji se tyto vysledky nikterak pouzita/mwout (Graf 7).

Vl0iv IDGF2 na konstrukt FOXO-Luc
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Graf 7: Vliv IDGF2 na konstrukt FOXO-Luc (K — negativni kipala, buiky
inkubované po dobu 48 h. v MM. INZ — inzulirug/ml, IDGF2 15ug/ml)

4.5. Konfokalni mikroskopie bunék obsahujici fazni protein PH : GFP

Konstrukt byl darem od J. S. Britton (Univerzitaa8e). V zagti po stimulaci
inzulinem (5ug/ml) doslo k lokalizaci PH - GFP na memb¢g®br. 11 a 12). Inkubace
burgk s IDGF2 (15ug/ml) probihala po dobuithodin. U takto stimulovanych bék
nedoslo k aktivaci studované drahy (Obr. 13 a Bdinky péstované za standardnich

podminek v kompletnim médiu s inzulinem slouZikgjgozitivni kontrola (Obr. 7 a 8).

Obrazky 7 a 8.Kompletni médium (pozitivni kontrola).
Obrazky 9 a 10.Minimalni médium (negativni kontrola).
Obrazky 11 a 12.Minimalni médium + inzulin (ug/ml).
Obrazky 13 a 14.Minimalni médium + IDGFZ15 ug/ml).
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Obr. 7 Obr. 8

Obr. 9 Obr. 10

Obr. 11 Obr. 12

Obr. 13 Obr. 14




4. Diskuze

5. 1. I1zolace proteini IDGF

Je znama krystalicka struktura IDGF2 (Varela et 24102). Pokusy prov&dé
doktorem Zurovcem identifikovaly cukerny motiv, nktery se IDGF2 vaze
(nepublikovana data). Ve spolupraci s doktoremryn&ou (UMG, Praha) byl navrzen
pocitatcovy model 3-D struktury IDGF2 spale¢ s navazanym cukrem. Pro
experimentalni potvrzeni modelu je vSak z&goit cca. 10 mg proteinu pro rentgenovou
krystalografii. Celkovy vyZzek izolace pomoci S2 béiza popsanych podminginil
1 mg proteinu. Bude zapebi optimalizovat metodu izolace, gggact piejit na
metodu jinou. B izolaci dochazelo k ztratam v posledni promyvleakci, mnozstvi
uvolnéného proteinu bylo srovnatelné s druhoisedi elni frakci (Obrazky. 2, 4 a 5).
Pro zvySeni v@Zku bude pdeba zamezitmto ztratdm fi promyvani.

5. 2. Charakterizace vazebného centra IDGF2

5.2.1. Vhodné buwéné linie

Na zaéatku bylo teba najit vhodnou bgdnou linii, kter4 by odpovidala naiaek
proteinu IDGF2. Reportérové konstruktyigszavené z promotdr vytypovanych gein
z predchozi prace doktora Zurovce a Mgr.c&mové neodpovidaly na stimulaci IDGF2.
Mozné vys¥tleni mize byt i) rozdilna povaha bék CI8+ vs. S2. Biky CI8+ jsou
odvozeny z imaginalnich i, zatimco S2 jsou embryonalnihévedu (Silverman et
al. 2003). ii) Do vektoru pGL2 byly pro tentotel zaklonovany 2500 bp dlouhé
,,upstream* oblasti¢thto geri (brano od peatku transkripce). Pro regula oblasti
eukariot pro tzv. enhancery je vSak typické, hAegbi ffes velikou vzdalenost a nami
zvoleny rozsah nemusel zahrnoval hledany enhaiigeSekvence promotoru nebo
enhanceru iive byt natolik konzervovana, Zze i sebemensi mufaag. vznikla i
zatleréni do genomu) rive zmisobit ztratu funkce regutai oblasti.

Tyto hypotézy jsou moZznym vysteenim pro konstrukt Dip-Luc, ktery ro¢n
neodpovidal na stimulaci IDGF2. Jako nejlepSi ¥lewni se zda byt rozdilnd povaha

pouzitych busgk.
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5. 2. 2. Konstrukt Att-Luc.

Attacin je antimikrobialni peptid, jehoZ exprese ijeena signalni drdhou Imd.
Z predchozich pokusnasi laborati® provadnych na bitkach CI8+ byla exprese genu
Attacin zvySena vlivem IDGF2 (Jatleova, magisterska prace). Jiné pokusy préméad
na bukach S2 ukazaly, Ze stimulace BknsloZkami stn gramnegativnich bakterii
zpisobuje zvySeni exprese Att (Tanji et al. 2007). dk&povy konstrukt obsahujici
promotor genu Attacin se prokézal byt vhodnym mgein pro detekci &inku proteinu
IDGF2. Za pouziti tohoto konstruktu byly prowéy testy, které finesly dilezité
poznatky o Ginku proteinu IDGF2.

Po identifikaci cukerného motivu, na ktery se IDG¥&Ze, a vytvieni modelu
aktivniho centra proteinu s navazanym cukrem, kpydavedena zamma klicovych
aminokyselin. V proteinu IDGF2A byl asparagin v @pZ.15 zneénén na alanin (Obr.
15). Jak je #jmeé z pokusu, tato zZma zmsobila ztratu funkce proteinu, nejspise
z divoda ztraty schopnosti vazat se na cukerné motivy. fepa v této pozici se
ukazuje byt nezbytny pro spravnou funkci proteiRto podloZeni této hypotézy bude
zapotebi dalSich test

Otazka vazebnych cukrje pro tSinu ¢lena rodiny CLP stale otéeena. Varela et
al. vytvaili krystalickou strukturu proteinu IDGF2, ale paadali znalosti jaky cukerny
motiv IDGF2 rozpoznava. Do piiacového modelu byl zabudovan chitin, na ktery se
vSak IDGF2 podle naSich vysleilknevaze. V dalSi praci, ve které bylgegstavena
krystalicka struktura lidskéholena rodiny Chitinaz proteinu HCgp-39 se do modelu
poddilo zabudovatiettzec chitinu a o&fit pomoci rentgenové krystalografie. Volny
chitin se v8ak ve tkanich, ve kterych je HCgp-3#z&n, nevyskytuje. Substrat tohoto
proteinu bude izjm¢ jiny (Fusetti et al. 2003). Zablokovani funkce IB&chitinem a
dale nami identifikovanym cukrem jsou testy, ktdéée planujeme do budoucnosti.

Zajimavy vysledek vySel z pokusu s protilatkou.oTptotilatka rozpoznéava skupinu
aminokyselin pitomnych v pozici 240 — 252 (Obr. 15), nachazeficke na smice,
ktera se podili na vzniku vazebné kapsy. Po navdmatilatky o velikosti cca. 150 kDa
(IDGF2 39 kDa) dojde k znéfstupréni vazebného mista, nebo Wekité konformani
zmené vazebného centra a zaschopnosti se vazatriFpokusu byl rekombinantni
protein inkubovan v nadbytku protilatky. Volna platka po pgidavku k buikdm
zpisobila sniZzeni bazdélni aktivity luciferazy pod (eovnantienou u budk bez
piidavku rekombinantniho IDGF2. Tato bazalni hlagemapisobena &inkem proteir
IDGF2, které si biky samy vyprodukuji. Podle vysletilse zda byt produkce IDGF2
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pro buiky dalezita pro jejich pezivani. Tento pokus dokazal nutnost vazebnéhaoaent
IDGF2 pro spravnou funkci, ale také potvrdil, Zetpiny IDGF jsou pdtbné faktory
pro pezivani busk.

Ze IDGF2 funguje specificky na drahu vedouci keati genu pro Attacin, dokéazal
pokus, kdy byla srovnavanacinnost rékolika dalSich lektid. Lektin z Griffonia
simplicifolia, ktery vaze stejny cukerny motiv (Lescar et al020 vSak nerd
srovnatelny vliv. B koncentraci 50ug/ml doSlo pouze k 20 % zvySeni expres#, p
koncentraci do 3@g/ml byl ne@&inny. Vliv IDGF2 je mozno pozorovat od koncentrace
15 mg/ml. Lektin zGriffonia (molekulova hmotnost 114 kDa) je a#iktat veétSi nez
IDGF2 (39 kDa), vSak za srovnatelnych podminekég¢pamolekul) je jeho aktivita
v porovnani s IDGF2 niZz8i. Kontrolni lektiny vykaady stejnou aktivitu jako
Griffonia, vziist exprese o 20 % se da v§iw nespecifickym fisobenim rostlinnych
lektini. Sojovy lektin rozpoznavéetzce zakotené cukrem N-acetyl-galaktosamin a
lektin z Ricinus communigettzce zakotené cukremB-D-galaktéza (Andrews et al.
1997). Lektiny jsou proteiny, které vazou cukefe®zce a zprosedkovavaji mnozstvi
buré¢cnych dju. Dalezitou otazkou dstava, jaky protein je glykosylovany timto
cukernymietzcem, na ktery se IDGF2 vaze.

Vazba volnych nebo na membranu véazanych léktita glykoproteiny nebo
glykolipidy nachazejici se na povrchu Bknma mnoho funkci. MZe jit o interakci
mezi bukami nebo biikou s extracelularnim prdastdim. DalSi ulohu mohou hrat

lektiny nag. pri rozpoznani patogena (Vasta et al. 2004).
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Obrazek ¢. 15: Model struktury IDGF2 vytvieny pomoci programu UCSF
Chimera molecular visualization application (Pestter et al.2004). Auto Mgr.
Kucerovd a Bc. Broz. Orientace:fimy pohled na dB)s soudkovitou strukturu,
Struktura: a Sroubovice zobrazeny zekenp listy mode, fialové postrani zbytky
aminokyselin vyznéuji usek, na ktery se vaze protilatka a aminokpselznénéna
cilenou mutagenezi je zvyragma cerverg. Umiseni vazebné kapsy jered nakresem

v blizkosti oznaeného aspartaminu.

5. 3. Vliv IDGF2 na inzulinovou drahu

Jako mozny cil psobeni IDGF proteinbyla navrzena inzulinové draha (Kawamura
et al. 1999). Tato draha kontroluj&jel jako jsou bu&ny rist, proliferace a smrt.
Proliferace bu#k CI8+ byla zvySena kooperaci proteinDGF1 a IDGF2 spolu
s inzulinem. Samotny inzulin vS8ak nevykazoval tdkysucinek na dleni burgk
(Kawamura et al. 1999). Inzulinovy receptor se tyélvhodnym substratem pro vazbu
IDGF proteirii (Varela et al. 2002).

Jednim z prokdzanycheiaki inzulinu je regulace transktipiho faktoru FOXO
(Puig et al. 2003). Tento faktor v dolhladowni pozitivre ovliviiuje expresi gein

obsahujici tzv. IRE, ndjklad inhibitor transkripce a samotny InRfi Bstimulaci
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inzulinem, ukazatel dostatku Zivin, aktivovana Alegativié reguluje FOXO. Tohoto
poznatku ndlo byt vyuZito i zkoumani vlivu IDGF2 na inzulinovou drahu.

Teoreticka Uvaha byla nasledujici: K hlagideich buikdm je gidan inzulin. Fidani
inzulinu vede Kk negativni regulaci faktoru FOXO,ené& vlivem fosforylace,
zprostedkované aktivni kinazou Akt, opousti jadro, kddobgoposud aktivni. Po
inkubaci bugk sinzulinem mla byt aktivita luciferdzy nizSi oproti hladéicim
bunkdm. Exprese reportérového genu vSak byla stejidungk s inzulinem i bez.
Polatas luciferazy je asi @vhodiny, po Sesti hodinové inkubaci &lrs inzulinem by
mnozZstvi enzymu o byt nizsi, v dsledku inhibice drahy a degradace luciferazy (Di
Lorenzo et al. 2008). Mozné vydileni ne@inku inzulinu je pili§ dlouhd doba
hladowni burek. Po utité dok® muiZze byt mnoZstvi transkidpich faktoti FOXO
natolik vysokeé, Ze inhibic&asti faktofi inzulinovou kaskadou ne&gobi viditelné
zmeény na urovni exprese.rifpokusu s bitkami s fiznim proteinem PH doména - GFP
byla doba inkubace bgk v MM pouze ti hodiny. Tyto buiky normélré reagovaly na
stimulaci inzulinem (Britton et al. 2002) (Obrazky 11 a 12). Pokud byly hky
nechany hladatt 48 hodin, roviz neodpovidaly na inzulin (Obrazek 16). Aktivita
inzulinové drahy se da pozorovat v&ampo stimulaci inzulinem. &em jedné minuty
dochéazi k lokalizaci PH domény na vnit stra plazmatické membrany. dthek
IDGF2 na aktivaci této drahy nebyl zaznamenan.dZepokusy, zda IDGF2ipobeni
na inzulinovou drahu népesly jednoznéné zavry zistava tato otadzka nadale

otevena.

Obrazek 16: Minimalni médium (48 h.) + inzulin
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6. Zawer

Protein IDGF2 a mutantni verze IDGF2 byly purifidoy pomoci hmyzich S2
burgk affinitni chromatografii.

Pro testovani vlivu IDGF2 byly nejprve vytteny reportérové konstrukty. Déle byly
ziskany buacné sublinie trvale vesouci tyto konstrukty.

Na pipravenych subliniich byly zavede testy pratemi (&inku IDGF2. Jako
vhodna linie pro zkoumanicinku IDGF2 se ukazala byt b&na linie trvale nesouci
konstrukt Att-Luc. Za pomocié¢thto burkk byl porovnan dinek IDGF2, mutantni
formy IDGF2 a ®kolika rostlinych lektifi. Po zaminé aminokyseliny aspartamin za
alanin v pozici 115 doslo ke ztéatunkce proteinu IDGF2. €inek rostlinnych lektin
byl nespecificky.

30



5. Seznam literatury

Aggarwal, K., and N. Silverma(2008).Positive and negative regulation of the
Drosophilaimmune respons®&MB reports 41(4): 267-277

Andrews, L., A. Laughinghouse and B. J. Sina (199pctin Binding
Characteristics of Male and Female Salivary Glanotdhs of Anophelesgambiae:
Identification and Characterization of Female Sfieclycoproteins. Insect Biochem.
Mol. Biol. 27: 159-166

Asgari, S. and O. Schmidt. (2004): Isolation of iamaginal disc growth factor
homologue fromPieris rapae and its expresion following parazitation If§otesia
rubecula Journal of Insect Psysiology. 50: 687-694

Attardo, G.M., P. Strickler-Dinglasen, S.A.H. PerkE. Caler, M.F. Bonaldo, M.B.
Soares, N. El-Sayeed, and S. Aksoy. (2006): Analg$ifat body transcriptome from
the adult tsetse flyGGlossina morsitans morsitanBisect Molecular Biology. 15: 411-
424

Badariotti, F., M. Kypriotou, C. Lelong, M. P. DufjoE. Renard, P. Galera, and P.
Favrel. (2006): The phylogenetically conserved omsman Chitinase-like protein Cg-
Clpl1), homologue of humakC-gp39 stimulates proliferation and regulates synthesis
of extracellular matrix components of mammalian rahocytes. J. Biol. Chem.
281:29583-29596

Bohni, R., J. Riesgo-Escovar, S. Oldham, W. Bragidl. Stocker, B. F. Andruss,
K. Beckingham and E. Hafen (1999). Autonomous Guorif Cell and Organ Size by
CHICO, aDrosophilaHomolog of Vertebrate IRS1-4. 97: 865-875

Bradford, M.M., 1976. A rapid and sensitive metiHodthe quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle ofgieindye binding. Anal. Biochem. 72,
248-254.

Brogiolo, W., H. Stocker, T. lkeya, F. Rintelen, Rernandez and E. Hafen (2001).
An evolutionarily conserved function of tirosophilainsulin receptor and insulin-like
peptides in growth kontrol. Current Biology 11: 2221

Buhi, W.C., .M. Alvarez, I. Choi, B.D. Cleaver, &nF.A. Simmen (1996):
Molecular Cloning and Characterization of an Estrofpependent Porcine Oviductal
Secretory Glycoprotein.Biology of reproduction 3305-1314

Buchon,N., N. A. Broderick, M. Poidevin, S. Pradervandand B Lemaitrg2009)
Drosophila Intestinal Response to Bacterial InfactiActivation of Host Defense and
Stem Cell Proliferation. Cell Host & Microbe 5: 2611

De Gregorio, E., P. T. Spellman, P. Tzou, G. M. iRi#nd B. Lemaitre (2002). The

Toll and Imd pathways are the major regulatorshefimmune response in Drosophila.
The EMBO J. 21: 2568-2579

31



Fusetti, F., T. Pijning, K. H. Kalk, E. Bos, and B/. Dijkstra (2003): Crystal
Structure and Carbohydrate-binding Properties @Hbman Cartilage Glycoprotein-39.
J. Biol. Chem. 37753-37760

Garofalo, R. S. (2002). Genetic analysis of insufiignaling in Drosophila
TRENDS in Endocrinology & Metabolism 13: 157-162

Goberdhan, D. C. I. and C. Wilson (2003). The fiord of insulin signaling: size
isn’t everything, even in Drosophila. Differentmi 71:375-397

Goberdhan, D. C. I. N. Paricio, E. C. Goodman, Modizik and C. Wilson (1999).
Drosophilatumor suppressdPTEN controls cell size and numéry antagonizing the
Chico/PI3-kinaseignaling pathway. GENES & DEVELOPMENT 13: 3244-825

Hakala, B. E., C. White, and A.D. Recklies (199Buman cartilageGP-39 a
majorsecretory product of articular chondrocytesd asynovial cells, is a
mammalianmember of a chitinase protein family.idl.BChem. 268: 25803-25810

Hall, B.G. (1999): BioEdit: a user-friendly biolagil sequence alignment editor and
analysis program for Windows 95/98/NT. Nucl.Acidg1$.Ser. 41: 95-98

Hall, B.G. (2004): Phylogenetic Trees Made EasyHéw-To Manual. Sinauer
Associates Inc., Sunderland, Massachusetts

Hu, B., K. Trinh, W.F. Figueira, and P.A. Price 989 Isolation and sequence of a
novel human chondrocyte protein related to mammaii@mbers of the chitinase
protein family. J. Biol. Chem. 271: 19415-19420

Hultmark, D.(2003). Drosophila immunity: paths armhtterns. Curr. Opin.
Immunol. 15: 12-19

Chang, Nan-Chi A. , Shuen-lu Hung, Kuo-Yuan Hwhkijrioshin Kato, Ju-Eng
Chen, Cheng-Hsiun Liu and A. Chien Chang (2001)M&crophage Protein, Ym1,
Transiently Expressed during Inflammation Is a Ndwammalian Lectin. J. Biolog.
Chem. 276: 17497-17506

Imler, J. L. and L. Zheng (2004). Biology of To#laeptors: lessons from insects and
mammals. Journal of Leukocyte Biology 75: 18-26

Irving, P., J-M. Ubeda, D. Doucet, L. Troxler, Madueux, D. Zachary, J. A.
Hoffmann, C. Hetru and M. Meister (2005). New ifdgy into Drosophila larval
haemocyte functions through genome-wide analys#ular Microbiology 7: 335-350

Karlsson, C., A. M. Korayem, C. Scherfer, O. Losetvh S. Dushay and U.
Theopold (2004). Proteomic Analysis of tBeosophila Larval Hemolymph Clot. J.
Biol. Chem 279: 52033-52041

Kawamura, K., T. Shibata, O. Saget, D. Peel, addBtyant. (1999): A new family

of growth factors produced by the fat body andvactinDrosophilaimaginal disc cells.
Development 126: 211-219

32



Kirkpatrick R. B, R. Matico , D. E. McNulty , J. Etrickler and M. Rosenberg
(1994): An abundantly secreted glycoprotein frdnesophila melanogastes related to
mammalian secretory proteins produced in rheumatsdues and by activated
macrophages. Gene 153:147-154.

Lavine, M. D. and M. R. Strand (2002) Insect hentesyand their role in imunity.
Insect Biochemistry and Molecular Biology 32: 1293069

Lescar, J., R. Loris, E. Mitchell, C. Gautier, Vhazalet, V. Cox, L. Wyns, S. Perez,
C. Breton and A. Imberty (2002). Isolectins I-A ah@& of Griffonia (Bandeiraed
simplicifolia.J. Biological Chemistry 277: 6608-6614

Lou, M., T. P. J. Garrett, N. M. McKern, P. A. Hayriv. Ch. Epa, J. D. Bentley, G.
O. Lovrecz, L. J. Cosgrove, M. J. Frenkel and C. Ward (2006). The first three
domains of the insulin receptor digger structurédm the insulin-like growth factor 1
receptor in the regions governing ligand specyidRNAS 103: 12429-12434

McKern, N. M., M. C. Lawrence, V. A. Streltsov, M. Lou, T. E. Adams, G. O.
Lovrecz, T. C. Elleman, K. M. Richards, J. D. BegtlP. A. Pilling, P. A. Hoyne, K. A.
Cartledge, T. M. Pham, J. L. Lewis, S. E. Sankgvi¢hStoichevska, E. Da Silva, Ch.
P. Robinson, M. J. Frenkel, L. G. Sparrow, R. Trnksy, V. Ch. Epa and C. W. Ward
(2006). Structure of the insulin receptor ectodamaveals a folded-over conformation.
Nature 443: 218-

Oldham, S., H. Stocker, M. Laffargue, F. Wittwer, Wymann and E. Hafen
(2002). The Drosophila insulin/IGF receptor corgrgrowth and size by modulating
PtdIinsP3 levels. Development 129: 4103-4109

Pettersen, E.F., Goddard, T.D., Huang, C.C., CoGc8,, Greenblatt, D.M., Meng,
E.C., and Ferrin, T.E. "UCSF Chimera - A Visualiaat System for Exploratory
Research and Analysisl’ Comput. Chen25(13):1605-1612 (2004).

Puig, O. and R. Tjian (2005). Transcriptional fegclbkontrol of insulin receptor by
dFOXO/FOXO1. GENES & DEVELOPMENT 19: 2435-2446

Puig, O., M. T. Marr, M. L. Ruhf and R. Tjian (200Zontrol of cell number by
Drosophila FOXO: downstream and feedback regulation of theulinsreceptor
pathway. GENES & DEVELOPMENT 17:2006-2020

Ramet, M., R. Lanot, D. Zachary and P. Manfru@002). JNK Signaling Pathway
Is Required for Efficient Wound Healing iDrosophila. Developmental Biology 241.:
145-156

Recklies, A. D., L. Baillargeon, and H.Ling (2008-gp39is a growth factor for
connective tissue cells. Arthritis Rheum. 43 (9, S295

Ronquist, F. and J.P.Huelsenbeck (2003): MRBAYESB&yesian phylogenetic
inference under mixed models. Bioinformatics 19728574

33



Sancak, Y.C. C. ThoreenT. R. PetersorR. A. Lindquist,S. A. Kang,E. Spooner,
S. A. Carrand D. M. Sabatini (2007). PRAS40 Is an Insulin“Ratgd Inhibitor of the
MTORCL1 Protein Dinase. Molecular Cell 25, 903-915

Shackelton, L. M., D.M. Mann, and J.A Millis (199%)entification of a 38-kDa

heparin-binding glycoproteingp38K in differentiating vascular smooth muscle
cellsas a member of a group of proteins associaidd tissue remodeling. J. Biol.
Chem. 270: 13076-13083

Shi, L., and S.M. Paskewitz. (2004): Identificatemmd molecular characterization of
two immune-responsive chitinase-like proteins frofmopheles gambiaelnsect
Molecular biology. 13(4): 387-398

Schneider, 1(1972). Cell lines derived from latebeyonic stages oDrosophila
melanogaster.J. Embryol. Exp. Morphol. 27: 353-365.

Silverman, N., R. Zhou, R. L. Erlich, M. Hunter, Bernstein, D. Schneider and T.
Maniatis (2003) Immune Activation of NEB and JNK RequireBrosophilaTAKL. J.
Biological Chemistry 278: 48928-48934

Slade, J. D., J. L. E. Rotchford and B. E. StavéR307). Evaluation of FOXO
activitz during nutritional stress and developmet&" Annual Drosophila Research
Conference. Program and abstracts. Phyladeplhip. 421

Sun, Y.J., N.C. Chang, S.I. Hung, A.C. Chang, C8ou, and C.D. Hsiao (2001):
The Crystal Structure of a Novel Mammalian Lectifml, Suggests a Saccharide
Binding Site. J. Biol. Chem. 276:17507-17514

Swofford, D.L. (1998): PAUP* Phylogenetic Analysising Parimony (*and Other
Methods). Version 4. Sinauer Associates Inc., Stadeé, Massachusetts

Tanji, T., X. Hu, A. N. R. Weber and Y. T. Ip (200 Toll and IMD Pathways
Synergistically Activate an Innate Immune RespomseDrosophila melanogaster.
Molecular and Cellular Biology 27: 4578—-4588

Tauszig, S., E. Jouanguy, J. A. Hoffmann and Jaanimler (2000). Toll-related
receptors and the control of antimicrobial pepgd@ression in Drosophila. PNAS:
10520-10525

Tsuzuki, S., M. Ilwami a, S. Sakurai (2001). Ecdy@tkinducible genes in the
programmed cell death during insect metamorphosisect Biochemistry and
Molecular Biology 31: 321-331

Tzou, P., E. De Gregorio and B. Lemaitre (2002).wHDrosophila combats
microbial infection: a model to study innate immtyrand host—pathogen interactions.
Curr. Opin. Microbiolog. 5:102-110

Varela, P. F., A. S. Llera, R. A. Mariuzza, anddrmo (2002): Crystal Structure of
Imaginal Disc Growth Factor-2. J. Biol. Chem. 213229-13236

34



Varnai, P., K. I. Rother and T. Balla (1999). PhHealylinositol 3-Kinase-
dependent Membrane Association of the Bruton’s Jipi® Kinase Pleckstrin
Homology Domain Visualized in Single Living Cellk.Biological Chemistry 274:
10983-10989

Vasta, G. R., H. Ahmed and E. W. Odom (2004). $tmat and functional diversity
of lectin repertoires in invertebrates, protochtedaand ectothermic vertebrates.
Current Opinion in Structural Biology 14: 617-630

Vierstraete, E., P. Verleyen, F. Sas, G. Van dagi3eA. De Loof, L. Arckens, and

L. Schoofs (2004) The instantly released Drosopghiaune proteome is infection-
specific. Biochemical and Biophysical Research Camications 317: 1052-1060

35



Priloha I.

Prehled pouzitych primeni

Primery pouZité proifpravu konstruktu FOXO-Luc

Sekvence (od 5 k 3" konci)

TCGAGTTTGTTTGTCGATTAAATAAACATGTAAACACTTTGTTTTGTTGATACAAACAAA

AGCTTTTGTTTGTATCAACAAAACAAAGTGTTTACATGTTTATTTAATCGA CAAACAAAC

TAGCTCGAGAGTTTGTTTGTC

Primery pro pipravu konstrukt s promotory ,,IDGF2" inducibilnich gén

Sekvence (od 5" k 3" konci)

AAAGTATAAATTATAAGCAACGAC

TTGCCGCTGGCACTTTGAAC

GAGATGTTATGCGAACTAAAG

TCCGCCGAGATCAGTCAGTC

ATAGCTAGCACGACAGCGACAACAAACAAGAG

TATCTCGAGCTGCAAAGGGAAAGGGTGAAGG

6817Nh¢g ATAGCTAGCTTTTTGGTACAGTAGCCTCTC

TATCTCGAGCTGAAATTGAATGGGAATGTC

Primery pro pouzity vektor pGL2 basic

Sekvence (od 5 k 3" konci)

TACAAATAAAGCAATAGCATCAC

ATCCTCTAGAGGATAGAATGG
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Priloha II.
SlozZeni pouzitych pufir

Lysis buffer (1 litr):

50 mM NaHPOy 6.90 g NakPQO, - H,O (MW 137.99 g/mol)
300 mM NacCl 17.54 g NaCl (MW 58.44 g/mol)
10 mM imidazol 0.68 g imidazol (MW 68.08 g/mol)

pH 8,0 (upraveno pomoci NaOH)

Wash buffer (1 litr):

50 mM NaHPOy 6.90 g NakHPQ, - HO (MW 137.99 g/mol)
300 mM NaCl 17.54 g NaCl (MW 58.44 g/mol)
20 mM imidazol 1.36 g imidazol (MW 68.08 g/mol)

pH 8,0 (upraveno pomoci NaOH).

Elution buffer (1 litr):

50 mM NaHPOy 6.90 g NaHPO, -H,O (MW 137.99 g/mol)
300 mM NaCl 17.54 g NaCl (MW 58.44 g/mol)
250 mM imidazol 17.00 g imidazol (MW 68.08 g/mol)

pH 8,0 (upraveno pomoci NaOH)
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Priloha Ill.

Seznam pouZitych zkratek

Zkratka Vyznam

dd HO Deionizovana voda

dNTP Deoxi nukleotid trifosfat

PCR Polymerazovéetzova reakce

bp ,,Base pair”

U ,,International units*

PLB Lyzani pufr (Passive Lysis Buffer)
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